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RESUMEN

CARACTERIZACION MORFOFUNCIONAL DE LOS MICROORGANISMOS
DE LAS ZONAS ANAEROBIA Y ANOXICA DEL SISTEMA BIOACTIVADO
RDS CON REMOCION DE NUTRIENTES A ESCALA DE LABORATORIO.

AUTOR: Lic. Abreu L. Adriana del C
TUTOR: Ing. Msc. Auxilia Mallia
FECHA: Abril 2013

El presente trabajo tiene como objetivo la caracterizacion morfo-funcional de
los microorganismos de las zonas anaerobia y anoOxica del sistema
Bioactivado RDS con remocion de nutrientes a escala de laboratorio
presentandose como una nueva alternativa para el tratamiento biol6gico de
aguas residuales con alta eficiencia, desarrollada por el Centro de
Investigaciones Ambientales de las Universidad de Carabobo (CIA-UC). El
sistema esta conformado por una secuencia de zonas anaerobia, andxica,
aerobia a través de biomasa suspendida y por un reactor de biopelicula movil
(biodiscos) sin sedimentacion intermedia entre ambas; empleando un
efluente sintético preparado con azucar comercial, Urea y tripolifosfato de
sodio. La evaluacion consistido en la toma de una muestra puntual de las
zonas anaerobia y anoxica a una condicion de entrada del efluente sintético
de 1500mg/L de DBO y a un caudal de 120L/d, a las cuales se les realizaron
andlisis de carga bacteriana por el método de vaciado en placa, identificacion
de cepas bacterianas a través de la técnica microscopica y aplicacion de
Galerias API (estudios bioquimicos) y finalmente la realizacion de curvas de
crecimiento. Las cargas bacterianas de las zonas anaerobia y andxica fueron
de 6,4 x 10’ UFC y 4,1 x 10° UFC respectivamente. En la zona anaerobia se
encontraron Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa, uno de los grupos
principales encargados de las desnitrificacion. Asi mismo, se identificaron en
la zona andxica Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella oxytoca, Bacillus thermoglucosida y Bacillus cereus, los cuales
contribuyen con la eliminacion de fosforo pero no de la manera mas eficiente
a diferencia del grupo Acinetobacter que no se encontrd presente.

Palabras Claves: Bio-Activado, Biopelicula Mévil, Galerias API.



INTRODUCCION

Actualmente, uno de los problemas que mas preocupa a la humanidad
es la gran cantidad de contaminantes que se desechan en el agua. El
tratamiento de estas aguas residuales es de gran importancia ya que ofrece
una alternativa de solucion; para que esto se logre se recurre a muchos
métodos de los cuales los mas utilizados son los que involucran
microorganismos debido a que son econdmicos, eficientes y generan menor

cantidad de subproductos contaminantes.

Los contaminantes mas frecuentes del agua son pesticidas y otros
utilizados en la agricultura, desechos quimicos, metales pesados, residuos
radiactivos, materia organica, bacterias, desperdicios industriales, productos
quimicos domésticos, derivados del petrdleo, etc. Se encuentran, en
cantidades mayores o menores, en las aguas del mundo. Muchas aguas
estan contaminadas hasta el punto de hacerlas peligrosas para la salud
humana.

Una de las clasificaciones mas comunes de los contaminantes
(Guzman L, 2007) son:

Microorganismos patdgenos: en donde se encuentran las bacterias, virus,
protozoos y otros organismos que transmiten enfermedades como el cdlera,
tifus, hepatitis, gastroenteritis, etc; que llegan al agua en las heces y otros
organismos que producen las personas infectadas.

Desechos organicos: son los producidos por el hombre y los animales.
Incluyen heces y otros materiales que se pueden descomponer por bacterias



aerobicas.

Compuestos organicos: moléculas organicas como petréleo, gasolina,
plasticos, plaguicidas, disolventes, detergentes, etc; que en algunos casos,
perduran largos periodos de tiempo, porque, al ser productos fabricados por

el hombre, tienen estructuras moleculares complejas dificiles de degradar por
los microorganismos.

Sustancias quimicas inorganicas: acidos, sales y metales toxicos como el
mercurio y el plomo. Si estdn en cantidades altas pueden causar graves
dafios a los seres vivos, disminuir los rendimientos agricolas y corroer los
equipos que se usan para trabajar con el agua.

Como principales nutrientes de importancia en el vertido de aguas
residuales se encuentran el fésforo y el nitrdgeno, debido a que pueden
acelerar la eutrofizacién de lagos, rios y embalses, y estimular el crecimiento
de algas y plantas acuéticas arraigadas en cursos de agua. Por ello, el
control de estos nutrientes estd ganando importancia en la gestion de calidad
del agua y en proyectos de plantas de tratamiento. Actualmente existe una

tendencia creciente en el uso de métodos biologicos para la eliminacion

integrada de nitrégeno, fésforo y materia organica.

En la busqueda de soluciones alternativas eficientes, se han estado
realizando una serie de estudios en un nuevo sistema llamado, Proceso
Bioactivado RDS, el cual consiste en la integracién de una unidad anaerobia,
una anoxica y de un reactor de biomasa suspendido (Lodos Activados)

seguido de un reactor de biopelicula mévil (Biodiscos) sin colocar una unidad



de sedimentacién secundaria entre estos dos ultimos y colocando una sola

unidad de sedimentacion luego de la unidad de biopelicula movil.

Por lo expuesto anteriormente, el proceso Bioactivado RDS se
muestra como una alternativa para la remocion de nutrientes motivado al
esquema que presenta con la combinacion de las etapas anaerobia, andxica
y aerobia. El proyecto en estudio se encuentra inserto dentro de las lineas de
investigacion del Centro de Investigaciones Ambientales de la Universidad de
Carabobo (CIAUC), el cual se ha enfocado en indagar métodos de
tratamiento de agua eficientes con la finalidad de contribuir con el medio

ambiente.

El presente trabajo tiene como objetivo principal el caracterizar la
poblacion microbiana que se encuentra presente en las zonas anaerobia y
anoxica con la finalidad de apoyar el desarrollo de los parametros de

operacion del sistema.

El estudio esta conformado por cuatro capitulos:
Capitulo I, Planteamiento del problema, donde se detalla la problematica
estudiada junto a la justificacion y los objetivos.
Capitulo I, Marco de referencia, para exponer la revision bibliografica y los

antecedentes.



Capitulo 1ll, Metodologia, en donde se expone el desarrollo experimental
aplicado en el trabajo con el fin de dar cumplimiento a los objetivos
planteados.

Capitulo 1V, Discusiéon de resultados, junto a las conclusiones vy

recomendaciones.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con el desarrollo de la urbanizacién y con la diversificacion de los
procesos industriales, un sin nimero de sustancias quimicas elaboradas por
la sociedad junto a una mayor cantidad de materias organicas son vertidos

en los cursos normales de agua, depositandose en lagunas, rios y mares.

