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RESUMEN DE LA MEMORIA

PARA OPTAR AL TITULO DE INGENIERO CIVIL
POR: JORGE HUMBERTO ROJAS VALLEJOS
PROF. GUIA: SRA. GABRIELA CASTILLO M.

MODELAMIENTO DE LA DINAMICA MICROBIANA A CAMBIOS
MULTIVARIADOS DE UN REACTOR DE LODOS ACTIVADOS

En el contexto del Desarrollo Sustentable, Chile ha comenzado acciones
dirigidas a los recursos hidricos enfocadas en un mejor aprovechamiento y tratamiento
de las aguas residuales para su reuso en agricultura y otras actividades.

La Tecnologia de Lodos Activados es hoy en dia el sistema de tratamiento mas
utilizado en el mundo debido a su buena relacion costo/calidad.

En este trabajo de titulo se estudié experimentalmente la relacion entre las
variaciones en la poblacién bioldgica y los parametros fisicos y quimicos
convencionales. La biodiversidad del sistema se analizé mediante la técnica de biologia
molecular t-RFLP del 16S rDNA que retorna las abundancias relativas de los
fragmentos de los diferentes filotipos bacterianos.

Se observd que en el indculo proveniente de una planta urbana en la época
Invernal predominaron en situaciones de bulking los fragmentos de 33pb y 196pb que
corresponderian posiblemente a bacterias filamentosas (hipotesis reforzada por
observaciones al microscopio). En el periodo de Primavera en cambio se observéd que
los fragmentos que predominaban en los episodios de bulking fueron el 30pb, 48pb v el
194pb. Luego, se pudo concluir que en distintas épocas del afio (distintas temperaturas,
humedad, radiacion solar, volumen de precipitaciones) es diferente la especie que
adquiere mayor importancia durante una situacion de bulking. Sin embargo, esto esta
sujeto a la precision del t-RFLP, ya que eventualmente podrian ser la misma especie
porque la diferencia en el largo de los fragmentos no es muy importante.

Desarrollando diversos analisis estadisticos se concluyé que el indice de
Shannon-Wiener no era un buen indicador para describir o predecir bulking. Se mostré
como la construccion matemaética del indice de Shannon-Wiener no es conveniente para
percibir de manera adecuada las variaciones de biodiversidad que experimentan estos
sistemas, en donde existen muchas especies con abundancias relativas semejantes y
pequerfias. Se propone estudiar por bandas entre la longitud de los fragmentos medidos

en pares de bases con la suma acumulada de la abundancia relativa de los mismos.
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Capitulo 1

INTRODUCCION



1. Introduccion.

1.1. Antecedentes.

El Estado de Chile, a través de la Presidenta Michelle
Bachelet, ha declarado llegar a ser un Estado de Desarrollo Sustentable en
el mediano plazo y para ello la Presidenta realiz6 10 compromisos durante
su campafia presidencial, dentro de ellos los més importantes son la
creacion del Ministerio de Medio Ambiente y la Superintendencia
Ambiental encargada de fiscalizar la normativa ambiental vigente [2006].
La escasez de aguas para el regadio de cultivos agricolas hace necesario el
tratamiento de las aguas residuales para que Chile pueda alcanzar ese
elevado objetivo que por primera vez en la historia de nuestro pais se

plantea.

En Chile las aguas servidas tratadas hasta el afio 2000 no superaban
el 20% [SISS, 2000], el afio 2002 alcanzaban al 44,7%, y como
consecuencia de acciones no gubernamentales el afio 2004 se alcanz6 una
cobertura de tratamiento de 71,6%; para el afio 2014 se espera que el 99,1%
de las aguas servidas sean tratadas. Especificamente, en la cuenca de
Santiago en el afio 2002 se trataba un 42% de las aguas servidas
producidas; a fines del 2003 se puso en marcha la planta de tratamiento La
Farfana de la empresa Aguas Andina, que trata las aguas servidas de mas
de 2,5 millones de usuarios de la zona sur-poniente de Santiago. Debido a
esto actualmente el 75% de las aguas servidas de la Region Metropolitana

son tratadas [SISS, 2005].



En el ultimo tiempo, en Chile se han puesto en operacion grandes
plantas de Lodos Activados, en las zonas urbanas de mayor poblacion,
debido a su alta eficiencia en la remocion de la materia organica; y lagunas

aireadas u otros sistemas de tratamiento en los lugares menos poblados.

Sin embargo, en general en el mundo, no existe una mayor
experiencia en la operacion de grandes plantas de tratamiento, en especial
de Lodos Activados, debido a que si bien el disefio y la construccion de
estas plantas ha tenido un enorme desarrollo desde el punto de vista de la
Ingenieria, no ha ocurrido lo mismo con relacién al conocimiento de los
procesos microbiologicos que gobiernan estos sistemas. Lo anterior se debe
a que la microbiota que existe en los reactores biologicos del sistema es
muy variada y de compleja caracterizacion utilizando los conocimientos
clasicos; luego se debe acudir a tecnologias de tltima generacion, las que
obviamente tienen un costo asociado mas elevado que las convencionales.

[Kaewpipat K. & Grady Jr., 2002].

Durante la operacion de los sistemas de Lodos Activados se generan
cambios en la poblacion bacteriana que se deben a modificaciones
operacionales que no permiten cumplir con las condiciones de disefio
establecidas, lo que provoca la aparicion excesiva de bacterias filamentosas

u otras que afectan el correcto funcionamiento del sistema.



1.2. Motivacion.

Durante los ultimos afos el interés por la proteccion del medio
ambiente y el desarrollo sustentable se han incrementado en forma notable.
Esto ha traido aparejado una mayor necesidad por desarrollar tecnologias
poco contaminantes y otras definitivamente enfocadas a tratar Ia
contaminacion. Es por ello, que se ha desarrollado notablemente, tanto en
Chile como en el mundo, el tratamiento de aguas servidas, siendo la
tecnologia de los Lodos Activados la mas utilizada por su alta tasa

calidad/costo.

Sin embargo, el funcionamiento de esta tecnologia de tratamiento
presenta diversos problemas de operacion (bulking, espumas y costras), es
por ello que la comprension de su funcionamiento es de vital importancia

para la disminucion de costos y aumento de eficiencia.

La operacion de sistemas de tratamiento a través de Lodos
Activados en general tiende a presentar problemas, que son causados por
condiciones de operacion y criterios de disefio. Los factores que suelen
generar problemas son la temperatura, la carga de materia organica y el
Oxigeno Disuelto (O.D.), junto con lo anterior, los criterios de disefio que
generan problemas corresponden a la razoén que existe entre el sustrato y la
biomasa (relacion F/M), el tiempo de retencion celular (edad de lodos), el

tiempo de retencion hidraulico y el caudal de recirculacion.



Un problema operacional causado por alguno de los factores
mencionados puede terminar en la generacion de episodios de bulking,
costras o espumas. El sistema experimental a utilizar en este tema de
memoria solo ha presentado problemas de bulking hasta el momento, y es

por ello, que es la situacidn en la que se concentrard este estudio.

Es valido mencionar que los tipos de bulking que se podrian
presentar corresponden a bulking no filamentoso (muy pocas bacterias
filamentosas, luego no se forman flocs), bulking viscoso (generado por
condiciones andxicas en el sedimentador), bulking del tipo pin-floc (flocs
demasiado pequefios, efluente turbio) y el mas habitual de todos en este
sistema experimental ha sido el bulking filamentoso generado por el

excesivo crecimiento de bacterias filamentosas. [Urmeneta, 2005]

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, se han
encontrado metodologias que dan la posibilidad de determinar la diversidad
genética de microorganismos presentes en comunidades complejas como la
de los Lodos Activados. Estas técnicas han sido relativamente exitosas en
la deteccion de cambios en la estructura de comunidades microbianas y por
lo tanto, son una herramienta para entender la diversidad microbiana del

sistema de Lodos Activados. [Liu et al., 1997]

La capacidad de medir las variaciones que ocurren en la biota
presente en un sistema de Lodos Activados, permitirian establecer
condiciones de operacion (tasa de retorno del lodo, tasa de aireacion,
relacion entre nutrientes, contenido de elementos traza, etc.) que conlleven

a un funcionamiento acorde con los requisitos de disefio.



El desarrollo de este trabajo de titulo cuenta con el apoyo
institucional del Proyecto de Investigacion FONDECYT numero 1040949.
“Interaccion de factores bidticos y abidticos asociados al disefio y
operacion del tratamiento de aguas servidas mediante Lodos Activados”,

2004 - 2006.



