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ABREVIATURAS UTILIZADAS

4-CF 4-clorofenol

ADN Acido desoxirribonucleico

Cm Carga mésica, kgDQO/kgSSV/d, g4CF/kgSSV/d
Cv Carga volumétrica, kgDQO/m*/d

COoT Carbono organico total, mg/L

d Dias

DBO Demanda bioquimica de oxigeno, mg/L

DQO Demanda quimica de oxigeno, mg/L
DQOefDQO en el efluente

DQOin DQO en el influente

EPS Sustancias poliméricas extracelulares

g Gramo

h Hora

VL indice volumétrico de lodos, mL/g

J Flux, L/m?/h

Je Flux critico, L/m?/h

L Litro

Lpm Litros por minuto

MBR Biorreactor de membranas sumergidas

MSBR Reactor discontinuo secuencial de membranas sumergidas
mg Miligramo

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetros

pm Micrémetros

nm Nanometros

NO, Nitritos

0 Oxigeno

oD Oxigeno disuelto, mg/L

pH Potencial de hidrogeno

PTM Presion transmembrana kPa

PMS Productos microbianos solubles

q Tasa de especifica de degradacion, mg sustrato/gSSV/h
Omax Tasa de especifica de degradacion maxima, mg sustrato/gSSV/h
Rpm Revoluciones por minuto

SBR Reactor discontinuo secuencial

So Concentracion de sustrato dentro del reactor, mg/L
Si Concentracion de sustrato en el influente, mg/L
SST Solidos suspendidos totales, mg/L

SSsv Solidos suspendidos volatiles, mg/L

ST Solidos totales, mg/L

T Temperatura, °C

Vs Velocidad de sedimentacion, m/h

\Y, Volumen del reactor, L

PVDF Fluoruro de Polivinilidieno

TEM Microscopia Electronica de Transmision

SEM Microscopia Electrdnica de Barrido

MF Microscopia de Fluorescencia

CLSM Microscopia Léaser Confocal de Barrido
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RESUMEN

Se implementd un reactor discontinuo secuencial (SBR) aerobio de lodos granulares con
membranas sumergidas con la finalidad de disminuir la colmatacion en las membranas de filtracion
para el tratamiento de efluentes inhibitorios para laremocion de 4-clorofenol como compuesto
modelo. Primero se desarrollaron granulos aerobios a partir de lodos activados de una planta de
tratamiento municipal, mediante una presion de seleccion y la limitacion de nitrégeno, los grénulos
alcanzaron una tasa de degradacion de 87 mg4-CF/gSSV y una remocion superior al 99 %.
Después se introdujo al reactorSBR una membrana (MSBR) de fluoruro de polivinilidieno con un
tamafo de poro de 0.1 pm, los granulos se mantuvieron estables con un diametro promedio de
hasta 2.5 mm dentro del reactor, al mismo tiempo se oper6 otro reactor SBR sin membranas, nose

encontrodiferencia significativa en eltamafio y cantidad de granulosde ambos reactores.

El proceso de colmatacion de la membrana sumergida en el reactor se analiz6 mediante las
siguientes técnicas:microscopia electronica de barrido (SEM); microscopia electronica de
transmision (TEM); microscopia laser confocal de barrido (CLSM); microscopia de fluorescencia
(MF), realizando autopsias a la membrana, se encontré que el mecanismo de colmatacion de las
membranas comienza con la adsorcion de B-polisacaridos con el posterior desarrollo de una
biopelicula tanto en la superficie como el interior de la estructura de la membrana que bloquea los
poros irreversiblemente. Se evalu6 el intercalado de ciclos de decantacion (SBR)entre los ciclos de
filtrado (MSBR)y el uso de un mddulo externo como estrategia para evitar la colmatacion, logrando
una disminucion de la tasa de colmatacion del 25 % finalmente con las membranas sumergidas en
un médulo externo se logré mitigar en un 90% disminuyendo de 0.345 kPa a 0.033 kPa por hora de

operacion.

Xl



ABSTRACT

An sequential batch reactor (SBR) with aerobic granular sludge process andsubmerged membranes
was implemented in order to reduce membrane fouling in the treatment of effluents with the
inhibitory 4-chlorophenol as an model of toxic compound, in the first step, aerobic granules was
developed from activated sludge of an municipal wastewater treatment plant by means of the
combined effect of an hydraulic selection pressure and the nitrogen limitation, aerobic granules
were obtained with degradation rates and removal of 87 mg4-CP/gSSV and 99%, respectively.
After in this system a polyvinylfluoride membrane (MSBR) with a pore size of 0.1 micronswas
introduced, the proprieties of the granules remained stable with an average diameter of up to 2.5
mm into the reactor, while in same time, other reactor was operated in SBR mode, any significant

difference was not found in performance of both reactors.

The fouling process of the membrane submerged in the reactor was analyzed using the following
techniques: scanning electronic microscopy (SEM); transmition electronic microscopy (TEM);
confocal laser scanning microscopy (CLSM); fluorescence microscopy (MF), autopsies was
performedto the membranes, it was established that the mechanism of membrane fouling is as
follows: first the adsorption of B polysaccharides with subsequent biofilm development on the
surface and in the inside membrane structure and so the irreversibly pore blocking wasproduced. As
a strategy to avoid this, we evaluated the SBR cycle interleaving with MSBR cycles, reaching a
decrement in specific fouling rate of 25% and for other hand, with the membranes submerged in an
external module, the fouling was mitigatedin 90% with a reduction on fouling rate of 0.345 kPa to

0.033 kPa per hour of operation.
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INTRODUCCION

En México sblo se tiene una infraestructura instaladapara tratar el 44.8 % del agua residual generada
(CONAGUA, 2011), por lo que es prioritario invertir y desarrollar procesos de tratamientos que resulten
mas eficientes y econémicos, ademas existe desabasto de agua potable debido al abatimiento de los
mantos freaticos, locualhace necesario tratar y reciclar el agua para su uso doméstico, como en el sanitario
0 en el lavado de patios y autos, debido a esto, los métodos de tratamiento deben garantizar una calidad

del agua cada vez mas equiparable al de los sistemas de potabilizacion.

A partir de la década pasada, los biorreactores de membranas sumergidas (MBR), han transformado el
concepto que se tenia hasta entonces de los sistemas de tratamiento de aguas residuales, basado en
reactores, y tanques sedimentadores, que actualmente estan siendo sustituidos por equipos compactos de
un solo reactor, por ese motivo y debido a la excelente calidad de los efluentes obtenidos entre otras
ventajas, desde entonces constituyen un mercado en expansion en el mundo del tratamiento de aguas, con
un crecimiento anual del 11% (Drews, 2010), el mayor para nuevas tecnologias. Sin embargo, el principal
problema de operacion lo constituye la colmatacion de las membranas (Flemming et al., 1997), que hace
que disminuya el rendimiento del proceso y causa pérdidas por los incrementos en el costo de operacion,
por los tiempos muertos requeridos para la limpieza de las membranas y el costo de los productos

quimicos utilizados para su limpieza.

La colmatacion se pude definir de acuerdo con la Unidn Internacional para la Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), como la pérdida de la capacidad de filtracion de una membrana debido al depésito de material
que causa ensuciamiento sobre la superficie de la membrana y en el interior de los poros (Koros et al.,
1996), este material de ensuciamiento puede estar constituido por: biomasa,materia coloidal, materia
organica y materia inorganica. Elefecto principal es el taponamiento de la membrana, aumento de la

presionrequerida para la filtracion y la consecuente pérdida del caudal.

Entre los nuevos desarrollos para mitigar la colmatacion se encuentran la optimizacion de los retrolavados
(Vargas et al., 2008) el uso de aditivos como la diatomita (Yang et al., 2010) y floculantes (Iversen et al.,
2009), la implementacion de medios de soporte (Ng et al., 2008), pre-sedimentacion de la biomasa y
modificaciones de la superficie 0 material de la membrana (Yu et al., 2008). El aumento en el tamafio de
las particulas se ha visto que mejora las propiedades de la filtracion de la biotorta y retarda el
taponamiento de los poros ya que éste se debe principalmente a particulas con diametros menores a 1 pm
(Liu et al., 2012); de manera que la granulacion aerobia (Beun et al., 1999) se ha propuesto como una

opcién para mejorar las caracteristicas de la biomasa con el fin deobtener una buena filtracion (Li et
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al.,2005, Tay et al., 2007). Entre las consideraciones que se deben tomar para la implementacién de un
tratamiento de membranas sumergidas con lodos granulares estan: a) el disefio del reactor, b) el tipo de

membrana, ¢) condiciones bioldgicas de operacion y d) condiciones fisicoquimicas de operacion.

Las ventajas que presenta la tecnologia de lodos granulares tiene con respecto a los procesos tradicionales
de lodos floculentos principalmente se mencionan: una reduccion en costo de operacion, que puede llegar
a ser hasta un 20% menor (de Kreuk et al., 2004) y el ahorro de espacio (s6lo ocupa un 25%), lo cual es
importante econémicamente por lo costoso que suele ser el terreno en los centros urbanos, sin embargo
tienen la desventaja de eliminar por el efluente una cantidad alta de sdlidos suspendidos (Beun et al.,
1999), de manera que el acoplamiento de esta tecnologia a unproceso de separacion de solidos, como es el
de membranas sumergidas, puede mejorar la calidad del efluente, robustecer al proceso, y asi mitigar el
problema de la colmatacion que dependecomo un factor principal del tamafio de particula (Chang et al.,
2002), por lo tantoal acoplar los dos procesos se busca aprovechar de manera simultinea las ventajas de

ambos.

Los clorofenoles son compuestos quimicos que constituyen un problema en los residuos de varias
industrias principalmente en las quimicas, farmacéuticas y las petroquimicas (Carucci et al., 2008; Olmos
et al., 2004), de forma particular el 4-clorofenol se ha considerado como un contaminante modelo para
ese tipo de compuestos (Moreno-Andrade et al., 2006b) debido al efecto inhibitorio que tiene sobre los
lodos activados en los sistemas de tratamiento de aguas municipales (Shahinkaya y Dilek, 2005) y su
ecotoxicidad (ECsp 1.9 mg/L, Monsalvo etal., 2009).

Sin embargo surgen muchas interrogantes acerca del acoplamiento de ambos procesos como las
siguientes:¢Como se ve afectada la presion de seleccion sobre los granulos al introducir una membrana en
un proceso de lodos granulares aerobios? ;Como afecta la presionselectiva a la biomasa y a la estabilidad
de los granulos?,Qué ventajas tiene la morfologia de los grénulos en el bioensuciamiento de las
membranas?;Cual es dindmica de las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en la formacion de
grénulos aerobios y en la colmatacion de las membranas? Estainvestigacion se realiz6 para dar respuesta a

estas interrogantes.

Este trabajo se dividio en cuatro etapas: la primera fue la aclimatacion de biomasa para la degradacion de
4-clorofenol, a partir de un inoculo de lodos activados de una planta de tratamiento de aguas residuales
municipalesconvencional, la siguiente etapa fue aplicar las condiciones de granulaciénde manera que en
el apartado 3.1 se presenta cual es el efecto de la relacion DQO/N sobre el proceso de granulacion de la
biomasa, en la tercera etapa se introdujo una membrana en el reactory se compara el desempefio de éste
proceso de lodos granulares con membranas sumergidas con un SBR convencional con granulos
aerobios(apartado 3.2),en el apartado 3.3 se propone un mecanismo para el proceso de colmatacion de las
membranas, y en la cuarta y ultima etapa se implementa una estrategia anticolmatacion que consiste en
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intercalar ciclos SBR en la operacion normal de un MSBR y finalmente en el mismo apartado, los

resultados del desempefio de la membrana colocada en un mddulo separado del reactor(apartado 3.4)

En el capitulo 4, la seccion de conclusiones y recomendaciones se enfoca hacia el analisis de los
resultados, la formacion de la capa de ensuciamiento de las membranas y su correspondencia hacia alguna
de las teorias de formacion de biopeliculas que actualmente se manejan, también se hacen algunas

observaciones y recomendaciones para investigaciones futuras a partir de la experiencia adquirida.
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HIPOTESIS

La colmatacion de los poros de las membranas en un biorreactor discontinuo secuencial con membranas

sumergidas disminuira al aumentar el tamafio de las particulas.
El tamafio de particula se puede incrementar a través de la granulacion aerobia.

La biomasa granular que degrada 4-clorofenolpuede permanecer estable en unbiorreactor con membranas

sumergidas.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la eficiencia en el desempefio de un biorreactor discontinuo secuencial con membranas
sumergidas que degrada 4-clorofenol con granulos aerobios,desde el punto de vista de los pardmetros

fisicoquimicos, de colmatacion de la membrana y de la integridad de los granulos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar un método para la formacion de granulos aerobios en un reactor discontinuo secuencial

con capacidad para degradar 4-clorofenol.

» Evaluar la generacion de sustancias poliméricas extracelulares y productos microbianos solubles
durante la formacion de granulos aerobios con el fin de determinar su efecto en la colmatacion y la

integridad de los grénulos.

» Evaluar la estructura y morfologia de las sustancias poliméricas extracelulares y de los biopolimeros

agrupados en la superficie de las membranaspara proponer un mecanismo de la colmatacion.

» Proponer una estrategia para mitigar la colmatacion en un reactor de membranas sumergidas con

lodos granulares aerobios.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Biorreactores con membranas

El primer reporte del uso de membranas para el tratamiento de aguas residuales fue en 1969 por Smith et
al., quien trabajo para la compariia Dorr-Oliver, cuando en un médulo separado introdujeron membranas
con la finalidad de separar los lodos activados y asi no depender de la sedimentacion por gravedad, sin
embargo a pesar de los buenos resultados obtenidos, fue hasta al finalizar la década de los afios ochentas
cuando Yamamoto et al., (1989), desarrollaron el primer prototipo de reactor con membrana sumergida
(MBR) al introducir la membrana dentro del mismo reactor bioldgico, evitando el uso de una bomba de
recirculacion, proceso que esta en amplio uso hasta la actualidad, desde entonces se ha incrementado el
uso de esta tecnologia llegando en el afio 2005 a tener un mercado de US$ 217 millones y con un rango

de crecimiento de 10.9 % anual (Drews, 2010).

Agua residual

I Membrana
- ~ Biorreactor Agua tratada
i
= = o 02
Aire - - -
Purga

Agua residual

; Tancjue de aireacion
Biorreactor e
- o° 3 Agua tratada
0

o EMEA

Aire T -T- &Ii

—3» Purga

Figura 1.1 Configuracion de los MBR (Visvanathan et al., 2000).

Las membranas debido a la gran capacidad de separacion que tienen,se utilizan cominmente como un
complemento a otros procesos bioldgicos o como un reemplazo de la sedimentacion, ya que forman una
barrera que evita el cruce de los solidos suspendidosy retienen bacterias patdgenas y algunos virus
(Buitron et al.,2006). Las configuraciones tipicas de los biorreactores con membranas sumergidas son
dos: membranas internas y membranas externas (Figura 1.1), en la configuracion externa, el licor
mezclado es bombeado a alta presién hacia un médulo en donde estan colocadas las membranas hasta
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alcanzar un caudal especifico (flux) de entre 50 y 120 L/h/m?de filtracién y una presién transmembrana
(PTM, que puede definirse como la presion necesaria para hacer pasar el agua a través de la membrana),
en el rango de 1 a 4 bar, en cambio, para la configuracion interna la filtracionselleva a cabo en el mismo
reactor mediante la succion delpermeado, el fluxvaria entre 15 y 50 L/Wm? y la PTM alcanza

aproximadamente 0.5 bar (50 kPa), siendo menor que para la configuracion externa.
1.1.1 Ventajas de los biorreactores con membranas

La ventaja principal de los biorreactores con membranas sumergidas (MBR) es la calidad del agua
obtenida, la cual llega a estar libre de solidos suspendidos detectables y Demanda Bioguimica de
Oxigeno DBO5 menor a 5 mg/L, debido a sus caracteristicas, puede ser reutilizada en: enfriadores,
sanitarios, lavado de patios, riego, lagos artificiales, etc. (Visvanathan et al., 2000). Otras ventajas que
tienen son: el reemplazo del tradicional sedimentador secundario en eltren de tratamiento por un médulo
compacto, asi seevita la dependencia de todo el sistema de tratamiento de la velocidad de sedimentacion
de los lodos, también permiten las membranas una mayor concentracion de biomasa llegando a tener
hasta 20-30 g/L (Buitrdn et al., 2006). Los biorreactores con membranas apartede tener una completa
retencion de biomasa dentro del reactorretienen también sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y
productos microbianos solubles (PMS), los cuales son degradados posteriormente por el mismo proceso
evitando complicaciones y problemas ecoldgicos, ya que al llegar estos al ambiente, pueden alterar la

biodisponibilidad de contaminantes hidrofébicos, nutrientes o elementos traza. (Li et al., 2005).

Los (MBR) porel alto tiempo de retencion de lodos manejado (50-100 dias), tienen unamenor produccion
de lodo en exceso (0.22-0.53 kg SS/kgDBOs) (Visvanathan et al., 2000) que los procesosconvencionales
de lodos activados (0.7-1.2 kg SS/kgDBOs)(Technobagolous et al., 2004). Las caracteristicas que deben
tener las membranas para obtener un rendimiento dptimo son las siguientes (Visvanathan et al., 2000):

1. Ser inertes y no biodegradables.

2. Ser faciles de limpiar, de regenerar, y deben de ser resistentes a los agentes quimicos, a las

presiones, y a las temperaturas elevadas.

3. Tener una distribucion de los poros uniforme y elevada porosidad.

4. Ser neutras o presentar carga negativa para evitar la adsorcion de los microorganismos.

5. Ser duraderas y féciles de sustituir.
6. Ser capaces de resistir las condiciones especificas del agua de alimentacion.

Los materiales més utilizados en la actualidad para la fabricacién de membranas, debido a su capacidad
de trabajo, y sobre todo por su bajo costo son los materiales poliméricos, principalmente: acetato de
celulosa, poliétersulfona (PES), polietileno (PE), polipropileno (PP), fluoruro de polivinilidieno (PVDF),
teflon ( PTFE), poliamida (0.04-0.1 um)se utilizan ademés materiales inorganicos como: cerdmicos (0.1-

0.2 um), diéxido de zirconio (0.05 pum) y alimina (0.2um).De las caracteristicas del material depende la



afinidad con algun tipo de sustancias colmatantes, por ejemplo, las membranas de polietileno se colmatan

irreversiblemente mas rapido que las de PVDF (Le-Clech et al., 2006).

Las membranas se clasifican de acuerdo a su forma en: planas, tubulares, de placas y de fibra hueca. El
tipo de membranas més utilizado en el mercado son las de fibra hueca y las tubulares, por ser compactas,
faciles de manejar, retrolavables y toleran una mayor cantidad de sustancias coloidales debido al
movimiento que tienen durante la aireacion. Por el tamafio de poro, las membranas se clasifican en:

microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion y 6smosis inversa (Smith 1969) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Clasificacion de las membranas.

Osmosis inversa Nanofiltracion Ultrafiltracion Microfiltracién
Tamafio de poro 0.002 pm 0.002 - 0.05 pm 0.05-0.2 um 0.2-5 pm
Soporte 150 pm 150 pm 150-250 pm 10-150 pm
Capa superficial 1pum 1um 1um 1um
Retencion CI', Na", glucosa Mono, diy Macromoléculas, Particulas, barro,
aminoacidos oligosacaridos Proteinas, bacterias
proteinas Polisacaridos y virus
Presion 15 - 150 bares 5 - 35 bares 1 - 10 bares 2 bares

1.1.2 Colmatacion de la membrana

La colmatacion de la membrana es el principal problema de los sistemas de tratamiento con membranas
sumergidas y es un efecto que resulta de las interacciones fisicas, quimicas o bioldgicas, entre los
materiales de la membrana y los componentes de la biomasa, como son células, desechos, metabolitos
microbianos, &cido desoxirribonucleico (ADN). Durante el proceso de filtrado, estos materiales se van
depositando o adsorbiendo en la superficie y en el interior de los poros de la membrana e impiden el
acceso del liquido hasta bloquear completamente el filtrado. La colmatacion se define de acuerdo con la
Union Internacional de la Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) como la reduccion del flux causada por el
deposito o adsorcion de materia suspendida o solutos en la superficie de la membrana o dentro de los

poros (Koros et al., 1996).

En cuanto a la limpieza, la colmatacion se puede clasificar en reversible, irreversible o residual. El
ensuciamiento reversible se debe principalmente a la formacién de una biotorta en la superficie de la
membrana, que llega a tener incluso varios cientos de micras de espesor (Juang et al., 2008) que
generalmente se puede remover por medio de métodos fisicos, por ejemplo mediante retrolavados. El
ensuciamiento irreversible se debe principalmente al bloqueo de poros y a la formacion de una capa
fuertemente adherida en ala superficie de la membrana (Jiang et al., 2003) y solo se puede remover
mediante una limpieza quimica. La colmatacion residual es la que no se puede remover con la limpieza

quimica y que se va acumulando durante el tiempo de operacion de las membranas (Drews, 2010).



De entre las distintas formas de la colmatacion,la formacion de biotorta es la que més se ha reportado en
los MBR con lodos floculentos y tiene una mayor influencia en la resistencia total cuya aportacion va
desde un 55 % y hasta un 90%, estodepende directamente de la concentracionde los solidos suspendidos
totales en el reactor y del flux (Damayanti et al., 2011).La colmatacion incrementa los costos de operacion
debido a la necesidad de reemplazo de las membranas dafiadas, la limpieza quimica, los tiempos de paro
para mantenimiento y aumenta la inversion inicial ya queafecta directamente a la eficiencia debido a la
disminucién del flux y al incremento de la presion transmembrana (PTM), por lo que se requiere en una

mayor cantidad de membranas para aumentar el area de filtracion.

1.1.2.1 Principales mecanismos de la colmatacion de las membranas

Los mecanismos por los que se lleva a cabo la colmatacion de los poros de las membranas pueden ser
varios dependiendo del proceso Y las caracteristicas de la biomasa, sin embargo por el efecto que ejercen
en la disminucion del flux, se pueden tratar de resumir en los 4 siguientes (Liu et al., 2012b) en donde la

disminucién del flux J con respecto al inicial Jo; (JMJo) se explica por (Figura 1.2):

a) Bloqueo completo, cuando las particulas quedan atoradas obstruyendo los poros de la membrana

y esté dado por:
]/]O = Kt :e—Ka/ot (1)

b) Bloqueo estndar, debido a la adsorcion de particulas en el interior de los poros reduciendo su

diametro efectivo, dado por:
J/Jo = (1 + 2K Agpp?) %) 2 2

¢) Bloqueo intermedio:debido al depésito de particulas en la superficie de la membrana y en el

interior de los poros, dado por la ecuacion 3:
J/Jo = (L + K Aepp?Jot) ™ = (1 + KoJot) ™ ®3)

d) Formacion de biotorta: formacion de una capa de material biolégico en la superficie de la

membrana con filtracion a través de ésta, dada por la ecuacion 4:
J/Jo = (1 +2K Aegs®Jo"*6) 05 = (1 + 2KcRcJot) ™08 @)

En donde J es el flux, Jo es el flux al inicio de la filtracion, K, es la superficie bloqueada de la membrana
por unidad de volumen permeado por la membrana (m™). K; es el pardmetro de Hermia, que significa la
disminucién en el area efectiva de los poros por unidad de volumen permeado (m™). R; es la fraccion de la

resistencia por torta con respecto a la resistencia de la membrana limpia (adimensional).
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Figura 1.2 Mecanismos de la colmatacion a) Bloqueo completo, b) Blogueo estandar, c) Bloqueo
intermedio y d) Formacion de biotorta (Shen et al., 2010).

1.1.2.2 Productos microbianos solubles y sustancias poliméricas extracelulares

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS)son producidas por los microorganismos durante el
metabolismo de la materia orgénica, los EPS son macromoléculas poliméricas generalmente insolubles y
estan constituidos principalmente por proteinas, polisacéridos, ADN Yy éacidos himicos.Los EPS sirven a
los microorganismos como adhesivopara fijarse ya sea a una superficie o entre ellos (Drewset al., 2007)
ymantienen la estructura tridimensional de los agregados entre otras muchas funciones.Flemming y
Wingender (2010), enumeran 14 funciones que realizan los EPS en comunidades bacterianas como son
las biopeliculas: adhesion, agregacion de células bacterianas, cohesion de biopeliculas, retencion de agua,
barrera protectora, adsorcién de compuestos orgénicos, adsorcion de iones inorganicos, actividad
enzimética, fuente de nutrientes, intercambio de informacion genética, aceptor o donador de electrones,

exportacion de componentes celulares, almacén de energia, arreglos enzimaticos entre otras.

Los productos microbianos solubles (PMS) son resultadoya sea del metabolismo celular o de la
respiracion enddgena, estan constituidos por moléculas de gran tamafio generalmente solubles, estos
forman sustancias coloidales que se acumulan gradualmente en el interior de los poros y reducen el
tamario efectivo de estos hasta llegar a bloquearlos completamente, se considera que los EPS solubles una

vez hidrolizadosforman parte de los PMS (Laspidou y Rittman, 2002).

1.1.2.3 Contaminantes organicos

Los contaminantes del agua a tratar, contienen particulas suspendidas, macromoléculas y biopolimeros
que reducen la capacidad de filtracion de las membranas, ya que éstos interacttian con los lodos activados
formando una capa coloidal e incrementan la viscosidad, dando como resultado el depdsito en la
superficie de la membrana de biopolimeros principalmente proteinas, polisacaridos, otros compuestos

provenientes del influente, como consecuenciade la interaccion disminuye la capacidad de filtracion.



1.1.2.4 Contaminantes inorgénicos

Los compuestos quimicos inorgénicos tienen influencia en la colmatacion principalmente en los procesos
anaerobios con membranas, Choo et al.,(1996), ellos proponen que la interaccion de iones metalicos con
las sustancias coloidales incrementa la densidad de labiotorta en la superficie de las membranas, calcio y
magnesio son los principales colmatantes, sobre todo el calcio debido a la baja solubilidad de sus sales,
estas se precipitan como CaCO; CaSO,, estruvita, etc., ademas modifican las caracteristicas
fisicoquimicas (hidrofobicidad, pH, densidad, etc.), de la biomasa propiciando la colmatacion. En algunos
estudios se ha hecho énfasis a la interaccion entre los iones metélicos y los biopolimeros como los EPS,
de manera que estos inducen su precipitacion y cristalizacion en las superficies bloqueando los poros de

manera irreversible (Herrera-Robledo etal., 2011).