En la actualidad, uno de los problemas que mas preocupa a la
humanidad es consecuencia del hecho mencionado anteriormente y esta
relacionado con los efectos que se han venido produciendo en las fuentes de
abastecimiento de agua como lo son el alto porcentaje de contaminacion y
agotamiento de este recurso natural. Es por esta razon, que el tratamiento de
las aguas residuales se ha convertido en un tema de gran importancia

mundial ya que ofrece una alternativa de solucion a estos problemas.

Segun estimaciones de la NASA, el volumen de los contaminantes
vertidos al océano es de 3175 millones de litros anuales, el cual destruye
importantes ecosistemas del planeta. Los mayores "colaboradores" son los
desechos de las ciudades y de las industrias que alcanzan 1633 millones de
litros, lo que representa un 51,4% (El mundo de la Quimica, Fundacion

Empresas Polar).



Venezuela no escapa de esta situacion ya que el volumen de las
aguas residuales que reciben tratamiento a escala nacional se incrementoé de
9% en el afio 1998 a 32% en el afio 2009, lo que representa una variacion de
255% en el periodo de 10 afios (Pagina web del Ministerio del Poder Popular

para el Ambiente, 2009).

Ejemplo de ello son los resultados mostrados en la pagina web del
Ministerio del Poder Popular para el Ambiente en el afio 2009 sobre el indice
de Calidad del Agua General de algunos de los cuerpos de agua principales
del pais, donde el rio Tocuyo y el Lago de Maracaibo presentaron una
calidad del agua regular mientras que para el rio Yaracuy y el Lago de
Valencia la calidad se encontr6 fuera de pardmetros; aunque este ultimo ha
mejorado la calidad al acercarse de forma sostenida al nivel regular; y el rio

Tuy fue el cuerpo de agua que presento la peor calidad.

Por ello, el control de estos nutrientes junto con la materia organica
estd ganando importancia en la gestion de calidad del agua y en proyectos
de plantas de tratamiento, sobre todo en la utilizacibn de los métodos
biolégicos que involucran microorganismos ya que son econdmicos,
eficientes y generan menor cantidad de subproductos contaminantes que los

métodos quimicos.



Basado en lo expuesto anteriormente y en la basqueda de una adecuada
solucion para transformar los contaminantes en productos; capaces de
minimizar el impacto en las aguas, surge la necesidad de realizar el presente
trabajo de investigacion, con el fin de complementar y fortalecer las
investigaciones que se han venido levantando sobre una nueva tecnologia
denominada Reactor Bioldgico del tipo Bioactivado RDS a escala de
laboratorio, el cual consiste en la combinacibn de un Reactor de tipo
Biomasa Suspendida con un Reactor de biopelicula movil, trabajando en

serie sin sedimentacion intermedia, cuyas ventajas son:

v' Alcanzar eficiencias elevadas en la eliminacion de los compuestos
organicos a través de la combinacion de procesos de flujo continuo y
mezcla completa (Biomasa Suspendida) y de pistén (biopelicula).

v’ Economia importante en la inversiéon inicial y en el consumo de

energia del sistema de tratamiento.

Como puede observarse en la Figura 1, el sistema consta de un tanque
de almacenamiento del efluente sintético a tratar; una zona anaerodbica,
donde se produce la liberacion de fosforo en forma de ortofosfatos y
consumo de la DBO; una zona anoxica para promover la desnitrificacion, un
reactor de biomasa suspendida (zona aerdbica), lugar donde ocurre una

parte del consumo de fosforo por parte de los microorganismos y fija las



condiciones necesarias para la desnitrificacion; seguidamente un reactor de
biopelicula mavil, en el cual se produce el consumo de la materia organica
extracelular que no ha sido consumida anaerébicamente en el primer tanque
o0 con nitratos en el segundo; ademas del proceso de nitrificacion y de
captacion de fosforo como consecuencia del consumo de materia organica

almacenada intracelularmente.

Adicionalmente, en este tanque existe una recirculacion hacia la zona
anoxica con la finalidad de consumir el oxigeno molecular presente en el
mismo. Finalmente se encuentra el sedimentador, donde se obtiene el agua
tratada por la parte superior o sobrenadante, con dos recirculaciones de lodo:
una a la zona anaerobica y la otra hacia el reactor de biomasa suspendida,

cuyo fin es el de garantizar presencia de biomasa en los mismos.

Reactor de

Tangue de : ; Biomasa
Almacenamiento Zona Anaerobica Zona Anoxica Suspendida

(Zona Aerobia)

]

Efluente Final Sedimentador

Reactor
Bio-pelicula Movil

Figura 1. Sistema biol6gico de reactores escala del tipo bioactivado RDS a escala
de laboratorio (Abreu Adriana, 2013)



En la actualidad, se desconocen, las caracteristicas de la poblacion
microbiana presente en cada uno de los sistemas bioldgicos del sistema, por
lo cual, el presente estudio plantea la caracterizacion de los grupos
bacterianos presentes especificamente en las Zonas Anaerobia y Anoxica,
contribuyendo de esta manera con el levantamiento de una data confiable
sobre el sistema ya que el mismo presenta un disefio innovador pero carece

de referencias bibliograficas y experimentales en relacién a este tema.



10

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la poblacion microbiana de las zonas
anaerobia y anoxica del Sistema Bioactivado RDS con remocion de

nutrientes a escala de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Cuantificar la poblacion bacteriana presente en las zonas anaerobia y

anoéxica del sistema en estudio.

2. Establecer las curvas de crecimiento bacteriano de las zonas

anaerobia y andxica del sistema en estudio.

3. Aislar las cepas bacterianas de las zonas anaerobia y anoxica del

sistema en estudio.

4. ldentificar la poblacion bacteriana de las zonas anaerobia y andxica

del sistema en estudio.
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JUSTIFICACION

Actualmente, en el mundo y en Venezuela, la legislacion ambiental es
mas restrictiva en lo relacionado al vertido de aguas residuales con
nutrientes, especialmente en las llamadas é&reas sensibles o zonas
vulnerables. A partir de este hecho, se ha estimulado el conocimiento,
desarrollo y mejora de los procesos de eliminacion de nutrientes; asi como
también el compromiso y responsabilidad ambiental de manera de generar

conciencia sobre este tema.

Por lo antes expuesto, el presente estudio contribuye y complementa
las investigaciones que se han venido realizando sobre esta nueva
tecnologia del sistema Bioactivado RDS, apoyando de esta manera el
desarrollo sustentable de los cuerpos de agua tanto de Venezuela como de

otros paises del mundo.

Adicionalmente, se estarian ampliando las caracteristicas
microbiolégicas del sistema en estudio que serviran de base para
investigaciones futuras ya que en la actualidad la informacion relacionada a

esta materia es escasa.



