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TRATAMIENTO AVANZADO Y REMOCION DE BACTERIAS PATOGENAS DE AGUAS

RESIDUALES MEDIANTE UN BIORREACTOR HIBRIDO (acoplamiento de tapetes
microbianos y membranas poliméricas).

Resumen aprobado por: 1 A
Dr. José de J est\{gu@ Michel

Director de Tesis

El objetivo de este trabajo fue construir un biorreactor hibrido que combina tapetes microbianos
con una membrana polimérica para bio-remediar y remover bacterias coliformes del efluente de
aguas residuales municipales, El Gallo, que descarga en la Bahia de Todos Santos, Ensenada BC.
Los resultados obtenidos en el concepto de Bio-reactor con tapetes microbianos en tres
concentraciones diferentes de carga de NHy: baja (10.45 ppm), media (48.44 ppm) y alta (155.22
ppm) del agua residual (5 a 10 Litros) demuestran la eficiencia de la componente de tapetes
microbianos en la disminucién sustantiva en coliformes, > 80 %. El acoplamiento de la
membrana realiza la eliminacion de coliformes ca. 100 %. Las diferencias obtenidas en las
pruebas estadisticas (con tapete vs sin tapete) realizadas son altamente significativas (p<0.05) en
la reduccién de nutrientes y coliformes totales obtenidos durante la experimentacion. La
diferencia entre tapete microbiano y la membrana de microfiltracion también fue significativa
(p<0.05), reiterando y demostrando los resultados obtenidos. El andlisis de la cinética de
remocién y nitrificacion realizada mediante cromatografia idnica de la carga amoniacal registro
valores de remocion de amonio de 90-100 %, y de produccién y remocion de nitrito y nitrato (del
30-90%) indicativo del consumo de iones terminales del proceso de nitrificacion por la
comunidad microbiana. Simultdneamente el oxigeno autogenerado coadyuvo en los procesos de
remocion y nitrificacion, las condiciones de sobresaturacion aunado a la liberacién potencial de
sustancias tipo antibiéticos, alelopaticas pudieron contribuir a inhibir y controlar el crecimiento
de bacterias coliformes. El acoplamiento de la componente de membrana de microfiltracion
(0.1-10 micras) realizo el pulimiento del agua posterior a un tiempo de retencién hidraulica de 5
horas. El biorreactor hibrido (tapete microbiano acoplado a membrana) tiene la capacidad para
mitigar el nivel de coliformes del efluente de aguas residuales municipales (ElI Gallo-El Naranjo)
a un nivel superior al 90 % a niveles bajos de energia y costos. El método desarrollado permitié
mejorar la calidad del efluente en lo que respecta a la bio-remediacién y aprovechamiento de
nutrientes generando agua de calidad para el retso y/o vertimiento en aguas y bienes nacionales
de acuerdo a la norma oficial Mexicana sin impactar el ambiente y a un riesgo reducido para la
salud humana.

Palabras clave: agua residual, tapete microbiano, membrana, biorremediacidn, coliformes.



ABSTRACT of the thesis presented by Giuliana Ivette Martinez Cortes, as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree, orientation in MARINE
BIOTECHNOLOG. Ensenada Baja California, México. April, 2010.

ADVANCED TREATMENT AND REMOVAL OF PATHOGENIC BACTERIA OF
WASTEWATERS BY A HYBRID BIOREACTOR (coupling microbial mats to polymeric

membrane)

The objective of this work was to construct a hybrid bioreactor coupling microbial mats to a
polymeric membrane aiming to perform a bioremediation process and removal of coliform
bacteria from the municipal wastewater effluent, El Gallo, discharging at the Todos Santos,
Ensenada Bay. The obtained results with the concept of Bioreactor packed with microbial mats
at three different concentrations of ammonia loading: low (10.45 ppm), mean (48.44 ppm) and
high (155.22ppm) of wastewater (5 a 10 Liters) shown the efficiency of the microbial mat in the
substantive reductions in coliform bacteria, > 80 % (483 NMP) when compared to the control
lacking microorganisms. Coupling the membrane achieved full removal of coliforms, ca. 100%.
Concenring nutrients and coliform removal, the obtained differences from the statistical analysis
(with and without mat respectively) are highly significative ( p<0.05). The difference between
microbial mat and microfiltration membrane was also significative (p<0.05), corroborating the
obtained results. Analysis of the kinetics of removal and nitrification performed by ion
chromatography of the ammonia load registered ammonium removal values of 90-100 % and
production and removal of nitrite and nitrate (30-90%) indicative of terminal ion consumption of
the nitrification process by the microbial community. Simultaneously, the self-generated oxygen
contributed in the process of removal and nitrification, supersaturation conditions coupled with
the potential release of antibiotic like substances, allelophatic might contribute to inhibit and
control coliform bacteria. Coupling of the microfiltration membrane (0.1-10 microns) achieved
the polishing of the wastewater after a hydraulic retention of 5 hours. The hybrid bioreactor
(microbial mat coupled to membrane) had the ability to mitigate the level of coliform bacteria of
the municipal wastewater effluent (El Gallo-El Naranjo) to a level above 90 % at low energy
and costs. The developed method improved the quality of the effluent with respect to
bioremediation and reuse of nutrients producing quality water for reuse and/or discharging into
national waters according to the Mexican Official Norm without impacting the environment and
at reduced risk to human health.

Key words: wastewater, microbial mat, membrane, bioremediation, coliforms
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. INTRODUCCION

Las aguas residuales son aguas de composicion variada proveniente de
descargas de usos municipales, industriales, comerciales de servicios agricolas,
pecuarios, domésticos incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro
uso, asi como la mezcla de ellas, las cuales contienen coliformes que estan
constituidos por un grupo heterogéneo de bacterias. Estas aguas se tratan
mediante procesos individuales o combinados de tipo fisico, quimico, biolégico u
otros, que se han adecuado para hacerlas aptas para su relso en servicios
publicos o para evitar un impacto ambiental en rios y costas (NOM-003-Ecol-
1996). Asimismo el tratamiento de las aguas residuales es necesario para la
prevencion de la contaminacion ambiental y del agua, para la proteccion de la

salud publica (Reynols, 2002) asi como para fines de relso.

El manejo efectivo de aguas residuales debe dar como resultado un efluente ya
sea reciclado o reusable, o que pueda ser descargado de manera segura en el
medio ambiente. La meta del tratamiento de aguas residuales nunca ha sido
producir un producto estéril, sin especies microbianas, sino reducir el nivel de
microorganismos dafiinos a niveles mas seguros de exposicion, donde el agua es
comunmente reciclada para el riego o usos industriales. Al escoger la tecnologia
apropiada de tratamiento, deben considerarse cierto numero de factores,
incluyendo la cantidad y composicion de residuos, los estandares del efluente,
opciones indicadas de uso y desecho, alternativas de pre tratamiento industrial y

factibilidad de funcionamiento (aspectos econdémicos y técnicos) (Reynols, 2002).

El tratamiento de aguas residuales domesticas e industriales generadas en
nuestro pais, producto de la actividad antropogénica, requiere de especial
atencion por parte de la sociedad, gobierno y de los sectores productivos. La
descarga inminente de las aguas residuales incide en la mayoria de los casos

sobre cuerpos de agua, ocasionando serios problemas de contaminacion colateral



y eutrofizacién e incluso la muerte de algunos sistemas acuaticos ya que las
descargas de materia organica son superiores a la capacidad de autodepuracion
de los ecosistemas. Este es el principal aspecto que requiere de especial atencion,
lo que aunado a la recuperacion reviste de gran importancia debido a su papel en
el ciclo hidrolégico y a los efectos dafinos que provocan en el medio ambiente
(Salazar, 2006).

En areas costeras alrededor del mundo, los ecosistemas delicados son
continuamente impactados por cantidades elevadas de nitrégeno disuelto y fosforo
debido al tratamiento inadecuado, llegando a ser este tipo de efluentes toxicos
para la vida marina (Zamora et al., 2007), asi mismo estas aguas contienen una
gran cantidad de organismos patdégenos provocando dafio a los bafistas donde el

agua es descargada.

En México se registro para el afio 2006, 1 593 plantas en operacién en el pais las
cuales tratan 74.4 m%s, es decir el 36% de los 206 m°/s recolectados en los
sistemas de alcantarillado (CONAGUA, 2007). El tipo de tratamiento mas usado es
el secundario en 1031 plantas y un gasto de operacion de 16 902 I/s, en segundo
lugar queda el tratamiento primario y en tercer lugar el tratamiento terciario, el cual
se lleva a cabo en 57 plantas y un gasto de 742 |/s (Pacheco, 2007).

No obstante, el efluente secundario obtenido (aguas tratadas), alin posee una alta
concentracién de nutrientes inorganicos disueltos que pueden originar el
fenomeno de eutroficacion (crecimiento masivo de productores primarios por
sobrecarga de nitrégeno y fosforo) cuando son descargados en los diferentes

sistemas acuaticos sin omitir la carga de enterobacterias coliformes.

Las principales plantas de tratamiento de Ensenada representan un volumen total
de tratamiento de 620 l/s, de los cuales, la planta del Sauzal (volumen de
tratamiento 50 I/s), El Gallo 180 I/s y El Naranjo 450 I/s son parte del 25 plantas



de tratamiento en Baja California (total de 4930 I/s). Las plantas de tratamiento de
la ciudad de Ensenada solo realizan un tratamiento secundario a las aguas
residuales. El efluente principal y de mayor volumen que se descarga en la Bahia
de Ensenada, recibe las aguas tratadas por las plantas de tratamiento del Naranjo
y del Gallo (250 L/s por la planta el Gallo y de 320 L/s por la planta del Naranjo) y
solo el 2% por cada planta es llevado a tratamiento terciario por lamparas UV.
Aunque reportes no oficiales y oficiales indican que el agua tratada cumple con las
normas oficiales para irrigacion y retso (productos agricolas no comestibles) lo

cierto es que la gran variabilidad de los efluentes limita fuertemente este aspecto.

El problema actual con respecto a los niveles de los compuestos nitrogenados y
fosfatados de esa descarga de aguas residuales (389.4Kg/d y 38.8 Kg/d
respectivamente (Zamora et al, 2007)), es que presentan oscilaciones
estacionales y diarias que llegan a ser superiores a lo establecido para su
descarga en el medio marino. De igual forma las aguas son el principal foco
dispersor de patégenos en ambientes acuaticos, la concentracion promedio de las
aguas residuales se muestra en la tabla | (Diaz et al., 2003). Los indicadores
patdgenos (bacterianos, virales y parasitarios), son eliminados al agua a través de
las heces de animales o de individuos contaminados los cuales inducen
infecciones gastrointestinales (Vail et al.,, 2003), shigelosis, colera, Measels, y la
hepatitis-A, entre otras enfermedades (Graae et al, 1998). Por lo que la
concentracion de coliformes es un buen indicador de la concentracion de las

bacterias presentes en aguas residuales.

Aunque existen diferentes tipos de patégenos al humano proveniente de las aguas
residuales (Tabla ), los coliformes fecales se consideran como indicadores

universales.



Tabla |. Concentracion promedio de los indicadores de contaminacion fecal en
aguas residuales. INCO (International Co-operation with Developing Countries)
2001.

CF EC ENT CP SOM | F+ RYC GIA CRY

6.99 1.27 6.07 5.44 6.35 5.58 4.26 3.03 2.55

Los resultados estan expresados como log10 de UFC / 100 ml. CF: coliformes
fecales, EC: E.coli, ENT: enterococos, CP: Clostridium perfringens, SOM: fagos
somaticos, F+: fagos F+, RYC: fagos de Bacteroides fragilis, GIA: Giardia spp,
CRY: Cryptosporidium spp.

Existen actualmente diversos procesos tecnolégicos empleados para la remocién
de los iones inorganicos como el amonio, nitratos, fosfatos, ciertos metales
pesados y microorganismos patégenos. Pero estos sistemas de depuracién por lo
general son costosos y en ocasiones generan otro tipo de contaminacion limitando
el posible re-uso o manejo confiable del agua. En esta situacién, la bio-
remediacion juega un papel importante en mitigar las condiciones ambientales
adversas mediante la remocién y transformaciéon de los contaminantes a formas

menos nocivas en tiempos cortos y con minimo impacto ambiental.