1.1.2.5 Crecimiento de biopelicula

Las bacterias existen en la naturaleza en dos formas: bacterias libres planctonicas y en forma de
biopeliculas, se considera que el 99 % de todas las bacterias se encuentran en forma de biopeliculas y que
solamente el 1 % se encuentra de manera libre planctonica (Flemming y Wingender, 2010), las
biopeliculas se forman cuando las bacterias libres se adhieren a una superficie y elaboran sefializaciones
quimicas para coordinar la diferenciacion y la estructura que incluye una matriz de exopolimeros (EPS)
constituida principalmente por polisacaridos y proteinas que les sirve de proteccion conocida también
como glicocélix. La formacion de biopeliculas forma parte de una antigua estrategia de supervivencia de
las bacterias procariotas, ya quese brindan proteccion mutua y llegan a conformar una especie de
comunidad bien estructuradaque incluye el transporte de los nutrientes y de los desechos,ademés brinda
también proteccion ante los cambios ambientales de pH, temperatura, toxicidad (Flemming, 2002), falta o

exceso de nutrientes entre otros (Yang et al., 2005; Lee et al., 2010).

El ciclo vital de una biopelicula se puede caracterizar por cuatro etapas: a) acondicionamiento de la
superficie, b) adhesion de los microorganismos, c) crecimiento de la biopeliula y d) desprendimiento, la
primera etapa comienza cuando una superficie sélida, como las membranas, es sumergida en un medio
acudtico, las moléculas orgénicas (EPS) son absorbidas en dicha superficie formando una pelicula
macromolecular acondicionada, las bacterias una vez percibida una superficie, la colonizan rapidamente,
en pocos minutos se forma la pelicula molecular y a las 24 horas la colonizacion bacteriana ya es
significativa, debido a quelas bacterias se unen a la superficie mediante fimbrias, flagelos o pili, la
motilidad en esta etapa tiene un papel importante. En la fase de crecimiento, las bacterias adheridas se
comienzan a dividir y las células hijas se extienden por todo el sitio colonizado, entonces mediante la

generacion de EPS conforman una matriz con estructuras parecidas a champifiones. En la Gltima etapa



cuando la comunidad ha madurado, comienza el desprendimiento ya sea de algunas células o trozos

completos, los cuales irdn a colonizar otra superficie, reiniciandose asi el ciclo (Atlas y Bartha, 2002).

De acuerdo con Flemming y Schaule, (1988), la biocolmatacion de las membranas tiene al igual que la
formacion de la biopelicula las cuatro etapas mencionadas, con la diferencia de que se encuentran
aceleradas por el efecto del transporte de biomasa por la filtracion y depende de tres componentes: a)
superficie (composicion quimica, carga superficial, tension superficial, hidrofobicidad, capa
acondicionada, rugosidad, porosidad, tamafio de poro); b)microorganismos (especies, composicion de las
poblaciones mezcladas,nimero de células,fase de crecimiento,estatus nutricional, hidrofobicidad, carga
superficial, respuesta fisiologica a la adhesion, EPS); c¢) medio liquido (temperatura, pH, sustancias
acondicionantes, otros compuestos organicos disueltos,materia suspendida y coloides, viscosidad,tension

superficial,presion, fuerzas de corte (flujo),fuerzas verticales, flux).

1.1.2.6 La biotorta

Es conveniente hacer una definicién de conceptos para describir el fenémeno de la colmatacion de
acuerdo con Lee et al.,(2008). El termino capa de torta (cake layer) se define como el depdsito y
compresion de material particulado que es rechazado en la superficie de la membrana mientras, las
biopeliculas (biofilm) son comunidades de microorganismos asociadas a una superficie embebidas en una
matriz exopolimérica. La biocapa colmatante (biolayer) a su vez esté constituida por floculos microbianos
y otros agregados activos como son: biopolimeros, productos microbianos solubles y bacterias
planctonicas que llegan a desarrollase en forma de biopelicula en la superficie, por lo que el término
biotorta (biocake) puede englobar a todos y es representativo de lo observado en la superficie de las

membranas sumergidas.

1.1.2.7 Flux critico

Cuando la operacion se lleva cabo a flux constante, se pueden distinguir dos tipos de colmatacion
dependiendo de la magnitud del flux: uno cuando se opera a flux supercritico y otro a flux subcritico.El
flux critico (Jc) se define de acuerdo a la hipétesis de que en el arranque existe un flux tal que por debajo
de éste no se tiene disminucién del flux, mientras que por encima, ocurre la colmatacion (Le-Clech et al.,
2003). La forma apropiada de calcularlo, es incrementando el flux por etapas, permitiendo un tiempo en
cada etapa para estabilizar la PTM y poder observar su incremento, se toma como flux critico aquel flux
en que la PTM se incrementa por mas de 0.01 kPa/minuto. Cuando se opera en forma supercritica (J>J;,)
se tiene un incremento de la colmatacion debido a la formacion y compactacion de la biotorta en la
superficie de la membrana, la PTM aumenta casi de manera exponencial. En la forma de operacién
subcritica (J<J;) se identifican dos etapas: en el primer periodo una capa colmatante obstruye los poros

que después de muchas corridas se vuelve hidraulicamente irreversible, aparece sobre la superficie una
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capa en forma de gel. En una segunda etapa, se forma la biotorta y el comportamiento es similar al
mostrado en la operacion supercritica (Wang y Wu, 2009) debido que con la biotorta depositada en la

superficie de la membranadisminuye el area efectiva de filtracion (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Etapas de la colmatacion a flux critico (J1<J.<Jc), supercritico (Js>Jc) y subcritico (J1<Jc)
(modificado de Le-Clech et al., 2006).

1.1.3 Estrategias utilizadas para mitigar la colmatacion de las membranas

Se han aplicado diferentesmedidas de mitigacion, estas se pueden clasificar de acuerdo a los tres
componentes (material de la membrana, condiciones de la biomasa y condiciones hidraulicas)que
influyen en el ensuciamiento de la membranay a la operacion: a) modificando el material y la estructura
de la membrana, b) cambiando las condiciones de la biomasa, c) aplicando distintas condiciones

hidraulicas del reactor, d) mediante una forma de operacion dptima, como se muestra a continuacion.

1.1.3.1 Modificaciones al material y estructura de las membranas

Debido al avance en la ciencia de los materiales se tiene una gran variedad de opciones en cuanto a la
composicion y al tratamiento aplicado a las membranas. Los materiales més utilizados para la fabricacion
son los polimeros (normalmente hidrofébicos) como el fluoruro de polivinilidieno (PVDF),
polietilsulfonas (PES) y polipropileno (PP),por ello se tiene que aplicar un tratamiento quimico especial
con el fin de hacer la superficie hidrofilica y evitar que los microorganismos y los exopolimeros que
tienden a ser hidrofobicos se adhieran a las membranas (Li et al., 2008). Otro tratamiento superficial
aplicado a las membranas con el fin de prevenir el dep6sito de solutos es la incorporacion de grupos
funcionales i6nicos, en su mayoria con carga negativa. También se busca biomimetizar las membranas

para evitar la formacion de biopeliculas agregando fosfolipidos y polipéptidos. Otros materiales



biomimétricos incluyen: quitosano, gelatina, heparina e insulina (Drews 2010). Una forma fisica de
modificar la superficie de la membrana es variando la rugosidad, se ha comprobado que a mayor

rugosidad, se tiene mayor area de filtracion (Hashino et al., 2011).

1.1.4 Condiciones de la biomasa

El tipo de biomasa esta relacionado directamente con la cantidad de EPS generados, estos con la
viscosidad y la hidrofobicidad de la biomasa, finalmente con la compresibilidad y la porosidad de la
biotorta (Chen y Lee, 2011). Lee et al. (2008) proponen que cuando la biotorta se acumula en la superficie
de la membrana, al aumentar de grosor,la porosidad se reduce répidamente, ese fendbmeno es agravado
por los productos de la respiracion enddgena y la lisis celular causada por la falta de penetracion de
oxigeno y nutrientes, ademés de la produccion de EPS. Recientemente se ha encontrado que tiene una
gran influencia la presencia de microorganismos filamentosos en la colmatacion (Pan et al., 2010), ya que
estos pueden enlazar y fijar a los colmatantes y ambos representan un obstaculo para el desempefio de los

biorreactores con membranas sumergidas.

1.1.4.1 Carga orgénica (CO)

Cuando se incrementa la tasa de carga orgénica, se provoca el aumento en la concentracion de los
compuestos organicos suspendidos y solubles en la proximidad de la membrana, esto da como resultado
la formacion de una delgada capa de biotorta (Le-Clech et al., 2006), la resistencia se incrementa
rpidamente y la presion transmembrana aumenta lo cual es indicativo de colmatacion, esto se puede
evitar operando en un rango de entre 0.25 y 0.5 gDQO/gSSV/d. A su vez, Meng et al. (2009) reportan que
conforme se incrementa la carga orgénica, se tiene un incremento de la produccion de EPS y la

proliferacion de microorganismos filamentosos.

1.1.4.2 Tiempo de retencion de sdlidos (TRS)

Para los procesos MBR, debido a las condiciones de retencion de la biomasa por parte de la membrana, se
permiten tiempos de retencion mayores que en los procesos convencionales de lodos activados (20 - 100
dias). Esto permite tener una buena remocion del nitrdgeno y degradacidn de sustancias organicas, el TRS
influye en el desempefio de las membranas, ya que a mayor TRS menor concentracion se tiene de EPSy a
largos TRS se tiene una mayor inactivacion de microorganismos provocando un aumento en la
concentracion de compuestos organicos (Ng et al., 2005). Otros investigadores por el contrario reportan
un incremento de la viscosidad y como consecuencia de la colmatacion al incrementar el TRS (Lee et al.,
2003). Por ese motivo se deben manejar adecuadamente los tiempos de purga para mantener el TRS
adecuado (20 a 50 dias).



1.1.4.3 Tiempo de residencia hidraulica

Influye directamente en el disefio del reactor, a mayor tiempo de retencion hidrdulica (TRH), se puede
tener un menor flux, pero como consecuencia un mayor volumen de reactor, mientras que a tiempos bajos
se tiene que incrementar ya sea el flux o la cantidad de érea filtrante. Al aumentar el TRH aumenta
también la concentracion de materia orgénica, productos microbianos solubles, EPS y microorganismos,

provocando que se acelere la colmatacion (Meng et al., 2009).

1.1.4.4 Sélidos suspendidos

Una de las caracteristicas de los MBR es que se puede trabajar con una mayor cantidad de solidos
suspendidos (SS) con respecto a los procesos convencionales. Sin embargo, la tasa de colmatacion de la
membrana se incrementa conforme se aumenta la cantidad de sélidos suspendidos del licor mezclado
(SSLM) (Damayanti et al., 2011). Una alta concentracion de sélidos (15 - 20 g/L), en general, causa una
baja capacidad de filtracion, ya que se depositan en mayor cantidad en la superficie de la membrana
incrementando el grosor de la biotorta. Bajo un TRH constante en un MBR, la sintesis de biomasa y la
respiracion enddgena alcanzan un equilibrio generando una menor produccion de lodos de exceso que los
procesos convencionales de lodos activados, los cuales sin embargo, se deben purgar para evitar

afectaciones al desempefio de las membranas.

1.1.4.5 Tamafio de particula

De acuerdo con la ecuacion de Carman-Kozeny, el tamafio de las particulas y la porosidad de la biotorta

son los principales pardmetros que determinan la resistencia especifica de la biotorta (Liu et al., 2011):

180(1-¢p)

e 2 ®)
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Donde: a es la resistencia especifica de la biotorta (m/Kg), €, es la porosidad de la biotorta, p, es la

densidad de las particulas (kg/m®) y d, es el didmetro de particula (m).

De la ecuacion se puede deducir que las particulas pequefias causan una mayor resistencia y un
taponamiento mayor, por lo tanto, es légico que los lodos granulares al tener didmetro mayor a 200 pm
causen menor colmatacion debido a la biotorta que los lodos floculentos que tienen un didmetro menor a
200 um, de igual manera, Zhang et al. (2006) reportaron que la resistencia de biotorta (Rc) aporta 34.7 %

para lodos granulares y 72.7 % para lodos floculentos de la resistencia total.

Del diametro de particula depende también el mecanismo de la colmatacion, seglin Stoller et al. (2009), si
la relacion del diametro de la particula/didmetro de poro es menor a 0.1, la particula pasa sin problema por
la membrana, si es entre 0.1 y 10 se bloquea el poro, si es mayor a 10, es rechazado por la membrana y

podria formar biotorta.
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La colmatacion por bloqueo de poros depende principalmente de la presencia de particulas finas
(didmetro < 1 pm) y esté relacionado con la morfologia de estas particulas, por ejemplo los polisacéridos
con una estructura de cadena larga, se adsorben més en los poros de las membranas que las proteinas que

tienen una estructura més gruesa (Liu et al., 2012b).

1.1.4.6 Adicion de floculantes o coagulantes

Una gran variedad de productos existen en el mercado que se pueden utilizar con la finalidad de retrasar la
colmatacion, algunos inciden directamente sobre las caracteristicas de la biomasa y los EPS o sirven de

abrasivos para evitar la formacion de la biotorta (Le-Clech et al., 2006).

Los polielectrolitos cationicos son utilizados con la finalidad de disminuir la cantidad de productos
microbianos solubles, aunque también se han adicionado: FeCls, policloruro de aluminio (PACI),
quitosano y almidon entre otros (Drews 2010).Los polimeros cationicos llegan a reducir los polisacéridos
en un 55% y las proteinas en un 30% (lversen et al., 2009). Mishima y Nakajima, 2009 reportan que los

coagulantes reducen la cantidad de EPS y de fésforo.

1.1.4.7 Retrolavados quimicos

Los productos quimicos oxidantes como el ozono, perdxido de hidrogeno y el hipoclorito de sodio, se
aplican con el fin de evitar el crecimiento de biopelicula y para oxidar la materia organica depositada en
los poros de la membrana de manera que se mitiga la colmatacion irreversible (He et al., 2006). Estos
productos también se agregan en los retrolavados (Kim et al., 2006). Otra manera de reducir la

colmatacion probada a nivel laboratorio es realizar los retrolavados con agua desionizada (Li et al., 2009).

1.1.4.8 Medios de soporte

El carbdn activado se ha utilizado ampliamente como soporte para los microorganismos, ya sea granular o
en polvo también tiene la propiedad de adsorber PMS; otros productos que se han utilizado son la tierra
diatomea (Chu et al., 2008, Yang et al., 2010), que forma una capa hidrofilica en la superficie de la
membrana. Como soportes también se han utilizado materiales plasticos (Ng et al., 2008) para formar
lechos fijos 0 méviles yde manera que se inmoviliza la biomasa evitando que esté en contacto con la

membrana (Lee et al., 2001, Sombatsompop et al., 2006).
1.1.5 Condiciones hidraulicas

En una filtracion a flujo cruzado, como se esquematiza en la Figura 1.4, el transporte de las particulas

depende principalmente de dos fuerzas:una de acercamiento o atraccion hacia la membrana y otra de

alejamiento o rechazo a la membrana, con respecto a la membrana uno es positivo y el otro negativo, el

vector de fuerzas negativo se constituye por: la fuerza de gravedad (Fg), fuerzas de atraccion de Vander

Waals que incluye fuerzas de atraccion entre atomos, moléculas y superficies (Fa), y la fuerza de arrastre
11



debida a la filtracion (F;), mientras que en la parte positiva el vector de fuerzas incluye la flotabilidad de
las particulas producida por la presion del liquido que la rodea (Fy), la repulsion eléctrica de doble capa
entre las particulas (Fg), la fuerza dada por el movimiento Browniano (Fg), la fuerza dada por velocidad
superficial de agitacion (Fs), y la fuerza de caida debida a la inercia debida al cambio de velocidad cerca
de una pared plana (F)), la tasa del momentum de una particula esta dado por la suma de todas estas
fuerzas (F) (Wang y Wu, 2009).

LICOR
MEZCLADO

Figura 1.4 Fuerzas que influyen en el depdsito de una particula en la membrana, (modificado de Wang y
Wau., 2009)

El conjunto de fuerzas esta determinado por las propiedades fisicoquimicas de la biomasa: masa, densidad
y didmetro de las particulas y como condiciones hidraulicas; las corrientes internas del flujo y las fuerzas
de corte generadas por la agitacion. Las propiedades fisicoquimicas de los sdlidos y los coloides presentes
en la solucién se han aprovechado para controlar la colmatacion en conjunto con las condiciones
hidraulicas, dando origen a diversas estrategias como son: el aumento en la aireacion, la aplicacion de

retrolavados, la operacion a flux bajo o subcritico (Cho y Fane, 2002)

1.1.5.1 Periodos de relajacion

La introduccion de periodos de operacion y relajacion durante la filtracion permiten un descanso de la
membrana, en el cual por efecto de la aireacion se desprenden las particulas adheridas a las membranas,
por ejemplo: 10 minutos encendido (ON) y 2 minutos apagado (OFF) (Le Clech, 2010, Li et al., 2005)
son utilizados como un sustituto de los retrolavados. La relajacién de las membranas es favorecida de
manera particular por la manera de operacion de los reactores MSBR, ya que durante el tiempo de
alimentacion y de reaccién no se encuentran operando las membranas a diferencia de los sistemas

continuos en que operan todo el tiempo.
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1.1.5.2 Retrolavados

Retrolavar las membranas es una operacion que consiste en cambiar el sentido del flujo aplicando una
presion suficientemente alta que permita desprender las particulas adheridas tanto en la superficie y en los
poros de la membrana sin que resulte dafiada, generalmente se utiliza el permeado, sin embargo los

retrolavados se pueden aplicar con agua desionizada o adicionar algun producto quimico como el NaClIO.

Vargas et al., 2008, desarrollaron un algoritmo el cual permite retrolavar la membrana de manera
automética al disminuir el flux en un porcentaje establecido previamente a partir del flux méximo
registrado, se prolonga de manera que el tiempo de operacion de la membrana, se retarda la limpieza

quimica, sin estos retrolavados la presion maxima se alcanzaria a las dos horas de iniciada la filtracion.

Se han propuesto diferentes tipos de retrolavados a partir de la modelacion matemética del proceso de
filtracion, permitiendo una mayor eficiencia en la filtracién que con los retrolavados aplicados a tiempos
fijos (Peiris et al., 2011).

1.1.6 Forma de operacion de los biorreactores con membranas

1.1.6.1 Operacion en continuo

La manera mas comun de operar de los sistemas de tratamiento de aguas convencionales es en continuo,
en donde el flujo constante de entrada es igual al flujo constante de salida, manteniendo el mismo
volumen de liquido en el reactor, tienen la ventaja de que el traslado hacia el sedimentador hace por
gravedad, cuando en un proceso tradicional de lodos activados, se sustituye el sedimentador por un
modulo de membranas, cominmente la operacion se sigue realizando en continuo y es la forma de

operacioén més apropiada para plantas de tratamiento de aguas residuales municipales.

1.1.6.2 Operacion en modo discontinuo secuencial

Cuando en 1914 Arden y Locked generaron el primer proceso de lodos activados, lo hicieron alimentado
por lotes,de manera que los primeros reactores para el tratamiento de aguas operaron de manera
discontinuo secuencial (SBR). Estos procesos tienen mayor versatilidad, al soportar cargas elevadas y
compuestos toxicos en comparacion con los procesos en continuo (Buitron et al., 2005). EI SBR consta de
5 etapas bien definidas (Wilderer et al., 2001) que son: llenado, reaccién, sedimentacion, vaciado y
tiempo muerto. Durante la etapa de llenado, el efluente es introducido de una manera rapida hasta ocupar
el volumen de trabajo del reactor, esta etapa se puede llevar a cabo con aireacion o con agitacion
mecénica, después sigue la etapa de reaccion en la cual se oxigena el licor mezclado mediante el
suministro de aire que tiene la funcién adicional de generar agitacion para mantener la mezcla. En la etapa

de sedimentacion, se detiene la aireacion y se da el tiempo suficiente para que los lodos sedimenten por
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gravedad. Finalmente en el vaciado se decanta el sobrenadante de una manera rapida hasta obtener el
volumen de intercambio,en algunos casos se establece un tiempo muerto. Todo el proceso se lleva a cabo
en un solo reactor, por lo tanto, son sistemas compactos y los SBR son el proceso més apropiado para

tratar aguas residuales industriales o semi-industriales (Wilderer et al., 2001).

Cuando en un reactor discontinuo secuencial (SBR) se introduce una membrana, se denomina reactor
discontinuo secuencial con membranas sumergidas (MSBR)(Figura 1.5), en el cual las etapas de
sedimentacion y decantacion son sustituidas por el vaciado mediante la filtracién con membranas (Vargas
et al., 2008), se tiene asi la ventaja de operar el proceso sin que sea afectado por la velocidad de
sedimentacion de los lodos, con una mayor retencion de biomasa y una excelente calidad del efluente.

.I
3. VACIADO

4. DECANTACION

Figura 1.5 Etapas de un MSBR

1.2La granulacion aerobia

El primer reporte que se tuvo de los granulos aerobios fue en Japon (Mishima y Nakamura 1991), en estos
experimentos obtuvieron granulos con diametros entre 1 y 4 mm. PosteriormenteTijhuis et al., (1994)
observaron que en un reactor de lecho fluidizado habia desprendimientos de biomasa de los soportes y
que la biomasa seguia activa como grénulos, de manera que Morgenroth et al. (1997) reportaron la
obtencién de granulos aerobios de una manera sistematica con un reactor discontinuo secuencial (SBR),

desde entonces ha sido el tipo de reactor més utilizado (Beun et al., 1999) para la granulacion aerobia.

Dentro del primer grupo de trabajo de la IWA en Munich 2004 (De Kreuk et al., 2007) definieron a los
granulos aerobios como aquéllos agregados de origen microbiano que no coagulan en condiciones de baja

agitacion y que sedimentan significativamente mas rapido que los fléculos de lodos activados.
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1.2.1 Ventajas de los granulos aerobios

De manera similar a los granulos anaerobios y a las biopeliculas, la granulacion aerobia pude considerarse
como una forma de autoagregacion de los microorganismos y una manera de inmovilizacion celular con
el fin de protegerse de las condiciones ambientales adversas, de agui que conserven las ventajas de las
biopeliculas con respecto a los lodos activados convencionales, sin la necesidad de tener un material de
soporte,algunas de estas ventajas son:

-Mayor velocidad de sedimentacion (Etterer y Wilderer, 2001, Gao et al., 2011)

-Alta retencion de biomasa (Kim et al., 2008)

-Resistencia a los compuestos toxicos (Jiang et al., 2002; Quin et al., 2004)
-Nitrificacion y desnitrificacion simultanea (Liu et al., 2005)

Lo cual significa la posibilidad de tener plantas compactas, automatizadas, alta concentracion de biomasa,
baja produccion de lodos, remocién de nitrégeno y con microorganismos resistentes a los compuestos

toxicos y a los picos de concentracion.

1.2.1.3 Mecanismos de formacién de los granulos aerobios

Varios investigadores han propuesto mecanismos que pueden corresponder a lo observado en los
procesos de granulacion aerobia. Desde las primeras publicaciones, Beun et al., (1999), propusieron un
mecanismo para la formacién de granulos basandose en sus observaciones con el microscopio: Como
primera etapa, la proliferacion de microorganismos filamentosos que llegan a formar agregados o pellets
con una buena sedimentacion. La mayoria de bacterias por no tener esta propiedad son lavadas del reactor
en la etapa de vaciado, a continuacion, debido a la fuerzas hidrodindmicas de corte generadas por la
agitacion, estos pellets son compactados, cuando alcanzan un tamarfio de 5-6 mm, los pellets se rompen

liberando colonias de bacterias que crecenhasta formar los granulos (Figura 1.6).

Inoculacién Formaciéon de pellets
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Granulos de colonias i P e - Colonizacidén
> _ Lisis Limitacidon de oxigeno -
bacterianas de bacterias

Figura 1.6 Formacion de granulos (Beun et al., 1999).
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Una hipdtesis en la microbiologia sefiala que la agregacién microbiana ocurre mediante agregados intra,
inter y multigenéricos de célula a célula a través de los receptores ubicados en la superficie celular, como
las interacciones proteinas-polisacaridos o proteinas-proteinas.Reconociendo que la granulacion es un
proceso de autoinmovilizacion microbiana sin material de soporte, Liu et al. (2002) propusieron las

siguientes cuatro etapas correspondientes al proceso de granulacion (Figura 1.7):

I) Contacto microbio a microbio o contacto con alguna superficie solida, para formar agregados
debido a: fuerzas hidrodindmicas, difusion, gravedad o fuerzas termodinamicas (movimiento browniano),

los microorganismos también pueden transportarse mediante flagelos, cilios o pseuddpodos.

II) Formacion de agregados mediante la atraccion inicial debida a fuerzas fisicas (vander Waals,
cargas opuestas, fuerzas termodindmicas), quimicas (pares ionicos, triples pares ionicos, puentes
interparticulas) o bioquimicas (difusion de membrana celular, atraccion de receptores celulares,
deshidratacion de la superficie celular, en esta etapa se considera la sefializacion y la accion colectiva de la
comunidad bacteriana o quérum sensing), en esta etapa el incremento de la hidrofobicidad hace que
disminuya el exceso de energia libre de Gibbs en la superficie celular y promueve la interaccion entre las
células que posteriormente sirve de motor para la conformacion de auto-agregados fuera de la fase

liquida.

[11) La maduracion de los agregados microbianos debido al adhesivo bioldgico producido por las
funciones de asociacion celulares y a la secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS).Los
cambios metabolicos y la competencia genética inducida por el ambiente, facilitan la interaccion célula a

célula y da como resultado una estructura microbiana altamente organizada.

IV) Estabilizacion de las estructuras tridimensionales principalmente por la fuerza hidrodindmica
de corte debida a la agitacion y al flujo.La forma y tamafio de los granulos esta determinada por las
interacciones entre los agregados, la fuerza hidrodinamica de corte, las especies microbianas, la tasa de

carga organica (TCO)y tipo de sustrato.

Figura 1.7 Etapas de la granulacion (modificado de Adav et al., 2008).
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1.2.2 Principales factores que afectan a la granulacion aerobia

Las propiedades de los grénulos formados en un reactor discontinuo secuencial (SBR) son afectadas por
un gran numero de parametros operacionales, como son; el indculo, la composicion del sustrato, la tasa de
carga organica, la fuerza hidrodindmica de corte, régimen abundancia-carencia, estrategia de
alimentacion, oxigeno disuelto, la configuracion del reactor, el tiempo de retencion de sélidos, el tiempo
de los ciclos, el volumen de intercambio, el tiempo de sedimentacion, y la intensidad de la aireacion entre
otros (Campos et al., 2009).De los factores mencionados los que influyen principalmente en la presion de
seleccion (Liu et al., 2005) son: el tiempo de sedimentacion, el volumen de intercambio y el tiempo de

descarga.