1.3. Objetivos.

El objetivo general de este trabajo de titulo es relacionar
experimentalmente algunas dificultades operacionales en que participa la
dindmica microbioldgica en un sistema de Lodos Activados con los
parametros fisicos y quimicos convencionales que son madas féciles y

econdmicos de medir, para evitar esos problemas de operacion.

Los objetivos especificos del presente trabajo corresponden a:

= Modificar las condiciones de operacion de reactores
experimentales de 1.5[L] y 5[L] cambiando diversas variables
operacionales y analizar estadisticamente su comportamiento.

= Relacionar la diversidad bacteriana determinada mediante
la técnica de biologia molecular t-RFLP (Polimorfismo de los
largos de los fragmentos terminales de restriccion) con los
parametros experimentales para las diferentes modificaciones.

» Encontrar los rangos de los pardmetros fundamentales que
permiten la operacion evitando el desarrollo de bulking
producido por exceso de bacterias filamentosas.

= Estimacion del tiempo de respuesta del sistema para
modificaciones en carga organica, O.D. y 0..

= Modelar estadisticamente mediante funciones lineales la
correlacion existente entre los parametros fisicos y quimicos
con los resultados microbioldgicos obtenidos por la técnica
molecular t-RFLP, analizados segtn los valores del Indice de

Shannon-Wiener.



1.4.  Organizacion y Alcances.

Esta Memoria esta organizada en 5 capitulos, cuyos contenidos y

alcances se presentan a continuacion:

= En el Capitulo 1, se describe el ambito en el cual se desarrolla

el estudio, la motivacion y objetivos.

= En el Capitulo 2, se revisan y discuten los antecedentes

bibliograficos mas relevantes relacionados con el tema.

= En el Capitulo 3, se describe la instalacion experimental, la

instrumentacion utilizada y el procedimiento experimental.

= En el Capitulo 4, se presentan los resultados y el anélisis del

estudio experimental.

* Finalmente, en el Capitulo 5, se presentan las conclusiones del

estudio y algunos comentarios finales.



Capitulo 2

REVISION BIBLIOGRAFICA



2. Revision Bibliografica.

2.1. Tratamiento de Aguas Servidas.

En Inglaterra a mediados del siglo XIX, surge la necesidad de tratar
las aguas servidas debido a la alta mortalidad provocada por infecciones de
transmision hidrica, como la fiebre tifoidea y el colera. Por esta razén, se
comenzd a investigar sobre el tratamiento de las aguas servidas y, a fines
del siglo XIX, se establecid6 que la finalidad del tratamiento debia ser
obtener un efluente tratado con 90 [mg/L] de so6lidos suspendidos y 20
[mg/L] de demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) [Bitton G. 2005].
Consecuentemente, en los inicios del siglo XX se comenzd con el

tratamiento de aguas servidas.

Actualmente, se conoce a nivel global la importancia del tratamiento
de las aguas servidas y sus principales contaminantes que son compuestos
organicos biodegradables, compuestos orgénicos voldatiles, xenobidticos
(compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o
inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el hombre),

nitrogeno, fosforo, metales y organismos patogenos.

El Tratamiento convencional, estd compuesto por procesos de tipo
fisico (tratamiento preliminar y primario), que tienen la finalidad de
remover los materiales de gran tamafio y aquellos que pudieran causar
problemas de operacion en las unidades de proceso posteriores; seguido de
procesos de tipo bioldgico (tratamiento secundario), que buscan oxidar la

materia organica disuelta, coagular y remover los solidos orgénicos

10



coloidales, generando con ello una clarificacion de las aguas en
tratamiento. En algunos casos se aplican ademads procesos de tipo quimico
(tratamiento terciario), cuyos objetivos son remover o reducir nutrientes
(nitrogeno, fosforo), organicos recalcitrantes, metales y otros compuestos
[Weijers S., 2000]. En cuanto a la produccion general de lodos durante el
tratamiento de aguas servidas se puede decir que se generan después del
tratamiento primario y consisten en particulas solidas, basicamente de
naturaleza organica, y después del tratamiento secundario los lodos
corresponden fundamentalmente a la biomasa en exceso producida en los
procesos biologicos. Estos lodos son tratados con la finalidad de reducir o
eliminar posibles malos olores, reducir el volumen de liquido o masa de
solidos a tratar y reducir bacterias patégenas. Finalmente, los lodos tratados
son evacuados lo que se puede realizar mediante disposicion y aplicacion

en el suelo o incineracion [Maria Pia Mena, Apuntes Curso CIS1IM].

Los sistemas de tratamiento bioldgico mas comunes para tratar aguas
servidas son: Proceso de Lodos Activados, Lagunas Aireadas, Filtros
Percoladores, Biodiscos y Estanques de Estabilizacion [Metcalf and Eddy,
2003].

Con el desarrollo de estas tecnologias se ha conseguido que buena
parte de las aguas residuales se puedan reutilizar en actividades, tales
como: agricultura, acuicultura, recarga de acuiferos, etc. Incluso en
naciones como Israel el desarrollo ha llegado a niveles tan elevados que el

agua residual se convierte en agua potable, ya que el agua es muy escasa en

ese sector del mundo [Asheesh M., 2000].

11



2.2. Modelo de un Sistema de Lodos Activados.

Uno de los modelos mas conocidos y més utilizado para disefar las
plantas de tratamiento por Lodos Activados es el de MacCarty y Lawrence
del afio 1970. El modelo es una simplificacion utilizada para disefiar
plantas, considerando un régimen estacionario y la DBO o DQO total como
parametro de caracterizacion. Este modelo es el expuesto en los libros
clasicos de tratamiento de aguas. No permite predecir el comportamiento
dinamico de las plantas, ni determinar con exactitud la demanda de oxigeno

y produccion de lodos [Metcalf & Eddy, 2003].

Debido a la necesidad de conocer y predecir el comportamiento
dinamico de las plantas de tratamiento la Internacional Association of
Water Quality (IAWQ) le encargd a un grupo de expertos la compilacion
de informacion y posterior formulaciéon de un modelo. En 1987 el Task
Group presentd el Modelo ASM 1(Activated Slugde Model 1), dedicado a
describir la degradacion de materia organica, nitrificacion y desnitrificacion
en un proceso de Lodos Activados. Los logros mas destacados del grupo
fueron un consenso en los procesos biologicos que integran el modelo, la
estandarizacion de los simbolos, la presentacion del modelo utilizando una
notaciéon matricial, la propuesta de valores por defecto de los pardmetros
del modelo, la adopcion de la DQO y su fraccionamiento para caracterizar
las aguas y lodos; y un cédigo de programacion para el desarrollo futuro de
softwares de modelacion. La ultima accidn propulsé la existencia actual de
varios softwares y programas que tienen implementados los conceptos del
ASM 1 original o algunas de sus modificaciones para fines de disefo,

operacion de plantas o investigacion [Henze et al., 2000]
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Para poder desarrollar el modelo ASMI1 se consideraron como
fundamentales los siguientes dos procesos basicos que sufre la materia

orgénica afluente al sistema:

1. Una parte se degrada en ultimo término a didéxido de carbono y agua,
mediante el metabolismo energético (con formacion adicional de
metano, sulfuro de hidrogeno e hidrégeno en el proceso anaerobio).

2. Otra parte se utiliza en la sintesis de células, para producir mas

biomasa (crecimiento)

En el Modelo de Lodos Activados ASM1, se manejan 7 sustratos solubles y
4 sustratos particulados, de los solubles 4 son sustratos carbonaceos.
Ademads, este modelo distingue dos tipos de biomasa: la biomasa
heterdtrofa y los organismos nitrificantes quimioautotrofos, a los que se
llama biomasa autotrofa. Son un total de 13 componentes y 8
procesos cinéticos. Es conveniente mencionar que otros modelos como el

ASM3 manejan mas componentes y/o procesos [Henze et al., 2000].

Existen variados programas para plantas de tratamiento mediante
Lodos Activados que se prestan muy bien en la docencia e investigacion,
tales como: Aquasim, Biowin, GPS-X, SSSP, Simba, entre otros. [Reichert,
1998]

En 1995, los trabajos del renovado grupo de estudio se prolongaron
para publicar la version ASM 2, la cual estd dirigida a predecir el

comportamiento del fésforo. En 1999 hubo otras dos modificaciones con la
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aparicion de la version ASM 2d (version modificada del ASM 2) y de la

versi

6n ASM 3 (alternativa al ASM 1) que lo que hace es analizar de

manera separada la biomasa autotrofa de la heterotrofa.