Entre dichos sistemas alternativos estan los tapetes microbianos, que en conjunto
con tecnologias de membrana (TM-MBR) ofreceran la posibilidad de la reduccion
de nutrientes y de coliformes fecales sin la necesidad de adicion de productos
quimicos o componentes fisicos, que pueden reaccionar con las impurezas del
agua generandose subproductos indeseables que dafien el ecosistema donde el

agua de tratamiento es vertida o bien imposibiliten su re-uso.

Los tapetes microbianos naturales son comunidades relativamente estables
caracterizados por su auto organizacion en biopeliculas estratificadas que les
confiere una eficiencia energética maxima. Estan organizados a manera de

estructuras laminadas compactadas fuertemente por secreciones viscosas



(Marshall et al., 1971, Costerton el al, 1981). Presentan microorganismos
autétrofos dominados por cianobacterias (algas verde-azul) y por poblaciones
heterotrofas, estratificadas en diferentes capas. En ambientes naturales, los
procariontes fototroficos representan la mayor diversidad de especies en los
tapetes microbianos, su recurrencia y su distribucién estan determinados por

diversos factores, siendo el principal la intensidad de luz.

Debido a su particularidad de sistema de baja energia y alta capacidad de
remocion de nutrientes de ambientes acuaticos es que se espera que su
aplicacion conserve esta funcion de remocién de nutrientes disueltos mixtos de las
aguas residuales. Por otro lado, una membrana se define de manera general
como una barrera selectiva entre dos fases homogéneas, donde el intercambio de
materia es controlado, lo cual permite la transferencia selectiva entre una fase y
otra (Vera et al.,2000).

En este trabajo ambos sistemas se desarrollaron para realizar la bioremediacion y
remocion de bacterias coliformes del efluente principal de descarga de aguas

residuales a la Bahia de Todos Santos, Ensenada.



IIl. ANTECEDENTES

Debido a la ineficiencia e incompatibilidad ambiental que representan las plantas
de tratamiento para realizar la remocion de nutrientes en niveles avanzados, se
han sugerido estrategias potenciales para utilizar sistemas biolégicos en el
tratamiento de las aguas residuales domesticas o industriales. Los tapetes
microbianos han sido utilizados en la acuacultura, bioremediacion de
contaminantes, agricultura y producciéon de energia (Bender et al, 2004). Lo
anterior debido a su capacidad de filtrar, absorber y transformar los compuestos

organicos en inorganicos, asi como nutrientes para el mismo (Zamora, 2004).

La bioremediacién usando tapetes microbianos es un tratamiento natural, practico
y de costo efectivo y puede ser aplicado en ambientes fragiles y sensitivos como
en los ambientes costeros marinos. Los tapetes son fisiolégicamente diversos y
pueden realizar metabolismos heterdtrofos, quimiotrotéfos y fototrofos. Esta
diversidad de procesos posibilitan la absorcion simultanea, la oxidacion y la

reduccion de nutrientes (Bender et al.,2004; Paniagua-Michel y Garcia, 2003).

La capacidad de las comunidades microbianas de convertir contaminantes
organicos en productos no perjudiciales seria Util en una escala de tiempo,
mejorando perspectivas (Paniagua-Michel et al.,, 2003). Los tapetes naturales
tienen la capacidad de adaptarse y alterar ambientes hostiles a través de la
comunidad y de las actividades celulares, los cuales secuestran los componentes

organicos y algunos metales del ambiente (Bender et al., 2004).

El amplio alcance puede ser representado por la presencia de variedad de
microorganismos que contrastan en funciones aerdbicas y anaerébicas, de la
macroestructura del tapete, la mediacién quimica de la columna de agua, la
liberacién de biofloculantes para el tapete y las cianobacterias filamentosas con

una superficie cargada negativamente (Bender et al., 2004).



Se ha visto que los tapetes remueven el amonio presumiblemente debido a la
actividad de las bacterias nitrificantes, asi mismo la fotosintesis de las
cianobacterias proveen el oxigeno para el proceso (Bender ef al, 2004). La
remocion de nutrientes presentados en la biorremediacion con tapetes
microbianos artificiales presentaron una eficiencia de 79.01% amonio, 77.83%,
nitrito, 82.92% nitratos y 94.03% de fosfatos (Zamora, 2004). En la acuicultura se
tiene que la eficiencia de bioremediacién de DBOs fue de 74% (Paniagua-Michel y
Garcia, 2003).

El principal objetivo que se persigue con la aplicacion de los tapetes microbianos
es la reduccion de nutrientes presentes en el efluente de la planta de tratamiento
municipal después del tratamiento secundario. A pesar de este tratamiento, el
efluente puede contener cantidades elevadas de microorganismos patégenos
como es el caso de los coliformes, incluyendo los fecales, sobre los cuales los
tapetes microbianos pueden no incidir o hacerlo solo marginalmente. Debido a lo
anterior se requerira acoplar una componente que permita eliminar patégenos del
efluente una vez que se ha sometido a tratamientos avanzados como es el caso

de membranas polimericas.
1. Propiedades de las membranas: a nivel de patégenos

Un proceso complementario a la remocion de nutrientes por los tapetes
microbianos se requiere como una medida de eliminar patdogenos y que aseguren
una calidad del agua para fines de re-uso o manejo confiable. La porosidad de los
tapetes microbianos permite filtracién elevada y limita su uso para cribar particulas
0 microorganismos inferiores a 2 micras. El tamafio de particula influye en los
procesos de separacién, como la sedimentacion, coagulacion, floculaciéon vy
filtracion (Chavez ef al., 2002). Ante esta situacion, una componente de membrana

facilitaria producir agua de calidad para los fines indicados.



Los sistemas de membrana (MBR) utilizan filtros especializados de poros,
imperceptibles al ojo humano, que retienen los sélidos y microorganismos que se
encuentran en suspension y disueltos en el agua. Las componentes de
membranas son utiles en la remocién de parasitos intestinales y bacterias dafinas
para el ser humano que se encuentran en las aguas residuales. El principal factor
que ha favorecido la adopcién de los sistemas ha sido su bajo costo de operacion
y construccion. Actualmente cumplir con la normatividad requiere el uso de
tecnologias de alto costo, por lo que se hace necesario un sistema de membranas

de bajo costo (Noyola et al., 2005).

El primer reporte de (MBR) fue en 1969 cuando una membrana de ultrafiltracion
fue usada para la separacion de lodos activados al final de efluente de un
tratamiento bioldgico de agua residual y los lodos fueron reciclados en un tanque

de aireacion (Aileen, et al.,2007).

Existen dos tipos de configuraciones, la primera es una configuracion de
recirculacion con una membrana externa y la segunda es una configuracién
sumergida con un modulo de membrana inmerso en agua residual, siendo esta la
configuracién mas usada ya que gasta menos energia y reduce el colmatamiento
de la membrana. El acoplar una componente de membranas en aguas
municipales residuales tiene un rendimiento alto y una buena calidad de agua ya
gue puede incidir en la remocién de la demanda quimica de oxigeno (DQO),
demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) y sélidos suspendidos respectivamente.
Otras de las ventajas que presentan estos reactores es que opera a altas
concentraciones de biomasa que aumenta el volumen y disminuye la produccion

de lodos, disminuyendo costos (Aileen, ef al.,2007).

Los sistemas de membrana son utilizados cada vez mas para el tratamiento de
aguas residuales porque la separacién de solidos implica una producciéon de un

efluente de alta calidad, capaz de manejar grandes fluctuaciones en la calidad del



efluente y asi como la remocidon de los coliformes fecales, indicadores
tradicionales de contaminacion microbiolégica, tienen un tamaro entre 0.7 y 1.5
pum (Chavez et al., 2002).

Sin embargo cabe mencionar que el colmatamiento de la membrana afecta las
condiciones de operacion incluyendo el tiempo de retencion hidraulica (THR), el
tiempo de residencia de solidos (TRS) y del flujo del permeado. Por lo que dicha
situacion ha sido estudiada buscando el método mas efectivo y econdmico, a
través de la modificacién del modulo de la membrana y del disefio del reactor, del
control del flujo de permeado y la adopcién de una succién intermitente para la
reduccion del concentrado en la superficie de la membrana (Marrot et al., 2004,
Hoon et al., 2007). Ademas las tecnologias de membrana ofrecen la posibilidad de
una clarificacién y desinfeccion simultdnea sin la necesidad de adicién de
productos quimicos, que pueden reaccionar con las impurezas del agua
generandose subproductos indeseables que lleguen a producir otros
contaminantes. De manera general las ventajas de integrar componentes de

membrana en el tratamiento biolégico de aguas residuales son:

e Mejora de la calidad de agua

e Reutilizacion de las aguas residuales
e Baja costos

e Pocos problemas operacionales

e Reduccion y/o eliminacion de patégenos

Por lo anterior, no es extrafio que técnicas de separacién por medio de
membranas, sea una de las soluciones mas prometedoras para el tratamiento
terciario de las aguas residuales debido a su capacidad de retencién de bacterias,
virus y especies macromoleculares. Es importante recalcar que existen una gran

variedad de procesos de separacioén por membranas y los cuales se clasifican en
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microfiltracion, ultrafiltraciéon, didlisis, nanofiltracion y osmosis inversa, cuyos

parametros de separacion se muestran en la tabla Il

La mayoria de estos procesos se diferencian en funcién de la fuerza impulsora
responsable y el tamario de las especies retenidas por el filtro (Vera et al.,2000).
Asi mismo los costos de dichas membranas varian de acuerdo a sus
caracteristicas, entre mayor sea la capacidad de retencion mas caro resultara el

costo de esta.

Tabla Il.- Clasificacién proceso de separacion de membranas

Proceso de separacidn Alimentacién Tamadio de Ias especies retenidas
Micrefiliracidn Liquida o gas 0,02-10 pm
Ultrafiltracién Liquida 100-1000 A

Dialisis Licuida =302 1
Nanofiltracién Liquida 10-100 A

Osmosis wversa Liquida 1-10 A
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lll. JUSTIFICACION

Actualmente no existen bio-reactores hibridos que integren tapetes microbianos

con sistemas acoplados de membrana.

Aunque los tapetes microbianos se han evaluado que funcionan a nivel de
tratamiento avanzado, no se ha evaluado su capacidad para remover patégenos ni
su funcionamiento con componentes acoplados de membranas. Entre los retos
que deberan atenderse sobresalen: la eficiencia de bio-remediaciéon de nutrientes

y patégenos (coliformes) en tiempos cortos de retencién hidraulica (TRH).

Este proceso de bajo costo energético, puede ser incorporado continuamente a la
biomasa, con la consecuente produccién y generacion de oxigeno. Este proceso
integral genera la remociéon de sales (amonio, nitritos, nitratos, ortofosfatos), el
aumento del pH de los efluentes (proceso fotosintético), lo cual favorece la
precipitacién de ortofosfatos, la disminuciéon de la demanda biolégica de oxigeno,
la oxigenacion del agua, favoreciendo la oxidacion continua de materia organica,
la accion bactericida reduce y elimina la sobrevivencia de organismos patdégenos

como las enterobacterias coliformes.

Estas bondades pueden lograrse mediante el desarrollo de un biorreactor
empacado con tapetes microbianos (TM) y una componente de membrana
polimérica (MBR) cuya integracion puede bio-remediar la carga de nutrientes,
pulimiento y eliminacion de agentes patégenos (coliformes) en tiempos cortos de
retencién hidraulica. Esta aplicacion permitira desarrollar una biotecnologia
ambientalmente compatible y de bajo costo buscando mejorar la calidad de los
efluentes de aguas residuales que descargan en ambientes estuarinos y marinos
sensitivos como costas, playas, bahias y al mismo tiempo tratar de conciliar la bio-

remediacion del efluente y evaluar su posible relso.
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IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un bio-reactor hibrido empacado con tapetes microbianos acoplado a
una membrana polimérica para la bio-remediacion y remocion de bacterias

patdbgenas de un efluente de aguas residuales municipales.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Caracterizar y construir tapetes microbianos con capacidad de remocién de

nutrientes de un efluente de aguas residuales municipales.

B. Seleccionar y evaluar una membrana polimérica de bajo costo para la
remocion de bacterias coliformes del efluente principal de aguas residuales
de Ensenada, B.C.