1.2.2.1 La presion de seleccion

En la operacién de un reactor discontinuo secuencial (SBR), solamente las particulas que sedimentan en
un tiempo menor al de sedimentacionson retenidas en el reactor, mientras que las que tienen una pobre
sedimentacion son lavadas fuera del reactor. De acuerdo con la teoria de la evolucion bioldgica, esta
separacion fisica es considerada como una presion selectiva para la biomasa del reactor, y solamente
aquellos microorganismos que se adaptan a ese cambio (los que llegan a ser grandes y densos para

sedimentar rapido) pueden permanecer en el reactory sobrevivir.

Tay et al.,(2002b) estudiaron la granulacion de bacterias nitrificantes a diferente presion de seleccion y
concluyen que es necesarioaplicar grandes fuerzas de seleccion para llevar a cabo la granulacion, la
presion de seleccidnse facilita mediante la configuracion del reactor y el volumen de intercambio.
Lasfases de sedimentacion y vaciado, actian como un medio de separacion, la cual obliga a los

microorganismos a responder con cambios adaptativos para evitar ser desalojados del reactor.

1.2.2.2 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y la estabilidad granular

Los microorganismos sometidos a una alta fuerza hidrodindmica de corte, se adhieren entre si por la
secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) para resistir el dafio causado por estas fuerzas y
por otras celulas suspendidas (Liu et al., 2004). Los EPSsecretados por las bacterias estan constituidos en
su mayor parte de proteinas, polisacaridos, acidos himicos y lipidos que ayudan a la adhesion celular y
que facilitan el inicio del proceso de la granulacion aerobia. La acumulacion de EPSes responsable de la

integridad y estabilidad de los granulos aerobios (Tay et al., 2004b).

Uno de los mas serios obstaculos para la aplicacion préctica del lodo granular aerobio es la pérdida de
estabilidad de los grénulos a largo plazo, siguiendo dos diferentes vias:rompimiento del grédnulo o
crecimiento demicroorganismos filamentosos, cuando los granulos se rompen se generan trozos que son

lavados del reactor con el vaciado y cuando proliferan los microorganismos filamentosos, los granulos se
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vuelven ligeros y abultados, que pueden ser lavados del reactor ocasionando ademas el taponamiento de
tuberias y equipos. Chenet al. (2007) estudiaron mediante técnicas de microscopia laser confocal de
barrido (CLMS) la distribucién de EPS en granulos aerobios alimentados con fenol. Reportan que los -
polisacéridos forman el ndcleo y que se ramifican formando una especie de esqueleto que soporta la
estructura del granulo, mientras que células vivas, proteinas y a-polisacaridos se acumulan en las capas

exteriores conjuntamente con algunos lipidos.

La cubierta de EPSdesde el punto de vista fisicoquimico se puede considerar como un polielectrolito
absorbido en una particula coloidal, que puede alterar las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie
celular, como la carga, la hidrofobicidad y otras propiedades de las bacterias que son importantes para los
procesos de floculacion, adhesion y granulacion de labiomasa. Wanget al., (2009) encontraron que bajo el
impacto de una alimentacion intermitente, se promueve la produccion de EPS principalmente en la fase
exponencial de crecimiento y que sirven como reserva de carbono durante la fase de poca alimentacion,
con los EPS se acelera la agregacion de las bacterias, se ha reportado que el contenido de EPS en granulos
es de 2 a 3 veces mayor que en lodos floculentos por lo que con la generacion de EPS se promueve la

granulacion aerobia (Tay et al., 2001b).

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS), los productos microbianos solubles (PMS) y los
polimeros intracelulares de almacenamiento (XSTO), son importantes depositarios de electrones y
carbono del sustrato original. De acuerdo con Sutherlandet al.,(2001), los genes para las enzimas
polisacérido liasas, que son las enzimas que permiten la disolucion de las EPS, estan asociados con la
biosintesis de los exopolisacaridos, ellos observaron que las células producen las liasas continuamente
mientras los polisacéridos son sintetizados, evitando tener contacto con los polisacéridos formados y
cuando la célula permite una pasiva secrecion de estas liasas, causa entonces una disolucion estable de la
matriz de exopolimeros, en una serie de eventos asistidos por las fuerzas de corte hidrodinamicas, todo

esto como una respuesta a los cambios ambientales (Tay et al., 2001, 2005).

Davies et al., 1998, quienes estudiaron la bacteria Pseudomonas aeruginosa,identificaron que el alginato
es un polisacérido extracelular importante, involucrado en la formacion de biopeliculas, cuando se activa
la produccion de la alginato-liasa, la biocapa de alginato se rompe, liberando fragmentos de ésta. Se
menciona que existen dos posibles mecanismos iniciadores que pueden mediar en la liberacion de la
alginato-liasa, uno es el exceso de productos de desecho, como la acumulacion del CO, o de acidos
organicos que afectan al pH, o la falta de nutrientes en el ambiente y otro posible mecanismo es la
regulacion debida a la densidad celular, asi en los casos de alta densidad celular y estancamiento, la
concentracion de homoserina lactona (HSL) se incrementa y puede acumularse hasta niveles

suficientemente altos como para activar los genes dependientes de la densidad celular.
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Adav et al., 2008b, mediante la hidrolisis selectiva de EPS, encontraron que el componente principal y
responsable de la estabilidad de lodos granulares, alimentados con fenol, son los B-polisacéridos, los
cuales forman una continua e integral estructura que sostiene el suave ndcleo de los granulos sin evidencia
de algun tipo de coraza, al hidrolizarse los granulos con B-amilasa, se parten en pequefios pedazos <10
um y algunos largos >80 um que contienen proteinas, lipidos y a-polisacéridos concentrados
provenientes de las capas exteriores del granulo, por lo que los B-polisacaridos conforman una estructura
que a manera de red contiene a las capas exteriores de proteinas, lipidos, polisacéridos y células dandole

estabilidad y soporte mecénico.

1.2.2.3 Régimen de alimentacion

Entre las condiciones aplicadas para llevar a cabo el proceso de granulacion se requiere tener periodos
cortos de alimentacion, conocido como régimen abundancia-escasez (Campos et al., 2009) en el cual se
tienen periodos de mayor cantidad de materia organica en el reactor y otro periodo més largo de carencia
de alimento. Durante el periodo de abundancia, los microorganismos transforman la materia orgéanica y la
almacenan en el interior de la célula en forma de glicgeno, lipidos o Poli-p-hidroxilcanoatos (PHA) que
reutilizaran durante el periodo de carencia (Van Loosdrecht et al., 1995),de acuerdo a las condiciones
ambientales, es la forma en que la célula decide almacenar los nutrientes que puede ser en forma de PHAs
o de EPS.

1.2.3 Modelado del proceso de granulacion

La teoria propuesta por Tay et al.,(2001), enlista las posibles fuerzas que corresponden al proceso de
granulacion, los modelos mecanisticos describen como actlan realmente esas fuerzas. Un modelo
matemaético desarrollado por Ni et al., (2010) describe el crecimiento simultaneo de microorganismos
autotrofos y heterdtrofos en reactores discontinuos secuenciales (SBR) con granulos aerobios, asumiendo
que los heterétrofos se localizan en la parte externa y los autotrofos en la parte del ndcleo, ese modelo
predice que los heterétrofos cuentan con mayor disponibilidad de oxigeno para su consumo que los
autotrofos. De Kreuk et al. (2007b) proponen un modelo matemético para un reactor de lodos granulares
aerobios que remueve de manera simultanea DQO, nitrogeno y fdsforo, operado en modo SBR. Ese
modelo describe particularmente la penetracion del oxigeno dentro del granulo y la tasa de nutrientes que
corresponde a la biomasa anoxica y a la anaerobia. Xavier et al (2007) propusieron un modelo multiescala
para un reactor de lodo aerobio granular en un reactor SBR considerando un arreglo espacial
bidimensional para cuatro grupos bacterianos, heter6trofos, amonio-oxidantes, nitrito-oxidantes y
microorganismos acumuladores de fosfato (PAO). Las simulaciones integran en si los procesos de
bioconversion con la dindmica a corto y a largo plazo de operacion, en conjunto con las dindmicas del

metabolismo microbiano.
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1.2.4 Fuente de Carbono usada para cultivar lodo granular

Los granulos aerobios han sido cultivados exitosamente en distintos tipos de agua residual, ya sea
industrial o sintética (Thanh et al., 2008), la comunidad bacteriana encontrada en estos estudios depende
del tipo de alimentacion, varios autores mencionan que los granulos alimentados con glucosa estan
conformadosen su mayoria microorganismos filamentosos, a diferencia de aquellos que son alimentados
con acetato de sodiolos cuales contienen principalmente microorganismos con forma de bacilos,
dependiendo del tipo de alimentacion es el tiempo de la granulacion y el tamafio que llegan a alcanzar los

grénulos (Eterer y Wilderer, 2001).

En las tablas 1.2 y 1.3 se pueden observar las caracteristicas de los granulos obtenidos con distinto tipo de
sustrato, se encuentran desde los facilmente biodegradables, como son la glucosa y el acetato, hasta los

compuestos aromaticos y aguas industriales.
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Tabla 1.2 Caracteristicas de granulos aerobios (Modificado de Thanh et al., 2008)

Fuente de carbono CM Tiempode Diametrodel VL Vs Biomasa SSv Referencia

(kg/m*.d) Formacién granulo (mm) (mL/g) (m/h) sedimentada (o/L)

(dias) (gSS/L, granulo)

Acetato 2.3 50 1 24 11.9 - Beun et al., 1999
Acetato 2.5 > 63 2.5 - >10 60 7-10 Beun et al., 2002
Acetato - 28 0.25-0.32 - - - - Yang et al., 2004
Acetato 6 21 0.33-0.39 46-62 - 40-60 - Tay et al., 2004b
Acetato 1.2-1.6 48 1.2 12-15 - - - De Kreuk et al., 2005
Acetato 15 20 2-3 80 4-4.5 Dacong et al., 1999
Acetato 3.0 27 0.55-0.75 40 - - 6 Liu et al, 2006
Glucosa 2.5 50 1-1.3 80 Jang et al., 2003
Ind. cebada 3.4 28 2-4 30-40 - - - Schwazenbeck et al., 2004
Ind. de bebidas 3.5 41 2-7 32 91 - 8-11 Wang et al., 2007
Agua sanitaria 7 60 0.25-4 60 - 10-15 - Arrojo et al., 2004
Glucosa y Acetato 1.7-2.8 51 0.35 83 - - 9.5 Kim et al., 2008
Glucosa y peptona 2.4 120 - 46-114 - - - McSwain et al., 2004
Glucosa, Acetato y peptona 3.6 56 1.1-6.5 - 35 - - Etterer y Wilderer, 2001
AzUcares 2.9 40 2.35 - - - - Morgenroth et al., 1997
Acetato/4-Clorofenol 4/0.2 14 1-4 81.6 10 3.21 3.0 Carucci et al.,2009
Fenol <25 - - 40-65 - - Jiang et al., 2004
Fenol 20 mg/L 21 0.53-0.67 19-25 - - - Liu et al., 2005b
Agua de rastro 2.6 4 1.7 22 51 62 8 Cassidy y Belia, 2005
Nitrofenol 0.256 25 Chen et al., 2009
Glucosa/2,4,diclorofenol 23 1-2 6 4.7 Wang et al., 2007
Alcohol terbutilico 0.6 90 0.32 57 - - 4.54 Zhuang et al., 2005
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Tabla 1.3 Desempefio del tratamiento con lodos granulares (Modificado de Thanh et al., 2008)

Fuentes OLR NLR TRH (h) TRS v(cm/s) Remocion Remocion N- N- N- SSV SSVef.  Referencia
Carbono/nitrogeno  (kg/m*d)  (kg/m3d) (d) DQO (%) NTK (%) NO.eflu NOzeflu (g/L)a  (mg/L)b
NH,efluen ente ente
te (mg/L) (mg/L)
Acetato/AC 1.2-16 69mg/lL 56-74 - 2.02 - 44-75 - 18-20 - de Kreuk et al.,
2005
Ind. cebada 3.4 - 12 - 0.5-0.7 50-80 - - - - - Scwarzenbeck et
al., 2004
Ind. bebidas 35 0.24 - - 1.77 88.7 88.9 14.4 - 50 10-11 - Wang et al., 2007
Agua sanitaria 7 0.7 - - - 80 70 20-30 - 15-18 5-6 50-800  Arrojoetal., 2004
Glucosa, acetato/AS 2.5 0.12 15 0.42 95 97 <1 4-5 Jang et al. 2003
Glucosa, acetato/AS 1.76-2.84 0.10-0.16 - - - 93-98 47-99 1-29 0.1-13 2.3-10 7.7-95 Kim et al., 2008
Glucosa y peptona 2.4 i i i i 96 i i B i 3.2-9.0 170-290 McSwain et al.,,
2004
Glucosa, acetato, 3.6 i i 10 93 99 i < 0.23 i i Etterer y wilderer.,
/peptona 0.02 2001
Fenol 1.0-2.5 - 8 - 2.97 > 96 - - -- 5.5-85 - Jiang et al., 2004
Agua de rastro 2.6 20 1.57 98 97 2 0 26 8 42 Cassidy y Belia.,
2005
AS i 0.13-1.50 7.6-120 0.85 i >90 < 10-40 <400< i Tsuneda et al.,
500 2003
Etanol/AC 15 0.08-0.45 7.7 - 0.5-24 >95 100 - -- - 9 - Yang et al., 2003
Acetato/AC 1.6 0.2 5.8 25 2.52 8-45 0.13-0.70 0.04- 0.13-22 5 <120 Mosquera-Corral et
3.90 al., 2005

Note: a,b valores en () MLSS; WW: Agua residual; AC: Cloruro de Amonio; AS: Sulfato de amonio; v: vel superficial de aire; N: nitrégeno
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1.2.5 Degradacion de compuestos toxicos

Los granulos aerobios han resultado eficaces para la remocion de una gran variedad de
compuestos toxicos como son el fenol (Liu et al., 2005b, Jiang et al., 2002), acetonitrilo,
cresol, nitrofenol (Yi et al., 2006), 2-clorofenol, 4-clorofenol (Carucci et al., 2009), 2,4-
diclorofenol (Wang et al., 2007, Khan et al., 2011), triclorofenol (Carucci et al., 2008),
pentaclorofenol (Chen et al., 2009), 2-fluorofenol (Duque et al., 2011), acido nitrilotriacético
(Nanchariath et al., 2006), etc., los resultados dependen del tipo de inoculo, la estrategia de
aclimatacion y la operacion del reactor. Los granulos aclimatados, tienen una mejor
resistencia a altas concentraciones de los compuestos toxicos que la biomasa dispersa o
floculenta, se atribuye esto al efecto de proteccion de la matriz exopolimérica en que se
encuentran inmersos los microorganismos (Jiang et al., 2010), a su estructura compacta, a los
cambios metabolicos, intercambio genético y otros muchos factores asociados a la formacion

de biopeliculas (Maszenan et al., 2011).

Ho et al.,(2010) reportan que la tasa maxima de degradacion en la cinética con granulos
aerobios es de 3.8 g de fenol/gSSV/dia a una concentracion del g/L, mientras que para lodos
floculentos es de 0.770 g de fenol/gSSV/dia a una concentracion de 0.5 g/L, comportamiento
contrario se ha reportado para la biomasa no aclimatada a la degradacién de compuestos
inhibitorios, ya que Liu et al., 2009b reportan una menor actividad en granulos expuestos al
fenol que en lodos floculentos, sin embargo los granulos son menos sensibles a inhibirse
proporcionalmente en cuanto mayor es el tamafio del granulo, esto se debe segln los autores

a la resistencia difusional y al efecto de proteccion de matriz.

Los compuestos fenolicos clorados como son los monoclorofenoles, se pueden encontrar en
grandes concentraciones en los efluentes de las industrias petroquimicas, farmacéuticas, y
madereras (Carucci et al., 2010, Olmos et al., 2004), de manera que el 4-clorofenol se ha utilizado
como un compuesto modelo con el propésito de estudiar la aclimatacion de microorganismos para
la degradacion de compuestos inhibitorios (Buitron et al., 2003). Los reactores SBR han resultado
apropiados para la granulacion aerobia (de Kreuk et al., 2004) y ha sido demostrado que la
agregacion de los microorganismos protege a la comunidad microbiana de altas concentraciones de
compuestos toxicos (Jiang et al., 2002). Por esta razon, combinar los SBR con la formacién de
grénulos aerobios es una tecnologia prometedora para el tratamiento de aguas residuales

industriales altamente toxicas (Adav et al., 2007, 2009).
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Como principal ruta de degradacion de los compuestos fen6licos por parte de los granulos aerobios
se encuentra la via de deshalogenacion selectiva del clorocatecol y la ruptura del anillo aromatico
como se muestra en la Figura 1.8, debido a que en condiciones limitadas de oxigeno se observa la

presencia del metabolito 3-cloro-2-hidroxiacido mucénico semialdehido (Carucci et al., 2009).
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Figura 1.8 Ruta de degradacion del 4CP por via aerobia: (a) 4CP, (b) 4-clorocatecol, (c) 5-cloro-2-
hidroximuconico semialdehido (Bali y Sengul, 2002).
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1.2.6 Condiciones hidrodinamicas para la formacion de granulos

De acuerdo con varios investigadores, para que lagranulacion se lleve a cabo, se requiere de un
minimo de velocidad superficial de aireacion, Tay et al.,(2001) reportaron que a una velocidad de
0.008 m/s no habia formacién de granulos, en cambio a una velocidad de 0.012 m/s si se formaron,
por lo que determinaron que para la formacion de granulos la velocidad superficial minima debe de
ser de 0.012 m/s. El efecto de la velocidad superficial sobre los microorganismos consiste en que a
mayor aireacion se generan fuerzas de corte hidrodindmicas debido a la turbulencia en la agitacion,
lo que provoca estrés en los microorganismos y como respuesta adaptativa, comienzan a alterar sus

funciones metabdlicas predisponiéndose a formar una biopelicula.

La formacion de granulos aerobios se ha reportado principalmente en reactores discontinuos
secuenciales (SBR) debido a la facilidad para ejercer una presion selectiva mediante tiempos cortos
de sedimentacion (Quin et al., 2004), volumen de intercambio y en velocidad de vaciado (Wang et
al., 2004). Todos estos factores se pueden resumir en la velocidad de sedimentacion buscada de los
lodos (Liu et al., 2005). En la Figura 1.9 se observa como se relaciona el tiempo de descarga Ty con
el tiempo de sedimentacion Tsentre la linea roja y la azul estd la condicién adecuada de la

velocidad de sedimentacion Vs para que se realice la granulacion.

ts (min)

ta (min)

Figura 1.9 Relacion entre el tiempo de descarga y el tiempo de sedimentacion con la velocidad de
sedimentacion (Vs)min. (Liu et al., 2005).
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1.3Consideraciones para el disefio y operacion de
reactores de membranas sumergidas con lodos

granulares

El primer reporte de operacion de un reactor MBR con lodos granulares fue en 2005, cuando Li et
al., compararon el comportamiento de la filtracion con lodos floculentos y con lodos granulares,
desde entonces en su aplicacion se han utilizado distintas configuraciones de biorreactores tanto los
que manejan un modulo de filtracion externo y los que tienen la membrana dentro del mismo
reactor biol6gico, ambas configuraciones se han probado y presentan tanto ventajas como

desventajas, como se muestra a continuacion.
1.3.1 Biorreactores con membranas externas

Tienen como ventaja un menor costo de aireacion, ya que el médulo puede servir como unidad de
sedimentacion (Figura 1.10) (Thanh et al., 2008) ademés de que se puede mantener un
funcionamiento independiente del reactor de lodos granulares y el modulo de filtracion actda a la
manera de un tratamiento terciario (Sanchez et al., 2010), tienen la desventaja de que ocupa un

mayor espacio y requiere bombeo extra para la recirculacion.
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Figura 1.10 Reactor de membrana sumergida con mddulo externo, utilizado por Thanh et al., 2008.

1.3.2 Biorreactores con membranas sumergidas internas

Son los més ampliamente utilizados (Wang et al., 2008, 2010, 2012) ya que tienen la ventaja de que

con el mddulo sumergido en el mismo reactor, no se requiere otra unidad (Figura 1.11), tampoco

bombeo adicional al del permeado y aunque se colmatan mas facilmente que los de mddulo externo
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(Visvanathan et al., 2000), la colmatacion se considera reversible debido a la formacion de una torta
de lodo, sin embargo, tienen como desventaja una menor capacidad de filtracion ya que el flux es
afectado directamente por la operacion del reactor bioldgico. En el caso de los lodos granulares,
existe dificultad para mantener la presion de seleccion necesaria para la formacion de los granulos
(Liu et al., 2005), por lo que se pude requerir una purga del reactor en un intervalo de tiempo.Esto
trae como consecuencia se generan dos efluentes uno de buena calidad, que corresponde al
permeado y otro de baja calidad, el de la purga (Tay et al., 2007). Los principales problemas que
reportan quienes han trabajado con ese tipo de configuracion son: problemas de crecimiento de

microorganismos filamentosos y rompimiento de los granulos (Li et al., 2007, Wang et al., 2008).
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Figura 1.11 Biorreactor con membrana de fibra hueca sumergida (modificado de Wang et al.,
2008).

1.3.2.1 Dimensiones del reactor

La geometria del reactor es importante para mantener las condiciones hidraulicas para la
granulacion, ya que se ha reportado que es necesaria una velocidad superficial minima del gas de
1.2 cm/s (Tay et al., 2001), para que suministre un esfuerzo hidrodindmico de corte (Chen et al.,
2008), que tiene ademés un efecto positivo en el desprendimiento de la biotorta generada en la
superficie de la membrana, por lo tanto para mantener una buena velocidad superficial utilizando
menos aire, es preferible que el area transversal sea reducida, sin embargo, se ha podido trabajar
con relaciones H/D de hasta 4 sin problema para la granulacion (Kong et al., 2009), respecto al
volumen, se han utilizado reactores piloto de laboratorio de hasta 60 L (Tu et al., 2010), hasta ahora

no se han reportado investigaciones realizadas a mayor escala.
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1.3.3 Tipo de membrana utilizada

El tipo de membranas més utilizado son las de fibra hueca debido a las ventajas que presentan, son
compactas, faciles de manejar, retrolavables y toleran una mayor cantidad de sustancias coloidales
y por el movimiento que tienen durante la aireacion retardan la formacion de la biotorta. Sin
embargo, al trabajar con lodos granulares se ha reportado que los grénulos se quedan atrapados
entre las fibras, ocasionando una acumulacion de biomasa en el modulo de filtracion (Thanh et al.,
2010) y crecimientos de biopelicula interna (Wang et al., 2009b).También se han utilizado mddulos
de membranas planas, que tienen la desventaja de ser menos resistentes a los retrolavados (Thanh et
al., 2008) y proporcionan una menor &rea que las tubulares y las de fibra hueca. Recientemente se
han utilizado materiales de bajo costo para la filtracion en ese tipo de procesos; aprovechando el
tamano de particula, asi se ha utilizado malla de nylon de 0.07 mm (Li et al., 2012) y de 0.1 mm
(Liu et al., 2012c) para formar membranas dinamicas manteniendo buenas condiciones de

filtracion.

1.3.4 Condiciones bioldgicas de operacion del biorreactor

1.3.4.1 La fuente de carbono

En todo proceso bioldgico, la condicion mas importante es la alimentacion, particularmente la
fuente de carbono.Durante el proceso de granulacion de lodos activados, la conformacion de los
grénulos depende del tipo de alimento, asi en los reactores alimentados con glucosa, en los grénulos
predominan las bacterias filamentosas, mientras que en los que son alimentados con acetato de
sodio, predominan los microorganismos con forma de bacilo (Liu et al., 2002), por esto algunos
investigadores han optado por hacer combinaciones de ambos alimentos (Juang et al., 2009;
Thanhet al., 2010) también se ha reportado que hay relacion entre el tamafio del granulo vy la
toxicidad del alimento, ya que cuando los granulos son alimentados con compuestos toxicos, por
ejemplo con fenol (Ho et al., 2010), el didmetro obtenido es hasta cuatro veces més pequefio que
cuando el alimento es facilmente biodegradable (Juang et al., 2008), éste autor es el Unico que ha
reportado la operacion de un reactor de granulos con membranas alimentado con fenol (Tabla 1.4);

esto debido probablemente a la resistencia difusional.

1.3.4.2 Estrategia de alimentacion

Aunque en un inicio la granulacion aerobia se llevé a cabo en reactores de alimentacion continua o
semicontinua (Mishima y Nacamura al., 1991, Tijhuis et al., 1994), en seguida se utilizaron

preferentemente los reactores discontinuos secuenciales SBR (Morgenroth et al., 1997, Beun et
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al.,1999), por ser su operacion simple y la rapidez con la que se forman los granulos, debido a que
manejan un periodo corto de abundancia de alimento y un periodo de ayuno prolongado, hacen que
los microorganismos acumulen materia organica en forma de polihidroxialcanoatos (PHA) (van
Loosdrecht et al., 1997) y favorecen la seleccion de microorganismos formadores de floculos
densos en vez de los filamentosos (McSwain et al., 2004), ademas, la estrategia de alimentacion en
conjunto con la alta actividad del inoculo influyen positivamente en la capacidad de los
microorganismos para aclimatarse a los contaminantes toxicos (Jiang et al., 2002,Nanchariath et al.,
2006, Moreno y Buitron, 2004).

Con la implementacion de la membrana, se ha podido modificar la manera de operacion de los
reactores con granulos aerobios, pasando de una manera discontinua a una forma de operacion
continua. Juang et al.,(2010), reportan 210 dias de operacion de forma continua con granulos
formados a partir de biomasa granular anaerobia, asi mismo, Liu et al.,(2012c) reportan la
obtencién de granulos estables en un proceso operado en continuo con una malla de 0.1 mm de

abertura para formar una membrana dindmica.