12

CAPITULO Il

MARCO DE REFERENCIA

2.1. Antecedentes.

Montero O, Pedro A (2009). Evaluacion del proceso de des nitrificacion
en reactores escala piloto tipo Bioactivado RDS con remocién de

nutrientes. Valencia, Venezuela.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el proceso de
desnitrificacion en reactores escala piloto tipo bioactivados RDS con
remocién de nutrientes, el cual emplea un efluente crudo sintético. Para ello,
se emplearon diferentes concentraciones de DBO y caudales de dicho
efluente y se midieron las cantidades de nitrégeno total (Nt) tanto en la
entrada como salida del sistema; asi como también en la salida de la zona
anoxica y adicionalmente se analiz6 la influencia de la relacion
nitrdgeno/carbono en la remocion de Nt. Los valores obtenidos fueron
favorables ya que mostraron porcentajes de remocion por encima del 90% y
cumpliendo con la normativa de Nt establecida en el decreto N° 3219
referente al Lago de Valencia, con lo cual se concluye que el sistema realiza

un tratamiento bioldgico viable.
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Este antecedente presenta la similitud con la investigacion en que
ambos se desarrollan en el mismo equipo de reactores biolégicos del tipo
bioactivado RDS, por lo cual se tomaron en cuenta los antecedentes de los
parametros de operacion; adicionalmente de una informacibn macro
levantada sobre las curva de crecimiento del sistema anoxico bajo las
condiciones analizadas resultando satisfactoriamente el comportamiento
tedrico esperado de las cuatro fases. Asi mismo, difieren en que el estudio

precedente se enfoca hacia la evaluacion de los parametros quimicos.

Alvarez, D. Edenys A (2009). Evaluacién del comportamiento de las
cargas organicas y contenido de fésforo en reactores escala tipo
Bioactivado RDS con eliminacion de nutrientes mediante la utilizacién

de un efluente liquido sintético. Valencia — Venezuela.

El estudio experimental se baso en la evaluacion del comportamiento
de las cargas organicas y contenido de fésforo empleando un efluente
sintético para alimentar el sistema Bio-activado RDS con la finalidad de
determinar la efectividad de esta novedosa alternativa. Se analizaron
parametros como: DBO, DQO, N, P, OD y pH a la entrada y salida del
sistema, asi como también en cada una de las etapas que conforman el
reactor. Los resultados obtenidos demostraron que el sistema es eficaz en la

remocidn de materia organica ya que se alcanzaron porcentajes de remocién
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de hasta 99%; sin embargo, para el caso del fosforo, la eficiencia estuvo en

44%, lo cual se vio afectada por variables de control del proceso.

Este estudio fue realizado en el mismo reactor del trabajo en
desarrollo, por lo cual se emple6 como referencia bibliografica para el
reacondicionamiento de los equipos a emplear motivado a que presenta una
descripcion detallada del sistema. La diferencia se encuentra en que los
objetivos estuvieron direccionados hacia la evaluacion fisicoquimica del

sistema.

Mota, Ma. Carolina (2009). Evaluacion de los parametros fisico-quimicos
y biolégicos durante el proceso de nitrificacién y des nitrificacién en un
reactor del tipo bioactivado con remocion de nutrientes a escala de

laboratorio. Valencia — Venezuela.

La investigacion se desarrolld planteando como objetivo principal la
evaluacion de la relacion existente entre las variables organicas y el proceso
de nitrificacion y desnitrificacion empleando un efluente sintético en un
sistema conformado por reactores de tipo bioactivado con remocion de
nutrientes a escala de laboratorio con la finalidad de estudiar la eficiencia del
sistema. Para ello, se determinaron los parametros caracteristicos (DBO,
DQO, N, P OD y pH) asi como el levantamiento de curvas de crecimiento en

las zonas anoxica, aerobia y biopelicula movil bajo tres condiciones
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diferentes de concentracion del efluente usado. Los resultados mas
importantes se encuentran en el hecho de que el sistema demostré alta
eficiencia en la remocion de materia organica (DBO, DQO) y de nitrdgeno en

promedio de 95%.

La semejanza de dicho estudio con el presente se encuentra en que
se emplea la misma alternativa tecnoldgica, por lo cual se toman como
referencias los pardmetros de operacién y la metodologia empleada para el
levantamiento de las curvas de crecimiento. Sin embargo, esta evaluacion no

tomo en cuenta el analisis de las curvas de crecimiento en la zona anaerobia.

Sandoval, Claudia y Carrefio, Mariela (2007). Caracterizacion
microbiologica de lodos anaerobios utilizados en el tratamiento de la
fraccion orgénica de los residuos solidos urbanos. Bucaramanga,

Colombia.

Esta investigacion presenta los resultados obtenidos de Ila
caracterizacion microbiologica de un reactor anaerobio en dos fases para el
tratamiento de la Fraccion Organica de los Residuos solidos Urbanos
(FORSU) mediante recuentos por sensibilidad al oxigeno y grupos
metabolicos por la técnica del Numero Mas Probable (NMP). Se encontr6 un
predominio de la poblacion fermentativa, seguida por la acetogénica y la

sulfatorreductora en el reactor acidogénico. No se detecté competencia entre
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la poblacion sulfatorreductora y la metanogénica en el reactor metanogénico.
Se observaron principalmente los géneros: Methanotrix sp, Methanosarcina

sp, Methanoccocus sp y Methanobacterium sp.

La similitud que presenta esta investigacion con el trabajo en estudio
es la caracterizacion de la poblacion microbiana en lodos anaerobios y la
metodologia aplicada para el aislamiento e identificacion de las bacterias en
dicho reactor. La diferencia se encuentra en que los residuos a tratar
provienen de los sélidos urbanos, recolectados especificamente en una plaza

del barrio San Francisco ubicada en Bucaramanga, Colombia.

2.2. Revision Bibliografica.

La base del tratamiento biol6gico se basa en el funcionamiento de
microorganismos. La remocion de la DBO disuelto y en particula, asi como la
estabilizacion de la materia organica, se lleva a cabo biolégicamente
mediante el uso de una gran cantidad de microorganismos, principalmente

bacterias.

El rol de los microorganismos en procesos aerobios es oxidar la
materia organica en productos simples y nuevas células denominadas

biomasa, como se representa en la siguiente ecuacion:
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Materia Organica + O, + NH3 + PO3, — Nuevas células + CO, + H,0
(2.1)

El oxigeno, amoniaco y fosfato representan la necesidad de nutrientes
de los microorganismos para poder realizar la conversion de materia
organica a productos finales simples como lo son el dioxido de carbono y

agua.

Por su parte, los microorganismos en los procesos anaerobios tienen
como finalidad principalmente la conversion del material organico en

productos como lo son el diéxido de carbono y metano.

Materia Organica — Nuevas células + CO, + CH, (2.2)

Adicionalmente, existen microorganismos que son empleados para la
remocidon de nitrogeno y fésforo. Existen bacterias especificas capaces de
oxidar amoniaco en nitritos y nitratos (nitrificacién), mientras que otras
bacterias pueden reducir el nitrogeno oxidado a nitrégeno gas
(desnitrificacion). Para el caso del fosforo, los procesos bioldgicos se
configuran para promover el crecimiento de bacterias con capacidad de

remover y almacenar grandes cantidades de fosforo inorganico.
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2.2.1. Remocién de Materia Organica.

El mecanismo mas importante para la remocion de la materia organica
presente en el agua residual, es el metabolismo bacteriano. EI metabolismo
consiste en la utilizacion por parte de las bacterias, de la materia organica

como fuente de energia y carbono para generar nueva biomasa.