A modo de revision se presentan las ecuaciones del ASM 1 que

incluye las siguientes variables:

><ND

S ALK

: Materia soluble inerte

: Demanda biologica de oxigeno

: Materia particulada inerte
: Sustrato de degradacion lenta
: Biomasa activa heterotrofa
: Biomasa activa autotrofa
: Particula proveniente del decaimiento de biomasa
: Oxigeno disuelto en el agua
: Nitrato y nitrito
: Nitrégeno amoniacal
: Nitrogeno organico soluble biodegradable
: Nitrégeno organico particulado biodegradable

: Alcalinidad

Cada una de estas variables representa una componente dindmica definida

dentro de un reactor de Lodos Activados. A continuacidén se realiza una

descripcion de cada una de ellas:

Materia soluble inerte: La materia soluble inerte, aunque no presente

variacion dentro del reactor causada por consumo de la biomasa, es
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considerada dentro de los balances dinamicos, ya que contribuye a la

demanda quimica de oxigeno del efluente.

Demanda biologica de oxigeno: Es la cantidad de oxigeno requerido
para oxidar una cierta cantidad de sustrato organico, permitiendo de
esta forma el crecimiento de biomasa heterdtrofa en condiciones

aerobicas.

Materia particulada inerte: Al igual que la materia soluble inerte,
tampoco reacciona dentro del reactor de oxidacion bioldgica. Sin
embargo, también debe ser considerado para el calculo de la demanda

quimica de oxigeno del efluente.

Sustrato de degradacion lenta: Es formado por el decaimiento de
biomasa, tanto heterdtrofa como autotrofa, y removido mediante

procesos de hidrolisis.

Biomasa activa heterdtrofa: Representa la biomasa heterdtrofa dentro
del sistema. Como se puede apreciar dentro de los balances dinamicos,
presenta crecimiento en condiciones aerobicas y anoxicas. La

concentracion de biomasa disminuye por su propio decaimiento.
Biomasa activa autotrofa: Representa la biomasa autétrofa dentro del

sistema. Al igual que la biomasa heterotrofa, disminuye por su

decaimiento, y sélo crece en condiciones andxicas.
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Particula proveniente del decaimiento de biomasa: Es formada por el

decaimiento de biomasa, tanto heterotrofa como autétrofa. Esta
fraccion de biomasa no es completamente inerte al ataque biologico.
Sin embargo, la tasa de consumo de este material particulado es tan

bajo, que es considerado nulo en sistemas de Lodos Activados.

Oxigeno disuelto en el agua: El balance dindmico que es presentado a
continuacion, solo considera el consumo orgéanico de oxigeno disuelto

dentro del sistema.

Nitrato y nitrito: Son producidos por el crecimiento aerdbico de
bacterias autotrofas y removido por el crecimiento andxico de
bacterias heterdtrofas. El factor de 2.86 en el -coeficiente
estequiométrico del crecimiento andxico de la biomasa heterotrofa,
corresponde a la equivalencia en oxigeno, para la conversion de nitrato

en nitrogeno gas.

Amonio soluble: Considera tanto el amonio (NH; ) como el amoniaco

(NH;)
Nitrogeno orgénico soluble biodegradable: Es formado por la
hidrélisis de nitrégeno orgéanico particulado y posteriormente

transformado en amonio.

Nitrégeno orgéanico particulado biodegradable: Es generado por el

decaimiento de biomasa heterétrofa y autétrofa.
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e Alcalinidad: Representa la acidez del agua dentro del reactor. Esta

determinado por el nimero de iones libres de hidrogeno (H ™).

El modelo ASM 1 considera un cierto nimero de simplificaciones y

supuestos que tienen que ser hechas en orden a obtener un modelo de una

planta de tratamiento de aguas residuales util y practico. Algunas de ellas

son asociadas con la fisica del sistema mismo, mientras que otras

suposiciones corresponden al modelo matemdatico. Un nimero de esas

restricciones concernientes al modelo del TAWQ estdn resumidas a

continuacion:

El sistema opera a una temperatura constante. Las variaciones de
temperatura se ingresan en la ecuacion de Arrhenius para considerar
su efecto.

El pH es constante y cercano a la neutralidad. La inclusion de la
alcalinidad en el modelo permite usar problemas con control de pH.
Las tasas de cambio se consideran constantes por lo que las
variaciones en las caracteristicas del agua residual no pueden ser
correctamente manipuladas por el modelo.

Los efectos limitantes del nitrogeno, fosforo y otros nutrientes en la
remocion de sustrato organico y en el crecimiento celular no han sido
considerados.

Los factores de correccion por desnitrificacion son fijadas y
constantes para un agua residual dada.

Los coeficientes por nitrificacion son asumidos como constantes.

La biomasa heterotrofa es homogénea y no cambia la diversidad de
especies en el tiempo. Esto significa que los efectos de los gradientes
de concentracién de sustrato, configuracion del reactor, etc. en la
sedimentabilidad del lodo no es considerado.
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= El entrampamiento de particulas de materia organica en la biomasa
€s supuesto como constante.

= La hidrolisis de materia organica y nitrogeno organico estan
asociados y ocurren simultaneamente con iguales tasas.

= El tipo de electron aceptor presente no afecta la pérdida de biomasa

activa por decaimiento.

Todo lo anterior genera que las ecuaciones (balances de masa) que modelan

el problema correspondan a las siguientes (modelo ASM1):

ds, _(Q+aq)

dt vV '(Sl,E_Sl)

Ecuacion 2.2.1.: Balance de materia soluble inerte

dDBO:(Q+q)_(DBOE_DBO)_i_ﬂH_ DBO  [O], X,
dt v Y, Ks +DBO K, +[0],c
1 DBO Ko.n Sho
-y . ’ . .n-X
Y MK, +DBO Koy +[0]ic Kyo+54g 10BN
XS
Tk - Xen [ [O]AC 1 Ko . So ]
H H B,H
XS Ko,H +[O]Ac KO,H +[O]AC KNo +SNO

Ky +—5-
B,H
Ecuacion 2.2.2.: Balance de demanda biologica de oxigeno

dXx
(:“:I:S'XI,E+3'XI,R_(Q+q)'XI

Ecuacion 2.2.3.: Balance de materia organica particulada inerte

dXx
dts :\?'XS,E+3'XS,R_(Q+q)'XS +(1_ fP)'bH 'XB,H +(l_ fP)'bA'XB,A
Xs
k. . Xen ( [O]AC ., Kou . Swo J'X
H H B.H
K _,_L KO,H+[O]AC KO,H+[O]AC Ko +Sho ,
X
B.H

Ecuacion 2.2.4.: Balance de sustrato de degradacion lenta
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dX,, O q DBO [O]
= =<.X +-X —(Q+q)- Xg,y + ey, - : T X
dt y BHETy TBHR (Q Q) BH T Hy K, +DBO Kg, + [O]AC B.H
DBO K S
+,UH'K : o ' N Ny Kgu —by - Xy
s +DBO Ko,H +[O]AC Ko *Sho
Ecuacion 2.2.5.: Balance de biomasa activa heterdtrofa
dXza Q q Hp S [O]
=X + 0 Xgan—(Q+q) Xy, +- A TN o Xga—h, X
dt i BAE Ty B.AR (Q Q) B.A K + S KO,A + [O]AC B.A~ MAT/ABA
Ecuacion 2.2.6.: Balance de biomasa activa autétrofa
dX Q q
T,[P:V' XP,E +V' XP,R —(Q+Q)' Xp + fp -by 'XB,H +fo b, XB,A
Ecuacion 2.2.7.: Balance de particula proveniente del decaimiento celular
1-Y
d[O]AC = (Q ’ q) ) ([O]AC E [O]AC )_ : “Hy o bso ) [O]AC - X B.H
dt Vv ’ Y, Ks +DBO Kgp +[0]c  ©
_ 457 —Ya Ha S . [O]AC )
B.A
Ya Ky + S Ko,A + [O]AC
Ecuacion 2.2.8.: Balance de oxigeno disuelto en el agua
dSyo _ (Q + q)-(S _ )_i,ﬂ ) DBO ‘ Ko _ Sho )
dt Vv MR TN 2864y, "M Ky +DBO Kgy +[0]c Ko +Sho
+L~ Ha - Sy ) [O]AC

B,A

YA KNH +SNH KO,A +[O]AC .