C. Disefiar y construir un Bio-reactor hibrido empacado con tapetes
microbianos acoplado a membranas para bio-remediar los niveles de

amonio, nitritos, nitratos, y coliformes.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo de microorganismos

Se realizaron tres muestreos para la colecta de comunidades polimicrobianas y/o
consorcios microbianos del sitio de descarga del efluente conjugado de las plantas
de tratamiento El Gallo y El Naranjo. Dichas muestras fueron almacenadas en
recipientes estériles, para ser trasladadas al laboratorio. Las muestras se
procesaron de acuerdo a Zamora-Castro et al. (2008) con el fin de caracterizar,
identificar y generar biomasa para la construccion ulterior de los tapetes

microbianos.

Una vez en el laboratorio las muestras se tamizaron en tamices de 70 y 40
respectivamente, posteriormente se lavaron las muestras de la siguiente manera,
el filtrado se centrifugo (Chermle Z360 K) a 12000 rpm, el sobrenadante fue
desechado y el pellet fue re-suspendido en agua del efluente estéril, dicho
procedimiento se realizo tres veces. Los filtrados obtenidos fueron inoculados en
matraces Erlenmeyer con medio de cultivo (agua del efluente estéril) para
conservar las mismas especies presentes en la muestra. Para el manejo de las

muestras estas se clasificaron en 4 tipos, M1, M2, M3 y M4.

2. Evaluacion de medios de cultivo

Para fomentar el crecimiento de cada uno de los grupos taxonémicos se utilizaron
4 medios de cultivo, previamente modificados: F/2 (Guillard & Ryther, 1962), el
cual fomenta el crecimiento de microalgas, medio para quimio-autotréficos que
denominamos “QA-N" (Abeliovich, 1987) el cual es empleado para estimular el
crecimiento de bacterias amonio y nitrito oxidantes principalmente y el propio
efluente el cual contendra los componentes que en los medios no se encuentran.

La composicion de los medios de cultivo se muestra en la tabla V.
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Tabla IV. Composiciéon de medios de cultivo usados en la evaluacion.

'Nutrientes | Medios de cultivo usados (g/L)

: ASN QA
Macronutrientes | lll | F2 TAP |FT NUEVO |NF2
NaNO3 0.75 0.075 0.075 0.75
NacCl 25 - - - -

Na2CO3 0.02 - - - -

NaHCO3 - - - - 0:6

NaSIO3 * 9H20 |- 0.03 |- 0.03 |- 0.03
KCI 0.5 - - - -

NaNH2PO4 - 0.005 |- 0.005 |- 0.005
K2HPO4 0.02 - 0.288 |0.288 |-

| MgCl 2 - . - -

MgS04 3.5 - 4 4 0.1

CacCl2 0.5 - 2 2 0.18
Na2HPO4 - - - - 13.5

NH4 6 NaNO2 - - - - 0.5

Acido Citrico 0.003 |- - - -

Citrato de

amonio 0.003 |- - - -

EDTA 0.0005 | - 0.2 0.2 -

NH4CI - - 15 15 - 5mg/l
KH2PO4 - - 144 |144 |-
Micronutrientes | : R B
CuS04 0.079 |0.1442|0.314 (0.314 |- 0.1442
ZnS04 0.222 [0.022 [0.22 0.22 - 0.022
CoClI2 0.39 0.01 0.032 [0.032 |- 0.01
MnCI2 1.81 0.18 ]0.1012/0.1012 |- 0.18
NaMo4 0.49 [1.1325 1.1325 | - 1.1325
(NH4)6MoO24 - - 0.011 |0.011 |- -
NaEDTA - 4.36 - 4.36 - 4.36
FeClI3 - 3.15 |- 3.15 |0.014 3.15
FeSO4 - - 0.0998|0.0998 | -

H3BO3 7 - 0.057 |0.057 |- 1

Estos medios se evaluaron en su capacidad para generar cultivos especificos que
fomenten diferenciacion a nivel de Taxén y/o el mejor crecimiento o que
combinaciones nos traen los mejores resultados, como el medio F2-N, ASN IIl y el

efluente estéril y sus respectivas concentraciones diferentes.
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3. Construccion del Tapete Microbiano

a) Microalgal-cianobacterial
Para la construccion de los tapetes microbianos, los microorganismos crecidos en
el efluente fueron concentrados por centrifugacion por 15 min a 20°C. El
sobrenadante se desechado y los concentrados celulares se re-suspendieron en
50 ml del efluente. Posteriormente se re-suspendieron e inocularon 2 ml en una
matriz de poliéster de baja densidad con el fin de inmovilizar las células. Los
soportes inoculados se mantuvieron en un fotoperiodo de 12 hrs luz y 12 de
obscuridad. Posteriormente el inoculo inicial fue adaptado a las condiciones de
cultivo dentro del invernadero, para lo cual fue necesario un soporte de poliéster

de 30 cm de diametro sobre el cual se coloco el inoculo inicial.

b) Nitrificantes
El cultivo y caracterizacion de bacterias nitrificantes se realizo de muestras de licor
de lodos activados colectados de la planta de tratamiento del Gallo y cultivadas
como se describe a continuacion. Las muestras se adaptaron primeramente con
efluente y mediante enriquecimientos con cloruro de amonio y nitrito de sodio
respectivamente. Los cultivos fueron también adicionados con oxigeno y
mantenidos en total obscuridad en un periodo superior a 2 semanas.
Posteriormente los restos de lodos fueron separados, se continto el programa de
enriquecimiento de amonio y nitrito cuyo nivel de consumo fue evaluado mediante
analisis de cromatografia iénica. Estos in6culos se transfirieron a unidades de
cultivo conteniendo poliéster de baja densidad como soporte de inmovilizacion los

cuales se mantuvieron como se describié anteriormente.

I Prueba de microorganismos nitrificantes

La presencia de microorganismos nitrito y amonio oxidantes de los soportes en los

reactores de cultivo se determino de submuestras escindidas del soporte
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colonizado de cada una de las poblaciones de nitrificantes. Las bacterias amonio-
oxidantes se mantuvieron con 5ml de efluente estéril y cloruro de amonio a una
concentracion de 50 ppm y las nitrito oxidantes con 20 ppm NaNO;, ambas se

mantuvieron en obscuridad.

La cinética de agotamiento de cada sustrato se evalué cada dos horas (mediante
un cromatografo idnico marca Methrom). A su vez se determino la disminucion y/o
consumo del amonio o nitrito respectivamente, lo cual corroboro la presencia de
bacterias oxidantes de amonio y nitrito respectivamente. Lo anterior se realizo por

triplicado.

fi. Establecimiento de bacterias oxidantes de amonio y nitrito

Se colecto una muestra de licor de lodos activados de la planta de tratamiento El
Gallo. La muestra se tamizo para disgregar y separar la maxima cantidad de
lodos, y favorecer la separacién de |las bacterias nitrificantes. La muestra se dividié
en partes iguales con el fin de proceder al enriquecimiento selectivo de bacterias
oxidantes de amonio mediante el enriqguecimiento con una concentracion de
cloruro de amonio (20 ppm) y nitrito de sodio (50 ppm) durante un periodo de dos
semanas. Las muestras se mantuvieron en obscuridad total y con un nivel de
oxigeno disuelto superior a 6 mg/l mediante la inyeccién de aire con un compresor.,
La progresion en las concentraciones en cada cultivo se determino mediante un
cromatégrafo iénico marca Methrom con el fin de determinar consumo y

nitrificacion.

Una vez corroborada la presencia de las bacterias oxidantes de amonio y de nitrito
respectivamente, estas se mantuvieron rutinariamente en las condiciones que
favorecieron su especificidad. Después de periodos de cultivo superiores a cuatro

semanas, cada grupo bacteria desarrollado se inoculo en soportes colocados ex —
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profeso, mismo que se destinaron para ser utilizados ulteriormente en Ila

construccion de tapetes microbianos en combinacion con la poblacion microalgal.
iii. Cinética de consumo de amonio y nitrito

Una vez estructuradas y caracterizadas las poblaciones en los tapetes
nitrificantes, se procedié a evaluar su capacidad de consumo de amonio y nitrito
mediante cinéticas cortas de nitrificacion. Se colectaron 5 L del efluente de aguas
residuales municipales (El Gallo, incluido El Naranjo). El agua se sometié a un
tamizado de 100 pm para eliminar solidos y se alimento en biorreactores

construido ex — profeso. El experimento no se adiciono con oxigeno.
c) Construccion de Tapetes microbianos y empacado de reactores

Una vez concluida la cinética de nitrificacion, los tapetes nitrificantes se inocularon
con muestras de tapetes microalgales previamente construidos para promover el
desarrollo y construccién del tapete microbiano con ambas poblaciones

(nitrificantes 4.5 x 10° y microalgales 3.46 x10°).

El tapete estructurado (nitrificantes y microalgas) se empaco en reactores de
plastico construidos con una capacidad nominal de 15 litros. Los reactores
conteniendo los tapetes microbianos se cargaron con 5 litros de efluente filtrado a
100 um, y se expuso al sol para su desarrollo. Transcurridas dos semanas se
evalué la cinética de nitrificacion, pH, oxigeno (2 veces por dia), coliformes totales,

Solidos totales y volatiles, aniones y cationes cada dos horas.
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4. Microscopia

A) Microscopio 6ptico

Se uso la técnica de montaje directo de cortes hechos en puntos representativos
de las muestras seleccionadas del tapete, realizando la separacion de los
componentes del tapete por accion mecanica por medio de un iman(en el
Apéndice observamos los cromatogramas de las curvas de calibracion usados
para el andlisis de concentraciones) durante 2 horas, posteriormente la muestra
obtenida fue montada en un portaobjetos y se observaron directamente en un
microscopio optico marca Olympus modelo B600 a diferentes aumentos utilizando

aceite de inmersion segun se indique, para su registro fotografico.

B) Microscopio Electronico de Barrido (SEM)

Se realizaron cortes de los tapetes para el montaje directo de los microorganismos
presentes. La fijacion de las muestras se realizé con formaldehido al 4% (3 horas),
posteriormente las muestras fueron sometidas a lavado con buffer PBS por un
periodo de 10 min. La deshidratacion de las muestras se realizo con etanol al 30,
40, 50, 70, 80, 90 y 100 % (v/v). Las muestras deshidratadas se mantuvieron en
un desecador con diedrita activada por un periodo de 12 horas; el metalizado de la
muestra se realizo recubriéndola con filamentos de oro (Sigma). El registro
micrografico se realizo en un microscopio electronico de barrido marca JEOL
modelo JSM5300.

5. UNIDAD EXPERIMENTAL
a) Concepto y Diseno del Bio-reactor Hibrido (TM- MBR)

El disefio del reactor; tapetes microbiano-membrana (TM-MBR) consto de dos

etapas, la primera, un bio-reactor para albergar tapetes microbianos (estabilizacion
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de nutrientes) y la segunda, una membrana para la eliminacién de bacterias
enteropatégenas como coliformes. Tres replicas por tratamiento se montaron para
fines estadisticos. Ademas, se construyeron bio-reactores control (3 replicas) con
la misma configuracion pero sin empacar con tapetes y/o membrana segun se

explicara.

ETAPA 1: Componente de tapetes microbianos

Esta componente se conceptualizo para permitir la remocion y estabilizacion de
nutrientes asi como la nitrificacion del agua residual mediante la biomasa
microbiana desarrollada en los tapetes empacados. La cubeta del bio-reactor fue
de plastico transparente buscando favorecer el paso de la luz requerida por los
organismos fototroficos. Los bio-reactores se construyeron para un volumen

funcional de agua a tratar de 5, 10 y 15 litros segln se indique.

ETAPA 2: Componente de membrana

La integracion de la componente de membrana fue concebida para la eliminacion
de agentes patdégenos que no fueron eliminados por la componente de tapetes

microbianos.

Se utilizo la membrana de microfiltracion debido a su baja energia, costo, y por su
capacidad de retencion y/o eliminacion de enteropatégenos como los coliformes.
Una membrana de este tipo, de 0.1 a 10 ym de poro es capaz de reducir
eficientemente los sélidos disueltos totales (TDS) y las bacterias patégenas. Estas
condiciones predispone el aporte de agua que en combinacién con los tapetes
microbianos puede potencialmente cumplir con los estandares y limites
permisibles para el vertimiento de aguas en bienes nacionales (NOM-001-Ecol-
1996) y asi evitar un impacto ambiental, simultaneamente al retiso indirecto del
agua residual tratada (NOM-003-Ecol-1997).
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b) Acoplamiento de componentes, el Bio-reactor Hibrido.