Cuando parte de la materia organica es metabolizada y moléculas
grandes como proteinas, grasas (lipidos) y/o azucares (carbohidratos) son
trasformadas quimicamente a moléculas pequefias (acido lactico, acido
acético, biéxido de carbono, amoniaco, urea) acompafiado por la liberacion
de energia, el proceso es llamado Catabolismo. Esta energia se conserva
en forma de molécula conocida como adenosintrifosfato (ATP), la cual es de

vital importancia en el metabolismo de cualquier organismo vivo.

Por otra parte, el Anabolismo es la fase del metabolismo durante la
cual se sintetizan las moléculas que las bacterias utilizan para regenerarse,
mantenerse o dividirse, como son: las grasas, las proteinas, los azlcares o
carbohidratos, que forman parte funcional o estructural de los organismos.
Esto lo lleva a cabo a partir de los constituyentes primarios que se obtienen
de los nutrientes. Sin embargo, tales procesos de sintesis requieren de

energia y ésta la proporciona el ATP que fue generado durante el
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catabolismo. Asi, el anabolismo y el catabolismo se llevan a cabo
simultdneamente y cada uno estd regulado en forma muy precisa, ya que

ambos procesos son interdependientes.

Por otra parte, los microorganismos que usan el carbono para formar
nueva biomasa se denominan "heterétrofos” mientras que aquellos que
emplean el dioxido de carbono para convertirlo en biomasa se llaman
"autétrofos”. La conversién de dioxido de carbono a compuestos celulares de
carbono requiere de un proceso de reduccion, el cual requiere energia para
realizarse. Los organismos autétrofos utilizan una mayor cantidad de energia
para la sintesis en comparacion con los heterétrofos, existiendo
generalmente una menor produccion de células y tasas de crecimiento

menores.

2.2.1.1. Degradacion anaerobia de la Materia Organica.

(Rodriguez Jenny, 2011)

Este proceso requiere la intervencion de diversos grupos de bacterias
facultativas y anaerobias estrictas, las cuales utilizan en forma secuencial los
productos metabdlicos generados por cada grupo. La digestion anaerobia de
la materia organica involucra tres grandes grupos troficos y cuatro pasos de

transformacion: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogenesis.
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El proceso se inicia con la hidrélisis de polisacéaridos, proteinas y
lipidos por la accion de enzimas extracelulares producidas por las bacterias
hidroliticas y fermentativas. Los productos de esta reaccion son moléculas de
bajo peso molecular como los azUcares, los aminoacidos, los acidos grasos y
los alcoholes, los cuales son transportados a través de la membrana celular;
posteriormente son fermentados a &cidos grasos con bajo numero de
carbonos como los &cidos acético, férmico, propidnico y butirico, asi
compuestos reducidos como el etanol, ademas de H, y CO,. Los productos
de fermentacion son convertidos a acetato, hidrogeno y dioxido de carbono

por la accién de las bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno.

Finalmente, las bacterias metanogénicas convierten el acetato a
metano y CO, o reducen el CO, a metano. Estas transformaciones
involucran dos grupos metanogénicos: acetotroficas e hidrogenotréficas. En
menor proporcion, compuestos como el metanol, las metilaminas y el acido

férmico pueden también ser usados como sustratos del grupo metanogénico.

2.2.2. Remocién de Nitrégeno

2.2.2.1. Nitrificacion.
En este proceso ocurre la oxidacion biologica del amoniaco a nitrato en dos

pasos (Lolmede y JAcome A, 2000):
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1. Conversién de amonio a nitrito:
NH4++ 1.50, —» NO; + 2H" + H,O (23)

2. Conversion de nitrito a nitrato:
NO,; +0.50; — NOgj3’ (2.4)
Conversion global de amonio a nitrato:
NH;"+ 20, — NO3z + 2H" + H,0 (2.5)
Ademas, de obtener energia, el tejido celular asimila una parte del ion

amonio. La reaccion de la sintesis de biomasa se puede representar de la

siguiente manera:

4CO, + HCO3 + NH;" + H,O — células + 50, (2.6)

A partir de estudios realizados tanto en el laboratorio como en plantas
a gran escala, se encontrd que los siguientes factores afectan el proceso de

nitrificacion (Crites y Tchobanoglous, 2004):

» Concentracién de amonio y nitritos y relacion de DBOs/TKN: una
variedad de agentes organicos e inorganicos pueden inhibir el crecimiento y
la accion de estos organismos. La concentracion de organismos nitrificantes

presentes dependera de la proporcion de DBOs/TKN.

» Concentraciéon de oxigeno disuelto (OD): valores de este parametro
gue se encuentren por encima de 1mg/L son esenciales para que ocurra el

proceso de nitrificacion. Si los niveles de OD se encuentran por debajo de
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este valor, el oxigeno se convierte en el nutriente limitante y la velocidad de

nitrificacion disminuye o el proceso se detiene por completo.

» Temperatura y pH: el efecto de estos parametros es fundamental
para el crecimiento de las bacterias nitrificantes. Existe un rango Optimo
estrecho de pH entre 6,5 y 8,6; pero los sistemas que se encuentran
aclimatados a valores de pH menores llevan a cabo la nitrificacion con éxito

también.

2.2.2.2. Desnitrificacion.

En el pasado, la conversién biolégica de nitratos a nitrégeno se
identificaba con frecuencia como desnitrificacion anaerobia. Sin embargo, las
vias bioquimicas principales no son anaerobias, sino mas bien una
modificacion de las vias aerobias, en las cuales el nitrato sirve como
aceptador de electrones en lugar del oxigeno; por tanto, se considera
apropiado el uso del término anoxico en lugar de anaerobio (Crites y
Tchobanoglous, 2004). Estas bacterias son organismos heterotrofos
facultativos, las cuales obtienen energia para su crecimiento de la conversion
de nitratos en nitrégeno gaseoso, pero requieren de una fuente de carbono
para la sintesis celular. Dicha forma de nitrogeno tendera a salir a la

atmaosfera, consiguiéndose asi, la eliminacion de nitrégeno en el agua.
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1. Para la remocion de los nitratos:
NO; + DBO + 2H" + e — células + N, + H,O (2.7)
2. Para la remocion de nitritos:

NO, + DBO + 2H' + e — células + N + H,0 (2.8)

Para que las bacterias desnitrificantes actien, es necesario que el
agua tenga bastante carga de materia organica, una fuente de nitratos
elevada, muy poco oxigeno libre y un pH situado entre 6,5y 8. Por su parte,
el oxigeno asociado a los nitratos es la Unica fuente de oxigeno necesaria
para llevar a cabo sus funciones vitales. De esta forma los niveles de
oxigeno libre en el medio donde actian deben de ser inferiores a los 0,2
mg/l. El tiempo minimo de contacto entre el agua y las bacterias
desnitrificantes debe ser suficiente para que se produzcan las reacciones

deseadas, estimandose un tiempo minimo de 1,5 horas a caudal medio.

Por su parte, la influencia de la temperatura en la velocidad del
proceso de desnitrificacion depende de la cantidad de materia organica
utilizada; sin embargo, se ha observado que a altas temperaturas la
velocidad se hace independiente de la materia organica utilizada.
Adicionalmente, el proceso de desnitrificacion aumenta la alcalinidad del

agua (Villaseiior, 2002).