Ecuacion 2.2.9.: Balance de nitrato y nitrito

dSyy, (Q + q) i bBO [O]AC
_ (s s )i ) . - X
it v ( NH.E NH) Iyg " Uy Ky +DBO Kg +[O]Ac oH
) DBO Ko Sho
L . ) , . n. - X
Iyg - Hy K, +DBO Kg, +[O]AC Ko * Sno My e
. 1 Mp SNH [O]AC
~ 1 _ X Ky -Xgy X
(IXB ’ YAJ Kun + Sy Ko,A + [O]AC et Ren "

Ecuacion 2.2.10.: Balance de nitrégeno amoniacal
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ds + X
d',:D = (QV q)'(SND,E _SND)_ Ky - XB,H 'XB,A + Or 'TT

Ecuacion 2.2.11.: Balance de nitrégeno organico soluble

dXx Q ' i
TND:V.XND,E +3'XND,R —(Q+a)-Xyp +(ixe = fp -ixp )by - Xg

Ecuacion 2.2.12.: Balance de nitrogeno organico particulado

i DBO [O],c

dSALK (Q+q)
= (S -5 —XB . - X
dt Vv (Suce =S 14 " K. +DBO Ko, +[0]c "
1-Y, e DBO Kon So
Y [ L E—— N . . .77g . XBH
14-2,86-Y, 14 Ks +DBO Koy, +[0]ic Ko +Sno ’
_ |£+ 1 . ’uA'SNH . [O]AC 'XBA+i'kA.XBH.XBA
14 7Y, ) Kyy +Su Koa+[0]ac A 14 : :

Ecuacion 2.2.13.: Balance de alcalinidad

El modelo desarrollado por Henze et al., suele usarse como una base para el
desarrollo de cualquier otro modelo, debido a que contempla todas las
variables relevantes dentro de un reactor de Lodos Activados. Notar que el
modelo no considera mas biodiversidad que biomasa autotrofa y
heterotrofa. La razén de insertar este modelo en la bibliografia es que
permite observar cuales son las variables mas relevantes de los Lodos
Activados y de acuerdo a ello generar un modelo estadistico para este

sistema experimental que se ajuste con una confiabilidad mayor al 70%.

Se debe notar que los modelos son una descripcion matematica de una serie
de procesos que ocurren en un espacio delimitado (reactor, sedimentador,
cafierias y/o mangueras). Sin embargo, debe darse cuenta que el hecho de
que un modelo se ajuste bien a los datos experimentales y que prediga bien

el comportamiento del sistema estudiado, no significa que los mecanismos
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del modelo son correctos desde el punto de vista microbiolégico [Van

Loosdrecht et al. 1999].

Ademas, cabe mencionar que los modelos de estado estacionario suelen
utilizarse para el disefio de plantas de tratamiento, mientras que los
modelos dindmicos se utilizan mas para evaluar el comportamiento de una
planta ante situaciones historicas o futuras, y para el control de plantas. En
estos ultimos modelos se describe el proceso bioldgico a través de un
numero de componentes del agua residual que siguen distintos procesos
biologicos de transformacidn, y cuya concentracién se expresa a través de
un sistema de ecuaciones diferenciales que se obtienen mediante balances
de materia de los diferentes componentes. Cuando se trata de reactores que
no son de mezcla completa, se deben aplicar ademds de los balances de
masa, balances de energia y de cantidad de movimiento, en otras palabras

hay que describir la fluido-dinamica del sistema.

A continuacion se presenta una figura donde se pueden apreciar las

diferencias que existen entre el Modelo ASM 1 y el Modelo ASM 3.

Figura 2.1.: Esquema Comparacion ASM 1 versus ASM 3
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2.3. Sistema de Lodos Activados.

El proceso de Lodos Activados, consta de dos etapas: la primera
constituida por un estanque de aireacidon en donde ocurre esencialmente un
proceso bioldgico aerobio que consiste en la oxidacion de la materia
orgéanica a CO,, H,O, NH; y generacién de nuevas células, y la segunda
etapa que consta de un sedimentador en el cual sucede el asentamiento y
compactacion del lodo producido en la etapa anterior, permitiendo de esta
manera la obtencién de un efluente clarificado. Parte del lodo es
recirculado al estanque de aireacion con la finalidad de mantener una alta
densidad celular en ¢l. El estanque se airea mecdnicamente permitiendo
ademas del desarrollo de la biomasa en condiciones aerobias, la
homogenizacion de la solucion. El resto del lodo, que corresponde a la
biomasa en exceso, es eliminado como purga. El lodo se conoce como
activo debido a que estd formado por una poblacidon heterogénea de
microorganismos vivos [Metcalf & Eddy, 2003]. La Figura 2.2 corresponde

a un diagrama de un sistema de Lodos Activados.

Agua Servida

I Sedimemtador

Sedimemtador .
i i Reactor Secundario
Primario

Agua
Tratada

Lodo recirculado

Lodos l

primarios Lodos secundarios

FIGURA 2.2.: Diagrama de Flujo Lodos Activados
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El agua servida contiene los residuos propios de la actividad
humana. Parte de estos residuos son materia que demanda oxigeno por
oxidacion de la misma, tales como: la materia fecal, orina, restos de
alimentos, aceites y grasas; otra parte son detergentes, sales, sedimentos,
material organico no biodegradable y también microorganismos
patogenos. La materia organica biodegradable y algunas sales inorgénicas
son nutrientes para los microorganismos que participan en el proceso de
Lodos Activados. Para determinar la concentracion de materia organica en
los distintos flujos del sistema y en el tanque de aireacidon es necesario
determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y/o la Demanda
Bioquimica de Oxigeno a los 5 dias (DBOs); ademas se determina la
concentracion de Nitrégeno (como Nitrogeno Total Kejdhal, es decir, la
suma de nitrégeno organico y amoniacal) y Fésforo (como Foésforo Total),

ya que ambos son los principales nutrientes para el sistema. [Weijers S.,

2000]

El contenido del tanque de aireacién en un sistema de Lodos
Activados, se conoce como Licor Mezclado (LM) y corresponde a una
solucién homogénea en un reactor completamente mezclado. En el tanque
de aireacion ocurre la oxidacion de la materia organica. Primero el agua
servida es mezclada con el lodo recirculado y esta mezcla entra al tanque
de aireacion en el cual se forma el LM que contiene entre 1500 a 3000

[mgL"'] de Sélidos Suspendidos (SS) [Metcalf and Eddy, 2003].

La concentracion total de SS (orgéanicos e inorganicos) en el reactor,
incluye a los microorganismos y corresponde exactamente a la densidad de
solidos de un reactor de dos fases, completamente agitado. La porcion

organica de los SS corresponde a los So6lidos Suspendidos Volatiles (SSV)
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que no es mas que la tipica medicion de biomasa por peso seco y en general

corresponde al 65% a 75 % de los SS.

Los organismos presentes en el lodo activo son [Bitton G. 2005]:

Bacterias unicelulares: En su mayoria Gram negativas; en general se

encuentran: Zoogleas, Flavobacterium, Achromobacter, Corynebacterium,
Comamonas, Brevibacterium, Acinetobacter, Bacillus, Proteobacterias y
microorganismos filamentosos. Una de las principales divisiones de las
bacterias son las proteobacterias que a su vez, se encuentran clasificadas en

a, B, vy 0 proteobacterias.

Protozoos ciliados: Predadores de bacterias que contribuyen de manera

importante a la reduccion de DBO, SS y bacterias, incluyendo patégenos.
La presencia en gran numero de estos microorganismos indica una baja
DBO en ¢l tanque de aireacion. En general se encuentran: Carchesium,

Chilodenia sp, Paramecium sp, Vorticella sp, Opercularia sp, Aspidisca sp.

Rotiferos: Los metazoos remueven las bacterias no floculadas y
contribuyen a la formacion del floculo. La presencia en gran nimero de
estos microorganismos indica una baja DBO en el tanque de aireacion. Los
rotiferos mas comuUnmente encontrados en Lodos Activados son:

Lecane sp, Notommata sp, Philodina sp, Habrotrocha sp.
Hongos: Las condiciones de operacidon del sistema de Lodos Activados no
favorecen el crecimiento de hongos, sin embargo, en algunos casos se

pueden encontrar hongos filamentosos en los floculos del lodo activo. Esto

24



suele ocurrir en condiciones de bajo pH, toxicidad y/o aguas servidas con
deficiencia de nitrogeno. Los géneros predominantes son: Geotrichum,

Penicillium, Cephalosporium, Cladosporium y Alternaria.