La componente de tapetes microbianos previamente construida se empaco el
biorreactor seleccionado ex — profeso buscando privilegiar la superficie de
contacto entre la componente de tapete microbiano y el agua por tratar. En esta
componente se considero el numero celular (cianobacterias, bacterias y
microalgas) determinado mediante conteos directos con la camara de Neubauer,
determinacion de densidad optica, y/o peso seco segun se indique. El biorreactor
se empaco con una superficie de tapetes el cual se determino de acuerdo al

tiempo de retencion hidraulica y a la cinética de retencion de nutrientes.

La componente de membrana considero la superficie y el tipo de membrana
(microfiltracién), filtros de remocién de solidos gruesos (>100 micras), componente
de compensacion, motobomba y reservorio de almacenamiento de agua

permeada.

El acoplamiento entre ambos componentes se realizo alimentando el bioreactor
con agua residual durante un determinado tiempo de retencion hidraulica que
permite la reduccion del amonio y la nitrificacion y pulimiento del agua residual.
Esta agua tratada se alimentd al recipiente de compensacion el cual a su vez se
conecta con el modulo de membrana mediante mangueras de % de pulgada,
donde realiza la mitigacion y/o eliminacion de enterobacterias tipo coliformes y
respectivo pulimiento complementario. El pasdé y cosecha del agua por la
membrana se realizo mediante una bomba de presion Aquatec %2 HP misma que

transfirio el agua tratada a nivel de microfiltracion al reservorio final de reserva.
6. MONITOREO DE BIO-REMEDIACION

El monitoreo de la bio-remediacion se llevara a cabo en tres etapas, la primera

sera la evaluacion de la parte biologica la cual esta conformada por los tapetes
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microbianos y donde se evaluaran la cantidad de nutrientes presentes, coliformes
y los tiempos de retencion hidraulica con mejor eficiencia de bioremediacion. En la
segunda etapa se evaluara la membrana de microfiltracién en relacién con el
modulo de tapetes microbianos a un determinado tiempo de retencién hidraulica

del proceso y la cantidad de coliformes.
a) Analisis de Parametros de Calidad de agua.

La composicion ionica del agua residual colectada para los ensayos se analizo
mediante cromatografia i6nica en un cromatoégrafo de lones Marca Methrom,
modelo 882 Plus equipado con columnas de separacion de aniones y cationes e

interruptor de interferencias a un nivel de precision de partes por millén.

Cada reactor (3 experimentales y 3 controles) con tapetes microbianos se
muestreo cada dos horas, al menos que se indique de otra manera, y previo a su
analisis por cromatografia, el agua tratada se filtro a través de filtros de membrana
Whatman tipo jeringa de 0.45 micras de poro. Las muestras de agua también
estuvieron sujetas a analisis de pH, oxigeno disuelto (dos veces al dia), coliformes
(al principio y final del experimento), ST, SSV. La determinacion y cuantificacion
de aniones y cationes se realizo utilizando estandares analiticos marca Sigma. El
oxigeno disuelto se evalu6 mediante un potencidémetro, pH mediante electrodo
Hanna de acuerdo a los métodos descritos en APHA (2001). Asimismo, se
realizaran cinéticas largas (semanas/mes) para demostrar la eficiencia del

biorreactor en el pulimiento del agua residual.

b) Tiempo de retencion hidraulica
Es el tiempo que demorara los constituyentes del agua en recorrer la longitud del

proceso desde el momento a la entrada al sistema y la cual se calcula de la

siguiente manera en los biorreactores:
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TRH =V/Q

Donde:
TRH.- Tiempo de retencién hidraulica
V.- Volumen total del biorreactor

Q.- Flujo de trabajo de cada biorreactor
c) Monitoreo de bacterias patégenas y coliformes

La evaluacién de indicadores patégenos se realizo mediante conteo de coliformes
fecales en agua, con el uso de placas 3M Petrifiim, que constan de nutrientes de
bilis rojo violeta (VRB), un agente gelificante en agua fria y un indicador (TTC = tri-
fenilo de tetrazolio) que facilita la enumeracién de las colonias. La lamina superior
atrapa el gas producido por la fermentacion de la lactosa de los coliformes. En
dichas placas se agrego 1 mL de muestra que se incuba a una temperatura 35°C y
posteriormente se realizara conteo, para E. coli en placas de 24 a 48 horas y para
coliformes en 24 horas. El tinte rojo provee un contraste para el conteo de
colonias, y la lamina superior atrapa el gas producido por los coliformes en forma
de burbujas, ademas de un indicador de glucoronidasa que forma un precipitado
azul alrededor de todas las colonias de E. coli. Las colonias de coliformes
presentes se identifican de color rojo y se encuentran asociadas a burbujas de
gas. La AOAC internacional y el Manual de Bacteriologia analitica (BAM) de la US
FDA definen coliformes como bacilos Gram negativos que producen acido y gas
de la fermentacion metabdlica de la lactosa. Las colonias de Coliformes en las
Placas Petrifim™® CC durante su crecimiento van generando &cido, por lo que el
indicador de pH va oscureciendo el color del gel. El gas queda atrapado alrededor

de la colonia confirmando la presencia de coliformes.
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Dichas evaluaciones se hicieron antes de que las muestras de agua del efluente
sean incorporadas al bio-reactor, al final de la etapa de tapetes microbianos (TM) y
después del paso de la muestra por el bio-reactor de membrana (MBR), etapa

avanzada de aguas residuales.

Este procedimiento se encuentra dentro de los métodos oficiales de analisis

publicados por la AOAC, de los organismos internacionales.

c) Eficiencia de remocién
Se evaluara la capacidad de remocion de los bio-reactores en funciéon del volumen
de area del tapete en contacto con el agua residual. Para lo cual los reactores
seran operados variando los tiempos de retencion hidraulica, de acuerdo a la
superficie de contacto. Con los valores obtenidos de cada uno de los nutrientes se
calcularan las ppm removidas y el porcentaje de remocion.

Remocién mg/l = control — tratamiento

% Remocion = control — tratamiento x 100

Control

Los resultados seran usados para considerar los tiempos de tratamiento con el fin
de optimizar el proceso de biorremediacién en las diferentes componentes del

biorreactor.
d) Analisis estadistico

Se evaluaron los biorreactores con y sin el tapete microbiano y con o sin la

membrana con ANOVA de una via para evaluar la respuesta de los factores
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(tapetes microbianos y membranas) y lo cual nos marcara la diferencia entre las

causas de variacion.

A continuacion se presentan las formas de como se llevara a cabo el tratamiento

para su evaluacion (tabla III).

Tabla lll. Método de evaluacion estadistico

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Con Tapete Sin Tapete microbiano
microbiano
TRH: 1,2, 3 TRH: 1,2, 3
Coliformes | Nutrientes Coliformes | Nutrientes|
Tratamiento 1 Tratamiento 2
Membrana Tapete
microfiltracion microbiano
Coliformes | Nutrientes Coliformes | Nutrientes
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VI. RESULTADOS

1. Muestreo de microorganismos

Se realizaron muestreos de microorganismos del efluente y sedimento (Figura 1)
de los cuales se obtuvieron especies de microalgas y cianobacterias que se
fueron aislados por el tipo de medio de cultivo obteniendo los mejores resultados

de crecimiento en el medio F2-N y en el efluente.

Asimismo se recolectaron lodos activados en los cuales se encuentran presentes
las bacterias nitrificantes amonio oxidante y nitrito oxidante las cuales fueron

requeridas para la reduccién de componentes organicos presentes.

2. Colecta y aclimatacién de microorganismos

Se colecto y aclimatizo a los microorganismos del grupo de las Eubacterias
(cianobacterias y bacterias) y Eucarya (microalgas) que estan a la salida del
tratamiento secundario del efluente de las plantas de tratamientos (El Gallo y El

Naranjo).

s

- L\m%’"‘“ “ ..V-;:'; .‘.- 1-1.',&‘&%4'&.&&1&.) 1' R b
Figura 1. Muestreo en la descarga de las plantas de tratamiento el Gallo y el

Naranjo
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- Evaluacién de medios de cultivo

Cada uno de los medios antes mencionados, fueron probados para el desarrollo
de microorganismos dando como mejor crecimiento el medio F2-N y el efluente
estéril con pH de 7, en ambos medios se generaron diversas especies 0
consorcios de microorganismos 7. Lo anterior lo podemos observar en la figura 2 y

3 de este trabajo.

Figura 2. Imagen del crecimiento de microalgas en medidwi-:zi-rli\IVEﬂuente de la
muestra M1.

Sin embargo cabe sefialar que en donde hubo un crecimiento significativo fue en
el efluente sin esterilizar y los resultados se pudieron observar tanto en medios

liquidos como en placas.

Figura 3. Placas con efluente como medio para la conservacion de las especies
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Tabla V.- Tabla de proporciones para le evaluacion de los medios

Medios

Muestra | F2-N | ASNIIl | Efluente
M1 |100% |100% |100%
M2 100% |100% 100%
M3 100% | 100% 100%
M4 100% | 100% 100%

Combinacién 1
M1 50% 25% 25%
M2 50% 25% 25%
M3 50% |25% 25%
M4 50% |25% 25%

Combinacién 2
M1 25% 50% 25%
M2 25% |50% 25%
M3 25%  |50% 25%
M4 25% 50% 25%

Combinacién 3
M1 25% 25% 50%
M2 25% 25% 50%
M3 25% 25% 50%
M4 25% 25% 50%

Asi mismo se han observado al microscopio Optico las diferentes muestras
recolectadas y en las cuales han sido observados consorcios microbianos que se

muestran en la figura 4.
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F'i>gura 4. Epecies crecidas en efluente antes de la creacion de los tapetes
microbianos y observadas a 40-100x.

3. Microorganismos presentes en tapete microbiano

El tapete se construyo con inoculos de mejor adaptacion, asi como bacterias nitrito
oxidante y amonio oxidante. Las microalgas fueron observadas con microscopio
optico, con los objetivos de 40x y 100x (figura 5), asi mismo las bacterias y
microalgas presentes en los tapetes microbianos fueron observados en el

microscopio electronico de barrido (figura 6).
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Figura 5. Especies encontradas dentro del tapete microbiano observadas al
microscopio optico (40 — 100 x).

MITRIFICANTES

. MisRoALGA

Figura 6. Micrografias (MEB) de las especies encontradas dentro del tapete
microbiano conformado por microalgas y bacterias nitrificantes.



30

4. Diseiio y componentes de un reactor hibrido (TM- MBR)

ETAPA 1: Componente de tapetes microbianos

El bio-reactor (Fig. 7) se concibié con las siguientes caracteristicas:

-Material: Plastico transparente

-Volumen funcional: 20 litros

-Volumen de trabajo: 5-10 litros

-Tiempos de retencién hidraulica: determinado por la concentracién estimada a
remover por el tapete microbiano

-Superficie de empaque: poliéster de baja densidad. El bio-reactor se empaco con
una superficie de tapetes de 30 cm de diametro lo cual cubre la parte interna del

reactor para la remocién de nutrientes.

Figura 7.- Primera etapa del biorreactor empacado con tapetes microbianos (TM).
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ETAPA 2: Componente de membrana

En esta etapa se evalud la funcionalidad de membranas de microfiltracion que se
colocaran en un modulo independiente al de tapetes microbianos como se

muestra en la Figura 8.

Tipo de Membranas: Micro filtracién (0.1 a 10um)
Disposicion: Externa

Volumen de trabajo: 5y 10 litros

Capacidad de la bomba: 1/4 de caballo

F}Bomba
—
I g ;
D: G} Permaadg
———)

Tarue ds aimacenamienin

E} Modulo de Membrana
MBR}

Figura 8. Segunda etapa modulo de membrana (MBR).

A) Integracion de componentes: Bio-reactor Hibrido

Las consideraciones de trabajo del bio-reactor hibrido (TM-MBR) son las

siguientes:

-Flujo
-Tiempo de retencion Hidraulica
-Densidad de siembra

-Capacidad de trabajo del tapete microbiano
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FyBomba

D} Vakvula de contral d=
23 Biorrezctor (MM} fijo 2

Gy Permesda

s,
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it

E} lodido de Membrana
C} Tanqueds {MBER)
almzeanzmiznto

B) Vilvuls decontrel de

flujo 1
Figura 9. Bio-reactor hibrido (TM-MBR), cuyos componentes son los siguientes A)
Bio-reactor empaquetado con tapetes microbianos, B) Valvula de control para el
flujo de tratamiento, C)Tanque de compensacion de agua tratada, D) Valvula de

control de paso de agua, E)Reactor de membrana, F)Bomba y G)Permeado.
5. PRUEBAS DE BIORREMEDACION

A) Efecto de la Componente microalgal en la cinética de remocién y

nitrificacion en funcion del volumen.