24

2.2.3. Remocién de fosforo.

Los microorganismos emplean el fosforo para la sintesis celular y el
transporte de energia. El proceso de eliminacion de fosforo se basa en la
polimerizacion de los ortofosfatos presentes en el agua residual a poli
fosfatos (etapa aerobia) y su acumulacion en el interior de determinadas

bacterias, denominadas bacterias acumuladoras (etapa anaerobia).

2.2.3.1. Metabolizacién del carbono: las bacterias acumuladoras de fésforo
pueden metabolizar el carbono del agua residual por medio de tres rutas

posibles (Villasefior, 2002):

» Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TAC)
» Ciclo glioxilato
» Formacion y degradacion de los polihidroxialcanaoatos (PHA)

Para usar una de estas tres vias se parte siempre de los acidos
grasos volatiles (AGV), principalmente del acido acético. Estos AGV pueden
ir presentes en el agua residual o generarse en la etapa anaerobia mediante
un proceso de hidrolisis y fermentacion acidogénica. El ciclo TAC esta
orientado a la obtencion de energia, ademas de tener funcién anapletérica
(reposicion de metabolitos). En el funcionamiento de dicho ciclo actia una
biomolécula llamada Adenin Nicotin Di nucleétido (ADN), la cual participa en
la cadena de transporte electronico de la respiracion. La relacion entre sus

dos formas (reducida y oxidada, es decir, NADH/NAD") influye en el
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funcionamiento del ciclo. La presencia de elevadas relaciones NADH/NAD"
paraliza el ciclo de los TAC. Estas relaciones se dan cuando hay ausencias
de aceptores de electrones para completar la cadena de transporte

electrénico, es decir, en condiciones anaerobias.

El ciclo Glioxilato es una modificacion del anterior y su principal
funcion es anapletorica. Se caracteriza de nuevo porque se inhibe ante las

altas relaciones de NADH/NAD".

Por el contrario, la formacion de PHA, principalmente poli-p-
hidroxibutiratos (PHB), es una polimerizaciébn catalizada por elevadas
relaciones NADH/NAD" (en condiciones anaerobias) y con abundante
sustrato organico. La degradacién de PHA se favorece en las condiciones
aerobias en las que previamente haya existido una etapa anaerobia en la

gue se haya absorbido la mayor parte de sustrato organico presente.

2.2.3.2. Metabolizacion del fosforo: el uso del fésforo por las bacterias

acumuladoras puede ser de dos tipos:

1. Sintesis de polifosfatos: el principal mecanismo es mediante la

fosforilacion enzimatica por moléculas de ATP.

ATP + (PO,*), <> ADP + (PO/*)n1 (2.9)

Cuando una molécula de ATP pierde un grupo fosfato se transforma

en ADP (Adenosin Difosfato) y se libera una cierta cantidad de energia. La



26

relacion ATP/ADP es la que actia sobre el equilibrio de forma que bajas
relaciones ATP/ADP inhiben la sintesis, y esto se produce en situaciones de

ausencia de oxigeno.

2. Degradacion de polifosfatos: se describen hasta tres posibles vias de
degradacion de polifosfatos, siendo la mas importante precisamente la
reaccion inversa a la anterior. Por ello, su inhibicion es ahora en situaciones
de alta relacion ATP/ADP, y esto se produce en presencia de aceptores de
electrones, principalmente oxigeno. En resumen, la acumulacion de
polifosfatos en el interior de las células de las bacterias acumuladoras se
favorece en condiciones aerobias, mientras que la ausencia de oxigeno

favorece su hidroélisis.

2.2.3.3. Mecanismo para la eliminacién del fésforo: las bacterias
acumuladoras en condiciones anaerobias no son capaces de degradar
materia organica pero tienen la capacidad de tomar la fraccion que se
encuentra en forma de AGV en su medio extracelular y almacenarla en el
medio intracelular en forma de PHA, generalmente PHB vy
polihidroxivaleriatos. La energia que necesitan para llevar a cabo esta
operacion la obtiene, de las reservas de polifosfatos. Estos compuestos
pueden ser transformados, practicamente sin coste energético, en moléculas
de ATP, molécula conocida por servir como transportador de energia para

procesos bioldgicos. El poder reductor NADH que se necesita en el ciclo de
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formacion de PHB se obtiene de los ciclos de los TAC y del ciclo del glioxilato
(Rodrigo y Ferrer, 1999) tal y como se explicé en los parrafos anteriores y

como puede verse en la Figura 2.

Los acidos grasos volatiles se obtienen por la degradacién anaerobia

del sustrato organico complejo por parte de microorganismos acidogénicos.

Proceso de eliminacién potenciada de fésforo

ETAPA ANAEROBIA

Figura 2. Representacion esquematica de la etapa anaerobia de la eliminacion del
fosforo (Rodrigo — Ferrer, 1999)

En condiciones aerobias (e incluso en condiciones de anoxia), las
bacterias acumuladoras consumen con un aceptor de electrones (oxigeno o
nitratos) la materia organica almacenada obteniendo asi energia, parte de la
cual almacenan en forma de polifosfatos (Ver Figura 3). La cantidad de

polifosfatos que se forman y acumulan en la etapa aerobia es superior a la
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de polifosfatos degradados en la etapa anaerobia, observandose una

reduccion neta del fosforo contenido en el agua residual.

Proceso de eliminacién potenciada de fésforo

Bacterias ac

ETAPA AEROBIA

do polifos

Figura 3. Representacién esquematica de la etapa aerobia de la eliminacién del
fosforo (Rodrigo — Ferrer, 1999)

2.2.4. Crecimiento bacteriano (Crites y Tchobanoglous, 2004).

Las bacterias se reproducen por fision binaria, es decir, la célula
original se convierte en dos organismos nuevos. El tiempo requerido para
division, conocido como tiempo de generacion, puede variar desde menos de

20 minutos hasta varios dias.

Existen cuatro fases para el crecimiento bacteriano (ver figura 4):

Fase de latencia o retardo: la adicion del material de inoculacion a
un medio nuevo no va seguido de la duplicacion inmediata de la poblacién

sino después de cierto tiempo, llamado fase de retardo, la cual puede ser
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breve o larga dependiendo de las condiciones del medio. Esto significa que
las células se encuentran en estado latente; por el contrario las células
individuales aumentan su tamafio sobre las dimensiones normales y
fisiologicamente son muy activas. Las bacterias en el nuevo medio

metabolizan, pero existe un retardo en la division celular.

Si un cultivo que crece exponencialmente es inoculado al mismo
medio bajo las mismas condiciones de crecimiento, no se observa la fase de
retardo y el crecimiento exponencial continua a la misma velocidad. Sin
embargo, si el in6éculo se toma de un cultivo viejo y se siembra en el mismo
medio, generalmente se presenta la fase de retardo aun cuando las células
estén vivas, lo que se debe en su mayoria a que diferentes coenzimas
esenciales u otros constituyentes celulares se agotan y se requiere cierto

tiempo para su resintesis.