En el tanque de aireacién ocurren dos procesos fundamentales

mediados por microorganismos [Metcalf and Eddy, 2003]:

Incremento de la biomasa
Materia organica + O, + nutrientes ""* CO, + NH; + CsH;NO, + otros productos
g > p

nuevas bacterias

Respiracion enddgena (decaimiento de la biomasa)
CsHNO, + 50,—2% . 5C0, + 2H,0 + NH; + energia

Como se puede observar, la utilizacion de oxigeno y la degradacion
de sustrato también ocurren, sin embargo, no son considerados como
fundamentales debido a que son resultado del crecimiento y decaimiento de
la biomasa y estan acoplados a ellos en la estequiometria bacteriana del

sistema. [Henze et al., 2000]

Para que ocurra la conversion de amoniaco a nitrato, es necesario un
largo tiempo de residencia de las bacterias en el tanque de aireacidn, ya que
la velocidad de crecimiento de las bacterias nitrificantes es menor que la de
los heterotrofos. La nitrificacion debe ser seguida por un proceso de
desnitrificacion, que permita remover el nitrégeno de las aguas. En cuanto
al fosforo soluble, en condiciones aerdbicas las bacterias lo utilizan para

producir polifosfatos.
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En relacion a la remocion de organismos, se tiene que:

Las bacterias que se encuentran libres son removidas por predacion
por parte de los protozoos. El resto de las bacterias se encuentran
absorbidas o encapsuladas entre los floculos del lodo y por lo tanto son
eliminadas en el sedimentador. La eficiencia en la remocion de bacterias es
de aproximadamente entre un 80% y 99%, es decir, un orden de magnitud,
lo que es muy bajo, ya que en un estanque de aireacion hay del orden de

10® bacterias [Metcalf and Eddy, 2003].

El proceso de Lodos Activados es el mas eficiente en la remocion de
virus. Ya que, la mayoria de las particulas virales se asocian a los s6lidos y
son transferidas al lodo. Ademas, las condiciones de operacion del sistema
en si mismo inactivan a un porcentaje importante de virus, uno a dos

ordenes de magnitud.

Los protozoos pardsitos, no son inactivados bajo las condiciones del
tanque de aireacion; pero son encapsulados por los floculos del lodo y por

ende, son transferidos a éste después de la sedimentacion.

La actividad 6ptima de las bacterias se presenta a valores de pH
comprendidos entre 6 y 8. Especificamente para el proceso de Lodos
Activados se ha encontrado que el pH de operacion 6ptimo esta en el rango
de 6,6 a 7,5. A su vez la temperatura es muy importante en el proceso
debido a que afecta la actividad metabolica, la transferencia de gases y las
caracteristicas de sedimentacion. Durante el afio, el proceso de Lodos
Activados se ve afectado por las variaciones estacionales de temperatura
caracteristicas de la localidad en la que se esta aplicando, por ello se

considera un rango de temperatura para invierno y otro para verano
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(diferencia entre ellas que suele ser del orden de 10°C); se utiliza como
correccion de este parametro la ecuaciéon de Arrhenius, que emplea

como base una temperatura de 20°C [Ramalho R. 1993].

El tiempo promedio que un volumen de control esta dentro del

tanque de aireacion, es el Tiempo de retencion hidraulico (TRH) vy se

define como: 4 =% donde V es el volumen de operacion del reactor y Q es

el flujo de alimentaciéon al mismo. En general, el tiempo de residencia
hidraulico en procesos de este tipo puede variar de 4 a 8 horas [Viessman

W. and Hammer M., 1985].

El Tiempo de retencion celular (6,), es también conocido como edad

de lodos y corresponde al tiempo medio que un solido sedimentable esta
dentro del reactor. Debido a la linea de reciclo este tiempo es mayor al
tiempo de residencia hidraulico. Este parametro es el reciproco de la
velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos (cuando la
DBO:s del reactor es baja o la ley cinética es de primer orden). En procesos
convencionales de Lodos Activados la edad del lodo varia entre 2 y 5 dias

[Saikaly P.E. and Oerther D.B., 2004].

Se define también el pardmetro denominado relacion

alimento/microorganismos U%VI : Food/Microorganisms) como la relacion

entre la cantidad de sustrato presente en la alimentacidn por la cantidad de
SS en el reactor en el tiempo. Este pardmetro es relacionado con las

caracteristicas de sedimentacion de la biomasa. En la mayoria de las aguas
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residuales el valor Optimo de esta relacion se encuentra entre:
0,6 > F/M > 0,2 siendo F/M expresado como mgDBO5mg SSV'd’
[Metcalf and Eddy, 2003].

En Lodos Activados la inyeccion de oxigeno se modela simplemente con
una ley de Fick del tipo:

dio,] _ K, a(0,® -[0,]) (ec.2.3.1.)

donde:

d[o, ]

ot : Variacién de la concentracion de oxigeno disuelto en el reactor en el tiempo

K, : Coeficiente de transferencia de oxigeno
a: Area especifica de contacto interfacial por unidad de volumen de liquido [m™].
(02S —[0O,]) : Fuerza motriz (diferencia entre la concentracion de saturacion de oxigeno

disuelto y la concentracion de oxigeno disuelto en el liquido contenido en el reactor).

De experiencias en laboratorio se estima el valor K a, ya que estimar
cada valor por separado es extremadamente complejo y carece de sentido
para el andlisis en Lodos Activados. El consumo de oxigeno por parte de

los microorganismos se puede apreciar en la ecuacion 2.2.8.

Se postula que la tasa de consumo de oxigeno es funcion de la
respiracion celular en el reactor y que la cinética de respiraciéon depende
linealmente del producto de la densidad celular, de la concentracion de

sustrato y de la concentracién de oxigeno disuelto [Herrera et al., 2000].
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Es decir:

d[o, ]
dt

= OUR =-rXS *[0, ] (ec.2.3.2.)

donde:
r: Velocidad especifica de respiracion por unidad de biomasa [Lmg 'seg™']
X: Concentracion de biomasa [mgSSVL™]

S: Concentracion sustrato que se oxida [mgDQOsL™"]

En la ecuaciéon anterior, se asume que el decaimiento de biomasa
resulta en la liberacion de sustrato, el que es utilizado para el crecimiento
bacteriano. Por lo tanto, la utilizacion de oxigeno normalmente asociada al
decaimiento es calculada como si ocurriera indirectamente a partir del
crecimiento de nueva biomasa en base al sustrato liberado [Henze et al.,

2000].

La respirometria por su parte es la medicion e interpretacion de la
velocidad de consumo de oxigeno de los microorganismos. Es utilizada
como una herramienta para la caracterizacion de la cinética de los
microorganismos. Para analizar esta medicion es necesario conocer la
concentracion y tipo de biomasa y sustrato presentes y obviamente la

variacion de OD en el tiempo [Vanrolleghem P.A. and Lee D., 2003].
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Luego de transcurrido el tiempo necesario para que ocurran en el
tanque de aireacién los procesos mencionados; el lodo activo pasa al
sedimentador, el cual tiene 2 funciones principales [Metcalf & Eddy,
2003]:

= Separar los so6lidos suspendidos del liquido.

= Espesar el lodo de retorno.

El espesamiento del lodo ocurre por asentamiento por gravedad y a
medida que ocurre aumenta la concentracion de SS. El asentamiento del

lodo depende principalmente de la relacion sustrato-microorganismos

(%/I ) y del tiempo de retencion celular (6,). Un buen asentamiento ocurre

cuando los microorganismos se encuentran en su fase endogena de
crecimiento, la cual se produce cuando las fuentes de carbono y energia son

limitadas y la velocidad de crecimiento es baja.

La medicién del asentamiento de la biomasa del reactor; se define
como Indice Volumétrico de Lodos (IVL) que corresponde al volumen en
ml ocupado por 1 gr de SS luego de 30 minutos de decantacidon. Es una
especie de velocidad de sedimentacion inversa del lodo. Si se tiene una
buena operacidn del proceso de Lodos Activados este indice no deberia ser
mayor a 150 [mlgSS™]; un IVL mayor a 150 indica que la densidad del
lodo es mas baja que la adecuada y, por lo tanto, menos microorganismos
son retornados al tanque de aireacion a través del reciclo. Esto interfiere
drasticamente con la eficiencia del tratamiento, ya que hay menos
microorganismos presentes en el tanque de aireacion para digerir la materia

organica.
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2.3.1 Bulking filamentoso

En la separacion del lodo, pueden ocurrir desviaciones las cuales
generan un proceso conocido como bulking. Se conocen diferentes tipos de

bulking:

= No filamentoso: Causado por el exceso de produccion de
exopolisacaridos por las bacterias.