Las concentraciones iniciales del efluente con el cual se trabajo son presentadas
en la tabla VI, asi mismo se presentan algunos de los cromatégramas obtenidos
durante la experimentacién asi como los valores y tiempos de cada una de las
columnas para la determinacién cualitativa y cuantitativa de los principales
constituyentes idnicos, cationes y aniones en base a el método de cromatografia
ibnica, el cual se utilizo para la obtencibn de todas las concentraciones

presentadas en esta investigacion.



Tabla VI. Concentraciones obtenidas para efluente usado durante Ila
experimentacion (9/julio/2009).

CATIONES  Na(PPM) NH4(PPM) | K(PPM) Ca(PPM) Mg(PPM)
TO 425.20 8.03 17.84 109.43 170.45
ANIONES  CI(PPM) NO2(PPM) | NO3(PPM) PO4(PPM)  SO4(PPM)
TO 903.54 7.08 11.89 N/P 267.31

La evaluacion del efecto de la componente microalgal en la cinética de remocion
de amonio y nitrificacion del agua residual asi como para su correlaciéon con la
remocién de coliformes del efluente se realizo a dos volimenes de agua residual,
5y 10L.

Figura 10. Fotografia de los reactores con tapetes microalgales construidos
(izquierda) y sus respectivos controles (derecha). Las concentraciones iniciales del
efluente con el cual se trabajo son presentadas en la tabla VI, la concentracién de
los aniones y cationes presentes en las muestras fue realizada en base al método
de cromatografia ionica.
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Figura 11. Cromatografia idnica aplicada a las muestras analizadas
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Los resultados de los reactores con tapete microalgal (superficie del soporte de 30
cm de diametro) inoculado a una densidad inicial de 3.46 x 10° células/ml por cada
cm?® se observan en la Figura 10. Un aumento significativo en la concentracién de
oxigeno en los reactores con tapete microalgal se observo en comparacién a los
reactores controles. La temperatura registrada durante la experimentacion fue de
22.6°C.

La concentraciéon de NH4 en los reactores con tapetes microalgales exhiben una
reduccion progresiva a diferencia de los valores observados en los reactores
controles. Se puede observar un incremento en comparacion del control sin
embargo para el Gltimo tiempo se tiene una reduccién del 37.67 ppm de este
elemento en los reactores experimentales y para el caso contrario de los controles
podemos observar que la concentracion de NHs.disminuyo a 93.20 ppm, estos

resultados pueden ser observados en la figura 12.
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Figura 12. Concentraciones obtenidas para el Reactor experimental TM de
degradacion de NH4, con tapete microalgal en un volumen de 5L y el control.
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Figura 13. Concentraciones obtenidas para A) el Reactor TM experimental de NO,
y NO3, con tapete microalgal en un volumen de 5L y B) el biorreactor TM control.

Por parte del NO, podemos observar

que en el reactor TM experimental

disminuye sucesivamente hasta agotar el 100% de la concentracién inicial (7.08

ppm), en el caso contrario el biorreactor TM control presenta un aumento desde el

inicio y a las 32 horas disminuye al 100%.

En el caso del NO; se observa un

incremento correspondiente al nitrito consumido en concentraciones superiores en

los biorreactores con tapete microalgal en comparacion con los controles (Figura

13).
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Figura 14. Porcentajes de remocion del biorreactor TM para A)NH4 y B) NO»,
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La reduccion de NH4 del agua residual tratada (figura 14-A) fue del 100%, la
adicion de amonio representada en el tiempo 2 corrobora que el porcentaje de
remocién asi como la remocion se incrementan conforme transcurre los tiempos

de retencién hidraulica (Figura 14-B).

En el caso de los coliformes (figura 15-A) se observd una disminucion significativa
ya que al inicio el agua residual contuvo una concentracion de 4800 NMP/100 mL
mientras que los reactores experimentales terminaron con una concentracion de
2400 NMP/100 mL y en los reactores TM control 3440 NMP/100 mL. Se puede
decir que se elimino un 50% de los coliformes iniciales. En el caso de la eficiencia
de remacion (figura 15-B) el porcentaje de remocion obtenido para los reactores
TM experimentales fueron del 50% y para el caso de los reactores TM controles se

tiene que fue 28.22%.

: B)
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i £
Sl z |
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w
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g
INICIO EXPERIMENTAL CONTROL %Remocién

Figura 15. A) Coliformes presentes antes y al final de la experimentacion, con el
tapete microalgal y un volumen de 5L ademas del B) porcentaje de remocion.

a) Experimento con tapetes poblados de microalgas y un volumen de
trabajo de 10L

En la tabla VIl se muestran los aniones y cationes para el agua residual

muestreada para la experimentacion. Se obtuvo una reduccion significativa (100%)



en los reactores TM experimentales a diferencia de lo registrado en los reactores
TM control, no existid una disminucién importante (fig 15-B) de la concentracion
inicial (Figura 15-A).

Tabla VIl. Concentraciones obtenidas para efluente usado durante Ia
experimentacion (17/ agosto/ 2009).

CATIONES Na(PPM) NH4(PPM) | K(PPM) Ca(PPM) Mg(PPM)
TO 1405.3 121.582 536.43 0 0
ANIONES CI(PPM) NO2(PPM) | NO3(PPM) PO4(PPM) SO4(PPM)
TO 114.19 1.13 0.73 23.28 0
A) B)
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Figura 16. A) Concentraciones obtenidas para el Reactor TM de reduccién de NHy4
con tapete microalgal en un volumen de 10L y B) Porcentajes de remocion de
NHs.

Para el caso de el NO; y el NO3 , los reactores mostraron que conforme el nitrito

reduce su concentracion a niveles superiores al 50%, mantiene valores constantes
de 5 mg/l durante 20 horas, reflejando consumo inconcluso por la comunidad
microalgal lo cual inhibio la formacion de nitrato; en los controles no se genero

nitrito ni nitrato (Figura 17).
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Figura 17. Concentraciones de NO, y NO; obtenidas para el Reactor TM de con
tapete microalgal en un volumen de 10L.
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Figura 18. Eficiencia de remocion del reactor TM en la reduccion de NO; con un
volumen de trabajo de 10L.

Para el caso de los coliformes (figura 19-A) se obtuvo un conteo de 1630 NMP/100
mL al inicio del experimento, al final se pudo observar una reduccién altamente
eficiente por parte de los reactores experimentales ya que se removié tres cuartas
partes de los coliformes iniciales quedando 440 NMP/100 mL , los controles
removieron la mitad del valor inicial. En la figura 19-B se observa el porcentaje de
remocion de los reactores TM experimentales fue de 73% en comparacion de

45% por parte de los reactores TM control. En cuestion de sélidos (figura 20-A y B)
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se observo un aumento en los soélidos volatiles totales en el reactor TM control en
contraparte con los experimentales. Los soélidos volatiles aumentaron en los

reactores TM experimentales y es menor en los reactores TM controles.
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Figura 19. A) Coliformes presentes al inicio y al final de la experimentacién, con el
tapete microalgal y un volumen de 10L; B) porcentaje de remocion.

A)
- SO0 A
@ 2000 2 :
g o 2000 fome—
1500 = :
1500 e £
1000 -
500 - EQO Ao
0 ; ! 0 - :
"EXPERIMENTAL" "CONTROL" ! YEXPERIMENTAL® "CONTROL"

Figura 20. Grafica de la concentracion de A) los solidos volatiles y B) los sélidos
totales determinados para la experimentacion con reactores TM experimental y
reactores TM control con una capacidad de trabajo de 10L.
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B) Caracterizacion de bacterias nitrificantes aerobias. Pruebas de

utilizacion de sustrato

La evaluacién de la cinética de remocion de amonio asi como la respectiva
formacién y remocion de nitrato se utilizo para evaluar la presencia de nitrificantes
bacterianos y para fines de construccién de tapetes microbianos. Esta prueba de
utilizacion de sustrato también sirve para corroborar la presencia de bacterias
nitrificantes aisladas originalmente del licor de lodos activados de la planta de
tratamiento de aguas residuales municipales de Ensenada BC (El Gallo). Esta

prueba fue complementada mediante microscopia electronica de barrido de los

cultivos bacterianos en cada uno de los sustratos, amonio y nitrito (Figura 21).

T

Figura 21. Imagenes mediante microscopia electrénica de barrido de bacterias
oxidantes de amonio (A) y de nitrito respectivamente (B).

Las micrografias realizadas de cultivos realizados de licor de lodos activados
muestran las formas tipicas de las bacterias nitrificantes, oxidantes de amonio y
oxidantes de nitrito respectivamente, predominando la formas cocoides > de 1

micra embebidas por formaciones de exo- polisacaridos.

Los resultados de las pruebas de utilizacion de sustrato realizadas de los tapetes

de bacterias nitrificantes asi como pruebas de formacién y consumo respectivo de
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NH4, NO, y de NOj realizadas en agua residual del efluente municipal se observa

en la Figura 22,

CONCENTRACION {ppm)
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Figura 22. A) Concentraciones obtenidas para el Reactor TM de consumo de NH4
en tapete de bacterias oxidantes de amonio en un volumen de 5L de agua

residual, y posteriormente a la adicién del sustrato amonio.

La Figura 23 muestra la cinética de utilizacion de nitrito en el agua residual que
registro una disminucion hasta 3.07 ppm, evidencia de la presencia de bacterias
oxidantes del NO,, lo cual se corroboro tanto del consumo de nitrito asi como de la
subsecuente formaciéon de nitrato como se observa de la figura 23-A y B. El
enriquecimiento del medio mediante la adicion de nitrito (flecha), exhibe un
incremento hasta una concentracion 19.54 ppm esta concentracion vuelve a
disminuir a Oppm. Para el caso de nitrato se mantiene en aumento constante hasta

presentar un incremento considerable al final de la experimentacion.
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Figura 23. Comportamiento del A) NO, y B) NOs en los tapetes nitrificantes
construidos con bacterias oxidantes de nitrito e y enriquecidos con NaNO;
después de su agotamiento en el efluente original, volumen de trabajo 5 L.

C) Pruebas de bioremediaciéon con tapetes microbianos construidos con

microalgas y bacterias nitrificantes.

La evaluacion del efecto de la combinacion de la componente microalgal con la de
bacterias nitrificantes se realizo en tapetes microbianos construidos ex — profeso
asi como su capacidad para bio-remediar los compuestos nitrogenados

provenientes del efluente de aguas residuales municipales.

Debido a la variabilidad existente en la composicién del agua residual, se procedié
a realizar varios ensayos previos, lo cual permitié determinar tres intervalos de
concentracion de amonio en el agua residual, lo cual se utilizo para definirlos como

agua residual con las siguientes concentraciones

a) baja (10.45 ppm)
b) intermedia (48.44 ppm)
c) alta (155.22 ppm)

El muestreo para estos fines registro un valor representativo del intervalo elevado

por lo que se procedio a utilizar el agua de este efluente cuya concentracién fue de
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155.22 ppm (tabla VIII). La figura 24 muestra una disminucién importante de
amonio a las 20 horas de reaccion con el tapete microbiano construido; el
agotamiento completo de la concentracion de amonio se registré después de 48 hr
de estadia del agua dentro del reactor, esta remocion es sensiblemente superior a

la observada en los reactores control.

Tabla VIII. Concentraciones obtenidas para el efluente de trabajo (21/10/09).

Mg(PPM)

Ca(PPM)

| K(PPM)

CATIONES NH4(PPM)

Na(PPM)

TO - 155.22 - - -

PO4(PPM)  SO4(PPM)

NO2(PPM) | NO3(PPM)

ANIONES

CI(PPM)

T0 2978.14 25.22 104.78 10.616 662.26

Por parte del nitrito (Fig. 25-A) en los reactores TM experimentales, este empieza
con una concentracion de 25.22 ppm y disminuye constantemente hasta 17.008
ppm. En los controles, este compuesto registro inhibicion y disminuye a 3.2 ppm.
El nitrato no presenta concentracion alguna en los reactores TM control, en caso
contrario con los reactores TM experimental que solo lo detectan en el tiempo cero

y en los tiempos siguientes ya no es detectado lo anterior lo podemos observar en

la figura 25-B.
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Figura 24. A) Concentraciones obtenidas para el Reactor TM de degradacién de
NH; con tapete microbiano en concentracién alta de NH; (155 ppm) y su
porcentaje de remocion (B).
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Figura 25. Concentraciones de NO; y NO3 obtenidas para el Reactor TM A)
experimental y B) control expuesto a concentracion alta de NH4 (155 ppm).