1.3.4.3 Carga organica

El proceso de formacion de los granulos se ve afectado por la cantidad de alimento que se
suministra, se ha reportado que en un SBR alimentado con acetato de sodio, cuando se trabaja a
cargas menores a 1 kgDQO/m?d predomina el lodo floculento, y que a cargas mayores de 8
kgDQO/m?/d los granulos tienden a desintegrarse (Tay et al., 2003), aunque bajo las condiciones de
operacion adecuadas, se han logrado operar procesos hasta con una carga de 16.7 kg DQO/m*/d
(Juang et al., 2009). También se ha observado el crecimiento de microorganismos filamentosos en
grénulos alimentados con baja carga organica (Li et al., 2010).Cuando se trabaja con compuestos

toxicos se debe tener el cuidado de no sobrepasar la capacidad de amortiguamiento del proceso.

1.3.4.4 Nitrégeno

Los granulos aerobios tienen una alta capacidad para la remocion de nitrogeno mediante la
nitrificacion y la desnitrificacion simultanea (Wang et al., 2008), ya que al tener un gradiente de
penetracion de oxigeno, se considera que tienen una parte andxica en su interior de manera que se
han llegado a tener remociones de hasta 1.5 kgN/m*d, (Tsuneda et al., 2006). La remocién se
incrementa al implementar una fase andxica con agitacion mecénica durante el periodo de
alimentacidn, en algunos experimentos, el utilizar nitrégeno gas para mantener la agitacion mejora
la estabilidad de los granulos (Thanh et al., 2010).La abundancia de nitrogeno amoniacal puede
afectar la granulacion, se ha reportado en algunas investigaciones que a concentraciones mayores a
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23 mg/L inhiben la nitrificacion, la hidrofobicidad celular y la produccion de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) (Yang et al., 2004).

Uno de los pardmetros que pueden afectar a la formacién de granulos aerobios es el contenido de
nitrogeno, particularmente el nitrdgeno amoniacal. Se ha reportado que los agregados microbianos
obtenidos una relacion alta de C/N tienen una mayor cohesion que los cultivados a una relacion
baja(Burdman et al., 1998). Yang et al., (2005), publicaronque los granulos aerobios cultivados
utilizando etanol como Uunica fuente de carbono a un relacion demanda quimica de
oxigeno/nitrdgeno (DQO/N) de 100/5, tienen diametros 4 veces mayor a los cultivados con una
relacion DQO/N de 100/30 (0.5 mm, didmetro). La condicion de estrés inducida por la limitacion
de nitrogeno, promueve el incremento de la produccion de polisacéridos (Young et al., 2011) lo
cual es favorable para la granulacion. Por esta razon, més allad que la degradacion de materia
orgénica o la produccion de biomasa, la limitacion de nitrdgeno puede ser recomendable durante la

etapa de granulacion.

Actualmente,final de la revision bibliogréfica de la investigacion, no se hanencontrados reportes
donde se explique cual es el efecto de la relacion DQO/N a la formacién de granulos aerobios,con
la presencia de compuestos inhibitorios en el agua residual,tampoco como afecta a la formacion de

grénulos lalimitacién extrema de nitrdgeno.

1.3.4.5 Tiempo de retencion de solidos

Liu et al., 2006 reportaron que los tiempos de retencion de solidos mayores a 10 dias favorecen la
formacion de microorganismos filamentosos, los cuales hacen que los granulos se vuelvan suaves y
ligeros y que finalmente se desintegren. En los biorreactores con membranas sumergidas se
aumenta la retencion de biomasa con ello el tiempo de retencion de sélidos, pudiendo mantener
tiempos de retencion de hasta 60 dias (Li et al., 2007), de formaque se puede favorecer la
estabilidad de los granulos mediante la seleccién de microorganismos de lento crecimiento (de

Kreuk et al., 2004), con la ventaja adicional de propiciar una baja produccion de lodos en exceso.

1.3.4.6 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en procesos de lodos granulares aerobios

con membranas sumergidas

Los productos microbianos solubles y las sustancias poliméricas extracelulares son considerados los
principales causantes de la colmatacion irreversible (Drews, et al., 2007). Debido a la importancia
que tienen se ha estudiado el contenido de estos compuestos durante el proceso de granulacion

(Quin et al., 2004) y en el acoplamiento con membranas sumergidas con lodos granulares.Los EPS
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se consideran de dos tipos: EPS libres, que se encuentran en la fase liquida del licor mezclado y
EPS ligados (Gong et al., 2009), que se encuentran en los limites de las células, ambos se
constituyen principalmente de proteinas, polisacéridos y sustancias himicas (Ng et al.,2005,
McSwain et al, 2005). Los resultados publicados sobre ese tipo de sustancias han sido
contradictorios, mientras que Tay et al., 2001b encuentran que la cantidad de EPS en los lodos
granulares son de 2 a 3 veces més que en los lodos floculentos, Wang et al., 2010, encuentran que
los EPS en los lodos floculentos son 1.28-1.51 mayores que en los lodos granulares, haciéndose
mayor la diferencia conforme se incrementa el didmetro del granulo. Tu et al., 2010 también
encuentran que los EPS aumentan ligeramente después que ha tenido lugar la granulacién.La
diferencia en los resultados en cuanto al contenido de sustancias poliméricas extracelulares se deben
en gran medida a la variedad de métodos que se tienen para la extraccion y a la dificultad que esto
representa, incluso adin no se ha establecido una definicion clara para diferenciar entre las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) y los productos microbianos solubles (PMS) que de acuerdo con
Laspidou y Rittman (2002), estos son los EPS libres una vez que se han hidrolizado en el medio

acuoso, juntamente con otros productos del metabolismo y la lisis celular.

1.3.4.7 La formacion de biopolimeros agregados (BPA)

Recientemente algunos investigadores (Sun et al., 2011), han considerado el efecto de los llamados
biopolimeros agrupados (BPA) en la colmatacion en biorreactores de membranas sumergidas, los
cuales se forman a partir de la unién de productos microbianos solubles con algunas sustancias
poliméricas extracelulares y que llegan a tener tamafios superiores a 10 um, y sugieren que facilitan
la formacion de una pelicula de biopolimeros en la superficie de las membranas (Sun et al., 2008),

alin no se ha evaluado el efecto de los BPA en los procesos de membranas con lodos granulares.

1.3.5 Condiciones fisicoquimicas de operacion

1.3.5.1 Propiedades fisicoquimicas de la biomasa

Entre las propiedades fisicoquimicas que influyen el proceso de filtracion, estd la estabilidad
mecénica de los granulos, que se relaciona con la densidad, la forma de la superficie, tamafio y
rigidez (Liu etal., 2009), que a su vez son directamente el resultado de las condiciones de operacion
del reactor.Otro conjunto de propiedades son las reoldgicas que como la viscosidad dependen
directamente de la concentracion de sélidos suspendidos, pH, temperatura, didmetro, velocidad de
sedimentacion, peso especifico, indice volumétrico de lodos (IVL), parametros que se ven

favorecidos con la granulacién de la biomasa (Thanh et al., 2008).
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1.3.5.2 Condiciones de operacion

Para evitar la colmatacion en los biorreactores de membranas sumergidas se han desarrollado
distintas estrategias de operacion como es la filtracionintermitente, en donde se opera un periodo de
tiempo (ON), que ve de 10 a 15 minutos y se deja de filtrar otro tiempo (OFF) que esde 3 a 5
minutos, lo cual permite una relajacion de la membrana ayudando al desprendimiento de la biotorta
que se haya depositado durante la operacion, para esto juega un papel importante la intensidad de la
aireacion (Wang et al., 2008).Otra estrategia para mitigar la colmatacion reversible es el
retrolavado, el cual puede ser de aire o del mismo permeado, consiste en cambiar el sentido del
bombeo que normalmente es de succion al de presion.Los retrolavados son eficientes incluso para
desbloquear poros, se pueden establecer a un determinado tiempo fijo, sin embargo se ha
encontrado una mayor eficiencia en los MBR al establecer los retrolavados en funcion de la pérdida
de caudal (Vargas et al., 2008).

La colmatacidn irreversible sélo se puede remover mediante la limpieza quimica, que generalmente
se hace retirando la membrana y sumergiéndola en una solucion de NaOH con NaOCl y después en

una de &cido citrico o &cido oxalico, con sus correspondientes enjuagues (Le-Clech et al., 2006).

1.3.5.3 Inestabilidad de los granulos

Se ha observado que la pérdida de estabilidad de los granulos en los reactores con membranas, al
igual que en los SBR, se debe principalmente a: a) crecimiento de microorganismos filamentosos
en la superficie de los granulos (Li et al., 2005, 2007), esto causa que los granulos se vuelvan
esponjosos Y floten en el reactor, generalmente ese efecto esta relacionado con una deficiencia de
oxigeno disuelto o de nutrientes, b) la hidrolisis del ntcleo del granulo (Wang et al., 2012), se lleva
a cabo cuando se tiene una baja transferencia de nutrientes y oxigeno al nicleo del granulo, de
manera que se estimula la actividad anaerobia causando la desintegracion de los granulos, c) la
pérdida de resistencia (Tay et al.,2007), generalmente se debe a que la granulacion no se lleg6 a
completar o a la carencia de algiin nutriente como Ca, Mg o fosfato, d) Proliferacion de floculos
(Tay et al., 2007), se debe una baja produccion de EPS vy se lleva a cabo cuando en el reactor no se
tienen las condiciones estresantes ni selectivas para favorecer al crecimiento de los granulos (Lee et
al., 2010).

1.3.6 Desempefio de biorreactores de membranas sumergidas con lodos granulares aerobios

De acuerdo con los resultados de Tay et al.,(2007), la resistencia especifica de la biotorta formada

por los lodos granulares es seis veces mas pequefia que para lodos floculentos, lo que indica que los
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grénulos se comprimen menos que los fl6culos. La resistencia de la fraccion correspondiente a los
solidos suspendidos fue insignificante comparada con la de la fraccion de solutos y coloides. Estos
investigadores, reportan que en pruebas cortas de filtracion a presion constante, cuando se
incrementd la PTM 8 veces, la pérdida de permeabilidad en el MBR con lodos granulares fue 1.68
veces menor que con lodo floculento, en cambio las pruebas a flux constante indicaron que cuando
el flux se increment6 3 veces, la pérdida de permeabilidad de la membrana fue 21 veces més bajo
que con lodos floculentos convencionales.Durante la operacion la presion transmembrana (PTM)
en el reactor con lodo floculento se incrementd a 50-60 kPa aplicando una limpieza fisica de
manera regular, en cambio con lodos granulares se mantuvo una PTM de 3-6 kPa sin necesidad de
limpieza fisica. La convergencia de dos tecnologias una ampliamente utilizada, como lo son los
biorreactores de membranas sumergidas, y otra la recientemente utilizada, granulacion aerobia,
resulta en una tecnologia prometedora hacia la cual se estan enfocando recientemente algunos

grupos de investigacion como son los mostrados en la Tabla 1.4.

En 2005, Li et al., reportaron la operacion de un MBR de membrana interna con lodo granular que
fueobtenido previamente en un SBR con la finalidad de estudiar la estabilidad y las caracteristicas
de los granulos en el bioreactor, el proceso estuvo operando por un periodo de 55 dias, sin embargo
reportan una disminucion en el tamafio de los granulos, reduciendo su diametro de 3 mm a2 mm,
con una pobre sedimentabilidad consecuencia del crecimiento de microorganismos filamentosos en
la superficie de los granulos.Sin embargo, reportan que el flux en el MBR con granulos aerobios
fue50% mas alto que el de un MBR con lodos floculentos a 16 dias de su operacion, la causa de la
colmatacion en el lodo granular fueron principalmente solutos y coloides, ademas reportan que los

grénulos se comenzaron a romper durante la operacion del MBR.

Resultados similares reportan Zhou et al.,(2007), donde los resultados de filtracion a corto tiempo
indican que con los granulos aerobios se puede controlar significativamente la colmatacion de la
membrana, e identificaron ademés a las proteinas y los polisacaridos como los principales

responsables de la colmatacion en estos sistemas.

Tay et al.,en 2007 reportaron la operacion de un reactor discontinuo secuencial con membrana
MSBR logrando mantener el lodo granular, basandose en las condiciones de operacion de un SBR.
Los granulos aerobios fueron previamente cultivados en un SBR, una vez que se formaron los
grénulos, tras un periodo de maduracion, fue sumergido un médulo de membranas. Con esta forma
de operacion, 3/8 del efluente fueron descargados por medio de la filtracion y el restantel/8 por
decantacién con el fin de mantener las condiciones de presion de seleccion en el proceso
granular.La presion transmembrana se mantuvo cerca de 3-4 kPa,al dia 80 alcanz6 10.5 kPa, debido
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a estose le dio un lavado con agua, restableciéndose la permeabilidad. En el proceso floculento en
cambio, se aplicaronvarios lavados cuando la presion transmembrana alcanzé los 50kPa, el
intervalo fue aproximadamente de 18-19 dias, como conclusion estos autores afirman que el lodo
granular mejora las condiciones de filtracion, reportan ademas, que el tamafio de los grénulos se

mantuvo inestable debido al efecto de la operacion con la membrana.
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Tabla 1.4 Desempefio del tratamiento con lodos granulares y membranas.

Fuentes Carbono OLR Vol. TRH SST Dm. Membra Poro Area  Modo de Operacion TPM Flux  Flux  Aire Problema Referencia

(kg/m*d) (L) (h) (¢/L) Gran. -na* (um) (m? (kPa) Inicial final Lpm. reportado
(mm) L/m’h L/m%h
Glucosa 2 5 5 15 PP 0.1 0.05 10 min. ON/5 min. OFF 100 9 3.1 Taponamiento Li et al, 2005
Glucosa 20 15 23 PP 0.1 05 10 min. ON/5 min. OFF Filamentosos Liet al,2007
/ retrolavado
Acetato 4 2.24 6.5 0.7  Memcor 01 0.025 3/8filtrado 120 12 12 35 Turbiedad Tay et al, 2007
1/8 decantado
Glucosa/acetato PvDP 01 0.03 Disgregacién Wang et al, 2008
Fenol/peptona 0.8 PE 0.03 15 min ON/15 min. 80 3 Biotorta Juang et al,2008
0.4 OFF, retrolavados
Glucosa 25 538 PVDF 0.1 0.06 8 min ON/ 4 min. OFF 18 45 EPS Thanh et al, 2008
Glucosa/acetato  1-3.5 12 20 PVDF 0.1 0.03 8 min. ON/ 2 min. OFF 100 Wang et al, 2009
Acetato 30 3.39 10.2 PE 04 0.03 3 disgregacion  Juang et al., 2009
Acetato 9-16 1 PE 04 0.03 9.8-70 3 Biopelicula ~ Juang et al, 2010
Acetato 1.7-16 339 24 10.2 PE 0.4 0.03 continuo 3 Biopelicula ~ Juang et al, 2010b
Ind. Pescado PVDF 01 0027 5.5 min. ON/0.5 10 2.5 Filamentosos Sanchez et al.,
) ) min.OFF 2010
Glucosa/aceta- 17 PES 0.1 0.028 Fase andxica 2.9 PMS Thanh et al., 2010
to/etanol/prop.
Acetato 7.6 09 PVDF 022 (3 8 min. ON/2 min. OFF  0.5-17.8 6 EPS Wanget al.,2010
Glucosa 26-35 60 MF 04 1 9 min. ON/3 min. OFF  19.6 10 Fléculos Tuet al., 2010

*PP, polipropileno, PE, polietileno, PES, poliestersulfona, PVDF, fluoruro de polivinilidieno
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Wang et al., (2008), estudiaron la estabilidad de granulos aerobios alimentados de manera continua con
fenol en un MBR, el reactor fue inoculado con granulos maduros los cuales fueron preservados por 15
dias a 8°C.Los grénulos presentaron menos desintegracion despues de 24 dias de operacion, la
distribucién de tamafio fue menor comparada con el de un reactor SBR. El porcentaje de granulos fue
56-62% del total de lodos, sin embargo la colmatacién presentada en la membrana, en el reactor con
lodos granulares fue de un caricter més irreversible que el operado con los lodos floculentos.La
membranas fueron limpiadas con agua cuando la presion transmembrana alcanzé los 70kPa.Ellos
reportantambiénque los principales responsables del ensuciamiento de la membrana con lodos
granulares son: el deposito de proteinas, oa-polisacéridos, lipidos, y en menor medida los -
polisacéridos, también reportan que los polisacéridos solubles constituyen la mayor parte (84%) de las

sustancias poliméricas extracelulares en el sobrenadante.

En el 2010 Juang et al.,reportaron como principal causante del taponamiento interno de las membranas
a una bacteria denominada Arthrobacter sp., La bacteriatiene forma de bacilo con 0.87 um de longitud
y 0.56 pm de ancho, lo suficientemente pequefio como para penetrar la membrana ycausa el
crecimiento de una biopelicula interna, la cual es responsable del bloqueo de los poros (Juang et al.,
2011). En otra publicacion (2010b) mencionan igualmente a Ralstonia mannitoliltica vy
Actinobacterium, de igualmanera reportan Juang et al.,(2010c) la operacion en continuo por 216 dias de
un reactor MBR con grénulos aerobios que fueron cultivados previamente en un reactor SBR
alimentados con 4.8 g/L de acetato de sodio como fuente de carbono, determinaron el efecto de altas
concentraciones de sales de fosfato, lo cual aseguran le dio estabilidad a los granulos a comparacion a
los que carecian de estas y que terminaron por desintegrarse, observaron al microscapio precipitados de
fosfato de calcio y 6xidos de hierro en el interior de los granulos, los cuales posiblemente confieren

estabilidad a la estructura granular, no reportan datos acerca de la filtracion.

En el 2010 Tu et al., reportaron el funcionamiento de un reactor alimentado con glucosa con 60 litros
de capacidad, cual operaron en un primer periodo con lodo floculento y membranassumergidas, en un
segundo periodo retiraron las membranas para favorecer la granulacion, finalmente en una tercera fase
introdujeron de nuevo las membranas esta vez con lodos granulares ya formados.Ellos reportan que en
el primer periodo alcanzaron la presion critica de 19.6 kPa hasta después de 75 dias, mientras que con
lodos granulares lo operaron por 80 dias sin que la presion transmembrana aumentara a mas de 8
kPa.En referencia a los EPS sefialan que estos se incrementaron ligeramente durante los periodos 2 y 3

y ademas aumento la relacion proteinas/carbohidratos de 1.5 a 2.5.
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Los procesos de lodos granulares con membranas se han utilizado a nivel laboratorio para tratar
efluentes de la industria alimenticia, Sanchez et al.,en 2010 compararon un proceso floculento con uno
granular acoplando un médulo externo de membranas sumergidas a manera de tratamiento terciario, y
reportan que no se tuvo una diferencia significativa en términos de permeabilidad, presion
transmembrana y flux critico entre el proceso granular y el floculento y a pesar de que la biomasa
estaba solo parcialmente granulada, adjudican una mayor relevancia a los biopolimeros agrupados a la

nitrificacion y a los productos microbianos solubles que al tamafio de la biomasa (Sanchez et al., 2011).

1.4 Conclusiones de larevision

Se ha encontrado, de acuerdo a las investigaciones que se han realizado, que es factible y prometedor
aplicar y desarrollar una tecnologia para los biorreactores con membranas sumergidas (MBR)
combinandolos con lodos granulares, ya que debido a las caracteristicas fisicas de los granulos, como
son tamarfio, densidad y resistencia a la compresion, se tiene unamenor colmatacion de las membranas
que con lodos floculentos. Sin embargo, aln se tiene que investigar con respecto a las condiciones de
operacion para dar la estabilidad a los granulos requerida para operar en un proceso con membranas y
para entender cudles son los mecanismos por los que tienden a desintegrarse en ese tipo de reactores, ya

que aln no queda claro cudl es el efecto de la membrana sobre la presion de seleccién.

Es necesario optimizar la operacion para retardar la colmatacion y asi alargar el tiempo de filtracion de
las membranas. Para esto se requiere estudiar la dindmica de la colmatacion, para encontrar cuales son
los principales agentes responsables del taponamiento de las membranas y asi disefar estrategias
anticolmatacion. En cuanto a esto, se ha logrado con la granulacion controlar la formacion de la
biocapa, pero hasta ahora se desconoce qué efecto tienen los biopolimeros agrupados que se forman a

partir de las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en el desempefio de la filtracion.

Es necesaria unamayor investigacion sobre la configuracion de los reactores de manera que permitan
un menor gasto en la aireacion, que representa el mayor costo de operacion tanto en los biorreactores de
membranas sumergidas como en los procesos granulares aerobios y evaluar la conveniencia del uso de

un médulo interno o externo dependiendo de las caracteristicas del influente.

Falta investigar el efecto de altas concentraciones de compuestos toxicos sobre la estabilidad de los

grénulos y como afecta esto a la operacion con membranas sumergidas.
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2 METODOLOGIA GENERAL

2.1Estrategia experimental

La estrategia experimental se desarrollo en 4 fases como se muestra en la Figura 2.1; inicialmente se
buscd la aclimatacion de los lodos activados convencionales, para degradar de una manera eficiente el
4-clorofenol, para esto se basé en trabajos previos (Moreno-Andrade et al., 2006), después se aplico
una presion selectiva a los microorganismos disminuyendo el tiempo de sedimentacion, posteriormente
obtenidos los granulos se introdujo la membrana de ultrafiltracion, primeramente en el mismo reactor y
posteriormente en un modulo separado, a continuacion, se describen estas fases relacionandolas con los

objetivos particulares.

FASE | EASE Tl ACOPLAMIENTO DE
ACLIMATACION GRANULACION LA MEMBRANA
FASE Il FASE IV
MEMBRANA MEMBRANA
INTERNA SUMERGIDA EN
MODULO EXTERNO
Estrategia de Estrategia de \/
Control de Tiempos Control de Tiempos [ ) \
Variables VTC Fijos FTC I ) |
(Moreno y Buitrén Sedimentacién MSBR I\//ISSBBIE exT W EXT
2004) corto, R20 y R150 ISBR : :
4 MSBR || 2:1 11 || SA || A

Figura 2.1 Estrategia experimental.

Fase I. Aclimatacion

Se inoculd el reactor con lodos activados de una planta municipal en un reactor discontinuo secuencial
piloto de 4 L, para degradar 4-clorofenol, para esto se aplicbuna estrategia de tiempos variables
(Moreno y Buitrdn, 2004); esto es, se mantuvo el periodo de reaccion, iniciando el siguiente ciclo hasta
que el sistema degrada el 95%, se repitieron los ciclos hasta alcanzar un tiempo de degradacién menor a
3 horas.Para la alimentacion se utilizoagua residual sintética con 4-clorofenol (4-CF) con una
concentracion de 200 mg/L como Unica fuente de carbono y solucion mineral (AFNOR, 1989), de

inicio fueron 20 ciclos con 100 mg/L de 4-CF y después 20 ciclos con 200 mg/L de 4-CF como S, el
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volumen de intercambio fuedel 50 % con un suministro de aire de 60 L/h y un tiempo de sedimentacion

de 15 minutos, la relacion DQO/N se mantuvo en 20 agregando NH,CI.

Se evaluaron las propiedades fisicas durante la aclimatacion de los grénulos. Se analiz6 la

concentracion de exopolimeros y las agrupaciones deéstos (proteinas y carbohidratos).

Fase I1l. Granulacién

Pasado el periodo de aclimatacion se aplicaron condiciones de granulacion que consisten en: cortos
tiempos de sedimentacion (5 min.- 3 min.), aireacion 60 L/h, alta carga organica (200 mg/L 4-CF). Para
observar el efecto de la cantidad de nitrogeno se trabajé a una relacion DQO/N de 20 y otra a 150 (R20
y R150, respectivamente), hasta obtener granulos estables y maduroscon ciclos de 4 horas con un
tiempo corto de sedimentacion de 3 minutos, esto con la finalidad de aplicar una presion selectiva para
seleccionar la biomasa granular,para mantener la concentracion de SSVLM de 2 + 0.5¢/L se realizd una

purga diaria de lodo de 200 mL.
11y IV Fases de filtracion

Al reactor con biomasa granular se acoplaron las membranas primero en configuracion interna
(MSBR)comparando la operacion con otro reactor operando sin membrana (SBR) como estrategia
anticolmatacion se alternaron ciclos con membrana y sin membrana 2:1 y 1:1 (MSBR/SBR 2:1 y
MSBR/SBR 1:1), finalmente se introdujeron las membranas a un modulo externo, primero sin
aireacion 'y después con aireacion (EXT S/A y EXT C/A).Durante el filtrado el sistema se retrolavo
autométicamente por 15 segundos cada 15 minutos.Los lavados quimicos a las membranas consistieron
en 12 horas con HCIO 0.05 %, pH=11 y 12 horas con é&cido citrico 0.1 M, pH=2, de acuerdo a la

recomendacion del fabricante, se aplicaronen cuanto la PTM excedi6 de 55 kPa.

La duracion de los ciclos de operacion dependieron del tiempo de reaccion,sumado al tiempode
filtracion el cual fue de entre una hora y dos horas, tuvouna duracion total de 4 horas, sin contar el
tiempo muerto, ni el tiempo de sedimentacion, debido a esto, el caudal de salida fuede entre 0.8 a 1L/h,

que corresponde a un flux de 10 a 15 L/m?h,

2.2Disefo del biorreactor piloto

El biorreactor utilizado (Figura 2.2)consta de dos mddulos construidos en acrilico de 3 mm de espesor,
uno para trabajar con la membrana interna con 5 L de capacidad y otro para trabajar como membrana
externa, con 3.5L de capacidad. El aire fue suministrado por un controlador de flujo masico Aalborg

modelo GFC17 hacia un difusor tubular de burbuja fina colocado en la parte inferior del reactor. La
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concentracion de oxigeno disuelto fue medida mediante un sensor Endress Hausser COS41 y un
transmisor liquisys-S COM223. La temperatura se controlé recirculando agua a través de una doble
pared del reactor desde un recipiente con un calentador/enfriador (Cole palmer 01266-30) con la
finalidad de mantenerla en 25°C. Se utilizaron un par de modulos de filtracion, el material de la
membrana utilizada (Memos GmbH) es: Fluoruro de polivinilidieno (PVDF) de 250 kDa peso
molecular de corte, y consta un modulo de 4 membranas tubulares de 1 cm de didmetro, la longitud del
médulo: 34 cm, lalongitud de trabajo:32 cm, el tamafio de poro: 0.1 um y un érea de 0.04 m? para cada
madulo.

BOMBADE
RETROLAVADO

BOMBA FLUJOMETRO

BAROMnETRO @ |_|
\J _F

MEDIDOR —
DE OXIGENO

MEDIDOR VALVULA
FLUJO AIRE

REGULADOR DE
BOMBADE TEMPERATURA

ALIMENTACION

El biorreactor se encontraba equipado con bombas peristalticas Masterflex Modelo 7523-20 (Perkin

Figura 2.2Bioreactor piloto.