Fase de crecimiento exponencial: durante este periodo las células
se dividen a cierta tasa determinada por su tiempo generacional y su
habilidad para procesar alimento (tasa constante de crecimiento porcentual).
En esta fase la poblacion es casi uniforme, en lo que se refiere a la
composicién quimica de las células, actividad metabdlica y otros caracteres

fisiol6gicos.
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Fase estacionaria: en este periodo la poblacibn permanece
estacionaria motivado a que las células agotaron el sustrato o los nutrientes
necesarios para su crecimiento o el crecimiento de células nuevas se
compensa con el nimero de células muertas. Sin embargo, muchas de las
funciones celulares pueden continuar, incluyendo el metabolismo energético
y algunos procesos biosintéticos. Ciertos metabolitos celulares, llamados
metabolitos secundarios se producen principalmente en la fase estacionaria,
entre los que se encuentran: antibiéticos (penincilina y estreptomicina),

endosporas y varias enzimas.

Fase de muerte: durante esa fase, la poblacibn muere a una
velocidad superior a la de produccion de nuevas células, suponiendo que
todavia se reproduzcan algunas de ellas. La tasa de mortalidad
generalmente es una funcién de la poblacién viable y de las caracteristicas
ambientales. En algunos casos, la fase de muerte exponencial es inversa de

la fase de crecimiento.
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Curva de crecimiento bacteriano

Log nimero de células viables

Tiempo —

Figura 4. Curva caracteristica del crecimiento bacteriano (Wikipedia La Enciclopedia
Libre, 1998)
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

El tipo de investigacién aplicada fue experimental ya que consistié en
la manipulacion de una variable experimental no comprobada, en
condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o
por qué causa se produce una situacion o acontecimiento en particular (Van

Dalen y Meyer, 1983).

3.1. Desarrollo Experimental.

En base al concepto anterior, la metodologia se realizé a través de
una toma de muestra de los lodos bioloégicos de las zonas anaerobia y
anoxica del Sistema Bioactivado RDS con remocion de nutrientes a escala
de laboratorio para realizar el conteo, aislamiento de cepas e identificacion.

Asi como también para realizar el levantamiento de la curva de crecimiento.

Para ello previamente se debiéo re-acondicionar el sistema.
Inicialmente se ejecutd un mantenimiento a los equipos involucrados y luego
se realiz6 la aclimatacion de los reactores bioldgicos, para lo cual se emple6
una muestra de lodos aerobios extraidos de una planta de tratamiento de
aguas residuales en funcionamiento de una empresa alimenticia; mientras

gue las muestras de los lodos anaerobios y anoxicos se extrajeron de una
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planta de tratamiento de aguas residuales en funcionamiento de una

empresa automotriz. Este proceso tuvo una duracion de 3 meses.

El efluente sintético a ser tratado consistio en una solucion de azucar
comercial, Trifosfato de Sodio (TTP) y Urea ((NH2),CO), estos reactivos en
descomposicion simularon los contaminantes y la carga organica de un agua

residual.

3.1.1. Toma de muestras.

Para el andlisis se tomd una muestra representativa de cada zona:
anaerobia y anoxica para poder determinar asi su calidad microbiolégica.
Para su recogida se usaron frascos estériles de 500ml, los cuales fueron

llenados por completo para excluir el aire.

Adicionalmente, se tomaron muestras del efluente crudo a la entrada y
descarga del sistema, asi como de las unidades en estudio para realizar los
analisis fisico quimicos (Demada Bioquimica de Oxigeno, Demanda Quimica
de Oxigeno, Fosforo, Nitrogeno, pH y Temperatura) con la finalidad de

validar el comportamiento del sistema en ese momento (Ver Apéndice A).

3.1.2. Medicion del crecimiento bacteriano a través del método de

vaciado en placa.

El sistema de vaciado en placa consiste en la toma de un volumen

conocido de 1,0 ml de cultivo y se pasa a una placa Petri estéril, a la cual se
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le adiciona un método de agar fundido y se mezclan bien mediante un suave

movimiento giratorio de la placa sobre la superficie de la mesa.

Para poder obtener el nimero apropiado de colonias, se debe diluir la
muestra a contar. Para ello, se realizan diluciones sucesivas, segun la figura

gue se muestra a continuacion:

Figura 5. Esquema representativo de la técnica de dilucion seriada (Wikipedia La
Enciclopedia Libre, 2005)

Para el caso de la Zona Anaerobia se realizé una carga de la muestra
de lodos anaerobios a través del método de diluciones seriadas y vertido en
placa de agar anaerdbico. En el caso de la Zona Andxica, se realizo la carga
aplicando la misma técnica de diluciones seriadas y vertido en placa de agar
nitrato. En ambos casos, se dejaron las placas durante 24 horas en una

estufa a 35°C para observar el crecimiento bacteriano.
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3.1.3. Identificacion de las cepas bacterianas.

Para el aislamiento de las cepas bacterianas de la Zona Anaerobia se
sembro un volumen de los lodos en caldo nitrato; se realizaron diluciones
seriadas y luego estriaciones en agar nitrato. Para el caso de la Zona
Anodxica se empled caldo nutritivo, diluciones seriadas y las estriaciones se

aplicaron en agar anaerobico.

Una vez aisladas, las cepas de ambas zonas fueron caracterizadas
morfolégicamente mediante la técnica de Tincion de Gram, cuyo método
consiste en la tincion diferencial (color violeta para las Gram Positivas y color
rojo para las Gram Negativas). La diferencia de coloracion se debe a las

distintas estructuras entre las paredes celulares de las bacterias.

Tomando en cuenta los resultados de los grupos morfolégicos se
realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes para cada caso. Para la
confirmaciéon de género y especie microbioldgica, se aplicaron pruebas
bioquimicas automatizadas mediante sistemas APl en campana de
anaerobiosis (para el caso de las bacterias de la Zona Anaerobia) y en
camara de microaerofilia (para el caso de las bacterias de la Zona Andxica).

Todas encubadas a 37°C.
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3.1.4. Curva de crecimiento bacteriano.

Para el levantamiento de la curva de crecimiento de la poblacion
bacteriana en las Zonas Anaerobia y Anoxica se ajusté el pH de las muestras
a7+ 0,2y se preparo un pool bacteriano con cada cepa identificada en cada
una de las zonas. Luego se prepard una dilucion 1:10 del efluente con la
biomasa de cada una de las zonas: el frasco de la suspensiéon de la biomasa
anoxica con el efluente se incubd a temperatura ambiente en microaerofilia
mientras que el frasco con la suspension de la biomasa anaerobia se cubri
con parafina para dar la anaerobiosis y las muestras fueron tomadas por el

lado inferior del mismo. Se incubaron también a temperatura ambiente.