Para el caso del pH este va en declive de 8 a 6 en los reactores TM
experimentales, en el caso de los reactores TM controles este va decayendo pero
no tan radical como los reactores TM experimentales. Los coliformes totales
(Figura 26-A) inician con 2210 NMP/100 mL, al final de la experimentacion se
determino un valor de 260 NMP/100 mL en los reactores TM experimentales y 500
NMP/100 mL en los reactores TM controles. Los coliformes disminuyen en
88.23% para el caso de los reactores TM experimentales y el 77.37% por los

reactores TM controles, evidenciando la capacidad del tapete de reducir los
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coliformes (Figura 26-B). Asi mismo los sdlidos volatiles presentan una
disminucion del 34.84% en los reactores TM experimentales y de 35.17% por

parte de los reactores TM controles, mientras que los solidos totales registran
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Figura 26. A) Coliformes totales presentes y removidos determinados con el tapete
microbiano, en concentracion alta de NH,4 (155 ppm) ademas de los porcentajes
de remocién (B).
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Figura 27. Grafica de A) sélidos volatiles y B) sélidos totales en los reactores con
tapete microbiano y control a concentracion alta de NH4 (155 ppm).
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8.41% de parte de los experimentales y 7.07% en los controles, no se observd

una disminucién significativa, lo anterior se representa en la figura 27-A y B.

Posteriormente se realizo la evaluacién del tapete microbiano en una cinética
mediana, el efluente usado para esta parte de la experimentacion contuvo 48.44
ppm (Tabla IX) de NH,; antes de comenzar la experimentacion. Una vez colocado
el efluente en los reactores, la remociéon de amonio presento una gran variacion
(fig. 28-A). En las primeras 10 horas este aumenta a 366 ppm posterior, a las 19
horas este disminuye a 204 ppm y se registra el mayor cambio a las 25 horas (101
ppm). La reduccién completa del amonio se determino a 48 horas (100%, (figura
28-B). En el caso del NO; (fig. 29-A) se obtuvo un leve incremento (3.5 ppm
experimental y 3.1 ppm control) a las 5 horas, posteriormente este disminuye a 0
ppm, y despues de 48 horas vuelve a incrementar a 5.76 ppm en el tapete
experimental y por parte del control, 0.021 ppm. En el caso del nitrato este no
presenta concentracion alguna al inicio del experimento, sin embargo después de
5 horas empieza haber presencia de este elemento y va en aumento hasta las 48
horas, por parte de los controles hay presencia del NO3; desde el inicio pero este

se inhibe a 0 ppm, (fig. 29-B) en los reactores TM experimental y control.

Tabla IX. Concentraciones obtenidas por el cromatégrafo de intercambio iénico
para el efluente de trabajo (29/10/09).

CATIONES  Na(PPM) NH4(PPM) | K(PPM) Ca(PPM) Mg(PPM)
TO ’ 48.44 - i} _
ANIONES  CI(PPM) NO2(PPM) | NO3(PPM) PO4(PPM) SO4(PPM)

T0 5705.61 3.56 26.77 13,193 840.075
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Figura 28. A) Concentraciones obtenidas de NH; en los biorreactores TM
experimental y control, con tapete microbiano completamente estructurado en
concentracion media de NH,4 (48.44 ppm). B) porcentajes de remocion (B).

En el caso del pH no se observa variacion tanto en los reactores TM
experimentales ni en los los controles, se mantiene entre 7.15 y 8.47 durante toda
la experimentacién. En el caso del oxigeno disuelto (O.D.) se observé una gran
variacion entre los reactores experimentales y controles. Los tapetes microbianos
emitieron una gran concentracion de oxigeno disuelto, al inicio del experimento

fue de 6.05 mg/l y al concluir fue 12.89 mg/l. En los reactores
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Figura 29. Concentraciones obtenidas para A) el Reactor TM experimental y B)
control de NO, y NO3; con tapete microbiano estructurado y una concentracion
media de NH4 (48.44 ppm),
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TM controles a la baja hasta 5.83 mg/l. Los coliformes totales (Fig. 30-A)
determinados en el efluente con concentracion media de amonio registraron en
los reactores experimentales (3680 NMP/100 mL) presentando una reduccién del
51.35% y por parte de los reactores controles 39.67% (Fig. 30-B) por lo que se
muestra que por parte de los tapetes microbianos esta habiendo una mayor

reduccion de estos.

En la parte de sélidos volatiles se observé un aumento moderado del 3% de estos
en los reactores con tapete microbiano y los controles a comparaciéon del agua de
inicio. Los solidos totales no muestran gran cambio de estos entre el agua inicial
y experimental, lo cual no sucede con los controles y eso lo podemos observar en

la grafica 31.

En la dltima parte experimental que se realizo es conveniente hacer las siguientes
observaciones, se observo una diferencia de concentracion de ceélulas en los
tapetes que contenian los reactores experimentales, inferida de la turbidez del

agua debido al desprendimiento de células (M3COM21M1).
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Figura 30. A) Coliformes presentes antes y al final de la experimentacion, con el
tapete microbiano totalmente estructurado y una concentracién media de NH4
(48.44 ppm). B), porcentajes de remocion.
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Figura 31. A) sdlidos volatiles y B) los sélidos totales determinados en los tapetes
construidos a una concentracién intermedia de amonio..

Una optimizacién de los resultados obtenidos en esta parte se determino como
producto de la elevada activacion del tapete microbiano, cuya exposicién previa a
los sustratos del agua residual genero la disminucion del 100 % (Fig. 32-B) del
amonio en tan solo 5 horas (concentracion inicial de 65.79 ppm) y lo cual podemos
observar en la figura 32-A. El nitrito formado fue de 29.59 ppm en los reactores TM
experimentales, el cual disminuye a 2.3 ppm y finalmente este vuelve a aumentar,
evidenciando la accién de la nitrificaciéon, en comparacién con el control que
disminuye de 26.28 ppm a 2.6 ppm. En el caso del nitrato este se acumula a
concentracion alta y disminuye lentamente en la parte experimental y de forma

radical en el control todo esto se puede observar en la figura 33.

Tabla X. Concentraciones obtenidas por el cromatégrafo de intercambio i6nico
para el efluente original de trabajo (18/11/09).

CATIONES Na(PPM) NH4(PPM) | K(PPM) Ca(PPM) Mg(PPM)
TO - 65.79 - - -
ANIONES CI(PPM) NO2(PPM) | NO3(PPM) PO4(PPM) SO4(PPM)

T0 4307.43 29.593 253.36 11.08 1779.18
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El ensayo a concentracion baja de amonio se realizo mediante la adicién de 10.45
ppm de cloruro de amonio en los reactores con tapete microbiano que agotaron
previamente su concentracion de este elemento. El control mantuvo la cantidad de
amonio del agua residual, 68.27 ppm. El muestreo a las 2 horas registro una
disminucion del 100 % (Fig. 34-B), el control solo disminuyo 4 ppm (Fig. 34-A). El
nitrito presento una concentracion oscilante y disminuyo repentinamente reflejando
nitrificacion y consumo microbiano (Fig. 35-A). El nitrato formado en este lapso

disminuyo a 21.27 ppm de manera similar a lo determinado en los reactores

control.
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Figura 32. A) Concentraciones obtenidas para el Reactor TM de NH4 con tapete
microbiano totalmente estructurado con concentracion de NH, de 65.79 ppm y B)
Eficiencias de remocion de NHa.
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Figura 33. Concentraciones obtenidas para A) el Reactor TM experimental y B)

control de NO, y NO3 con tapete microbiano estructurado y una concentracion de

65.79 ppm.
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Figura 34. A) Concentraciones y remocion de NH4 obtenidas para el Reactor TM
con tapete microbiano totalmente estructurado con concentraciéon de NH; de 10.45

ppm y porcentaje de remocion (B).
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Figura 35. Concentraciones obtenidas para el Reactor TM de NO; y NO; con
tapete microbiano estructurado y una concentracion de enriquecimiento NH4 de
10.45 ppm. A), reactor con tapete microbiano; (B) control.

El pH permanecid constante en 7.87 durante el tiempo de experimentacion, el
O.D. nuevamente aumenta en los reactores con tapete microbiano (21.75 mg/l) en
un orden de magnitud superior a 13 mg/l al compararse con los controles como
resultado de la liberacion de oxigeno de la actividad fotosintética de las
microalgas. El nimero elevado de coliformes no permitié su enumeracion (MNPC)

ya que los valores estimados estaban por arriba de 10°.

Por parte de los sélidos volatiles observamos que no hay gran variacion, ya que de

la concentracion inicial aumentaron en un 25.65% en los tapetes microbianos y

11.52% en los controles (figura 35).
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Figura 36. Sdlidos volatiles presentes durante el experimento con una
concentracion de NH4 de 10.45 ppm.

En general el proceso de remocion y nitrificacién obedece al tiempo de activacién
de la comunidad microbiana como resultado de la superficie de contacto del
sustrato con el tapete microbiano. El resultado de este periodo se manifiesta en el
incremento en las razones de remocion vy transformacion de los nutrientes. Este
tipo de reactor una vez conciliado aspectos de capacidad de carga amoniacal con
tiempos de retencion hidraulica puede ser escalado considerando la disponibilidad
de una comunidad de microorganismos seleccionados y activados, su estructura y

soporte, asi como el inoculo y el volumen que estos pueden trabajar.

D) Tiempos de retencion hidraulica

En cuanto al tiempo de retencién hidraulica es necesario mencionar que esta varia
conforme el tapete microbiano va tomando actividad de degradacion por parte de
los microorganismos presentes y por lo cual la remocion en un inicio se llevo a
cabo en 168 y 48 horas posteriormente a estos tiempos los tapetes microbianos ya
activados realizaban la remocién de NH4 (65.79 ppm) en 5 horas, lo anterior lo
podemos corroborar en la tabla XI. Para el caso de los coliformes se tiene que el
volumen de trabajo no importo sino la actividad de trabajo que tenia el tapete

microbiano lo cual se observa en la figura 37, con lo cual observamos que a 5
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horas se tuvo una remocion de coliformes tan eficiente como a 48 horas esto

debido al periodo de trabajo en el cual se encontraba el tapete microbiano.

Xl. Tabla representativa de los tiempos de retencién hidraulica (TRH) en la

remocion de NH4.

Concentracién
media-baja de NH4

(ppm)
Horas Experimental | Control
0 65.79| 66.15
2 478| 73.58
5 0.33| 68.28
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Figura 37. Tiempo de retencion hidraulica (TRH) para el porcentaje de remocién

obtenido para los coliformes.

E) Coliformes

i. Acoplamiento del Biorreactor Tapetes Microbianos: Membrana.

Una vez caracterizada la cinética de nitrificacion y la bio-remediacién de los

componentes nitrogenados del agua residual, asi como su nivel respectivo de
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coliformes en los biorreactores empacados con tapetes microbianos, se procedié a

acoplar la componente de membrana de microfiltracion (Figura 38).

Los resultados de remocién de bacterias coliformes al acoplarse la membrana, se
muestran en la tabla Xll. La caracterizacién del agua residual se realizo
considerando las diferentes condiciones que puede presentar el efluente. Asi se
preparo un agua tipo mezclando en partes iguales (v/v) el agua residual sin clorar
con el agua clorada. El analisis registro valores que diferencian el efecto del tapete
microbiano y la membrana. Después de 5 horas (tiempo registrado para la
remocién de nutrientes), se obtuvieron valores de remocion de coliformes
alrededor del 80 % en los reactores con tapete microbiano, mientras que una
remocion del 100% se registro al acoplarse la membrana (Tabla XIl). El reactor
TM-MBR puede recomendarse para el rehtso del agua residual, y/o la descarga

en bienes nacionales sin riesgo ambiental y mitigando el impacto en la salud

humana. Los niveles obtenidos cumplen con la norma oficial Mexicana NOM-03-
096.