Elmer, USA)para alimentacion y desaglie,las cuales fueron limpiadas y calibradas semanalmente,
mientras que los retrolavados se llevaron a cabo con una bomba de diafragma Concept Plus (Prominent,
Alemania) a un flujo de 10.4 L/h, 15 segundos cada 15 minutos, el flujo del permeado fue medido con
un flujémetro Alicat L200CCM Yy la presion con un transductor Cole-Parmer Mod. C206. Todas las
sefiales de medicion tanto analdgicas como digitales fueron recibidas en una tarjeta de adquisicion de
datos (DAC) National Instruments Mod. USB6008 y procesadas en un computador mediante un
programade control desarrollado en LabView 7.1 en el Instituto de Ingenieria denominado Biorec,las
mangueras fueron limpiadas o cambiadas mensualmente.Con el fin de evitar el crecimiento bacteriano

en las paredes se limpi6 el reactor cada semana con un escobillén largo.

El biorreactor fue alimentado con agua residual sintéticapreparada de acuerdo con AFNOR 1985

modificado por Moreno y Buitrén 2004 a partir de las soluciones siguientes: Solucion A: 8.5 g/L de
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KH,POy,, 21.75 g/L de K;HPO,, 33.4 g/L de Na;HPO,-7H,0, 2.5 g/l de NH4CI; Solucion B: 22.5 g/L
de MgS0O,-7H,0, Solucion C: 36.4 g/L de CaCl-2H,0, Solucion D: 0.25 g/L FeCl;-6H,0, Solucién F:
0.0399 g/L de MnCl,-4H,0, 0.0572 g/L de H3BO,, 0.0428 g/L de ZnCl,, 0.0347 g/L de (NH4)sM070,4,
0.0555 g/L de EDTA, 0.0445 g/L de FeCl;-6H,0, Solucion G: 20 g/L de 4-CF. Todas las soluciones se
prepararoncon agua destilada, conductividad 20 uS y se diluyeron con agua potable del servicio, para
cada litro del agua residual sintética se agregaron: 3 mL de la soluciéon A, 1 mL de cada una de las
soluciones B, C, D y F, la solucion de 4-CF se agregd posteriormente para mantener una concentracion

de 200 mg/L quedando las concentraciones como se indica en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Concentraciones en la solucién de alimentacién.

KH,PO, 25.5 mg/L MnCl,-4H,0 0.0399 mg/L
K,HPO, 65.35 mg/L H;BO, 0.0572 mg/L
Na,HPO,-7H,0 100.2 mg/L ZnCl, 0.0428 mg/L
NH,CI 7.5 mg/l * (NH4)sM07024 0.0347 mg/L
MgSO,-7H,0 22.5 mg/L EDTA 0.0555 mg/L
CaCl-2H,0 36.4 mg/L FeCly-6H,0 0.0445 mg/L
FeCl3-6H,0 0.25 mg/L 4-CF 200 mg/L

* Para mantener la relacion DQO/N de 20 se agregan 57.5 mg/L de NH,CI.

2.3Técnicas analiticas

2.3.1 Analisis generales

La concentracion del 4-CF fue determinada como fenoles totales, fue medida tomando muestras y
procesandolas fuera de linea utilizando el método colorimétrico de la 4-aminoantipirina (APHA, 2005).
Los sdlidos totales y volatiles (SST y SSV) fueron determinados de acuerdo a los métodos estandar
(APHA, 2005). La determinacion del carbonoorganico disuelto total (COT) se llevo a cabo mediante un
analizador Shimadzu TOC-5050 (Japdn). La demanda quimica de oxigeno (DQO), indice volumétrico
de lodos (IVL) y la velocidad de sedimentacion, fueron evaluadas de acuerdo con los métodos estandar
(APHA, 2005) (Anexo II).

El porcentaje de granulos mayores a 210 pm fue evaluado granulométricamente de acuerdo con
(Laguna et al., 1999). La biomasa granular fue tamizada en una malla estandar de 0.21 mm (nimero 65
Tyler), considerando la definicion de Kreuk et al., 2007. La evolucion de los granulos en el reactor fue

determinada con 0.5 mL de muestra en un microscopio optico (Eclipse E400, Nikon Instruments,
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Japan) y el tamafio de granulo fue estimado mediante el andlisis de imégenes con el programa
AxioVision rel. 4.8.2 (Carl Zeiss, Germany), para cada muestra se tomaron 10 mediciones y calculado

el promedio. Los datos presentan la mediana de cada muestra.
2.3.2 Evaluacion de la estructura de la colmatacién de las membranas

La estructura de la colmatacion fue evaluada mediante técnicas de fluorescencia, las cuales han sido
utiles para distinguir los distintos componentes de una estructura bioldgica, al diferenciarestos mediante
fluorocromos que se adhieren a un compuesto objetivo y lo hace resaltar de su entorno.Estas técnicas ya
se han utilizado con microscopios de fluorescencia o con microscopios l&ser confocal de barrido y se
han aplicado al estudio de los grénulos aerobios y a la colmatacién en los MBR por diversos

investigadores (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Diferentes fluorocromos utilizados en la literatura.

Fluorocromo Excitacion Emision (nm) Marcaje Referencia

(nm)
Calcofluor white 400 410-480 B-1,4 y B-1,3 polisacaridos Chen et al., 2006
Sytox blue 458 460-500 Células muertas Chen et al., 2007
FITC 488 500-550 Proteina, amino-azUcares Chen et al., 2007
Nile red 514 625-700 Lipidos, sitios hidrofdbicos Chen et al., 2007
Con A conjugates 543 550-600 a- polisacaridos Chen et al., 2007
Syto 63 633 650-700 Células totales Chen et al., 2007
Calcofluor white 405 420-480 B-1,4 y B-1,3 polisacaridos Bereschenko et al.,2010
Syto 13 488 505-550 Células totales Bereschenko et al.,2010
DAPI 405 420-480 Células totales Bereschenko et al. 2010
FITC-Con-A 488 505-550 a- polisacaridos Bereschenko et al.,2010
Calcofluor White 405 420-480 B-1,4 y B-1,3 polisacaridos Bereschenko et al.,2010
Tetrametil Proteinas Zator et al., 2007
rodamina TRITC
Rodamina B Proteinas Zator et al., 2007
SYBR green 1 488 513-530 Bacterias Hwang et al., 2007
Amarillo 395 450-480 Proteinas Hwang et al., 2007
benzoxantano
SYTO 9 488 530-545 Acidos nucleicos Neu et al., 2004
SYTO 40 840 dos 370-500 Acidos nucleicos Neu et al., 2004
FITC-lectina 480 530-545 Glicoconjugados Neu et al., 2004
TRIC-lectina 567 600-630 Glicoconjugados Neu et al., 2004
Sytox green 504 520-530 Células muertas

2.3.3 Toma de muestra

Para validar la técnica de fluorescencia, se utiliz6 un filtro de PTFE Millipore tamafio de poro 0.2 um a
través del cual se filtraron 20 mL de una solucién con100 mg/L de albimina de suero bovino (ASB)
como patron de proteinas, alginato de sodio (Alg.) como polisacaridos y grénulos disgregados
comobiomasa, se cortd 1 cm”de la membrana se colocé en un portaobjetos de vidrio y se realiz la

tincién los resultados se muestran en el Anexo A2.10.

43



2.3.4Tincion
2.3.4.1 Proteinas

El FITC (isotiocianato de fluoresceina) es unmarcadorfluorescente cominmente utilizado para las
proteinas, ya que contiene los grupos requeridos para conjugar a los grupos amino, sulfidrilo, tirosilo
imidazolilo, y carbonilo de las proteinas. FITC (Figura 2.3) tiene un peso molecular de 389, y
longitudes de onda de excitacion y de emision de 494nm y 520nm, respectivamente, por lo tanto, emite

luz verde en el rango visible.

Figura 2.3 Estructura Quimica del FITC (Green 1990).

Primero cuidadosamente se adicionaron 100 pL de buffer de bicarbonato de sodio (0.1M, pH=9), con el
fin de mantener el grupo amino de las proteinas en su forma no protonada, se le agreg6 en seguida 10
pL de una solucion de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma, USA), a una concentracion del
Hg/L disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO). Se incub6 en la oscuridad por 30 minutos. El exceso de
colorante fue removido enjuagando dos veces con buffer de fosfatos 1x PBS pH 7.2, y se procedi6 con

la observacion microscopica.
2.3.4.2 Polisacaridos

La 7 dietilamino-4-metilcumarina (Figura 2.4) mejor conocida como Calcofluor white (CW), es un
abrillantador fluorescente, el cual sefializa los materiales de la pared celular de hongos, algas y plantas,
tiene una gran afinidad por la celulosa y quitina interactuando con los polisacéridos, también puede

interactuar con los carbohidratos de la superficie de las proteinas (Adav et al., 2010).
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Figura 2.4 Estructura Quimica del CW.
Alcorte de la membrana se agregaron 100 pL del colorante Calcofluor white (Sigma, USA), a una

concentracion 30 pg/L disuelto en buffer 1x PBS, pH =7.2, se incubd por 30 minutos en la oscuridad, el

exceso de colorante fue removido mediante dos enjuaguescon buffer 1x PBS.
2.3.4.3 Bacterias

Los colorantes SYTOX (Figura 2.5) tienen una gran afinidad por los &cidos nucleicos y pueden
facilmente penetrar en las células cuando se encuentra la membranapermeable, por lo tanto no cruzan la
membrana de células vivas,son muy Utiles para marcar bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas, se pueden utilizar en conjunto con otros marcadores que permean las células como el DAPI o

SYTO 59-64 para diferenciar las células vivas de las muertas.

HO 0 9]
19 @S¢
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Figura 2.5 Estructura Quimica del SITOX green.
La muestra del corte de la membrana se tifié con 100 pL SITOX Green (Molecular Probes, USA)a una
concentracion 250 pg/L disuelto en buffer PBS 1x, pH =7.2 por 5 minutos, se enjuagd con buffer de

fosfatos (Adav et al., 2010) 1x de PBS dos veces por 5 minutos.

El dihidrocloruro de 4',6-diamidino-2-fenilindol (Figura 2.6) més conocido como DAPI es un colorante

que se liga al ADN y cuando lo hace muestra unagran fluorescencia de color azul.

X 2
Figura 2.6 Estructura Quimica del DAPI.
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El To-Pro3,diyoduro de (Quinolinium,4-[3-(3-metil-2(3H)-benzotiazolilideno)-1-propenil]-1-[3-

(trimetilamonio)propil]. Es un fluoréforo utilizado para la tincion de ADN.

=] —
+
H=CH—
(I»—C CH—CH N{CHQJSN(CHS}S
Ny

CH‘,3 21

Figura 2.7 Estructura Quimica del To-Pro 3.
La concentracion utilizada para tefiir la muestra fue a partir de una solucién concentrada de 1mM en

dimetilsulféxido (DMSO), diluida con agua destilada en una proporcion 1:1000.

A la muestradel corte de la membrana se agregaron 100 pL del colorante DAPI (Molecular Probes,
USA)a una concentracion de 500 pg/L disuelto en buffer 1x PBS, pH 7.2, se incub6 por 30 minutos en
la oscuridad, el exceso de colorante fueremovido enjuagando con buffer 1x PBS dos veces 5 minutos.

Las muestras se almacenaronen la oscuridad a 4 °C.

Las laminillas fueron observadas con el microscopio de fluorescencia Axovert, las bacterias con el
DAPI con el filtro de color azul (DAPI), las proteinas con el FITC se observaron con el filtro verde
(GFP),igualmente, se observaron las bacterias con el SITOX Green con el filtro de color verde (GFP),

los polisacéridos tefiidos con el CW se observaron con el filtro azul (DAPI), con el objetivo 10X,
2.3.4.4 Corte y tincion de la membrana

La autopsia de la membrana sumergida se realizo de la manera siguiente: se extrajo la membrana del
reactor y con una navajase hizo un corte de aproximadamente 1 cm de longitudposteriormente se
coloco en un tubo de polietileno para centrifuga. Para fijar la muestra se siguio la técnicarecomendada
por Adav et al., 2010 a cual consiste en fijar la muestra con formaldehido al 3.7 % por 1 hora,de
acuerdo con Nosyk et al., 2008esta forma de fijar la muestra no afecta a la estructura de exopolimeros,
posteriormente se enjuago con buffer PBS 1x por 1 hora,posteriormente la muestra fue enjuagada con
buffer PBS 1x por 1 hora, los cortes transversales se realizaron en un criomicrotomo (Leica, Alemania),

utilizando OCT como medio de montaje, y se realizaron los cortes a 40 pum de espesor.

Tincion de la membrana: Se colocaron los cortes de la capa superficial de la membrana en las celdas de
un pastillero de polietileno, cuidadosamente se adicionaron 100 pL de buffer de bicarbonato de sodio
(0.1M, pH=9), con el fin de mantener el grupo amino de las proteinas en su forma no protonada, se
agregden seguida 10 pL de una solucion de isotiocianato de fluoresceina (FITC),disuelto previamente

en dimetilsulféxido (DMSO), a una concentracion del pg/L. Se incub6 en la oscuridad por 30
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minutos.El exceso de colorante fue removido mediante dos enjuagues con buffer 1x PBS pH 7.2 por 10

minutos cada uno.

En seguida se agreg6 el coloranteDAPI ,100 pilLa una concentracion de 500 pg/L disuelto en buffer 1x
PBS, pH 7.2 y se incubdé por 30 minutos en la oscuridad, el exceso de colorante fue removido

enjuagando con buffer PBS 1x dos veces 5 minutos. La muestra se almacené a 4 °C.

Debido al entrecruzamiento de las bandas de emision entre el DAPI y el CW (Tabla 2), yentre el FITC
y el SYTOX (Figura 2.7) hubo la necesidad de tefiirdos muestras separadas. La segunda muestra
fuetefiida con 100 pL del colorante Calcoflior Whitea una concentracion 30 pg/L disuelto en buffer 1x
PBS, pH =7.2, se incub6 por 30 minutos en la oscuridad, el exceso de colorante fue removido

enjuagando con buffer 1x PBS dos veces. La muestra se almacend a 4 °C.

Previo a la observacion, la segunda muestra se tifid con 100 pL de SITOX Greena una concentracion
250 pg/L disuelto en buffer PBS 1x, pH =7.2, incubando por 5 minutos, se enjuag6 con buffer 1x de

PBS dos veces por 5 minutos en la oscuridad.

Las muestras se colocaron cuidadosamente en porta objetos de vidrio manteniéndolas hidratadas con
buffer PBS 1x.

Se observaron con el microscopio de fluorescenciaAxiolmager Z1 (Carl Zeiss, Germany) del Instituto
de Neurobiologia,éste microscopio esta equipado con el sistema Apotome. Las bacterias tefiidas con el
DAPI se detectaron con el filtro de color azul (DAPI), las proteinas tefiidas con el FITC con el filtrode
color verde (GFP).En la segunda muestra,las bacterias tefiidas con el SITOX Green se detectaron con el
filtrocolor verde (GFP)y los polisacaridos tefiidos con el CW con el filtro azul (DAPI). Las
observaciones fueron hechas con el objetivo 10X “Plan apochromat”, las imagenes digitales fueron
tomadas por la Axiocam (Carl Zeiss, Germany) en mosaicos de 9 fotografias y tratadas digitalmente

con el analizador de imégenes AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Germany).

Con la finalidad de utilizar una sola laminilla para la tincién al mismo tiempo de proteinas, f-
polisacéridos y bacterias, se utiliz6 ademas el fluorocromo To-Pro 3 para la tincion de éstas Ultimas,

llevando el procedimiento siguiente:
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Figura 2.8 Longitudes de onda de absorcion (AB) y emisién (EM) de los fluorocromos utilizados A)
FITC con DAPI, B) CW con SYTOX greeny C) CW, FTC y TO-PRO-3.
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Tabla 2.3 Longitudes de onda para distintos fluorocromos. (Adav et al., 2010)

Tinte Exitaciéon Emision Marcaje

(nm) (nm)
Calcofluor white 400 410-480 Beta polisacaridos
FITC 488 500-550 Proteinas
DAPI uv 400-480 Células totales
SYTOX green 504 520-530 Células muertas
ToPro 3 633 640-685 Células muertas

Primero, se adicionaron cuidadosamente 100 uL de buffer de bicarbonato de sodio (0.1M, pH=9), con
el fin de mantener el grupo amino de las proteinas en su forma no protonada, posteriormente se
agregaron 10 pL de una solucidn de isotiocianato de fluoresceina (FITC), 1 mg/mL en dimetilsulfoxido
(DMSO), vy se llevd a agitacién 100 rpm por 30 min. El exceso de colorante fue removido enjuagando
dos veces con buffer 1x PBS. En seguida fue agregado el fluorocromo Calcofluor White (100 pL, 30
mg/L en buffer 1x PBS, pH =7.2 por 30 minutos).El exceso de colorante fue removido enjuagando con
buffer 1x PBS dos veces.La muestra se almacen6 a 4 °C. Previo a la observacion, la muestra fue
teflidacon ToPro 3 (250 mg/L disueto en PBS, pH =7.2) por 15 minutos, se enjuagé con buffer 1X de
PBS.

Se observaron las muestras en el Microscopio Léaser Confocal de Barrido Axiovert 200 LSM 510
equipado con detector Meta y con laser Multif6tonico (Zeiss, Germany) las proteinas tefiidas con el
FITC se observaron con el detectorCh2 BP-500-550 IR y las bacterias con el To-Pro 3 con el detector
ChS1 640-661, los polisacaridos tefiidos con el CW se observaron con el detector ChS2 415-480, se
utilizé un objetivo EC Plan-Neufluar 20x/0.50M27.

2.4 Evaluacion de la morfologia de la colmatacion de la
membrana por SEM

Para evaluar la matriz de exopolimeros que crecen en la superficie de la membrana, se utilizéla
microscopia electronica de barrido (SEM) (Ng. et al., 2006). Se cortaron 2 mm? de membrana, la cual
se enjuagd con 1 ml buffer de fosfato 0.1M 3 veces, posteriormente la muestra se fijo con
glutaraldehido 3% en buffer de fosfato 0.1M a pH 7.2 y se dejo reposar toda la noche, una vez que pasoé
ese tiempo, la muestra se enjuago 3 veces con buffer de fosfato PBS.La muestra se fijo por segunda vez

con una solucién de osmio (OsO,) al 1% en buffer de cacodilato 0.1 M, pH 7.4 por 1 hora a 4°C.Para
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deshidratar la muestra se utilizaron soluciones en etanol sucesivamente (25, 50, 75, 85, 95 y 100%), 10
minutos cada uno, se dejé 1 hora en etanol 100%, la muestra fue montada a unabase de aluminio(stub)
limpiado ultrasdnicamente 20 minutos con acetona.Previo a la observacion se recubri6 con una capa de
oro en un Sputter (Denton Vacuum, USA)mod. Desk 1l de 120 Armstrongs.Las muestrasse observaron
en el Microscopio Electronico de Barrido JEOL JSM- 6060LVdel CFATA UNAMa 500, 1500, 5000,
7500 y 15000 aumentos del CFATA y en el microscopio EVO 50 (Zeiss, Germany) de la FCN de la
UAQ.

2.5 Evaluacion de la morfologia de la colmatacion de la
membrana por TEM

Mediante la microscopia electronica de transmision (TEM) se pueden observar detalles de la
morfologia de los microorganismos, incluso la forma en que se encuentran las sustancias poliméricas
extracelulares. Se realizaron cortes a la membrana una vez que se terminé la reaccion, la muestra se
lavo con buffer de fosfatos, con una jeringa se aspir6 la solucién cuidando de no deteriorar la muestra,
se fij6 con una solucion de glutaraldehido al 3% en buffer de cacodilato 0.1 M en un tiempo de 1 a 2
horas a una temperatura de 4°C, en un volumen 10 veces mayor que el volumen ocupado por la
muestra, se retird la solucién y se realizaron 3 lavados con el mismo buffer de cacodilato con 8.5 % de

sacarosa, por 15 minutos cada uno.

La muestra se fijo por segunda vez con una solucion de osmio (OsOy) al 1% en buffer de cacodilato 0.1
M, pH 7.4 por 1 hora a 4°C,la muestra se lavoal igual que en la primera fijacion. La deshidratacion se
hizo en concentraciones ascendentes de etanol (10, 25, 50, 75, 85, 95 y 100%) sucesivamente,con la
finalidad de retirar el agua gradualmente para posteriormente sustituir el etanol por la resina donde fue
montada. Después a temperatura ambiente se sustituyd el etanol por 6xido de propileno, 20 minutos por
dos ocasiones, finalmente se agreg6 una mezcla de resina Epon y éxido de propileno 1:1, se conservo la
muestra a temperatura ambiente por una noche, a descubierto, para que la muestra quedara embebida e
infiltrada por la resina, se colocaron las muestras en capsulas Beem y se polimerizaron a 60° por un

tiempo de 36 horas.

Los cortes a la muestra se realizaron con un ultramicrétomo (MTx, RMC), los bloques fueron
seccionados a 60nm de espesor, se montaron en una rejilla de cobre de 300 mallas, posteriormente se
contrastaron con acetato de uranilo 2% vy citrato de plomo 2%, finalmente se observaron con el

Microscopio Electronico de Transmision JEOL JEM- 1010 del Instituto de Neurobiologia a 8 kV.

50



2.6Sustancias poliméricas extracelulares

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) fueron extraidas yevaluadas de acuerdo con Li et al.,
2008. Los EPS fueron clasificados en dos tipos: como EPS libres (F-EPS) que son los que se ubican
libremente entre los agregados de biomasa y el licor mezclado y los EPS ligados (B-EPS) que son los
que estdn unidos fuertemente a las superficies solidas (Nielsen and Jahn, 1999). Los EPS se
determinaron tomando una muestra de 50 mL de licor mezclado las cuales se centrifugarona 4000 rpm
por 20 minutos, el sobrenadante fue filtrado en un disco GFA de fibra de vidrio 1.6 pm de corte

(Watman, UK) y fueron medidas como EPS libres.

La extraccion de los EPS ligados se realiz6 de la manera siguiente: a la biomasa asentada en la
centrifugacion, se recuper6 el volumen original (50 mL) con una solucion isotonica de NaCl 0.9% de
acuerdo con Morgan et al., 1990, y se calenté a 80° C por una hora, después de enfriar se centrifugd y
filtrd de la manera anteriormente descrita. El contenido de las proteinas y los polisacéridos fue
determinado de acuerdo con los métodos de Lowry y Dubois respectivamente (Lowry et al., 1951,

Dubois et al., 1956), utilizandose albimina de suero bovino y glucosa (Sigma, USA) como estandares.

Para los biopolimeros agrupados, se tomaron 30 mL del sobrenadante al final del periodo de reaccion,
se dejosedimentar por 12 h a 4° C, en un refrigerador (Sun et al., 2008), se filtr6 el sobrenadante en un
filtro de policarbonato de 0.4 um de tamafio de poro y se procedid a tefiir los materiales recolectados en
el filtro de la misma manera como se indico anteriormente, y se observd mediante el microscopio de

fluorescenciaAxio Imager Z1 (Carl Zeiss, Germany).

2.7 Evaluacion de la colmatacion mediante el modelo de
resistencias en serie

Para calcular las resistencias en la membrana dentro del reactor se utilizé el modelo de resistencias en
series (Feng et al.,2012).

AP
J = n R
/”Z,::1 I
(8)
En donde la resistencia total R; es la sumatoria de resistencias R; del sistema y est4 dado por:
Rt = Rm + Rb + Rpr + Rpi+ Ri ©
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En donde Ry es la resistencia intrinseca de la membrana, Ry; Resistencia debida a la biocapa, Ry
Resistencia de boqueo de poros reversible, Ry; Resistencia de boqueo de poros irreversible y Ry,

Resistencia residual.

Una vez retirada la membrana del reactor se coloco en una probeta conteniendo agua destilada. Para
obtener la resistencia total del sistema (ecuacion 1),se hizo filtrar agua destilada, posteriormente, la
membrana se enjuagd con agua a chorro, se limpid la superficie con una esponja y se determino asi la
resistencia total menos la de la biocapa (R~ Rp). Enseguida, se aplicaron 3 retrolavados con agua
destilada y se determiné el valor de la suma R + R+ Rn. Finalmente, se aplico un lavado quimico de
12 h con NaHCIO al 0.05% pH 11 y se determind asi la resistencia residual mas la resistencia intrinseca

de lamembrana (R + Rm).

Para analizar los EPS de la colmatacién se corté un cm? de la membrana, se enjuagé con buffer PBS
1X, se dividio en pequefios pedacitos y se colocd en un tubo 1 mL de agua destilada, se agreg6 después
25 pL de fenol al 80 % y 2.5 de H,SO, concentrado, se leyo la absorbancia a 490 nm y se determind

como mg de EPS/cm? de membrana.

2.8 Determinacion del flux critico

El Flux critico (Jc) se define como el caudal en el cual la presion transmembrana aumenta a méas de una
centésima de kilo pascal por minuto a una operacion de flux constante (Le-Clech et al., 2003), y

significa el flujo al cual la membrana se comienza a colmatar rapidamente.

Para determinar Jcse utilizd una membrana de preferencia nueva o recién limpiada quimicamente, y se
puso en funcionamiento con agua destilada en una probeta de 1 L, a partir de un flux de 5 L/m?/h., por
20 minutos, incrementandolo escalonadamente 5 L/m%/h. cada 20 minutos hasta un maximo de 50
L/m?/h, y posteriormentesea disminuy el fluxde la misma manera escalonada (Cho y Fane, 2002).EI

experimento fue repetidocon licor mezclado a la concentracion de operacion.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aclimatacion

Se inoculd el reactor con 2 L de lodos activados de la planta de tratamiento de aguas municipal de Santa
Rosa Jadregui, logrando una concentracion en el reactor de 3.5 gSSV/L, la operacionse realizé con la
finalidad de compensar la pérdida de biomasa que generalmente se tiene durante la aclimatacion y al
inicio de la granulacion, quedando en el reactor 2.7 de SST para el dia 17. Los lodos activados

originarios de la planta de tratamiento tuvieron un IVL de 130 mL/g.
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Figura 3.1Disminucion de la concentracion de 4-CF en los primeros ciclos para la aclimatacion a 100
mg/L 4-CF.