= Viscoso: Se produce como resultado de un exceso de
desnitrificacion, lo cual es resultado de condiciones andxicas en el
sedimentador. En este caso se obtiene un efluente turbio y con un
incremento en la DBOs, debido a que las particulas de lodo se unen a
las burbujas viscosas de nitrégeno.

= Pin-floc: Es causado por la ausencia de bacterias filamentosas lo que
provoca la generacion de pequetios fléculos que decantan bien pero
se obtiene un efluente turbio.

* Filamentoso: Se genera debido al excesivo crecimiento de bacterias

filamentosas.

La produccion de bulking filamentoso es uno de los problemas
operacionales mas comunes de las plantas de tratamiento de Lodos
Activados. Los microorganismos filamentosos tienen un rol muy
importante en la floculacion del lodo activo debido a que constituyen la
macro estructura a la cual se adhieren las bacterias mas pequefias. Sin
embargo, si hay exceso de microorganismos filamentosos la estructura del
floculo sera difusa y tendrd pobres caracteristicas de asentamiento. Se han

descrito mediante observacidon microscopica alrededor de 30
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microorganismos filamentosos, basandose en la informacion entregada por

Eikelboom en 2000.

En la Tabla 2.1. se muestran los factores que causan bulking
filamentoso y el tipo de microorganismo filamentoso que se promueve con

estas condiciones.

TABLA 2.1. Microorganismos filamentosos dominantes como indicadores

de condiciones que causan bulking del tipo filamentoso.

Condicién Microorganismos filamentosos

predominantes

Bajo OD Sphaerotilus natans, Haliscomenobacter

hydrossis, Tipo 1701.

Bajo F/M Microthrix parvicella, Nocardia sp,
Haliscomenobacter hydrossis, Tipos 021N,
0041, 0675, 0092, 0581, 0961, 0803.

Deficiencia de Nitrogeno | Thiothrix sp, Tipo 021N

Deficiencia de Fosforo Nostocoida 11, Sphaerotilus natans,

Haliscomenobacter hydrossis.

Presencia de compuestos | Thiothrix sp, Beggiatoa, Tipo 021N.

reducidos de azufre

Bajo pH Hongos.

Fuente: [U.S. Environmental Protection Agency, 1987].

Existen varias teorias para explicar la ventaja de las bacterias
filamentosas, en condiciones de baja concentracion de nutrientes u oxigeno,

desafortunadamente ninguna lleva a una solucion definitiva e incluso no
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tienen suficiente verificacion experimental. Sin embargo, corresponden a la
base tedrica que permite entender el bulking filamentoso. Se postula que
una de las ventajas de las bacterias filamentosas, es su razon area/volumen,
ya que al ser ésta mayor a la de las bacterias no filamentosas, facilita la
transferencia de masa hacia la célula y, por lo tanto, a bajas
concentraciones de sustrato esto llevaria a una mayor velocidad de
crecimiento de las bacterias filamentosas. Una teoria posterior establece
que las bacterias filamentosas pueden salir facilmente fuera de los floculos,
esto ocurriria cuando las condiciones de difusion son las dominantes (es
decir, a bajas concentraciones de sustrato), ya que las filamentosas
apreciarian una concentracion efectiva de sustrato mayor que las bacterias
no filamentosas que se encontrarian dentro del fléculo. Lo anterior ha sido
comprobado para estructuras de biofilm donde en casos de dominio de las
condiciones de difusion predominan las estructuras abiertas o filamentosas

[Martins A. et al., 2003].

Existe también una teoria basada en la seleccion cinética, de acuerdo
a ésta, las bacterias filamentosas son organismos de crecimiento lento que
tienen una constante de saturacion de sustrato (K;) y una velocidad maxima
especifica de crecimiento (Un.x) mas baja que las formadoras de floculo,
por lo tanto, a bajas concentraciones de sustrato las filamentosas tendrian
una velocidad especifica de crecimiento mas alta y por ello ganarian la

competencia por sustrato [Bitton G. 2005].
Las teorias aqui mencionadas se pueden relacionar si se considera el
K, como un pardmetro aparente de transferencia de masa, en ese caso se

tendria que a mayor resistencia difusional, es decir, para floéculos
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grandes y densos, mas alto seria el K, aparente; en cambio para los
filamentos que salen del floculo se tendria un menor K [Martins A. et al.,

2003].

Para evitar la predominancia de microorganismos filamentosos, se ha
determinado que el tanque de aireacion debe ser operado con un minimo de

2 [mgL™"] de oxigeno disuelto.

En el desarrollo del bulking influye bastante la configuracién que
tenga el sistema, vale decir, la zona desde donde se genera la purga (reactor
o clarificador), la distribucidon y comportamiento de los distintos reactores.

[Kruit J. et al., 2002]

2.4. Dinamica microbiana presente en los Lodos Activados.

La poblacion microbiana, componente fundamental del proceso de
Lodos Activados, se ve afectada por las variaciones del ambiente en que se
encuentra (temperatura, pH, sustrato, oxigeno disuelto). Entender el
comportamiento dinamico de la poblacién microbiana es importante, en el
sentido de determinar como wuna variacion en ella, perturba el

funcionamiento del sistema.

Para determinar los cambios en las proporciones de una poblacion de
cualquier tipo, en este caso microbiana, se utiliza el Indice de
Shannon-Wiener que entrega un valor indicador de la diversidad biologica
del sistema ecologico en estudio. Junto al indice de Shannon-Wiener se
encuentran otros estadisticos, tales como, el Andlisis por Componentes

Principales (PCA) que estudia por grupos el comportamiento de la
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poblacion. Ademds, existe también el Método de Ligamientos Promedio
(UPGMA) que basicamente lo que hace es analizar la verosimilitud entre
muestras a través del coeficiente de Jaccard. Debido a lo general de la
informacion que se puede extraer de estos estadisticos PCA y UPGMA no
se analizardn en los experimentos de este trabajo de titulo [Discusion

realizada con Leandro Herrera].

Para poder realizar todos los andlisis anteriores se necesita un
histograma con las abundancias relativas de las especies que componen la
poblacion, con esto no se quiere decir que lo que se requiere es identificar
cada tipo de microorganismos, sino que basta con saber la longitud del
fragmento de un filotipo medido en pares de bases (pb) para poder hacer
una adecuada estimacion de la biodiversidad de la poblacion microbiana
existente al interior del sistema. Para la obtencidn de ese histograma es que
se utiliza la técnica de biotecnologia molecular denominada t-RFLP
(Polimorfismo de los largos de los fragmentos terminales de restriccion)
que en términos generales, consiste en obtener el DNA, amplificarlo
mediante PCR, someterlo a cortes con enzimas de restriccion generando asi

patrones Unicos dependiendo del organismos del cual proviene el DNA.

El t-RFLP del 16S rDNA ha demostrado ser confiable en el estudio
de complejas comunidades bacterianas, y debido a su alta resolucion ha
sido exitosamente utilizado en la deteccion de cambios en la estructura de
la comunidad microbiana en ambientes con altos niveles de diversidad

bacteriana [Terahara et al., 2004].

El Indice de Shannon-Wiener que expresa la uniformidad de los

valores de importancia a través de todos los filotipos de la muestra es
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comunmente utilizado para caracterizar la diversidad de filotipos en una
comunidad y adquiere el valor cero en caso de que haya so6lo un filotipo

presente.

La expresion para calcular el Indice de Shannon-Wiener es:
=—>"p; *In(p;) Vp, #0 ec.2.4.1.
donde:

pi: Abundancia relativa del filotipo i (se asume que el largo de un

fragmento caracteriza a un unico filotipo).

Es conveniente mencionar que en el caso de esta memoria, el Indice de
Shannon-Wiener es el que se utilizd para analizar la biodiversidad del
sistema, y para extraer las conclusiones y correlaciones importantes, esto

porque es un indice simple de calcular e interpretar.

r_ Ty
1 2
-») = SIS
5 3 3 5
_— = Spmmmmm
@ ... ; s
Extracciom DNA PCR con primer 168 rDNA
desde la comunidad marcado con fluordforo
3
= 4

Digestion de productos de PCR
con enzima de restriccion

E 5 i L 3
2 3MIDIE 'ﬁIﬁ
-]
= - 5
=
z 3:|:|:|I|:|I|:|:|:5 I|I|I5
g
2 —
= Reconocimiento de Separacion de fragmentos

fragmentos marcados en gel secuenciador

Figura 2.3.: Etapas del analisis del t-RFLP
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2.5. Herramientas Estadisticas.