Figura 38. Imagen real del Bio-reactor Tapete Microbiano-Membrana y sus
componentes. 1, alimentacion; 2, Reservorio de compensacion; 3, Membrana de
microfiltracion (polisulfona); 4, Bomba; 5, Agua permeada.
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Tabla XIl. Coliformes totales registrados en los reactores con tapete microbiano
asi como con la membrana.

Antes de la experimentacion Después de la experimentacion
Coliformes | Coliformes Coliformes Coliformes
Totales fecales Totales Totales
Efluente
sin Tapete Membrana
clorar 4435 - | microbiano 483 | microfiltracion 0
Efluente Membrana
clorado 165 10 | Soporte 1513 | microfiltracion 13
Mezcla 2815 -

F) Pruebas Estadisticas

Las pruebas estadisticas se aplicaron para determinar las diferencias y validez
estadisticas de los resultados obtenidos en los tratamientos con tapete microbiano
y sus respectivos controles. La remocién de NH4 registrada fue de t= -2.30
ns(P=0.025) demostrando que no hay diferencia significativa con el 95% de
confianza entre las variables con este resultado. La aplicacion del analisis de
varianza (ANOVA) de una via posterior a la prueba de normalidad se muestra en
la tabla XIlI, indicando diferencias estadisticamente significativas en los resultados
lo cual demostré diferencias de los resultados obtenidos con el tapete microbiano

al compararse con el control.

Tabla Xlll. Resultados de la ANOVA de una via, de la remocion de NH4 con tapete
microbiano y el control en funcion de la carga amoniacal y del volumen de la carga
residual.

Suma de Grados de Cuadrado F P
cuadrad libertad medio
0s
TM vs. 5.2948 | 0.02597
Canbiol 54791.0 1 54791.0 7 0
Error 476004.7 46 10347.9
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Figura 39.Desviasion estandar de los valores obtenidos en el tapete microbiano en
relacién con los controles Remociéon de NH4 del tapete microbiano y el soporte
aplicando ANOVA de una via.

El analisis en los coliformes se realizo previamente mediante prueba de
Kolmogorov-Smirnov para un ajuste a la normalidad (pd0.05), por lo que se
realizo Al aplicar el ANOVA de una via, donde se obtuvo una diferencia
significativa entre el tapete microbiano y el soporte para la remocién de coliformes
(tabla XIV).

Estos resultados corroboran que el sistema de remediacion propuesto realiza el
tratamiento de las aguas residuales municipales (El Gallo y el Naranjo) en
condiciones adecuadas para el rehiso y/o el vertimiento al medio marino con

minimo impacto para el ambiente y la salud humana.

Tabla XIV. Resultados de la ANOVA de una via, de la remocién de coliformes en
funcidon de la carga amoniacal y del volumen de la carga residual.

Suma de Grados de Cuadrado F P
cuadrados libertad medio

Soporte 573788 1 573788 | 0.39867 0.551056

Error 8635448 6 1439241
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VIl. DISCUSION

En este trabajo se evaluo el biorreactor hibrido conteniendo tapetes microbianos
acoplado a una membrana, principalmente en lo que respecta a la remocion de
nitrégeno y bioremediacion para el pulimiento final como en la remocion de
bacterias coliformes. Actualmente existe escasa informacion de este tipo para el
tratamiento avanzado de aguas residuales, aspecto que requiere especial
atencién si se considera que por lo general los cuerpos de agua son los
principales receptores de las descargas de aguas residuales municipales. El
pulimiento del agua residual con fines de reutilizacién requiere complementar la
componente de tratamiento biolégico con sistemas de remocion de
microorganismos patogenos, de lo cual no existen iniciativas que utilicen tapetes
microbianos acoplados a membranas. La bio-remediacion de efluentes de aguas
residuales, asi como la remocién de patégenos son estrategias necesarias para el
rehuso y/o vertimiento del agua residual cuerpos de agua receptores con minimo

impacto en el ambiente y la salud humana.
A. Tapetes microbianos: Bioremediacion y reduccion de Coliformes

Basandose en los resultados encontrados para un proceso de tapetes microbianos
y bioremediacién como primera iniciativa para evaluar el nivel de coliformes en el
agua residual biorremediada, se obtuvo que este proceso disminuyo de un 30-40%
el nivel de coliformes en el agua residual bio-remediada en comparacion con los
biorreactores control carentes de tapete microbiano. El papel de la componente
microbiana se considera un proceso para mejorar desinfeccion en flujo
descendente. Se observo que las bacterias declinan conforme progresa el proceso
de bio-remediacion lo cual pudiera indicar un cierto control de la poblacion de
patégenos mediante los componentes estructurales del tapete microbiano. El
resultado se asocio al papel de las componentes microalgales predominante en el
control e inhibiciéon de las bacterias coliformes. Las propiedades antimicrobianas

de ciertas microalgas pueden tener su origen en los mecanismos celulares
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defensivos contra bacterias y hongos como lo sefialado por Wang et al. (2003).
Esta situacion se ha observado en ciertos procesos de biopeliculas durante el
tratamiento de aguas residuales. Otro factor que influye en el abatimiento de
patdgenos es la secrecion de sustancias toxicas de las microalgas para los
microorganismos, de manera similar como ocurre con los antibiéticos (Moreno et
al., 2006). En este aspecto se considera que existe una complementariedad
positiva de funciones entre microalgas y bacterias nitrificantes que entre

microalgas y bacterias patégenas como es el caso de los coliformes.

En relacion a la bioremediacion mediante los tapetes microbianos construidos,
estos evidencian la accion de los constituyentes microbianos en la remocién de
nutrientes, cuya estructuracion de microalgas y bacterias nitrificantes actian. Uno
de los principales aspectos que se observaron en esta etapa fue el aumento
significativo en la concentracion de oxigeno en los reactores con tapete microalgal
en comparaciéon con los reactores control, lo cual significo un incremento que
oscilo de 2 a 6 mg/l de oxigeno. Este efecto de emisién de oxigeno fotosintético
microalgal ha sido reportado en los tapetes microbianos por varios autores
(Bender et al., 2004; Paniagua-Michel y Garcia, 2003). Simultdneamente el
oxigeno disponible coadyuva en los procesos de nitrificacion en comparacion con
los biorreactores TM control. La accion de depuracién por las microalgas en el
tratamiento de aguas residuales ha sido reportada por varios autores desde 1940
(Salazar, 2006) como microorganismos purificadores de las aguas residuales. Esta
capacidad se basa en el aprovechamiento de los nutrientes inorganicos de las
aguas residuales que favorecen el crecimiento y auto- regeneracion de estas
incrementando su biomasa. Estas bondades de las microalgas integradas en los
sistemas de tratamiento biologico avanzado se prefieren debido a su bajo costo, y
a su versatilidad para crecer en aguas residuales significando procesos
ambientalmente compatibles con factibilidad de reuso y reciclado constante. Asi la
reduccion y remocion de NHs; en los tapetes microbianos se corroboro al

compararse con los reactores control (sin tapete microalgal) evidenciando la



61

accion de la nutricion microalgal y nitrificacion mediante las bacterias aerobias en
la incorporacion del amonio y transformacion de amonio en nitrito. En relacién al
NO; se observa que el reactor mineraliza desde 30% hasta 100% de la
concentracion inicial en comparacion al  control al igual que el NO3 lo cual es
indicativo del consumo de este ion terminal del proceso de nitrificacién por la

comunidad microalgal que se ve favorecida con este anion (Figura 13).

La funcién de esta componente nitrificante asi como la microalgal y las especies
registradas ha sido sefalada por varios autores como captadores de los aniones y
cationes nitrogenados en la generacion de biomasa microbiana a partir de los
nutrientes en exceso en las aguas residuales (Reeves, 1972; Helmer et al., 1999;
Réske ef al., 1998).

La factibilidad de denitrificacion bacteriana inconclusa pudiera estar
complementada a través de las microalgas presentes. En este trabajo no se
evalud la reduccion desasimilatoria de nitrato en amonio (RDNA), de acuerdo a los
resultados y a las condiciones experimentadas (temperatura, acumulacién de
nitrato y niveles de oxigeno disuelto), no favorecen la desnitrificacion por ninguna

de las vias del RDNA la cual puede considerarse como inhibida.

La evaluacion del efecto de la combinacion de la componente microalgal con la de
bacterias nitrificantes se realizo en tapetes microbianos construidos ex — profeso
asi como su capacidad para bio-remediar los compuestos nitrogenados

provenientes del efluente de aguas residuales municipales.

a) Efecto de la variabilidad de carga amoniacal del agua residual

i. Cinética con carga amoniacal elevada

La variabilidad registrada en la composicion del agua residual, se concilio

mediante varios ensayos previos, asi se determinaron tres tipos de agua basado
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en los rangos de concentracion de amonio en el agua residual definiéndose como
agua residual con concentracion baja (10.45 ppm); intermedia (48.44 ppm) y

concentracion alta (155.22 ppm).

El resultado obtenido al estudiar el intervalo alto de concentracion de amonio (155
ppm) observado en la Tabla VIl y figura 24 muestra una disminucién importante
de amonio a las 20 horas de reaccion con el tapete microbiano construido
(microalgas + bacterias); el agotamiento completo de la concentracién de amonio
se registro después de 48 hr de estadia del agua dentro del reactor, esta remocion
es sensiblemente superior a la observada en los reactores control. El inicio del
proceso de nitrificacion inicia con la formacion de nitrito, 25.22 ppm, el cual
disminuye constantemente hasta 17.008 ppm; en el caso de los reactores TM
controles registran un valor minimo de 3.2 ppm, lo cual podria indicar una menor
nitrificacion debido a la carencia de la componente de nitrificantes en estos
sistemas control. Este resultado podria corroborarse con los valores obtenidos en
el caso del nitrato que no se registra concentracion alguna en los reactores TM
control. Las concentraciones bajas registradas en los tratamientos con tapete
microbiano, indican consumo por la componente microalgal a diferencia de los
biorreactores TM control (Figura 25). Los efectos de este tipo reportados en este
trabajo para el tratamiento de aguas residuales mediante microalgas y tapetes
microbianos asi como en biopeliculas han sido registrados por Pinckney ., 1995;

You, 2002; Zamora- Castro et al., 2008.

Simultaneamente, el pH disminuye menos durante el proceso en los controles que
en los reactores con tapetes microbianos (5.5), evidenciando la acciéon de
nitrificacion en los tapetes microbianos como lo reportado por Zamora—Castro et
al. (2007) Larsdotter ef al., (2010), pues la nitrificacion se considera la principal

contribuyente en esta situacion debido al consumo de cationes como el amonio.



63

Las cianobacterias juegan un importante papel en el desarrollo de tapetes
microbianos y son las principales en la estructuracion de los microorganismos.
Son predominantemente organismos fototréficos productores de oxigeno. Las
microalgas predominantes encontradas y estructuradas en los tapetes construidos,
han sido reportadas como cosmopolitas en sistemas de aguas residuales en
climas templados, como  Oscillatoria sp., Anabaena sp, Chaetoceros sp.,
Chlamydomonas sp., Chlorella sp., Chlorococcum sp. y Rhodomonas como las
mas abundantes (Stal & Krumbein., 1986, Salazar, 2005). Esta especie aislada es
interesante debido a su capacidad de sintetizar nitrogenasa (Stal & Krumbein,
1986), ademas de que el oxigeno generado por Oscilatoria soporta la nitrificacién
(Bender ef al., 2004). Las diatomeas fueron también un grupo dominante en
nuestro tapete microbiano, los cuales se caracterizan por contribuir a la
productividad primaria en ecosistemas costeros (Valiela., 1995). Se ha registrado
que los géneros de mayor abundancia en la Bahia de Todos los Santos son las
diatomeas (Zamora et al., 2004), dentro de las que se encontraron a Nitzchia y
Navicula especies dominantes dentro de nuestros tapetes. Seguida de

Chroococcus como reportado por Zamora-Castro ef al. 2007.

El sistema de Zamora (2004) mostro una remocion eficiente de amonio (28 - 79%),
nitritos (54-77%) y nitratos (50-82%). Lo cual demuestra que no existe un efecto
inhibitorio por las altas concentraciones de amonio sobre el consumo de nitrato
(Syrett y Morris., 1963; Ullrich, 1981).