En primer lugar, la biomasa se aclimat6 para degradar 100 mg/L de 4-CF por 20 ciclos, se tuvo un
tiempo de degradacion menor de 2 horas a partir del ciclo 8 (Figura 3.1).A partir del ciclo 21 se
incrementd la concentracion de 4-CF a 200 mg/L en el reactor causando que el tiempo de reaccion se
incrementara a 6 horas para ese ciclo y disminuyendo a 4h para el ciclo siguiente lo que el tiempo de
ciclo se mantuvo fijo en 4 h por 20 ciclos dando por concluido el periodo de aclimatacion. Ese mismo
comportamiento se observo durante dos distintos arranques (E1 y E2) utilizando distintos indculos de la

misma planta de tratamiento (Figura 3.2).
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Figura 3.2Duracién del tiempo de los ciclos para la aclimatacién a 100 mg/L 4-CF.

La estabilidad y la alta capacidad de degradacion de 4-CF que tienen los granulos aerobios depende
principalmente dela estrategia de alimentacion utilizada, que en ese caso durante el periodo de
aclimatacion fue de tiempos variables, logrando tener después de 15 dias una biomasa con capacidad de

degradar eficientemente 200 mg/L de 4-CF.

Otro método que se ha reportado es el utilizado por Jiang et al., en el 2002 quienes desarrollaron
grénulos con capacidad para degradar fenol a partir de lodos activados convencionales que fueron
aclimatados por dos meses para degradar de 50 hasta 500 mg/L, y después se aplicé un estrés hidraulico
manteniendo los ciclos en un tiempo fijo de 4 horas, logrando granulos superiores a 0.5 mm después del
dia 30 con capacidad para degradar grandes cantidades de fenol (2 g/L). La desventaja de utilizar
tiempos fijos en la aclimatacion es que si en el tiempo establecido no se alcanz6 a degradar la totalidad
del compuesto toxico, éste se acumula para el siguiente ciclo, llegando a provocar la inhibicion delos
microorganismos, por otra parte, si la degradacion se llevaa cabo en un tiempo menor al del ciclo, los
microorganismos pueden quedar sometidos a un periodo de ayuno tal que degradan en la respiracion
endogena las enzimas necesarias para la degradacion del compuesto toxico (Buitron y Capdeville,
1995), perdiendo la capacidad para degradarlos eficientemente, todo esto puede retrasar bastante la

aclimatacion y ocasionar pérdida de biomasa.
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3.2 Influencia de larelacion DQO/N en la granulacion

3.2.1 Operacion del reactor

El tiempo de aclimatacion fue alcanzado después de 20 ciclos una vez obtenida una degradacion
constante de 4-CF. La eficiencia en la remocion de 4-CF alcanzada fue de 99.7% independientemente
de la relacion DQO/N. La Figura 3.3 presenta la evolucion de la degradacion de 4-CF para muestras
tomadas al dia 30 para la relacion DQO/N de 20 (R20) y al dia 35 parala relacion DQO/N de 150
(R150). Para el R20 se tiene un menor tiempo de degradacion, lo que indica una mayor tasa
volumeétrica de remocion, sin embargo, se tiene una mayor cantidad de biomasa en el R20, lo cual tiene

un efecto directo en la degradacion especifica, como se discute posteriormente.
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Figura 3.3 Evolucion de la degradacion de 4-CF para un ciclo tomado al dia 30 para R20y dia 35 para
R150

Con la finalidad de promover la granulacion, después de la aclimatacién de la biomasa, se fue
reduciendo drésticamente el tiempo de sedimentacion (15 min. durante la aclimatacion y hasta 3
minutos durante los experimentos de la relacion DQO/N), condicién tuvo como consecuencia la
reduccion de los solidos suspendidos debido al lavado de la biomasa. La concentracion de SSV se
redujo entre los dias 10 al 16 de 2 g/L a 1.362 + 0.2 y 1.104 + 0.13 g SSV/L para R20 y R150
respectivamente. Los microorganismos que tienen capacidad de formar agregados, conformaron una
densa estructura y permanecieron en el reactor. Después entre los dias 16 y 40, se alcanzé una
concentracion estable de biomasa de 3.437+329 y 1.775+.349 g SSV/L para R20 y R150

respectivamente. El crecimiento de biomasa fue limitada debido a la carencia de nitrogeno y finalmente
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fue menor para el R150 que para el R20. Se evalud la tasa de degradacion especifica (q) considerando
la cantidad de 4-CF consumida en el intervalo de tiempo y dividido entre los SSV (Figura 3.4). Para
ambas condiciones se observo que la gse incrementa durante la fase de aclimatacion. No se encontraron
diferencias entre R20 y R150, para R20 el tiempo de degradacion fue menor, pero se tiene una mayor

concentracion de biomasa de manera que la g disminuye en consecuencia (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Tasa de degradacion especifica para ambas relaciones.

Las tasas de degradacion especificas obtenidas en este estudio son similares a las reportadas
previamente para lodo floculento aclimatado por Buitron y Capdevillle, 1995, de 115 mg4CF/gSSV/h,
pero mayores a las reportadas por Carucci et al., (2010) de 4.65 mg 4CF/gSSV/h para el lodo granular.
Estas diferencias pueden deberse a varios factores, incluyendo al tipo de inoculo y a la estrategia de
aclimatacion, Para este estudio, primero se aclimataron los lodos activados al 4-CF, y entonces la
biomasa fue granulada. Con esta metodologia, se espera seleccionar los microorganismos con mayor
capacidad de degradacion del 4-CF y enriquecer el cultivo.Otras metodologias sugieren primero
obtener los granulos a partir de lodos activados, usando un sustrato de f&cil degradacién como el acetato
de sodio (Tay et al.,2004, 2005) y una vez granulada la biomasa, aclimatarla al compuesto inhibitorio,
sin embargo, en la estrategia existe pérdida de potenciales microorganismos degradadores en el inoculo,
resultando granulos con baja capacidad de degradacion. En este estudio se demuestra que la adaptacion
primero del lodo activado al 4-CF, sin un co-sustrato, seguido por la granulacién, produce biomasa con

una alta tasa de remocion.
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3.2.2 Granulacion de la biomasa

La biomasa se consider6 aclimatada cuando el valor de la g permanecié constante al dia 10 (Moreno et
al., 2006). En ese punto, el tiempo de sedimentacion se redujo gradualmente de 15 minutos (dia 11) a
10 minutos (dia 12), 5 minutos (dia 13) y 3 minutos (dia 14), para exponer los foculos a la presion

selectiva para formar granulos.

Figura 3.5Fotomicrografias del inoculo inicial A) y granulos formados después de 40 dias (B) para
R20 y (C) para R150.

Del dia 14 y hasta finalizar el experimento, los tiempos del ciclo fueron los siguientes: llenado 3 min.,
reaccién 166 min., sedimentacién 3 min., y vaciado 8 min. Bajo estas condiciones se observo que la

granulacion comenzd el dia 20 en ambos reactores.
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La Figura 3.5 muestra el inoculo inicial (dia 1) y los granulos formados después de 40 dias. Se nota que
grénulos grandes se forman en R150, después del dia 14, cuando se redujo el tiempo de sedimentacion,
se tuvo un incremento constante del tamafio del granulo (Figura 3.5). Al finalizar el experimento, las
medianas de los tamafos de diametro fueron 0.328 y 0.741 mm con desviaciones absolutas de 0.082 y
0.103 mm para R20 y R150, respectivamente. Estos resultados demuestran una influencia positiva

delestrés causado por la limitacion de nitrdgeno en el tamafio del granulo.

El tamafio de los granulos fue también evaluado mediante la fraccion de granulos con un didmetro
mayor a 0.21 mm (Figura 3.6). Se observa que mas del 96% de los grénulos tienen un diametro mayor
a0.21 mm para el R150, pero solamente un 35% de los granulos cumplen ese criterio para R20. Otros
estudios han reportado incrementos del tamafo de los granulos al incrementar la relacion DQO/N, en
consecuencia de la limitacion de nitrogeno. Por ejemplo, Yang et al., 2005 incrementaron la relacion

DQO/N de 3.3 a 20, resultando en un incremento del tamafio de los granulos por un factor de cuatro.
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Figura 3.6 Tamafio de grénulo (mediana) y porcentaje de granulos con didmetro mayor a 0.21 mm
durante la operacion a diferentes relaciones DQO/N.

El reactor operd con una baja velocidad superficial de aireacion de 0.24 cm/s. Es interesante que la
granulacion se pueda obtener a valores tan bajos. Varios autores reportan que la granulacion se alcanza
con un limite inferior de velocidad superficial de 1.2 cm/s (Tay et al., 2001, Mc Swain et al., 2005). Sin
embargo, nuestros resultados van de acuerdo con los recientes reportes de Gao et al., 2013, quienes han
obtenido granulos con velocidades de 0.58 cm/s y mantenido esos granulos a 0.14 cm/s. Los resultados
obtenidos muestran que no solo se pueden mantener los granulos a una baja velocidad superficial de
aireacion, sino que se puede llevar a cabo la granulacion aerobia.
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Después del primer dia que se disminuyo el tiempo de sedimentacion, se observo un claro incremento
en la velocidad de sedimentacion (Vs) para R150 (Figura 3.7). Despues de 20 dias, la Vs se estabiliz6
en 15.6+.09 m/h para la relacion, a su vez, para R20. La Vs no cambié mucho, estabilizandose a 4.4 +
1.1 m/h (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Velocidad de sedimentacion Vs en funcion del tiempo para las relaciones R20 y R150.

El indice volumétrico de lodos IVL se evalu6 a 5 (IVL5) y 30 (1\VVL30) minutos para ambos reactores.
En general, los granulos muestran excelentes propiedades de sedimentacion, en ambos casos, los IVL y
las Vs son superiores a las encontradas en los lodos activados convencionales. Como una consecuencia
de la aclimatacion de la biomasa al 4-CF, los IVL disminuyen gradualmente para ambos reactores y del
dia 20 al dia 40 (cuando se promueve la granulacion), se estabiliza el I\VL. No se observa un efecto
significante de la relacion DQO/N para el 1VL30, con valores de 41+ 14 mL/g y 55 + 16 mL/g para
R20 y R150 respectivamente. Por el contrario, y consistente con la Vs, el VL5 presenta un menor valor
(56 + 12 mL/g) para R150 que el obtenido para el R20 (76 + 14 mL/g), indicando que una biomasa mas

densa se produce bajo condiciones limitadas de nitrégeno.
3.2.3 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Las EPS consisten en una mezcla de proteinas carbohidratos, polisacaridos, lipidos, ADN, y sustancias
humicas, los cuales rodean las células y crean una matriz en las biopeliculas microbianas y en los
floculos de lodos activados (Ng et al., 2005, McSwain et al., 2005; Liao et al., 2001). En la Figura 3.8
se presenta los valores promedios para polisacaridos libres y ligados para ambas relaciones DQO/N,

tomados del dia 22 al dia 40. La condicion limitada de nitrdgeno promueve la formacion de
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polisacéridos. Bajo la condicién R150, se observan incrementos del 58% y 300% con respecto a R20

para polisacaridos ligados y libres respectivamente.
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Figura 3.8 Cantidad promedio de polisacaridos por SSV para ligados (A) y libres (B) para ambas
relaciones DQO/N, tomados del dia 22 al dia 40.

Se ha demostrado que bajo condiciones limitadas de nitrgeno, los microorganismos tienden a
almacenar carbono en polimeros como el glicgeno, polihidroxialcanoatos y lipidos (Heldal et al.,
1996; van Loosdrecht et al., 1997) y la produccion de polisacaridos se incrementa (Flemming y
Wingender, 2010). Los polisacéridos como el alginato y el curdlan son producidos por las bacterias
bajo condiciones desbalanceadas de nitrogeno, por ejemplo, alta productividad de alginato se ha
obtenido en cultivos limitados de nitrdgeno de Pseudomonas (Shenga et al., 1987), adicionalmente, una
matriz de biofilm como curdlan se observé para Cellulomonas en cultivos bajo condiciones limitadas
de nitrogeno (Young et al., 2011). De modo que, la formacion de granulos grandes bajo condiciones
limitadas de nitrogeno (R150) puede explicarse por el incremento en los polisacaridos, cuando se

promueve la formacion de una matriz de biopelicula.

Los EPS fueron evaluados por la suma del contenido de polisacéridos y proteinas. La figura 3.9 y 3.10
muestran los F-EPS y B-EPS en funcidn del tiempo para las dos condiciones de relacion DQO/N. Los
resultados muestran que concentraciones mayores se obtienen para F-EPS con la relacién R150, y
después del dia 35, se tiene un incremento considerable para los F-EPS. A su vez, la diferencia para B-
EPS es menos considerable debido a la alta variacion en los valores. Si se toma en cuenta los EPS
totales, para el periodo en que se formaron los granulos (dia 20 al 40), se observa una mayor
concentracion (194427 mgEPS/gSSV) para el caso de R150 con respecto a R20 (17142

mgEPS/gSSV), respectivamente. Resultados similares se han obtenido para un reactor discontinuo
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secuencial de membrana con floculos (Li et al., 2008). Estos autores reportan para B-EPS y F-
EPStotales, concentraciones de 140 mgEPS/gSSV vy de 2 a 14 mgEPS/gSSV, respectivamente. El
incremento en los EPS se ha reportado como el inicio del proceso de granulacion (Liu y Tay, 2002; Tu
et al., 2010), debido a la capacidad que tienen los EPS de atrapar a los microorganismos uno con otro e
inmovilizarlos en granulos. El incremento en los EPS también va de acuerdo a lo reportado por Tay et
al., 2001b, quienes encuentran que la cantidad de EPS en granulos aerobios es de dos a tres veces

mayor que para lodos floculentos.
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Figura 3.9 Produccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) a diferentes relaciones DQO/N.
EPS libres.

La relacion proteinas (PN)/ polisacaridos (PS) se evalud para R20 y R50 considerando ambos valores,
las ligadas (B-PN/PS) y las libres (F-PN/PS). En el caso de R150, la relacion B-PN/PS y F-PN/PS fue
de 2.1 £ 0.9 y 2.1 + 0.6, respectivamente. Para R20 las concentraciones obtenidas fueron 2.5 + 1.6 y
1.6+ 0.6 para B-PN/PS y F-PN/PS, respectivamente. Valores similares para la relacion PN/PS ha sido
reportada por otros autores para biomasa granular (Li et al., 2008; McSwain et al., 2005), en este
estudio se encontrd una mayor cantidad de proteinas que de polisacéridos en los EPS para ambas
relaciones DQO/N. Se ha propuesto que las proteinas representan le componente hidrofobico mientras
que los polisacéridos el componente hidrofilico de los EPS, siendo las proteinas responsables también
de la formacion de agregados microbianos (Li et al., 2008). Este estudio demuestra que la limitacion de

nitrogeno tiene un efecto significante sobre la relacion PN/PS.
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Figura 3.10 Produccion de sustancias polimeéricas extracelulares (EPS) a diferentes relaciones DQO/N,
EPS ligados.

3.3 Operacion del biorreactor con membranas
sumergidas

3.3.1 Aclimatacion

En primer lugar, la biomasa se aclimat6 para degradar 100 mg/L de 4-CF por 20 ciclos y después a 200
mg/L por otros 20 ciclos.Una vez que la biomasa fue aclimatada a degradar 200 mg/L de 4-CF, se
comenzd con la etapa de granulacion, acortando gradualmente el tiempo de sedimentacion desde 15
minutos y hasta llegar a 3 minutos al dia 5 con la finalidad de aplicar una presion selectiva que

permitiera eliminar del reactor a la biomasa floculenta.

La forma de operar el reactor ocasiond una disminucion en la concentracion de sdlidos suspendidos. Al
reproducirse los microorganismos, se observd que la concentracion de SSV se mantuvo
estable(Figura3.11). En ese momento se aplico una purga diaria de 200 mL con la finalidad de tener un
tiempo de retencion de sélidos de 20 dias. El indculo inicialmente tuvo una buena sedimentabilidad con
un IVL de 130 mL/g, lo cual fué aprovechado para que desde el inicio aplicar un tiempo de
sedimentacion de 15 minutos, que fue disminuyendo conforme se redujo el IVL (Figura 3.12) 10, 5,

hasta llegar a 3 minutos para el dia 35.
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Figura 3.11Variacion de los solidos suspendidosdurante el tiempo de operacion.La linea punteada
indica el momento de introduccion de la membrana.
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Figura 3.12 Variacion del 1VL durante el tiempo de operacion. La linea punteada indica el momento de
introduccion de la membrana.

3.3.2 Granulacion

La remocion de 4-CF se mantuvo superior al 99% durante el transcurso del experimento, a partir de la
introduccion de la membrana se observé una mejoria en la DQO total de salidaque fue de 18.2 + 4.8 en
el MSBR, mientras que en el SBR fue de 78.6 + 20.6, esto debido a la retencion de solidos porla
membrana en el MSBR(Figura3.13).
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Figura 3.13Concentracion en el efluente de 4-CF y DQO para el reactor con membrana.

A los 7 dias comenzaron a formarse los primeros aglomerados, y al dia 24 los granulos alcanzaronun
tamafo aproximado a 0.5 mm con un porcentaje de granulacion superior al 70 %. El tamafio de los
grénulos se incremento a partir del dia 70 de 0.6 mm a 2.5 mm (Figura 3.15).En esediase introdujeron
las membranas al sistema (dia 73).Al mismo tiempo como referencia se operé de manera simultanea
otro reactor sin membranas. Como se observa en la figura 3.13, el didmetro de losgranulosno se
vioafectado como consecuencia de la introduccion de la membrana, manteniendo un promedio de 2.56
+ 0.3 mm y de 2.43+ 0.39 mm para el SBR y el MSBR respectivamente, esto porque al mantener la
alimentacion y la regularidad de los ciclos se pudoestabilizar la carga organica,de forma que el
porcentaje de granulos fue de 90.6 + 8.4 % y 86.2 + 8.2 % para el SBR y el MSBR respectivamente
(Figura3.15).
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Figura 3.14 Variacion del didmetro de los granulos durante el tiempo de operacion.
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Figura 3.15Variacion del porcentaje de granulacion durante el tiempo de operacion.

Se dio seguimiento a la produccién de EPS. Se observé un incremento en la concentracion de IosEPS
libres desde 2 hasta 19.3 mgEPS/gSSV desde el dia 3 al punto de granulacion en el dia 27, después se
mantuvieron estables incluso se observa una pequefia disminucion y al final del experimento se
incrementa la concentracion en el MSBR(Figura3.16)teniendo algunos repuntes que no se observaron
en el reactor SBR y que coinciden con los puntos méaximos de colmatacion de las membranas, lo cual

es importante, pues esto muestra que los EPS libres sonretenidos por las membranas, como lo reportan
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Moreno-Andrade y Buitron 2012. Unavariacionsimilar se observd en los dos reactores para la

concentracion de EPSligados hasta el dia 100 (Figura3.17).
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Figura 3.16 Concentracion de EPS-libres durante el tiempo de operacion.

Se considerd que carga mésica Critiene un efecto importante en todo sistema de tratamiento, por lo que

se procurd que fuera lo mas uniformeposiblemanteniéndola entre 0.5 y 0.6 g4-CF/gSSV/d(Tabla 4.1),

esto se logrdfijandolos ciclos en un tiempo cercano a 4 h. La velocidad de sedimentacion de los
grénulos obtenidafuea partir del dia 73 de 15.7 +2.2 y 16.8+ 2.4m/s para el SBR y MSBR

respectivamente, sedimentando précticamente en un minuto.
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Figura 3.17 Concentracion de EPS-ligados durante el tiempo de operacion.
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La tasa de degradacion disminuyd a partir del momento dela introduccion de la membrana, sin
embargo, ésta disminucion se observa en ambos reactores(Figura3.18) por lo tanto, la disminucion no
es causada por el hecho de introducir la membrana, como se podria suponer, sino que se debe més bien
a las caracteristicas de la biomasa, pues coincide con el crecimiento de los granulos a un tamafio mayor
a 2.5 mm. Se ha reportado que los microorganismos con mayor actividad se encuentran en la superficie
del granulo, mientras que los que se encuentran en el interior tienen una menor disponibilidad de
sustrato por la resistencia de la matriz a la difusion (Tay et al., 2002c), de manera que, la mayor parte de

la biomasa del granulo tiene una baja actividad.
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Figura 3.18Variacion de la Tasa de degradacion durante el tiempo de operacion.

3.3.3 Filtracién

Con la finalidad de comparar las caracteristicas de la biomasa granular y lodos activados
convencionales, se realizaron pruebas preliminares de filtracion a cortoplazo de la siguiente manera:se
coloco la misma cantidad de lodo floculento y de granulos aerobios en una probeta de 1 L con aire
suministrado mediante un difusor colocado en el fondo de la probeta, el flux se increment6 de manera
escalonada y después descendente,se observd (Figura3.19)que existe diferencia significativa en la
resistencia entre los fléculos y los granulos, llegando los primeros a impedir la filtracion a més de 35.6
L/m?/h, debido al depésito de lodo floculento sobre la membrana, el aumento de la resistencia porla
colmatacién para lodos floculentos es mayorconforme se incrementa el flux, pasando de 4 a 8 x10™ m’

'en cambio en la filtracién con grénulos el incremento en la resistencia es solamente de 1 x10* m™,
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Figura 3.19 Resistencia de la membrana durante las pruebas de filtracion a corto plazo.

De igual formase evalu6 en el reactor, mediante pruebas de filtracion a corto plazo, elefecto de la
intensidad de aireacioncon tres condiciones (0.5, 1 y 2 Lpm)y de de la cantidad de SSV (1.33, 2y 4
g/L) en la PTM.En la Tabla 3.1 se observa que la cantidad de SSV ejerce una mayor influencia sobre la
PTM y que a 4 g/L de solidos, la variacion en la intensidad de aireacion précticamente no afecta a la
PTM, a partir de las pruebas de filtracién a tiempos cortos se pudo determinar que lo que mas afecta al

desempefio de la membrana es la cantidad de sélidos suspendidos y la agregacion de la biomasa.

Estos resultados contrastan con lo reportado por Le Clech et al., 2003 quienes afirman que para
reactores MBR con lodos floculentos la cantidad de SST no tiene un efecto significativo en la
colmatacion de la membrana, posiblemente esa conclusion se deba a al efecto de la turbulencia ejercida
por la aireacion en éstos experimentos, sin embargo en los resultados aqui presentados se observa que
ante una menor intensidad de aireacion, el transporte y el depdsito de la biomasa a la superficie, esto es

la colmatacion, esta directamente relacionado con la cantidad de sélidos.
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Tabla 3.1PTM (kPa) en las pruebas de filtracion a corto plazo.

SSV \ aireacion 0.5 Lpm 1Lpm 2 Lpm
J=22 Lim’/h

1.33¢g/L 54+0.4 59+0.16 51+015

2g/L 821021 771021 79+0.16

4g/L 10.1+0.24 10.2+0.23 102+£0.28
J=26 L/m’/h

1.33¢g/L 6.4+0.2 6.9+0.2 6.6+0.2

2g/L 9.1+03 87102 88+0.2

49g/L 108+0.3 109+0.2 11.0+04
J=30 L/m°h

1.33¢g/L 73103 79403 70103

2g/L 9.1+03 93+0.3 96+0.6

4 g/lL 115+05 116+05 11.7+05

3.3.4 Colmatacién de la membrana

La operacion dela membrana en el reactor,inicié con un flux de 30 L/m?h, lo que ocasiond un répido
incremento en la presion transmembrana (PTM),llegando a 50 kPa,a la primer semana de operacion,
por lo tanto, tuvoque llevarse a cabo la limpieza quimica. Debido a ese comportamiento, se disminuyo
el flux a 22 L/m%h, y 18L/m?/h, hasta que se estabilizd la operacion en 12 L/m?/h,con una tasa de

colmatacion de 0.345 kPa/h de operacion. Asi se logromantener la filtracion por 14 dias antes de aplicar

el lavado quimico (Figura 3.20).
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Figura 3. 20 Variacion de la PTM y el Flux.

Las resistencias en seriese calcularon de maneraprevia al lavado quimico,a 2 semanas de iniciada la
operacion y otra a 4 semanas de operacion continua.Se observo que la resistencia por biotorta Ry se
habia incrementado del 45 al 65 %. Es posible que esa colmatacion se deba al crecimiento de una
biopelicula en la superficie de la membrana.Como puede verse en las imagenes de la Figura 3.21,la
biomasa cubre casi la totalidad de la superficie de la membrana a las 4 semanas de operacion.

Figura 3. 21 Membrana colmatada, a) 2 semanas de operacion, b) 4 semanas de operacion.

En términos generales, el efluente obtenido en la operacion MSBR tiene una mejor calidad en cuanto a
sus propiedades fisicas (Tabla 3.2) como son color, turbiedad y solidos suspendidos, al ser estos Gltimos
retenidos por las membranasse obtiene ademés una disminucion en la DQO total delefluente, como se

aprecia en la Figura 3.13.
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Tabla 3.2 Comparacion entre SBR y MSBR.

SBR MSBR
Q (mg4-CF/gSSV:h) 51.1+116 45.7+133
OLR (g4-CF/gSSV-dia) 0.62 +0.09 0.53+0.12
OLRv (Kg4-CF/m®.dia) 1.17+0.21 1.22+0.21
Turbiedad (FAU) 61.7 + 30" 05+05"
SS (mg/L) 438+152°  05+05°
Color (UPt-Co) 1335+26.3" 12.7+33°
DQO Efl. (mgO/L) 786+206°  17.9+504
Remocion DQO (%) 97.2+0.84*  883+2.77"

® medias estadisticamente diferentes para un pueba ANOVA p, 0.05.

La biopelicula externa provoco que se redujera la colmatacion reversible de los poros, esto hizo poco
efectivos los retrolavados.De acuerdo con lo obtenido (Figura 3.22), se observé un incremento de casi
un 20% en la resistencia debida a la biotorta (Rp) y una disminucion del 90% en el bloqueo de poros
reversible (Rp) y de un5 % en el irreversible (Ryi), esto hace suponer que la biotorta es en realidad una
biopelicula que no se alcanza adesprender con los retrolavados, y para corregirlo se requiere de un

lavado quimico.

A pesar de lo importante que resulta la resistencia debida a la biotorta el valor de laresistencia es mucho
menor a la reportada para los sistemas MBR con lodos activados convencionales, la cual puede llegar a

valores que se encuentran entre el 80-90 % de la resistencia total (Chen et al., 2007b).
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Figura 3. 22 Resistencias en serie para R1, una semana; R2 dos semanas de operacién donde: Ry,
resistencia de la biocapa; Ry, resistencia de bloqueo de poros reversible; Ryi, resistencia de bloqueo de
poro irreversible; Ry, resistencia intrinseca de la membrana; R;, resistencia residual.