En el desarrollo del presente trabajo de titulo se utilizaron distintas
herramientas estadisticas, tales como: Esperanza, Varianza, Coeficiente de

Variacion de Pearson y Regresion Lineal Multiple.

La mas importante y que conviene detallar es la Regresion Lineal
Multiple. Se utiliza regresion cuando se desea estudiar la posible relacion
entre varias variables independientes (predictoras o explicativas) y otra

variable dependiente (criterio, explicada , respuesta).

Para interpretar un modelo basado en Regresion Lineal Multiple
empleando datos empiricos se debe ser muy cauteloso, pues los modelos de
regresion nos informan de la presencia de relaciones, pero no del
mecanismo causal. Otra fuente de problemas de interpretacion es la

relacion entre variables independientes (colinealidad).

La Regresion Lineal Multiple es utilizada frecuentemente en
investigacion. Se aplica en el caso de que la variable respuesta sea de tipo
numerico. Cuando la respuesta es de tipo dicotomico (binaria), se emplea

otra técnica denominada regresion logistica.

Las aplicaciones mas comunes de la Regresion Lineal Multiple
corresponden a:

» Identificacion de variables explicativas

= Deteccion de interacciones

= Jdentificacion de variables confusoras
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La Regresion Lineal Multiple tiene ciertas limitaciones y éstas guardan

directa relacidon con los requisitos del método:

Linealidad, se supone que la variable respuesta depende linealmente
de las variables explicativas. Si la respuesta no aparenta ser lineal, se
debe introducir en el modelo componentes no lineales, como incluir
transformaciones no lineales de las variables independientes. Las
transformaciones mas usuales son las logaritmicas y exponenciales.
Normalidad y equidistribucidon de los residuos, los residuos son las
diferencias entre los valores calculados por el modelo y los
realmente observados en la variable dependiente. Para tener un buen
modelo no es suficiente con que los residuos sean pequetios, ademas
se requiere que los mismos se distribuyan de modo normal y con la
misma dispersion para cada combinacion de valores de las variables
independientes. Lo anterior en la practica es inverificable, luego se
debe recurrir a analizar el comportamiento de los residuos.

Numero de variables independientes, se deben considerar s6lo las
que se creen importantes, puesto que al incluir variables de manera
indiscriminada se corre el riesgo de que los errores se anulen o de
describir artificialmente el fendmeno que se intenta modelar.
Colinealidad, si dos variables independientes estan estrechamente
relacionadas y ambas son incluidas en un modelo, muy posiblemente
ninguna de las dos sea considerada significativa, aunque si se
hubiese considerado solo una de ellas, si.

Observaciones andmalas, habitualmente corresponden a errores en la

entrada de datos.
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Un modelo de Regresion Lineal Multiple tiene la forma:

Y :a0+a1X1+...+aan ec.2.5.1.
donde:

Y: es la variable dependiente

X, Vi=1..n: los términos que representan las variables independientes

a, Vi=1.n: los coeficientes del modelo calculados por el programa

estadistico de modo de minimizar los residuos.

Finalmente, es importante mencionar la bondad del ajuste del modelo.
Existe el término denominado R cuadrado, que se interpreta del siguiente
modo. La variable respuesta presenta cierta variabilidad o incertidumbre,
pero cuando se conoce el valor de las variables independientes, dicha
incertidumbre disminuye. El término R cuadrado es una cantidad que puede
interpretarse como un porcentaje de reduccion de la incertidumbre cuando
son conocidas las variables independientes. Mientras mas cercano a uno sea
el valor mas poder explicativo tendra el modelo, sin embargo, se debe tener
cuidado pues si se introduce una nueva variable independiente en el
modelo, R cuadrado no puede hacer otra cosa que aumentar [Alfaro M.,

Gouet R., Curso MA34B]
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Capitulo 3

ESTUDIO EXPERIMENTAL
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3. Estudio Experimental.

3.1. Descripcion de la instalacion experimental.

La instalacion experimental utilizada corresponde a dos sistemas,
uno de 1.5[L] (pre-existente) y otro de 5[L] (implementado), ambos de
mezcla completa, con agitador magnético, un sedimentador, un conjunto de

bombas, agua servida sintética concentrada, agua destilada, un rotametro y

una trampa de agua.
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-
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Figura 3.1.: Sistema Experimental con reactor de volumen 1.5[L]
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Figura 3.2.: Sistema Experimental con reactor de volumen 5[L]

Se realizaron mediciones de diversos paradmetros operacionales, tales como:
Oxigeno Disuelto; pH; Temperatura; Solidos suspendidos totales y
volatiles; DQO soluble; Indice volumétrico de lodos; N-NHy; N-Kjeldahl;
P-total; SOUR. Ademas, se realiz6 la caracterizacion biologica mediante la

técnica t-RFLP.
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3.2. Procedimiento Experimental.

3.2.1. Preparacion, limpieza y mantencion de la Instalacion.

La primera etapa del proceso experimental fue la preparacion
adecuada de todos los elementos involucrados en cada experiencia. En
particular, se acentud con especial énfasis la eliminacién de elementos
contaminantes que pudieran interferir las condiciones iniciales del in6culo
y del agua servida sintética. El proceso de limpieza incluy6 el lavado y
esterilizacion de todo el material empleado, centrandose fundamentalmente
en las mangueras que fueron las que transportaron el licor mezclado y el

agua servida sintética al reactor.

También, se realizaba una mantencion diaria del reactor consistente
en la limpieza de la materia orgénica adherida a las paredes y la rotacion en
la posicion de las mangueras transportadoras de los distintos fluidos con
respecto a las bombas (esto se hacia por el desgaste y adelgazamiento de
las mismas, lo que podria haber influido en los caudales de no hacerse,
ademds de posibles roturas de las mismas lo que hubiese generado una
perturbacion en el sistema, tales como: pérdidas de biomasa, suspensién del

suministro de sustrato y/o de agua destilada)

43



3.2.2. Preparacion Agua servida sintética.

TABLA 3.1. Composicion especifica del agua servida sintética.

Compuesto Formula Concentracion
[mgL™]

Cloruro de Cobalto sextahidratado CoCL,*6H,0 0,265
Sulfato de Cinc heptahidratado ZnSO4*7H,0 1,08
Molibdato de Sodio dihidratado NaMoO,*2H,0 0,265
Acido Bérico H;BO; 0,04
EDTA-Fe CioH,FeN,OgNa 6,86
Sulfato de Magnesio MgSO,*7H,0 615
Cloruro de calcio dihidratado CaCl, * 2H,0O 367
Cloruro de sodio NaCl 127
Fosfato de potasio monohidratado K,HPO, 35
Fosfato de potasio dihidratado KH,PO, 30
Bacto Triptona de caseina (Difco 606,7
211705)

Almidon (C¢H10Os)n 108,5
Metil piruvato CH;COCO,CH; 22,4

Fuente: Urmeneta, 2005
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3.2.3. Inéculo.

El inoculo de la biota utilizado para desarrollar el sistema
experimental de tratamiento de aguas servidas mediante Lodos Activados,
fue obtenido de los estanques de aireacidon de una planta en operacion. La
muestra era decantada durante 30 minutos en un Cono Imhoff. El in6culo
para el sistema desarrollado correspondié a 150 [ml] de este lodo

sedimentado.

3.2.4. Programa de muestreo de parametros microbiologicos, fisicos y

guimicos.

El pardmetro microbiolégico se determind frente a cambios
operacionales del reactor a través del DNA de la poblacion que habitaba el
sistema, el que a través de la técnica molecular t-RFLP retornaba la
abundancia relativa de los fragmentos en pares de bases y a partir de esa
informacion se calculaba el Indice de Shannon-Wiener que mostraba la
diversidad de la poblacion al interior del reactor.

Los parametros fisicos y quimicos se monitorearon segun la
frecuencia que se expone en la tabla 3.2.:

TABLA 3.2. Programa de monitoreo.

Parametro Frecuencia
OD [mgL™] En linea
pH En linea
T [°C] En linea
DQO total [mgL™] Diario
DQO soluble [mgL"] Diario
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TABLA 3.2. Programa de monitoreo (continuacion).