Finalizado el tiempo de incubacién, se tomaron las cargas bacterianas
iniciales para cada zona siendo estas las correspondientes al tiempo cero
("0"). Las placas se incubaron de acuerdo a las necesidades microbioldgicas,
es decir, en microaerofilia y en anaerobiosis respectivamente. La carga
bacteriana se midid cada hora de acuerdo a cada una de las zonas durante

cinco (5) horas de contacto.
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacion de la poblaciéon microbiana de las zonas Anaerobia
y Anoxica del Reactor Biologico del tipo Bioactivado RDS con remocién de
nutrientes a escala de laboratorio, se inicio con la evaluacion de la carga
bacteriana, es decir, la determinacion de la cantidad de bacterias presentes
en dichos reactores ya que a través de este valor se puede medir la
eficiencia del proceso de degradacién de la carga organica y nutrientes

contenida en el agua residual sintética empleada en el sistema en estudio.

Tabla 1. Carga Bacteriana de las Zonas Anaerobiay Andxica del Reactor
Biol6gico del tipo Bioactivado RDS con remocion de nutrientes a escala

de laboratorio.

Zona en pH Temperatura | Oxigeno Disuelto UFC/mL
estudio °C) (mgO2/L)

Anaerobia 7,67 25,4 0,02 6,4 x 10’
Anoxica 7,92 25,6 1,28 4,1 x 10°

(Abreu Adriana, 2013)

En la tabla 1 se puede observar que la carga bacteriana en la zona
anaerobia es mayor a la andxica. Segun bibliografia consultada (Crites y

Tchobanoglous, 2004), los valores de la poblacion bacteriana en un reactor
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biolégico de una Planta de tratamiento de aguas residuales deberia ser
mayor a una cantidad de 10" UFC/mL; sin embargo, el valor adecuado de la
poblacion microbiana esta intimamente relacionado con los porcentajes de
eficiencia de los parametros fisico-quimicos (DBO, DQO, fésforo y nitrégeno)
ya que si dichos porcentajes se mantienen en los rangos esperados cuando
la cantidad de poblacién bacteriana presenta valores por debajo de 10
UFC/mL, entonces, este seria el valor adecuado al cual trabajan los

reactores bioldgicos.

En este estudio en particular, los porcentajes de remocion de la carga
organica, DBO y DQO, estuvieron en 99,83% y 98,96% respectivamente. Por
su parte, las eficiencias de remocién nitrogeno total y amoniacal resultaron
en 90,32% y 98,07%, mientras que el porcentaje de remocion del fésforo fue
de 61,96%; por lo tanto pudiera decirse que las cargas bacterianas se
encuentran en valores acordes para realizar la biodegradacién de la carga

organica y del nitrégeno, en su presentacion de nitrégeno amoniacal.

Sin embargo, para el caso del nitrégeno total la eficiencia del 90%,
pudiera deberse en parte no solo a la cantidad de bacterias sino a las
condiciones de los siguientes parametros en la zona andxica, donde ocurre
la desnitrificacion, proceso de reduccion bioldgica de nitratos a 6xido nitrico,

oxido nitroso y nitrdgeno gas, el cual comprende la oxidacion de distintos
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sustratos organicos empleando los nitratos como receptores de electrones en

lugar del oxigeno y el dador es el carbono organico del agua:

1. Oxigeno disuelto, cuyo valor se encontraba en 1,28 mgO,/L, muy por
encima del valor recomendado en la teoria, las cuales comentan valores por
debajo de 0,2 mgO,/L ya que por encima de 2 mgO,/L se desfavorece por
completo a la reaccidon de desnitrificacion ya que da paso a la oxidacion
aerobia del carbono. Es importante mencionar que este valor de oxigeno
disuelto se observé solamente en el dia de la toma de la muestra y el dia
anterior motivado a problemas con la regulacién de la descarga de la bomba

de agitacion usada en el reactor, cuyo ajuste se realiza de manera manual.

2. Alta carga organica: el valor de la DBO a la salida de la zona anaerobia,
previa a la anoxica, fue de 70mg/L, lo cual es considerado bajo. Para ello
seria recomendable agregar un sustrato externo como el metanol para subir

los niveles de carga orgéanica.

Con respecto a la identificacion de las cepas bacterianas encontradas

en las zonas anaerobia y anoxica, los resultados pueden verse en la Tabla 2.

En bibliografia consultada (Lolmede — Tejero, 2000), las bacterias
desnitrificadoras pueden ser de los géneros: Acetinobacter, Micrococcus,
Spirillum, Hyphomicrobium, Agrobacterium, Propionobacterium, Rhizobium,

Cornebacterium, Cytophata, Thiobacillus, Alcaligenes, Bacillus vy
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Pseudomonas. No obstante, las mas extendidas en las aguas residuales son

Pseudomonas fluorescens, P. Aeruginosa, P. denitrificans y Alcaligenes sp.

(Smith et al. 1994; Bitton 1994). Como puede observarse en la Tabla 2, en la

zona anoxica se encontraron

los grupos de bacterias Pseudomona

aeruginosa, Bacillus thermoglucosida y Bacillus circulans, es decir, que se

tienen tres tipos de colonias responsables de la metabolizacion de la materia

organica mediante el uso de nitratos (bacterias heterétrofas desnitrificantes).

Tabla 2. Observacién microscopica e identificacion bacteriana.

Zona en estudio

Caracterizacion GRAM

Identificacion

Bacilos Gram Negativos

Pseudomonas aeruginosa

Anaerobia Bacilos Gram Positivos Bacillus cereus
Bacilos Gram Negativos Chromobacterium
violaceum
. Bacilos Gram Negativos Pseudomonas aeruginosa
Anoxica

Bacilos Gram Negativos

Klebsiella oxytoca

Bacilos Gram Positivos

Bacillus thermoglucosida

Bacilos Gram Positivos

Bacillus circulans

(Abreu Adriana, 2013)

Por su parte, la baja eficiencia del fosforo obtenido en el sistema, no

puede explicarse por completo ya que el alcance de este trabajo sélo se
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limita a las zonas anaerobias y anoxicas, faltando el detalle de los
comportamientos de las zonas aerobias y de la zona dinamica funcional. Sin
embargo, se puede observar en la Tabla 2 que no se identifico cepa del
género facultativo Acinetobacter en ninguna de las dos zonas evaluadas,
cuyas bacterias segun la teoria consultada constituyen los microorganismos
mas importantes para la eliminacién del fésforo, cuyo proceso ocurre en dos
etapas: anaerobia y aerobia (e incluso en condiciones de anoxia) tal y como

se explica en los fundamentos teodricos.

Sin embargo, en la bibliografia consultada (Rodrigo y Ferrer, 1999), se
encontr6 que también se han identificado otros tipos de bacterias
(Aeromonas, Arthrobacter, Klebsiella, Moraxella y Pseudomonas) que
pueden contener granulos de poli fosfatos y contribuir con el proceso de la

eliminacion del fésforo.

En la Tabla 2 se puede observar que se identificaron los géneros
Pseudomonas en ambas zonas y Klebsiella en la zona andxica.
Adicionalmente, al observar los valores obtenidos del analisis de fosforo
tanto en la entrada del sistema como en la zona anaerobia, la variacion no es
significativa (4mg/L aprox.), por lo cual se pudiera inferir que el proceso de
acumulacion de los AGV en el interior de la célula no fue tan eficiente por la
ausencia del género Acinetobacter. Sin embargo, al revisar el valor en la

zona anodxica, el mismo se disminuye con respecto a la anaerobia en
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8,46mg/L, con lo cual pudiera inferirse que la presencia de las bacterias
Pseudomona aeruginosa y Klebsiella oxytoca esta apoyando el proceso de
eliminacién de fésforo aunque no con la mayor eficiencia como ya se ha
comentado anteriormente, confirmando parte de la explicaciéon de la baja

remocién en el sistema completo.