La formacion de biopelicula superficial no ha sido reportada en estos sistemas, en los cuales
normalmente la colmatacion se debe a una biotorta consistente en lodos depositados y posteriormente
comprimidos por la corriente del flujo al filtrar, fendmeno dificil de ocurrir con los granulos debido a
sus caracteristicas fisicas, ya que éstos tienen mayor tamafio y peso,con una menor comprensibilidad
que los fléculos.En este caso se observé el depdsito en la membrana de los EPS, bacterias libres y
floculos que se encuentran en el licor mezclado y que se incrementan por el crecimiento bacteriano en
la superficie y por la llegada de nuevas particulas. Una vez que la biopelicula crece, los
microorganismos pioneros que se depositaronen los poros y en las zonas mas cercanas a la membrana
tienen poco acceso a los nutrientes, comparado con los que se encuentran en las capas superficiales, de
manera quedisminuye el bloqueo de poro, sin embargo también disminuye el flux al no ser eliminada la

biopelicula por los retrolavados.

Zhou et al.,(2007), reportaron diferencias en pruebas de filtraciona corto plazo entre lodos floculentos y
lodos granulares, siendo para los lodos floculentos la Ry el principal componente en la resistencia con
un 72.7% mientras que para los lodos granulares una Ry, de 34.7 %, siendo para estos tltimos la R, de
44.2 y para floculentos 16.6%, la diferencia con el comportamiento reportado en este trabajo puede

deberse a la efectividad de los retrolavados en eliminar el boqueo de poro.
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Con la finalidad de observar la estructura de la colmatacion, durante la operacion del reactor de
membranas sumergidas con lodos granulares, se tomaron varias muestras para realizar autopsias de las
membranas. En las Figuras 3.23 se observan los cortes transversales tomados de la membrana operada
el dia 70 de la filtracion con un TRH de 8 horas y unaCm de0.63 mg4-CF/gSSV/d con ciclos de 4
horas.En estos cortes se observa la formacion tipica de las biopeliculas con forma de hongo
(Champifién), el cual se encuentra enraizado en la estructura interna de la membrana, también se

observan aglomerados de polisacéridos al interior de la membrana y del material de soporte.

Para el dia 70 de la operacion (Figura 3.23)con membrana, al término del experimento, se observa la
membrana cubierta en un 64.8 % de biocapa y un 14 % de polisacaridos considerando el espacio que se
encuentra sin biomasa. EI modelo de resistencias en serie (Rosenberger et al., 2005) hace una distincion
ente los distintos tipos de resistencia, sin embargo al utilizar la microscopia CLSM para saber las causas
de cada tipo de resistencia, se observd que la R, se debe principalmente a exopolimeros que se
depositan en los poros hasta hacer impermeable la membrana, mientras que la R, se debe

principalmente a bacterias depositadas en la superficie y que crecen hasta formar una biopelicula.

La formacion de biopelicula interna ha sido reportada previamente por Juang et al.,(2010),estos autores
determinaron que esta formada por microorganismos de didmetro pequefio los cuales pueden cruzar la
membrana y establecerse en el espacio interno de la membrana. En el presente estudio se encontr6 a
manera de hipotesis que posiblemente existe una competencia en el crecimiento tanto de la biopelicula
externa como interna a largo plazo, propiciada principalmente por la disponibilidad de sustrato. En
otros estudios, se ha reportado un mejor desempefio en la filtracion de los granulos aerobios que los
lodos activados convencionales al corto plazo (Li et al., 2005), sin embargo éstos autores observaron un
incremento a largo plazo en la colmatacion irreversible, debido a la adsorcién y depoésito de los EPS en

el interior y la superficie de la membrana, lo cual coincide con los resultados de éste estudio.
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Figura 3. 23A))Proyeccion de corte transversal de la membrana colmatada en el microscopio de
fluorescenciacon objetivo 40X. B)Imagen de un crecimiento superficial de biopelicula en la membrana
tefiida con CW (polisacéaridos, azul) y SytoxGreen (células, verde) con objetivo, 25Xal dia 70 de la
operacion.Imagen de CLSM transversal (C) y superficial (D), CW con Sytox Green 10X cortes de la
membrana del dia 130 de la filtracion de color verde se observan los microorganismos tefiidos con
Sytox Green y de azul los polisacaridos tefiidos con Calcofluor White(barra 70pum) 20X.

En un estudio previo (Moreno-Andrade y Buitrdn, 2012) se comparo el desempefio de un reactor con
membranas y otro sin membranas usando lodos floculentos, estos autores reportan que en ese caso la
membrana no otorga beneficios suficientes al sistema y causa una acumulacion de EPS.En esto
coinciden con las observaciones deLi et al., 2007, en el presente estudio se observd también
acumulacionde EPS cuando se opera con lodos granulares, lo cual se propone evitar mediante la
intercalacion de ciclos de decantado (SBR)entre los ciclos de filtracion (MSBR), como una estrategia

de anticolmatacion (seccion 3.5).
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3.4Estructuray morfologia del proceso de colmatacion

3.4.1 Resultados de la evaluacion de la estructura en la colmatacion

Se opero el reactor con membranas sumergidas y granulos aerobios dando continuidad al experimento
anterior por 80 dias sin lavado quimico con la finalidad de evaluar el proceso de colmatacion. Durante
ese tiempo la eficiencia en la remocion de la DQO fue de 97.5 + 1.1 y de 99.9 + 0.1 para el 4CF, se
observo una disminucion en la cantidad de sdlidos durante los primeros 25 dias de operacion, por lo que
se opto por no retirar lodo de purga, hasta alcanzar una concentracion estable de aproximadamente 1
g/L de SSV (Figura 3.24).El porcentaje de granulos con un tamafio mayor a 0.21 mm en la
biomasafueen promedio de 78.6 + 16.4 %, que disminuyd hasta alcanzar 46% al dia 60 cuando se
observo lodo floculento en el reactor, sin embargo no hubo variaciones importantes en el tamafio de los
grénulos los cuales mantuvieron un promedio de 2.46 + 0.16 mm en el didmetro, esto significa, que

aunque hubo menos granulos, el tamafio permanecio igual.

A partir de dia 65 se tiene un repunte en el porcentaje de granulacion el cual aumenta del 46% hasta el
75 %, siendo ain bajo, de acuerdo con la teoria de las biopeliculas (Flemming et al., 1988), la falta de

nutrientes puede ser un factor de estrés que propicie la aglomeracion de los microorganismos.
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Figura 3. 24S06lidos suspendidos y porciento de granulacion durante el tiempo de operacion.

El comportamiento irregular del reactor, se debe principalmente a la disminucion de la carga organica
volumétrica Cv (Figura 3.25) que estuvo entre 1.2 y 0.3 kg de 4-CF/m®.dia. La disminucién no se

observé en la tasa de carga orgénica que fue de 0.67 + 0.35 kg4CP/m/d, debido a que la biomasa
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disminuyd proporcionalmente a la carga volumétrica.La velocidad de sedimentacion Vs fue de 29.9 +

2.7 m/h demostrando las excelentescaracteristicas de sedimentacionde los granulos aerobios.
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Figura 3. 25 Carga masica del reactor, velocidad de sedimentacion e IVL de la biomasa.

La degradacion del 4-CF se llevé a cabo en 2.5 £ 0.7 h, pero lacolmatacion de las membranas ocasiond
un alargamiento de los tiempos de filtrado, prolongando los tiempos de los ciclos desde 4 h (dia 1),
hasta 13 horas al dia 50 (Figura 3.26), para eldia 15, la PTM alcanzd el valor limite de 50 kPa mientras
que el flux disminuyé de 12.25 L/m%h (dia 1) hasta 2.8 L/m?/h (dia 25). Lacolmatacién causéun
aumentoen la frecuencia de los retrolavados, ya que el sistema se retrolava automaticamente cuando se

alcanza una PTM de 55 kPa, esto con la finalidad de proteger la integridad de la membrana.
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Figura 3. 26 Duracidn de los ciclos y del tiempo de reaccion.
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Al igual que en experimentos anteriores se observa en el comportamiento de los promedios de los
maximos de la presion transmembrana (PTM), antes de los retrolavados, un incremento gradual hasta el
sexto dia de operacion y después un incremento acelerado hasta el décimo dia, en donde la membrana
alcanza la presion méxima (Figura 3.27), entonceses necesario disminuir el flux o aplicar un lavado

quimico para mantener la operacion.
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Figura 3. 27 Desempefio de la presion transmembrana y el flux. Las flechas sefialan los puntos de las
autopsias a las membranas.

Con la finalidad de observar la dindmica de la colmatacion se hicieron autopsias a la membrana al dia 0,
10, 18, 40 y 60 (Figuras 3.28, 3.29, 3.30, 3.31, 3.32) de la operacion.En la imagen de microscopia laser
confocal de barrido (CLSM), Figura 3.28B, se muestra como la colmatacion inicia a los 10 dias de
operacién con un depoésito de manera casi uniforme de polisacéridos (color azul) a los cuales se asocian
los microorganismos pioneros y comienzan a producir proteinas para formar agregados (color verde en
la Figura 3.28 F).Al dia 18 de la operacion, cuando existen problemas para filtrar, se observa, una
importante cantidad de microorganismos embebidos dentro de una matriz compuesta principalmente de
proteinas (color verde en la Figura 3.29 F). Se observa también que los polisacaridos se encuentran en

la superficie y al interior de la membrana.
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Figura 3. 28Dia 0 de la operacion FITC-CW-Topro3 (verde proteinas, azul polisacaridos, rojo bacterias) 20X,A) CLSM corte superficial con campo claro, B)
CLSM corte superficial, C) CLSM corte transversal, D) SEM superficial.
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Figura 3. 29 Dia 10 de la operacién FITC-CW-Topro3 (verde proteinas, azul polisacaridos, rojo bacterias) 20X,A) CLSM corte superficial con campo claro, B)
CLSM corte superficial, C) CLSM corte 6ptico transversal, D) CLSM corte transversal, E) SEM superficial,F) intensidad en el corte dptico transversal.
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Figura 3. 30 Dia 18de la operacion FITC-CW-Topro3 (verde proteinas, azul polisacaridos, rojo bacterias) 20X, A) CLSM corte superficial con campo claro, B)
CLSM corte superficial, C) CLSM corte Optico transversal, D) CLSM corte transversal, E) SEM superficial, F) intensidad en el corte dptico transversal.
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Figura 3. 31Dia 40 de la operacion FITC-CW-Topro3 (verde proteinas, azul polisacaridos, rojo bacterias) 20X, A) CLSM corte superficial con campo claro, B)
CLSM corte superficial, C) CLSM corte 6ptico transversal, D) CLSM corte transversal, E) SEM superficial, F) intensidad en el corte dptico transversal.
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Figura 3. 32Dia 60 de la operacion FITC-CW-Topro3 (verde proteinas, azul polisacaridos, rojo bacterias) 20X, A) CLSM corte superficial con campo claro, B)
CLSM corte superficial, C) CLSM corte 6ptico transversal, D) CLSM corte transversal, E) SEM superficial, F) intensidad en el corte dptico transversal.
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La biocapa no se encuentra de manera uniforme sino que forma aglomerados en algunas zonas y se
observan canalizaciones a la manera descrita para las biopeliculas y para los granulos (Lemaire et al.,
2008), el crecimiento se mantiene hasta el dia 40 (Figura 3.31) de la operacion.El dia 60 (Figura 3.32)
se observa menor cantidad de biomasa, sin embargo la membrana esta totalmente impermeabilizada por
la capa de polisacéridos depositada y una gran cantidad de proteinas formando agregados de una
apariencia mas compacta que en los dias anteriores, esto se puede relacionar con el tiempo de retencion
de sélidos que es mayor a 40 dias y al alto tiempo de residencia hidraulica, de 28 horas, que segun se ha
reportado (Lee et al., 2003) hacen que disminuya a la actividad microbiana y causan una disminucion
de los EPS, al mismo tiempo se observa en la Figura 3.33 que existen algunos desprendimientos de la

biopelicula.

De acuerdo con Chen et al., (2011) la colmatacion irreversible se debe principalmente a los EPS
solubles, los cuales son liberados a la fase liquida por diversos mecanismos, primero los EPS que
mantienen unidos a los microorganismos, se hidrolizan en pequefios trozos los cuales se solubilizan,
también contribuyen a esto algunos productos del metabolismo (Meng et al., 2009), que posteriormente
son adsorbidos por la membrana haciendo que se forme una capa molecular de acondicionamiento y
propiciando asi una mayor y facil adhesion de las bacterias a la superficie, haciendo cada vez méas

dificil que sean desprendidas por la turbulencia y los retrolavados.
3.4.2 Evaluacion de la morfologia de la colmatacion

La microscopia electrdnica tanto de barrido como de transmisionpermiteobservar espacialmente en
donde se encuentran los microorganismos en la membrana, en las imégenes de SEM obtenidas de las
autopsias a los 15 dias de operacion, se pueden distinguir 3 tipos de estructuras que no se observan en la
membrana virgen:a) formas estructuradas formando racimos con un didmetro de entre 30 y 60 pm
(Figura3.33B), b) formaciones de granulos adheridos incluyendo protozoarios y restos de granulos con
EPSy c) bacterias con forma de bacilos de un tamafio entre 0.3 a 0.5 um de ancho y de 1 a 2 pm de
largo, adheridas mediante EPS (Lemaire et al., 2008) a la superficie de la membrana a la manera de una
monocapa, en ciertas regiones se tiene un engrosamiento de la monocapa llegando a formar agregados
amorfos (Figura 3.33B).

La microscopia de transmision brinda un corte transversal de la biopelicula, en la cual se puede apreciar
la organizacion de las células al interior de la matriz exopolimérica, también se observan los
espaciamientos que hay entre las células y entre los diferentes tipos de colonias, el hecho del espacio
entre las células se encuentre ocupado por EPS, sugiere que las bacterias que se encuentran més

separadas tienen una mayor capacidad de generar exopolimeros (Figura 3.33A). También se pueden
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observar diferencias entre la abundancia e integridad de las células en las que se encuentran en la
superficie de la membrana y las que se encuentran al interior de la estructura de esta, de manera que las
que estan al interior se encuentran destruidas debido posiblemente a la limitacion de nutrientes, los

cuales son captados preferentemente por las colonias superficiales (Figura 3.33B).

Signal A= SE1 A@euuniMode = High Vacuum
Mag="500 X Spot Size = 454

FCNUAQ

Figura 3. 33 FotomicrografiasA) SEM granulos adheridos a la membrana, B) monocapa bacteriana, C)
TEM parte externa de la membrana colmatada. D) TEM interior de la membrana colmatada.

También se observa la presencia de canales entre las colonias de células, ese tipo de canales han sido
reportados en tanto en granulos aerobios (Lemaire et al., 2008) como en biopeliculas, los cuales sirven
para el transporte de nutrientes en el liquido y como drenaje para los productos de desecho; observando

la forma en que se encuentran las células en la Figura 3.33C, se observa un posible patrén de
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crecimiento, por lo que estas colonias pueden ser producto de la reproduccion de las células que

originalmente se instalaron en la superficie de la membrana.

Tomando en cuenta lo observado en las fotomicrografias, se sugiere que la colmatacion de la
membrana se debe por una parte al depdsito de material bioldgico, microorganismos libres o floculados
y sustancias poliméricas extracelulares y principalmente al desarrollo de una biopelicula.Lee et
al.,(2008), definen el término capa de torta (cake layer) a la acumulacion y compresion del material
bioldgico rechazado por la membrana y depositado en la superficie de ésta. Por otro lado una
biopelicula (biofilm) es una comunidad de microorganismos asociados a una superficie, encapsulados
en una matriz extracelular,éstos autores describen el término biotorta (bio-cake) como la combinacion
de los dos anteriores para nombrar la capa colmatante de un sistema MBR.Sin embargo parece méas
adecuado el término biocapa (bio-layer) para describir lo observado en la superficie de la membrana,
Una biocapa se puede definir como un recubrimiento de material biol6gico y microorganismos, siendo
asi la biopelicula parte principal de la biocapay la biotorta formada por fléculos, EPS y PMS en menor

medida.

La mayor adsorcién de los polisacéridos por parte de la membrana se puede deber a la hidrofilicidad de
estos.Aunque el PVDF es hidrofobico, las membranas son modificadas superficialmente para hacerlas
hidrofilicas, con la finalidad de evitar la colmatacion debida por microorganismos y proteinas que son
también de caracter hidrofébico. El proceso de colmatacion no se detiene con el crecimiento de la
biocapa, ya que al estar formado el glicocalix hasta en un 90 % de agua (Flemming y Wingeder, 2010),
los polisacéridos pueden ser transportados a traves de éste hasta depositarse en la superficie, engrosando
la capa hasta que llega a bloquear los poros, Para un sistema MBR con lodos activados convencionales
Drews et al.,(2007) reportan una mayor retencion de los carbohidratos (75-100%) comparado con las
proteinas (20 - 70 %) al igual Dvorak et al.,(2011) encuentran una mayor concentracion de
carbohidratos (58-.60 %) a pesar de no ser el principal componente en el sobrenadante. Otro efecto de

los EPS es el aumento de la viscosidad del liquido (Chu et al., 2010) y por lo tanto una menor filtracion.

El incremento de polisacaridos acumulados en la superficie de la membrana también puede deberse al
incremento de la lisis celular debida a la falta de sustrato, ya que al impedir la filtracion, también
disminuye el transporte de nutrientes a los microorganismos que se encuentran en la cercania de la
membrana, observando que entre el dia 40 y 60 de la operaciéncontinua, aumento el area cubierta por

polisacéridos, mientras el area cubierta por proteinasdisminuyo.

Existen dos modelos para describir la estructura de una biopelicula, el primer modelo se basa en la idea

de que ésta se desarrolla mediante un comportamiento bioldgico determinado, el cual se puede explicar
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y controlar mediante los procesos genéticos, de manera que cada etapa de la formacion de la biopelicula
(pegado, formacion de microcolonias, maduracion y desprendimiento) se lleva a cabo mediante
cambios en los genes expresados Yy la regulacion de la sintesis de factores especificos de las bacterias,
incluyendo flagelos, proteinas de las membranas o capsulas de polisacaridos etc. (O Toole y Kolter
1998). En ese modelo la formacion de los EPS tienen un papel importante tanto en la adherencia como
en el subsecuente desarrollo de la matriz, en la cual la biopelicula crece debido tanto a la division
celular como a la captura de otros microorganismos que quedan atrapados. Todo ese proceso es
regulado de manera molecular por las sefiales del quérum -sensing (Davies et al., 1998), el cual es en
parte responsable de la arquitectura de la biopelicula. El segundo modelo se basa en la suposicion de
que la estructura exacta de la biopelicula es probablemente el resultado de las condiciones ambientales
en la cual se desarrolla. De acuerdo con Flemming (1988), estas condiciones son los cambios en la
concentracion de nutrientes, fuerzas de corte, temperatura y otros factores, causan el crecimiento de la
biomasa o disminucion de la biopelicula. Una integracion de ambas teorias parece ser la posicion més
razonable para entender los fendmenos asociados a la formacion de la biocapa colmatante de acuerdo a

lo que se observa en la préactica.
- o |
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SESIL MOVIL

Figura 3. 34 Dindmica de la colmatacion de la membrana.

Haciendo una aproximacion de la colmatacién de un reactor discontinuo secuencial de membranas
sumergidas con lodos granulares a la formacion de una biopelicula, se pueden establecer las siguientes
5 etapas (Figura 3.34):
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I.  Adsorcion de B-polisacaridos por parte de la membranay sudepésito en los poros y la superficie
acondicionindolapara una subsecuente colonizacion.
I.  Depé6sito de microorganismos libres y algunos floculos ligeros en la superficie de la membrana
(formacidn de biocapa).
Ill.  Crecimiento de una biopelicula por la multiplicacion de los microorganismos hasta formar una
monocapa y formacion de la matriz exopolimérica constituida principalmente por proteinas
(Berk et al., 2012) con aglomeracion y retencién de microorganismos,la cual crece también por
la captura de mé&s microorganismos, floculos y algunos granulos pequefios formando
protuberanciasen la bipelicula.
IV.  Taponamiento que causa impermeabilizacion de la membrana debido al depdsito de restos
celulares, carbohidratos, productos microbianos y precipitados salinos originados porla
mineralizacion inducida por EPS.

V.  Decadencia dela biocapa con desprendimiento de células y partes de la biopelicula.

3.5Estrategias anticolmatacion

3.5.1 Operacion del reactor

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente en el apartado 3.4 y contrastandolos con la
literatura, lo que més influye en el proceso de colmatacion de las membranas son: los sélidos finos
(bacterias, EPS, etc.) y el crecimiento de biopelicula, en base a esto se disefiaron dos posibles
estrategias anticolmatacion que consisten en: A) intercalar ciclos SBR entre los ciclos MBR, esto con la
finalidad de eliminar solidos finos, bacterias y floculos, y B) colocar las membranas en un modulo
externo, esto para tener una menor concentracion de sélidos y evitar el contacto de la biomasa con el

sustrato.

Se inoculd el reactor con lodos activados de la planta de tratamiento Municipal de la terminal de
autobuses de Querétaro con 2 g/L de SSV, evitando la pérdida de biomasa, manteniendo estable la

concentracion de solidos suspendidos de 2.3 £+ 0.3 (Figura3.35).
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Figura 3. 35 Variacion de los solidos durante el tiempo de operacion.

La aclimatacion se llevo a cabo de la misma manera como fue descrita en el apartado 3.1. A los 8 dias
de inoculado se observaron los primeros granulos el IVL de los lodos disminuyd conforme aumento la
granulacion (Figura 3.36), para el dia 10 se alcanzé un porcentaje de granulacion mayor al 50%, al dia
35 se tuvieron las condiciones para introducir la membrana con granulos de 2 mm de didmetro

promedio, con las membranas, el tamafio del granulo continto incrementandose de manera lineal hasta

obtener un tamafio superior a4 mm para el dia 100(Figuras3.37y 3.38).
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Figura 3. 36 Variacion delindice volumétrico de lodos durante el tiempo de operacion.
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La membrana se introdujo al sistema en el dia 35 y comenzd la operacion intercalando por cada dos
ciclos de MSBR 1 ciclo de SBR (2:1).Durante la operacion, se obtuvieron dos efluentes, uno del
filtrado con la membrana y otro de menor calidad del decantado. En la Tabla 3.3se muestra que en
algunos de los parametros como la tasa de remocion (g) y la carga masica, se tuvopocavariacion cuando
el reactor operden forma combinada intercalando por cada dos de MSBR un ciclo SBR (2:1).Al dia 38
de la filtracion, alcanz6 la PTM méaxima de 50 kPa (ver figura 3.42),debido a esto las membranas
fueron lavadas quimicamentecon un tratamiento que consistio en 12 horas con HCIO 0.05 %y pH 11y
12 horas con &cido citrico 0.1 M pH 2. La operacion se reinicio el dia 40 intercalando por cada ciclo de
MSBR un ciclo de SBR (1:1).

La cantidad de ciclos SBR intercalada se ve limitada por la calidad del efluente que se desea obtener,
por ejemplo para un intercalado de 2:1 se tiene una turbiedad promedio de 7.5 NTU, mientras que para
un intercalado 1:1 la turbiedad se incrementa a 24.4 NTU, siendo significativa la diferencia con

respecto a la operacion con membrana.

1

1 mim
I

Figura 3. 37 A) Fotomicrografia de los granulos al, A) dia 3, B) dia 28, C) dia 40, D) dia100.
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Figura 3. 38 Incremento en el tamafo de granulo durante el tiempo de operacion.
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Figura 3. 39Porcentaje de granulacion en el reactor durante el tiempo de operacion.

En las sustancias poliméricas extracelulares se muestra que en los EPS libres o solubles no hubo una
variacion importante en todo el tiempo de operacion(Figura3.40), lo cual es importante pues la
colmatacion depende en gran medida de la concentracion de los EPS solubles, en cambio la estabilidad
de los granulos depende de los EPS ligados, que se incrementaron los al inicio del proceso de
granulacion y se estabilizaron para el dia 20 mostrando una disminucién para el dia 30, como se
muestra en la Figura3.41, para el periodo final del experimento se observd una tendencia a disminuir
entre el dia 70 y el 100 debido a la maduracion y a la estabilidad de los granulos, lo cual segin lo

observado causa una mayor dificultad para realizar la extraccion.
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Figura 3. 40 EPS libres durante el tiempo de operacion.
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Figura 3. 41 EPS ligados durante el tiempo de operacion.
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Tabla 3.3 Resumen del desempefio entre los distintos procesos.

Parametro SBR MSBR MBR/SBR 2:1 MBR/SBR1:1 MBR EXT C/A
SSV (mg/L) 2124+ 378 1957+ 259 2522+331 2390230 27714114
Granulacion (%) 88.8+10.2 85.4+ 837 88.1+7.14 89.9+7.4 87+8.68
IVL (mL/g) 46.8+10.2 48.9+11.1 41.545.23 52.7+4.7 80.3+10.8°
DQO S (mgO/L) 78.6+20.6° 17.9+45.04°  25.345.18" 56+9.6 10.7+3.8"
Turbiedad (NTU) 22.3+6.7° 46+1° 75+1.17 25.4+18.2° 0.33+0.78"
Sélidos susp. (mg/L)  15.4+35° 0.4+0.4° 3.9+1.2 15.2+11.3° 0+0°
Color 95.4+5.7° 17.3+ 26" 63.7+7.2° 78+22° 11.3+1.5°
4-CF-S (mg/L) 0.2+0.13 0.18+0.04 0.08+0.17 0.27+0.19 0.02+0.01
Remocién DQO (%)  88.3+2.77 97.2+0.84 95.7+0.91 89+2 98.3+0.8
Remoci6n 4-CF (%)  99.9+0.04 100+ 0.01 100+0.04 99.9+0.05 1000
Ciclo (h) 4.11+0.76 4.2+052 3.94+0.12 4.03+0.05 4.340.2

q (mg4-CF/(gSSV-h)  45.7+13.3 50.8+11.3 40.7+4.1 62+16.5 44.8+9
TCO g4CF/gSSV-d  0.58+0.14 0.63% 0.09 0.48+0.06 0.5+0.06 0.4+0.04
TCO(vol)kgdCF/m®.d  1.22+0.21 1.2+0.15 1.19+0.04 1.18+0.04 1.08+0.1

® hay diferencia significativa entre ellos ANOVA p,0.05.
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3.5.2 Filtracién

En la Figura 3.42 se muestra el comportamiento de la PTM durante la operacion como MBR por 17
dias, con el intercalado 2:1 por 21 dias y 1:1 MSBR/SBR por 16 dias, y con modulo externo sin aire
por 7 dias. Durante la operacion de 60 dias (Figura3.42) se requirieron de 4 lavados quimicos
consistiendo en 12 horas con HCIO 0.05 % y pH 11 y 12 horas con &cido citrico 0.1 M pH 2.La
operacién con médulo externo con aire suministrado con un difusor en la base de las membranas se

muestra en la Figura 3.43.
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Figura 3. 42 Variacion de la PTM y el flux durante el tiempo de operacion.