La eliminacion de coliformes fue buena después de mantener el efluente con el
tapete microbiano por un periodo de tiempo de 5 horas. Esta eliminacion total de
coliformes considerando que es el resultado de la accidén de las algas que
proliferan durante todo el proceso en el reactor, conjuntamente con la accién de la
radiacion solar. La radiacion posibilita la realizacion de la funcion fotosintética por
parte de las algas, con la consiguiente generacion de O,. La sobresaturacion de
O: que llega a producirse puede considerarse uno de los factores responsables de

la eliminacion de coliformes. La producciéon de oxigeno generada por el tapete
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microbiano es alta durante la fotosintesis, ayuda a la denitrificacion por las
bacterias nitrificantes que rapidamente hacen la conversién de amonio a nitrito.
Este proceso se activo debido a la cantidad de oxigeno que se generaba dentro de
los reactores y lo cual fue reflejado en los resultados obtenidos. Otro factor fue el
pH ligeramente alcalino que se mantuvo dentro de los reactores (8.5 y 7.15) que
pudiera fomentar los procesos de volatilizacién del amonio (Suceder y Hegewarld,
1998).

Los resultados obtenidos en relacién a la disminucién de bacterias coliformes
indican un papel preponderante de los tapetes microbianos cuya estructura de
organismos pudiera estar controlada por la poblacién de coliformes del agua
residual durante el tratamiento. Se ha reportado que la secrecién de sustancias
toxicas de las microalgas produce el abatimiento de los patégenos de manera

similar a los antibiéticos (Cole, 1982).

ii. . Efecto a nivel de coliformes

Los valores obtenidos en el nivel de coliformes totales (Figura 26-A) fueron
menores aproximadamente un 50% (260 NMP/100 ML/100ml) al final del
tratamiento con los tapetes microbianos en relacidon a los controles sin tapete
microbiano (500 NMP/100 ML/100ml). Una reduccién importante se logro en los
reactores con tapetes microbianos en comparacién con los niveles registrados
inicialmente en el agua residual muestreada, pues el procedimiento aplicado logro
reducir en un 88% el nivel de coliformes proveniente de las aguas residuales
analizadas (Figura 25-B). Un efecto similar se observa en relacién a la carga en
solidos volatiles que presentan una disminucion del 34.84% en los reactores

experimentales.
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iii. Cinética con carga amoniacal mediana

Esta cinética se realizo con una concentracién inicial de amonio en el agua
residual colectada de 48.44 ppm (Tabla |X); misma que registro una gran variacion
como resultado de la nitrificacidon y/o consumo de amonio por la poblacion
microbiana presente en los tapetes construidos (fig. 28-A). A pesar de las
oscilaciones pronunciadas en el consumo de este cation, asumidas de los tiempos
de adaptacion, y crecimiento microbiano debido al consumo del sustrato, el
sistema logré reducir la concentracion en un 100% a las 25 horas de
experimentacion (figura 28-B). No asi para el caso del NO; (fig. 29-A) que se
agota después de 48 horas y registra oscilaciones que evidencian la presencia de
bacterias oxidantes de nitrito como lo reportado por Bebout ef al., (1993); Glibert et
al., (1994); Miyajima et al., (2001); Nagel, (2004). La progresién de la nitrificacion
muestra una tendencia lenta del nitrato, que se intensifica después de 48 horas en
los reactores microbianos mientras que esta se ve fuertemente inhibida en los
reactores controles al inicio del experimento. Después de 5 horas empieza haber
presencia de este elemento y va en aumento hasta las 48 horas, por parte de los
controles solo se registra su presencia al inicio pero al carecer de una poblacion
nitrificante se inhibe y no registra concentracion de (0 ppm) al final del

experimento.
iv. Efecto a nivel de Coliformes.

Se observo una disminucion del 51% en el nivel de coliformes totales (Fig. 30-A),
sin embargo el resultado de reduccién de coliformes es ligeramente superior de lo
encontrado en los reactores control (Fig. 30-B) lo cual podria ser indicativo del
efecto fisico de barrera del soporte. Las implicaciones de control de patbgenos por
los tapetes microbianos coadyuvan a reducir el contenido en coliformes totales.
Este efecto ha sido reportado a nivel de cultivos densos de microalgas y a nivel de

consorcios microbianos (Moreno et al., 2006) y cada vez cobra mas relevancia en
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estudios de biopeliculas (Camper et al., 1996; Pierre et al., 1996; Banning ef al.,
2003). Por ejemplo, las cianobacterias han sido caracterizadas por sus
propiedades de produccion de sustancias alelopaticas que inhiben el crecimiento
bacteriano (Peinador, 1999), Schumacher y Sekoulov (2003) proponen el uso de
esta propiedad para la eliminacion de las bacterias fecales en efluentes terciarios

de aguas residuales.

Un aspecto en el que influye la carga organica contenida en el agua residual es en
el contenido de sodlidos volatiles que reflejan metabolismo enddgeno por la
comunidad microbiana (Zeng ef al., 2010).. Su incremento en los reactores al inicio
refleja la progresién en crecimiento de los constituyentes microbianos en el agua.
Sin embargo en relacion a los solidos totales no hay gran cambio de estos entre
el agua inicial y experimental, lo cual no sucede con los controles y eso lo
podemos observar en la grafica 31. Este resultado podria estar asociado a la tasa
de filtracion del tapete microbiano (~90%) que no registra diferencias entre control
y experimental a pesar de la presencia del componente microbiano. Usualmente el
nivel reportado para aguas residuales municipales en sélidos es de 350-1200 ppm

(Seoanez).

Una de las problematica asociadas a los tapetes microbianos es la formacion de
costras, resultado del crecimiento excesivo en biomasa conforme progresa la
maduracion del tapete. Este efecto se observo en la ultima parte experimental
donde la diferencia de concentracion de células en los tapetes de los reactores
experimentales incremento su turbidez debido al desprendimiento de células
(Tapete 30Tapete 20Tapete 1).

El funcionamiento de los reactores empacados con tapete microbiano en fase de
activacion genero los mejores resultados en las pruebas de remocion de amonio,
65.79 ppm se redujo en un 100% (Figs. 32-A, 32-B). El progreso de la nitrificacion

se evidencia con la presencia de nitrito (29.59 ppm) en los reactores con tapete
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microbiano, el cual es transformado y/o consumido dentro de los reactores a una
disponibilidad minima de 2.6 ppm. Este resultado se relaciona con la nitrificacién
donde la tendencia del nitrato puede deberse a consumo menor a la produccion
(Fig. 32) en el reactor experimental, condicion que se ha observado en tapetes
microbianos dominados por cianobacterias (De la Noue, 1988; Bender et al., 1995)
y en biopeliculas nitrificantes utilizadas para bio-tratamiento de aguas residuales y

efluentes industriales (Lazarova y Manem, 1995).

La corroboracion de los resultados de la relacién sustrato-consumo se realizo
enrigueciendo los biorreactores microbianos con cloruro de amonio equivalente a
la concentracién baja (10.45 ppm), lo cual muestra la tendencia reportada
anteriormente, pero en una escala de tiempo mucho mas corta evidenciando la
fase de crecimiento y activacién exponencial de la comunidad microbiana como ha

sido reportado previamente por Cembella ef al., 1982 y Sternberg et af; 1999.

La tendencia observada anteriormente en relacion al amonio, fue corroborada en
relacién a la concentracién de nitrito y nitrato en un periodo mas corto. El

contenido en sélidos no presenta una variacion elevada.

La tendencia general observada es un proceso lento de activacién de los tapetes
que se activa de manera exponencial en la componente microbiana mediante el
sustrato aportado en las aguas residuales lo que induce a procesos de nitrificacion
mucho mas acelerados y estables en cuanto se refiere a remocién y reduccion.
Las diferentes concentraciones suministran sustrato para una poblacion
microbiana activa que empieza a degradar mas rapido los nutrientes en un rango
de horas (Kim ef al., 2003)..
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b) Acoplamiento del Bio-reactor Tapetes Microbianos: Membrana.

i. Efecto a nivel de coliformes

El objetivo del acoplamiento del sistema de membrana fue el producir agua para
fines de relso, una vez removidos los nutrientes en exceso y estabilizado el
efluente. Para tal fin se alimento el reactor con agua residual tipo, combinacion de
agua residual clorada y sin clorar para evaluar el efecto de la membrana en el
pulimiento del agua y la remocién respectiva de coliformes como se observa en |a
tabla XII.

Las concentraciones registradas en este efluente sin clorar excedieron la cantidad
permisible de coliformes que establece la norma NOM-003-Ecol-1996; una
concentracion sensiblemente menor producto de la cloracién antes de la liberacion
del efluente al medio se observo; el agua tipo (2815 NMP/100 mL) se someti6 a
pulimiento en la componente de membrana de microfiltraciéon durante un tiempo de
retencién hidraulica de 5 horas, seleccionado en base a la remocién de nutrientes

en el menor tiempo.

Los resultados registrados demostraron que los tapetes microbianos ejerce una
disminucion sustantiva en coliformes al compararse con el control (sin
microorganismos) y el efecto mas determinante se determino mediante la
membrana que realiza la eliminacién de coliformes casi al 100% y cumple con la
NOM Mexicana. Las diferencias obtenidas en las pruebas estadisticas (con tapete
vs sin tapete) realizadas son significativas (p<0.05) en la reduccion de nutrientes y
coliformes. La diferencia entre tapete microbiano y la membrana de microfiltracion
también fue significativa (p<0.05), reiterando y demostrando los resultados
obtenidos (tabla Il). Todo lo anterior nos conlleva a que el sistema de remediacion
deja las aguas del efluente de las plantas de Tratamiento el Gallo y el Naranjo en

condiciones adecuadas para su redso con un grado elevado de confiabilidad.
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VIil. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran una baja calidad de agua residual que es
descargada a la bahia Todos los Santos, tanto por el nivel de coliformes que se
encuentran presentes dentro de ella asi como por las concentraciones elevadas
de nitrégeno y fosforo. En repetidas ocasiones se exceden los limites permitidos
para la proteccion de la vida acuatica y para el agua marina de uso recreativo y
pesquero (CNA-IMTA, 2000; Martinez et al., 2001).

Las tecnologias de membrana ofrecen la posibilidad de una clarificacion vy
desinfeccién simultanea sin la necesidad de adicion de productos quimicos, que
pueden reaccionar con las impurezas del agua generandose subproductos
indeseables. Los resultados obtenidos al final de la experimentacién mediante la
MBR registro de 10 a 0 NMP/100 mL de coliformes indica una calidad elevada de
agua para reuso de bajo costo energético comparativamente a una membrana de
osmosis inversa. Recientemente el biorreactor comercial de membrana (MBR) ha
sido operado por todo el mundo para el tratamiento de aguas residuales
industriales, su mayor ventaja es la calidad del efluente producido que elimina
virus y microorganismos patdgenos. Esta factibilidad se logra incrementando el
tiempo de retencion en sélidos lo mas largo posible para fomentar el desarrollo de
la biomasa (You et al., 2007). Su optimizacion debera residir en la combinacién y/o
acoplamiento de la remocion de nutrientes excesivos asi como bacterias
patégenas a bajo costo. Aunque los sistemas MBR para el tratamiento de aguas
residuales reportan eficiencias de calidad del agua que van del 95 al 99% (Alieen
et al, 2007), nuestros resultados con la integracion del modulo MBR de
microfiltracion acoplado a tapetes microbianos logra un nivel de retencién de

particulas que vade 0.1 a 10 pm.

Una aplicacion del proceso desarrollado en este trabajo puede coadyuvar a

disminuir el nivel de contaminacion de las aguas costeras de la Bahia de Todos
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Santos que recibe constantemente a través del arroyo El Gallo (266 Lps) de aguas

residuales con un alto contenido de materia organica y bacterias coliformes.

Las conclusiones principales se enlistan a continuacion.

T

La seleccion y aislamiento de microalgas y bacterias nitrificantes del sitio de
descarga del efluente permitié mejorar la calidad del agua.

Los tiempos bajos de retencidon hidraulica en los reactores con tapete
microbiano coadyuvaron a la eliminaciéon de NH4, NO,, formacién de NO3z y
biomasa activada.

El biorreactor TM-MBR pose la capacidad para mitigar el nivel de coliformes
del efluente de aguas residuales municipales (El Gallo-El Naranjo) a un
nivel superior al 90 % y a bajo costo.

El biorreactor TM-MBR realizo el tratamiento del agua residual municipal
generando agua de calidad para el relso y/o vertimiento en aguas y bienes
nacionales de acuerdo a la norma oficial Mexicana sin impactar el ambiente

y a un riesgo reducido para la salud humana.
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