Finalmente, se realizaron curvas de crecimiento en las zonas
anaerobia y anoxica; sin embargo, la medicion solamente se pudo realizar
durante las primeras 5 horas debido a falta de recursos econémicos para
abarcar las horas de medicion completas, las cuales se estimaban fuesen de

al menos 15 horas en base a los siguientes puntos:

v" Un estudio previo realizado durante la etapa de re-acondicionamiento
del equipo con el objetivo de validar la mejor combinacion de nutrientes en
el efluente, para lo cual se preparé una muestra del efluente sintético
(conformado por sacarosa, urea y tripolifosfato con agua) con indculo de la
zona dinamica funcional del sistema, y se realizaron mediciones a través de
la técnica de espectrofotometria a 560nm observandose que la mejor curva

se daba a 15 horas de iniciada la evaluacion (Ver Figura 6)
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Estudio Muestra sac, ureay TPP
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Figura 6. Curva de crecimiento bacteriano a escala de laboratorio con inoculo de la
zona dinamica funcional y efluente preparado: sacarosa, ureay tripolifosfato (Abreu
Adriana, 2013)

v En los trabajos de Mota C, y Montero, P (2009), dos de los
antecedentes de este trabajo, se presentaron curvas de crecimiento de las
zonas anodxica, biomasa suspendida y biodisco, en cuyas graficas bajo la
condicion de 1500ppm de DBO se observaron que los tiempos de duracion
estuvieron entre 15 y 20 horas. Por lo expuesto anteriormente se estara

discutiendo en base a las tendencias reflejadas en las graficas.

En la Figura 7, curva de la zona anaerobia, se observa que entre la
hora 0 y la hora 3, las bacterias se encuentran en fase de retardo o

adaptacion mientras que entre la hora 3 y hora 4 pareciera que estuvieran en
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la fase de crecimiento exponencial ya que a partir de la hora 5 se observa un
punto de disminucién para lo cual pudiera decirse que el sustrato de las
bacterias disminuyé de manera significativa; sin embargo, se hace necesario
la repeticion de este estudio con los tiempos completos para validar si

efectivamente era el inicio de la fase estacionaria y de muerte celular.

Zona Anaerobia
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0 ; ! ‘ ‘ ; ‘ : : :
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55

UFC/mlx 107

Tiempo (h)

Figura 7. Curva de crecimiento bacteriano en la zona anaerobia a 1500mg/L de DBO
(Abreu Adriana, 2013)

Por su parte, en la figura 8, curva de la zona andxica se observa
claramente entre la hora 0 y la hora 2 la fase de retardo y a partir de la hora 2
la fase de crecimiento exponencial que se mantiene hasta la hora 5, cuyo fin
no pudo verse. Sin embargo, puede decirse que esta tendencia se encuentra
acorde con los resultados obtenidos en el trabajo de grado realizado por

Montero, P (2009) en el cual se muestran tres curvas de crecimiento en la
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zona anoxica para comparar las distintas concentraciones de DBO del
efluente sintético preparado, en las cuales, se observa que la fase de
crecimiento exponencial se encuentra a partir de las horas 4 y 5 con

intervalos de 5 horas aproximadamente.

Zona Anoxica

UFC/ml x 108
O R, N W » U1 O
)

0 05 1 1,5 2 25 3 35 4 45 5 55
Tiempo (h)

Figura 8. Curva de crecimiento bacteriano en la zona anoxica a 1500mg/L de
DBO (Abreu Adriana, 2013)
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CONCLUSIONES

1. Los valores de la poblacion bacteriana en las zonas anaerobia y anoxica

fueron de 6,4 x 10’ UFC y 4,1 x 10° UFC respectivamente.

2. Las bacterias identificadas en la zona anaerobia fueron: Pseudomonas

aeruginosa y Bacillus cereus.

3. Se contiene en la zona andxica uno de los principales grupos bacterianos

qgue producen la desnitrificacion: Pseudomonas aeruginosa.

4. Las bacterias identificadas en la zona andxica fueron: Chromobacterium
violaceum, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Bacillus

thermoglucosida y Bacillus cereus.

5. La curva de crecimiento de la zona andxica presentdé una fase de

crecimiento a partir de la hora 2.

6. La curva de crecimiento de la zona anaerobia muestra un comportamiento

de un consumo rapido del sustrato.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudio de concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) y
ortofosfatos en la zona anaerobia para validar la eficiencia del proceso
de acumulacion de los AGV vy la liberacion de los fosfatos con la

finalidad de poder detallar la eficiencia de esta sintesis.

2. Realizar un estudio adicionando metanol en la etapa anoxica de
manera de incrementar la carga organica para validar si existe mejoria

en el proceso de desnitrificacion.

3. Colocar un sistema de autorregulacion a las bombas de agitacion de

las zonas anaerobia y anoxica.

4. Repetir las curvas de crecimiento con la finalidad de dar continuidad a
la medicion por al menos 20 horas con la finalidad de validar los
comportamientos de los grupos bacterianos identificados en las zonas

evaluadas.
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APENDICE A

A.1l. Evaluacion fisico-quimica del sistema.

Para la evaluacion de las aguas de entrada y salida del sistema se
determinaron los siguientes parametros fisico-quimicos: Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), Nitrégeno
Total, Nitrogeno Amoniacal y Fdésforo. Es importante destacar que las
condiciones de operacion fueron las siguientes: DBO de entrada de

1500mg/L y caudal de entrada de 120L/d.

Tabla 3. Parametros fisico-quimicos de entrada y salida del sistema.

Parametro Entrada Salida % Remociodn
evaluado (mg/L) (mg/L)
DBO 1804,00 33,33 99,83
DQO 2914,67 30,33 98,96
Nitrogeno Total 89,98 13,25 90,32
Nitrogeno 21,65 0,34 98,07
Amoniacal
Fosforo 54,84 20,27 61,96

(Abreu Adriana, 2013)

Para el caso de las aguas residuales a la entrada y salida de las zonas
en estudio (Anaerobia y AnoOxica) se evaluaron los parametros: DBO,

nitrdgeno Amoniacal, nitrégeno en forma de Nitritos y Nitratos y Fésforo.



Tabla 4. Parametros fisico-quimicos del sistema anaerobio.

Parametro Resultado
evaluado (mg/L)
DBO 71,00
Nitrégeno 12,35
Amoniacal
Nitratos 1,53
Nitritos 0,08
Fosforo 58,77

(Abreu Adriana, 2013)

Tabla 5. Parametros fisico-quimicos del sistema andxico.

Parametro Resultado
evaluado (mg/L)
DBO 24,00
Nitrégeno 3,64
Amoniacal
Nitratos 1,10
Nitritos 0,08
Fosforo 46,39

(Abreu Adriana, 2013)
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