La tasa de colmatacion (T.) obtenida a partir de la pendiente de la linea de tendencia de la gréfica de
PTM contra tiempo (Figura3.44),cuando se introduce un ciclo SBR por cada 2 ciclos de MBRfuede
0.258 kPa/h, ese valor es 25% menor que para la operacion con MBR que fue de 0.345 kPa/hora, no se
observadiferencia significativa para Tccuando se intercaldl ciclo SBR por 1 de MSBR (2.56 kPa/h),
demostrando con esto que la dinamica de colmatacion con las membranas sumergidas dentro del
reactor, no se encuentra determinada principalmente por la presencia de particulas finas, sino por el

crecimiento de biopelicula.
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Figura 3. 43 Variacion de la PTM vy el flux durante el tiempo de operacién para la operacién con
mddulo externo con aireacion.
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Figura 3. 44 Tasa de colmatacion de la membrana durante distintas estrategias de operacion.

En cambio cuando se opera en mddulo externo sin aire, la membrana se colmata répidamente por el
transporte de particulas finas y coloides a la interface de la membrana debido al flujo de la filtracién. Al
introducir turbulencia generada por aire, se evitd éste depdsito, y se mejord la tasa de colmatacion en un

90% con respecto a la operacion con la membrana interna, manteniéndose estable el sistema sin
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evidencia del crecimiento de biopelicula, la tasa de colmatacion que se obtuvo fue de 0.033 kPa/h, con
esa tasa de colmatacion el tiempo tedrico requerido para el lavado quimico de las membranas es de 101
dias. El resultado es comparable con el reportado por Thanh et al., en el 2013, quienes obtuvieron una
tasa de colmatacion de 0.027 kPa/d utilizando un mddulo separado de membranas y un médulo de

sedimentacion previo, la desventaja de ese sistema es que con el mddulo de sedimentacion se

incrementan los costos y la inversion inicial.
3.5.3 Colmatacion

Al comparar los resultados de las resistencias en serie en los ciclos intercalados (R3) con laoperacion
MSBR (R1, colmatacion a los 7 dias y R2, colmatacion a los 14 dias), se observo que en la resistencia
por biocapa Ry, disminuye de 45 a 36% al intercalar los ciclos SBR, aument6la colmatacion irreversible
por bloqueo de los poros Ryide 25 a40 %, haciendo poco efectivos los retrolavados como puede
observarse en la Fig. 3.46. Estos resultados coinciden con lo reportado por Zhou et al.,(2007), quienes

obtuvieron una R, de 44.2% y una Ryde 34.7% con lodos granulares.
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Figura 3. 45Porcentajes de aporte a la resistencia total para colmatacion a los 7 dias (R1), colmatacion a
los 14 dias (R2) y con ciclos intercalados (R3) debidoa Ry, resistencia de la biocapa; Ry, resistencia de
bloqueo de poros reversible; Ry, resistencia de bloqueo de poro irreversible; Ry, resistencia intrinseca de
la membrana; R, resistencia residual.

Se observaademas, en la Figura3.45que la resistencia residual se incrementd, debido al incremento en la

resistencia de poro irreversible, estosignifica que los lavados quimicos no fueron lo suficientemente
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efectivos como para remover todo el material depositado en el interior de la membrana, por tanto para
operar con ciclos intercalados MSBR/MBR se deben modificar las condiciones del lavado quimico

para hacerlo més eficiente.

En los experimentos realizados previamente se determiné que la colmatacion de un sistema de lodos
granulares aerobios con membranas sumergidas es similar a la colonizacion de una superficie por una
biopelicula (Flemming y Schaule, 1988) consistiendo en las siguientes 4 etapas: a) transporte de
material biologico hacia la superficie de la membrana y adsorcion de éste material principalmente
polisacéridos, b) adhesion y establecimiento de los primeros colonizadores como bacterias libres, c)
formacion de los primeros agregados formados por la reproduccion de los primeros colonizadores y
llegada de més y diferentes microorganismos, y d) desarrollo de una biocapa compleja y con diferentes
especies embebidas en una matriz de exopolimeros compuesta principalmente por proteinas, por lo que
la colmatacion depende grandemente de la concentracion de particulas pequefias y bacterias libres en la

fase liquida.

La intercalacién de ciclos SBR dentro de la operacion de un sistema MBR evitd la retencion de
particulas finas suspendidas y biomasa floculenta, previniendo asi depdsito de estas particulas en la
superficie de la membrana, se retardé la colmatacion, ademas hizo mas robusto el sistema, esto debido a
que se compensa con el ciclo SBR la dificultad para mantener los niveles en la operacion con

membranas.

El aumento de la colmatacion irreversible por blogueo de poros posiblemente se debe a que ante la falta
del recubrimiento superficial de la biotorta, queda la membrana accesible para las particulas que ain
permanecen en la fase liquida ademas de una posible precipitacion de compuestos disueltos, aunque
después de un retardo inicial, la membrana es finalmente colonizada por los microorganismos,
causando un aumento exponencial de la PTM y la consecuente caida del flux, lo cual se podria mitigar
haciendo més eficientes los retrolavados o disminuir el flux afectando a la eficiencia del sistema. La
combinacién de los ciclos SBR con ciclos MBR da como resultado dos efluentes uno de mejor calidad
que el otro, sin embargo muchas veces para una planta de tratamiento se requiere de un efluente para el

uso con contacto directo humano y otro de menor calidad para riego o para descargar al colector.

En la operacion con modulo externo, se tiene una menor tasa de colmatacion debido a que la falta de
sustrato, evita el desarrollo de biopelicula, de manera que los microorganismos al estar altamente
especializados a la degradacion de 4-clofofenol, ante la ausencia de éste no alcanzan a mantenerse con
la degradacion de biomasa y productos microbianos solubles, ya quesegin ha reportado Moreno-

Andrade y Buitron, 2004, al aclimatarse la biomasa al 4-clorofenol, se hace incapaz de consumir
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incluso sustratos facilmente biodegradables como el acetato de sodio, a diferencia de lo observado con
la biomasa que degrada agua residual municipal o sustratos facilmente biodegradables como el acetato

0 la glucosa.

En la literatura se reportan distintas tasas de colmatacién que van desde 0.4 kPa/h por Zhang et
al.,(2006) o 0.6 kPa/h por Sombatsompop et al.,(2006). Con grénulos aerobios se han reportado tasas
de colmatacion ain menores como Tu et al.,(2010), quienes reportan 0.03 kPa/dia utilizando
membranas con un tamafio de poro de 0.4 um. Dividiendo la diferencia de la PTM méxima con la PTM
inicial entre la tasa de colmatacion, da un tiempo de regeneracion tedrico de la membrana de 96 dias,

superior al reportado por Yu et al.,(2008) que requiri6 de un lavado quimico a los 17 dias.

Coincidentemente, la mayoria de los estudios reportan un mejor desempefio de las membranas con
biomasa granular que con lodo floculento (Tay et al, 2007, Li et al., 2005, Yu et al.,2008), ya queno se
observa la formacion de biotorta, ni la compresion de ésta, que son la causa principal de la colmatacion,
por el contrario, cuando han reportado que no hay diferencia (Sanchez et al., 2010, Zhou et al., 2007),
posiblemente sus resultados son afectados por un problema de arrastre de sélidos o una alta proporcion
de productos microbianos solubles causados por una incompleta degradacion en el reactor, suficiente

para el crecimiento de los microorganismos.
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4CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los resultados publicados en los apartados del Capitulo 3, se llegé a las siguientes conclusiones

parciales:

La granulacién aerobia se lleva a cabo satisfactoriamente cuando el lodo activado es inicialmente
aclimatado al 4-CF sin un co-sustrato, después cuando se aplica la presion de seleccién hidrodinamica
se generan los granulos. Se evalud la influencia de la relacion DQO/N en el desempefio de un sistema
SBR con grénulos, encontrando que la limitacion de nitrogeno no tiene efecto en las eficiencias de
remocion de 4-CF (mayores al 99.7 %) y sobre las tasas especificas de degradacion, que varian de 87 a
91 mg4-CF/mgSSV/h.

Gréanulosaerobiosde mayor diametrofueron obtenidos a una relacion DQO/N de 150 (R150, 0.741 mm
diametro) que en una relacion DQO/N de 20(R20, 0.328 mm diametro). El IVLs presentd un valor
menor (56 + 12 mL/g) para R150 que el obtenido para R20 (76 = 14 mL/g). Estos resultados indican
que la limitacién de nitrégeno tiene un efecto positivo en el tamafio del granulo y genera biomasa densa
cuando se utiliza como sustrato un compuesto inhibitorio. Los resultados muestran que lascondiciones

limitadas de nitrégeno afectan la relacion proteinas/polisacaridos (PN/PS).

La biomasa granular tiene mejores condiciones fisicas para el filtrado a corto tiempo con membranas
sumergidas que los lodos activados convencionales, y la capacidad de filtracion disminuye cuando se

incrementa la cantidad de s6lidos suspendidos totales (entre 2 y 4 gSSTI/L).

La introduccion de una membrana en un sistema SBR con lodos granulares mejora la calidad del
efluente sin afectar a las propiedades de la biomasa, no se encontro diferencia significativa en términos
de las propiedades fisicas (tamafio, porcentaje de granulos, IVVL, Vs) y de remocion (q, OLR) entre un

sistema SBR con granulos y un MSBR con grénulos.

La principal causa de la colmatacion superficial de un sistema de lodos granulares con membranas
sumergidas es la formacion de una biopelicula. Las imagenes del CLMS revelan una estratificacion de
los EPS, observando polisacaridos en la superficie y en el interior de la membrana, mientas que las
proteinas se localizan en la parte externa de la membrana, de manera que el crecimiento de los
microorganismos en la superficie de la membrana forman una matriz que incluye a los EPS que son los

principales responsables del taponamiento de las membranas.

La intercalacion de un ciclo SBR entre dos ciclos MBR disminuye la tasa de colmatacion de las

membranas hasta un 25%, manteniendo una baja concentracion de particulas finas en el medio.
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Con la intercalacion de ciclos SBR, el proceso se hace méas robusto que el MBR y mantiene estables la
mayoria de los pardmetros de operacion del reactor, con la desventaja de tener un segundo efluente de

menor calidad, producto del ciclo SBR.

La intercalacion del ciclo SBR disminuye la colmatacién por biocapa, sin embargo el problema se

traslada hacia la colmatacion irreversible y no evita la formacion de biopelicula.

La operacion del mddulo externo con membranas sumergidas con aireacion, es una excelente opcion
para evitar la colmatacion de las membranas en un sistema de lodos granulares, ya quedisminuye la tasa

de colmatacion hasta en un 90%.

Los granulos mantienen una alta remocion del 4-clorofenol superior al 99 % y de carga organica 1.19
kg 4-CF/m?.dia, lo cual considerando la naturaleza inhibitoria del compuesto alimentado, es un proceso

viable para ser aplicado a mayor escala con aguas residuales industriales.
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A lo largo de esta Tesis en que se llevé a cabo la implementacion de un proceso aerobio con
membranas sumergidas en un reactor piloto SBR, se llegd a demostrar lo siguiente como conclusiones

generales:

Es posible formar granulos aerobios con baja aireacion, debido al efecto inhibitorio del 4-CF y la
limitacion de nitrogeno, por tanto mediante el control de la carga organica y la relacion DQOI/N, se
puede estabilizar el proceso para degradar compuestos toxicos y asi operar con membranas sumergidas

obteniendo efluentes de alta calidad.

Al operar un proceso MBR con granulos se obtiene un mejor desempefio que con lodos floculentos al
retardarse la colmatacion por el tamafio de particula, sin embargo tiene un cardcter mayormente
irreversible. Los granulos se mantienen estables con alta capacidad de degradacion en un proceso SBR

con membranas sumergidas, sin tener diferencia significativa con los granulos de un proceso SBR.

La colmatacién de las membranas en un reactordiscontinuo secuencial de lodos granulares aerobios con
membranas sumergidas (AGMSBR) se da principalmente por la adsorcion de polisacéridos por parte de
la membrana y el posterior desarrollo de una biopelicula tanto en el interior como en la superficie de la

membrana.

Con la introduccion de un ciclo SBR en la operacion MBR, se retarda un poco la colmatacion de la
membrana (25%), al operar con la membrana sumergida en un médulo externo con aireacion se logra
mitigar la colmatacion (90%)y se tienen buenas condiciones para el mantenimiento de los granulos en

el reactor.
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RECOMENDACIONES

A partir de la experiencia adquirida en este trabajo, se puede comentar que el proceso de lodos
granulares con membranas sumergidas puede tener un gran potencial de aplicacion en los efluentes
industriales que contengan aguas inhibitorias, como las petroquimicas, sin embargo se requiere realizar

pruebas a nivel piloto con aguas.

Para obtener una mayor comprension y control del proceso, es conveniente el modelado tanto de la
degradacion como de la filtracion, para que de esa manera se pueda realizar la optimizacion

encontrando los mejores pardmetros de operacion y eficiencia en los retrolavados.

Se requiere investigacion en el &rea de los materiales de la membrana con la finalidad de obtener
membranas que tengan un mayor potencial de inhibicién en la formacion y el crecimiento de
biopeliculas, asi como resistencia a la adsorcion de polisacéridos que las que estan actualmente en el

mercado, con ese tipo de membranas se podria operar con la membrana sumergida dentro del reactor.
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ANEXO Il OTRAS TECNICAS ANALITICAS

Al.1 Determinacion de Fenoles Totales. (APHA, 2005)

Soluciones:

C) Solucidn tampon de fosfato: se disuelven 52.25g de K,HPO, y 36.15g de KH,PO, y aforar a 500mL.
El pH debe ser 6.8

D) Solucién 0.5N de hidroxido de amonio: 35mL NH,OH aforar a 1lt. (3.5mL aforar al00mL.) Ajustar a
pH 7.9 con C)

E) Solucion de 4-aminoantipirina: se disuelve 1g de aminoantipirina en agua destilada y aforar a 50mL
(caduca en 4 semanas).

F) Solucion de ferrocianuro de potasio: se disuelven 4g de Kz;Fe(CN)s en agua destilada y aforar a 50mL.
Filtrar si es necesario y guardar en frasco ambar.

Procedimiento:

Preparacion de la muestra. La concentracion maxima que puede leerse es 5 mg/l. La muestra se debe
diluir lo suficiente para que la concentracion de fenol quede en el intervalo de 0 a 5 mg/L, considerando
gue el volumen final de la muestra debe ser 50mL.

Tratamiento: vaciar los 50mL en un vaso de precipitados y agregar: 1.25mL desolucién D, 0.5mL de
solucion E, 0.5 mL de soluciéon F.

Se prepara un blanco con agua destilada siguiendo el mismo procedimiento.

Mezclar bien y dejar reaccionar 15min.

Leer en el espectrofotémetro HACH usando el método que contiene la curva estandar.

Al.2 Productos microbianos solubles (PMS) o EPS sueltos

Obtener 30 mL de muestra del reactor al final de la reaccion.
Centrifugar a 4000 rpm por 20 min.y recuperar el sobrenadante
Analizar el sobrenadante (polisacaridos y proteinas).

1.2.1 Extraccion con NaCl de EPS ligados

Mezclar completamente con 50 ml NaCl al 0.9 %.

Calentar a 80°C por una hora y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Anotar los ml de solucidn.

Centrifugar la solucién extraia a 4000 rpm por 20 min.

Analizar el sobrenadante para SPEligados.

A1.2.2 Extraccion con resina de EPS ligados. (Frolund et al., 1996)

Obtener 30 mL de muestras del reactor al final de la reaccidn.

Centrifugar a 4000g por 20 min y desechar el sobrenadante.

Resuspender la biomasa hasta 30 mL con buffer de fosfato recién preparado.
Transferir a un contenedor cerrado y agregar 70 g/g SSV de resina de intercambio catiénico (DOWEX 50
X 8). Agitar a 600 rpm por 2 horas en un bafio de agua con hielo.
Centrifugar a 7,500 g por 30 min.

Analizar el sobrenadante (Carbohidratos y proteinas).

Buffer de fosfato

0.526 gNaCl

0.075 gKCl

0.328 g NazPO,

0.479 g NaH,PO,

Aforar a 1 litro
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Al1.2.3 Analisis Polisacaridos (modificado de Dubois et al., 1956)

Medir 1 ml de muestra.

Agregar 25 uL de solucion de fenol al 80 % y 2.5 mL de acido sulfurico concentrado.
Reposar los tubos 10 min.

Mezclar en agitador vortex y colocar en un bafio de agua a temperatura ambiente.
Leer absorbancia a 490 nm después de 2 minutos y antes de 20minutos.

Al.2.4 Determinacion de Proteinas. (modificado de Lowry, 1951)

Reactivos:

Reactivo de cobre. Preparese inmediatamente antes de usarse, mezclando las soluciones A, B y C en
proporcion 13:1:1; usar 5.2, 0.4, 0.4mL respectivamente para 6 mL.

Solucion A: Na,COs-H,Odiluir 4.5 g en 50 mL de agua destilada.

Solucién B: CuS0,.5H,0 diluir 1g en 50 mL de agua destilada.

Solucién C: Tartrato de Sodio y Potasio en agua destilada diluir 0.6725 g en 50 mL de agua destilada.
Solucion D:NaOH diluir 2 g en 50 mL de agua destilada.

Solucion E:SDS diluir 0.536 g en 50 mL de agua destilada.

Reactivo de formacion de complejo (2xLowry),Preparese inmediatamente antes de usarse, mezclando las
solucionesreactivo de cobre, D y E en proporcion 3:1:1 respectivamente para 10 mL usar 6, 2, 2 mL.
Reactivo de Folin (disponible comercialmente): Gsese en concentracidn 2N diluir 1:10.

Estandares: Use una solucién madre de proteina estandar (por ejemplo fraccion V de albimina de suero
bovino) conteniendo 4 mg/ml de proteina en agua destilada, almacenada a -20°C.

Procedimiento

A 1 ml de muestra o sol. Estandar, agréguele 1 ml del reactivo de formacion de complejo recién preparado
agite vigorosamente y deje reposar a temperatura ambiente por 10 min.

Adicionar 0.5 ml de reactivo de Folin, agite con un mezclador de vortice y deje reposar a temperatura
ambiente durante 30—60 min (no exceda ese tiempo) dentro de una bolsa negra.

Lea la absorbancia a 750 nm si la concentracidn de la proteina fuera menor a 500 mg/L, 6 550 nm si fuese
entre 100 y 2000 mg/L.

A1.3 Prueba de respirometria

Preparar y calibrar el sensor de oxigeno disuelto.

Como medio de dilucion se utilizar el permeado del reactor.

Airear el licor mezclado por 30 minutos con el fin de oxidar el sustrato remanente, la prueba se realiza a
20 °C.

Determinar los SSV/L de la muestra.

Airear el lodo granular por una hora hasta alcanzar la respiracion enddgena. EI OD se estabiliza en el
punto de saturacién 6- 8.5 mg/L.

Adicionar una cantidad de sustrato hasta alcanzar una relacion Se/X, de 0.01 — 0.2 mgDQO/mgSSV, el
OD del respirémetro se debe mantener superior a 2 mg/L.

Monitorear la cantidad de OD consumida por los microorganismos a partir de las lecturas del oximetro
cada 10 segundos, el OUR y el SOUR se calcula a partir del cambio de la concentracion de OD, a través
del tiempo.
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Al.4 Sélidos Suspendidos Totales (SST) y Solidos Suspendidos Volétiles.(modificado de APHA,
2005)

Solidos Totales (ST

Preparacion del filtro (tipo GF/A, 55mm diametro):

Limpiar con agua destilada, por ambos lados, utilizando un matraz Kitasato conectado a la linea de vacio.
Depositar el filtro en una charola de aluminio y coldquelo en la estufa a 103 — 105°C durante 1 hora.
Transferir el filtro a una mufla a 550°C durante 15 minutos.

Colocar el filtro nuevamente en la estufa (15 minutos).

Colocar el filtro en un desecador (30 minutos).

Pesar el filtro (peso A).

Anélisis de la muestra:

Depositar el filtro en el aparato de vacio y agregue despacio 10 ml de la muestra.

Evite que la muestra se pierda por el borde del filtro.

Secar la muestra en una estufa durante 1 hora a 103 — 105°C.

Transferir el filtro a un desecador (30 minutos).

Pesar el filtro (peso B).

Solidos Suspendidos Totales (SST)

(wg —w,)10°

SST(mg/1) = —

Colocar el filtro con los ST en una mufla a 550°C durante 15 minutos.

Poner el filtro en una estufa a 103 — 105°C (15 minutos) y luego transfiera al desecador (30 minutos).
Pesar el filtro (peso C).

(wp —w()10°

SSV(mg/l) = —

Al1.6 Solidos totales, porcentaje de granulacion y coeficiente de integridad. (Ghangrekar et al.,
2005)

Se toma una alicuota de 300 mL del reactor en un matraz EM de 500 mL.

Agitando a manera de mantener la suspension de los granulos, se transfieren 25 mL a una probeta de 50
mL.

Preparacion de la capsula de porcelana:

Limpiar con agua destilada, por ambos lados, depositar la capsula en la estufa a 103 — 105°C durante 1
hora.

Transferir la capsula a una mufla a 550°C durante 15 minutos.

Colocar la capsula nuevamente en la estufa (15 minutos).

Colocar la capsula en un desecador (30 minutos).

Pesar la capsula (peso A).

Anélisis de la muestra:

Agregar despacio 30 ml de la muestra.

Secar la muestra en una estufa durante 1 hora a 103 — 105°C.

Transferir la capsulaaun desecador (30 minutos).

Pesar la capsula (peso B).

Solidos Suspendidos Totales (SST)

(wp —w,)10°

ST(mg/1) = —

Colocar la capsula con los ST en una mufla a 550°C durante 15 minutos.
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Poner el filtro en una estufa a 103 — 105°C (15 minutos) y luego transfiera al desecador (30 minutos).
Pesar el filtro (peso C).

6
Colocar otra muestra de 25 mL en la probeta de 50 mL.
Tamizar en la malla 65, enjuagando suavemente con agua a chorro.
Colocar el retenido de la malla en un matraz EM de 250 mL y agregar agua destilada hasta un volumen de
150 mL.
Agitar 5 min. A 200 rpm.
Transferir a una probeta de 150 mL y dejar sedimentar 1 minuto.
Transferir el sobrenadante a una capsula de porcelana puesta a peso constante y determinar los sélidos
totales.
Transferir los granulos sedimentados en la probeta a un filtro de fibra de vidrio GFA puesto previamente a
peso constante y determinar los SST y SSV como en A.1.5.
El coeficiente de integridad se determina como sigue:

(100)S6lidos sobrenadante
Cl (%) =

SSG

Y el porcentaje de granulacion:

(100)ssG
G (%) =
Los solidos suspendidos granulares SSG son: Sélidos del sobrenadante mas los sélidos sedimentados de la
probeta.

A1.7 indice VVolumétrico de Lodos

Obtener una muestra de 1 L del reactor

Colocar la muestra en una probeta de 1 L.

Agitar la probeta e iniciar un cronémetro

Anotar a los 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 10.0, 20.0 y 30.0 minutos el volumen que ocupa el sedimentado
(biomasa) en la probeta.

El volumen a los 30.0 min es el indice volumétrico de lodos.
WL = 1000V

Al.8 Velocidad de Sedimentacién

Empleando los resultados del VL

Donde m es la pendiente maxima en el experimento de IVL

(cm®/min), At es el area transversal de la probeta (cm®) y 0.6 es el factor de conversién de tiempo y
volumen (minutos a horas y cm a m).

Vs =06 (%)

A1.9 Granulometria

La morfologia de los lodos se observa con un microscopio Opticoa20X y el tamafio de los granulos se
determind mediante el programa informatico analizador de imagenes Axiovision Rel. 4.8 de Karl Zeiss.
Se realizan tinciones Gramm para determinar el tipo de bacterias que en mayoria conforman los granulos.
Para determinar el porcentaje de granulacion se hace uso de un tamiz con una abertura de 0.212 mm,
considerando todas las particulas retenidas en el tamiz después de tres enjuagues con agua a chorro como
biomasa granular, se hace una relacién expresada como porcentaje entre los sélidos suspendidos totales y
los sdlidos suspendidos retenidos en el tamiz.
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1.8 Buffer PBS 1x

Para preparar 1 litro de 1x buffer salino de fosfatos (1x PBS buffer) usar:
- 8.00 g de NaCl

- 0.20 g de KCI

- 1.44 g de Na;HPO,

- 0.24 g de KH,PO,

- Disolver en 800 ml de agua destilada.

- Ajustar el pH a 7.2 con HCl 0 NaOH 0.1M

- Agregar agua destilada hasta 1 litro.

A1.10 Fluorescencia puesta a punto del método

En las tinciones realizadas a la albimina Figura Al.1, la Unica que muestra fluorescencia es la tefiida con
FITC (Figura A1.1B) por lo que la tincion es efectiva para marcar las proteinas.
En la Figura Al1.2 se observa que las tinciones resultaron conforme a lo esperado.

Qoun & Qoun o
im
B C D =

Figura Al.llmagenes del filtro con albimina (ASB) A) autoflurescencia, y contratefiidas con B)FITC,
C)DAPI D) CW, F) SYTOX green.

200um ;i 200 um 200 um 290um

€

Figura Al.2Iméagenes del filtro con alginato; A) autoflurescencia, y contratefiidas con B)FITC, C)DAPI
D) CW, E) SYTOX green.

En las Figura Al.3 se observa que en las tinciones a la biomasa, ésta muestra autofluorescencia (Figura
Al.3A), sin embargo los fluorocromos si llegan a resaltar los distintos componentes mediante las distintas
tinciones, sobre todo las de color verde (SYTOX y FITC).

2oun 200um 200uy Q-

Figura Al.3Iméagenes del filtro con biomasa; A) autoflurescencia, y contratefiidas con B)FITC, C)DAPI
D) CW, E) SYTOX green.

La utilizacién de los colorantes elegidos se encuentra ampliamente reportada en la literatura (Chen et

al.,2006,2007a,2007b); McSwain et al., 2006, Adav et al., 2010), sin embargo la dosificacion puede variar
de a cuerdo a las caracteristicas de la muestra de que se trate (floculos, granulos, biopelicula, etc.).
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