Parametro Frecuencia
SS [mgL™] Diario
SSV [mgL™"] Diario
IVL [mLgSS™] Diario
SOUR [mgL'seg™] Semanal
N-NH4 [mgL"] Semanal
Sulfato [mgL™'] Semanal

Metodologia utilizada: S. Methods, 1998. APHA

3.2.5. Operacion de la Instalacién Experimental.

La operacion del sistema experimental fue bastante sencilla, dado
que funcionaba con un juego de bombas y mangueras que una vez
montadas operaban practicamente por si mismas. Sin embargo, se debe
estar diariamente revisando que las mangueras no se rompan o tapen, que
las bombas estén en el valor requerido para que los caudales no cambien
(eventualmente cuando se corta la luz, se debe colocar la bomba en el
punto de operacidén necesario), preparar el agua servida sintética con la
frecuencia necesaria, pues el reactor biologico no puede quedar sin

suministro de sustrato.

Ademas de lo anterior, el sistema de volumen 5[L] tiene la
complejidad de que los requerimientos de agua destilada y sustrato son en
grandes cantidades, lo que lo hace mucho mas complejo de operar que un

reactor de 1.5[L], pues los traslados de agua son del orden de 30[L] por dia.
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3.2.6. Adquisicion de Datos.

La forma en que se adquirieron los datos de los parametros fisicos y
quimicos se baso estrictamente en el Standard Methods 1998, y para la
determinacion de la diversidad bioldgica de la poblacion se utiliza la
técnica t-RFLP [Liu et al., 1997], para lo cual se extrajo una muestra de
licor mezclado (alrededor de 30 [ml]) y se enviaba al Laboratorio de
Biotecnologia en donde era analizada. Luego, se recibian los resultados

listos para interpretarlos.

Ademas, se midieron en linea el pH y el O.D., el primero se utilizaba
para mantener el pH estable en un valor que evitara la proliferacion de
hongos y el segundo para mantener el O.D. en el valor determinado para
una experiencia definida, junto con poder estimar algunas constantes

cinéticas mediante las respirometrias.
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3.3. Método de Andlisis.

3.3.1. Analisis Estadistico de las variables.

El fundamento del andlisis estadistico fue relacionar las distintas
variables involucradas en el sistema experimental de Lodos Activados. Es
decir, que a través de correlaciones y multiregresiones lineales se pueda
determinar qué variables son mas relevantes en el proceso y en qué

proporcion.

3.3.2. indice de Shannon-Wiener.

Utilizando los datos entregados por el Laboratorio de Biotecnologia
se calcularon las abundancias relativas de pares de bases (filotipos) y con
ello, el Indice de Shannon que es simple de calcular y directo de interpretar.

A mayor valor del Shannon, mayor biodiversidad.

3.3.3. Softwares utilizados.

En el presente trabajo de titulo se utilizaron los Software Excel® y
MiniTab®. Excel para la generacion de graficos bidimensionales y célculo
de correlaciones para estudiar factibilidad de las variables a emplear de

modo rapido y eficaz. MiniTab para los analisis estadisticos multivariables.
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3.4. Condiciones Experimentales.

Con el objeto de evaluar los equipos y la aplicabilidad de los

métodos se realizaron diferentes pruebas de los equipos a utilizar, tales

como: aforo de caudales, dispersion estadistica de las variables a medir,

entre otras de caracter cualitativo.

El esquema siguiente muestra la configuracion del sistema de Lodos

Activados empleados en esta investigacion:

So
Xo

Reactor
Agua servida
Sintética ¥ Gases
Qa © 6500 o 00
Sa % % o o
» o o o 0o
4 i - o °
-t A

Sedimentador

Qo
Se

v

Efluente
Tratado

Qe ’
Se
Xe

N

Descarga

Qd
Se
Xd

Lodo recirculado

Qr
Se
Xd

Purga
v Qp

FIGURA 3.3 Diagrama de flujo sistema experimental Lodos Activados.

El reactor utilizado para la experiencia nimero 1 y niimero 2 fue el de

volumen 1.5[L]. La configuracion del sistema es la indicada en el figura

3.3. Las distintas variables integrales del sistema se notaran por:

Qa: Flujo agua servida sintética [Lh™'].

Sa: Concentracion de sustrato organico soluble en el agua servida

sintéticalmgDQOL'].

49



Xa: Concentracion celular en el flujo de agua servida sintética [mgSSVL™].
Qo: Flujo entrada/salida al tanque de aireacion [Lh™].

So: Concentracion de sustrato en el flujo de entrada al tanque de
aireacion[mgDQOL'].

Xo: Concentracion celular en el flujo de entrada al tanque de
aireacion[mgSSVL"].

Se: Concentracion de sustrato en el flujo de salida del tanque de aireacion
[mgDQOL™].

X: Concentracion celular en el flujo de salida del tanque de
aireacion[mgSSVL"].

Qe: Flujo de salida del sedimentador (efluente tratado) [Lh™].

Xe:  Concentracion  celular en el fluyjo de salida del
sedimentador[mgSSVL™].

Qr: Flujo de recirculacion del sedimentador [Lh™].

Xd: Concentracion celular en el fluyjo de descarga del sedimentador
[mgSSVL™].

Qp: Flujo de purga de lodo del sistema [Lh ™].

TRH: Tiempo de retencién hidraulico [h]

Los parametros de disefio adoptados para el reactor de 1.5[L] fueron:

Sa: 325 [mgDQOL™"]

Qa: 0,25 [Lh'].

Qe: 0,246 [Lh™].

Qr: 0,075 [Lh'].

Qp: 0,004 [Lh™].

TRH: 6 [h].

Xa: 0 [mgSSVL™"] (Agua servida sintética estéril).

X: 2.300 [mgSSVL].

Se: 50 [mgDQOL™].
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Xe: 60 [mgSSVL™].

Xd: 8.000 a 10.000 [mgSSVL™"].

Mientras que para el reactor de 5[L] fueron los mismos que los anteriores
cambiando solamente los siguientes:

Sa: 750 [mgDQOL™"] (reactor 1.5[L])

Qa: 0,833 [Lh™].

Qe: 0,820 [Lh'].

Qr: 0,250 [Lh™].

Qp: 0,013 [Lh™].

3.4.1. Condicién Experimental Numero 1.

El reactor de la experiencia N°1 se trabajé con cambios en la carga
organica de entrada al sistema (sustrato) y con un tiempo de retencion
celular de 3.6 dias. En cuatro dias se produjeron los siguientes cambios tal

como se indica en la figura 3.4.

600
SUSTRATO a SUSTRATO a
750[mg/L] 750[mg/L]
500
SUSTRATO a
325[mg/L] SUSTRATO a L 4
325[mg/L]
400
7 {£ ¢
(=2}
3 \ / *
€ 300
: .
2 4 * S
200 Qg ®
TR .
100 Q:’é..
C",.Q’QQO Sin racion de
alimento
0 ‘ ‘ ‘
0 1o| 20 30 40 50
SUSTRATO a Tiempo de operacion [d]

325[mg/L]

Figura 3.4.: Grafico del IVL en experiencia N°1
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3.4.2. Condicién Experimental Numero 2.

Se desarrolld una experiencia variando la relacion F/M a través de la
DQOs de entrada al reactor, con el objetivo de estudiar el comportamiento
microbioldgico en este tipo de tratamiento. Este parametro se mide como la
cantidad de sustrato para una cierta biomasa:

F/M _ QS (ec.3.1.)
V- X

La metodologia empleada consistié en aumentar la carga organica o el
sustrato (S,) del agua servida sintética a un 200% y 300% por un

determinado tiempo de operacion, para una concentracion de soélidos
suspendidos en el reactor del orden de 4000 [ mg L™'].

TABLA 3.3.: Caracterizacion quimica del agua servida sintética, carga al
100%, 200% y 300%.

Parametro Carga Carga Carga
[mg L] 100% 200% 300%

DQOs 325 750 1050
DBO5 228 450 672
Nitrégeno Kjeldhal 19 80 120
N amoniacal 1,7 3 5
Fosforo total 7,2 19 50
Sulfato 185 295 410
C:N:P 100:27:6 100:27:6 100:27:6

Los reactores funcionaron normalmente, sin mayores problemas
operacionales, tales como, cortes de luz, roturas de mangueras, entre otros

que solian suceder.
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Las caracteristicas fisicoquimicas del indculo del reactor utilizado se
resumen en la siguiente tabla:

TABLA 3.4.: Caracteristicas fisicoquimicas del inoculo del reactor con
variaciones en la relaciéon F/M

Parametros [mg L] Experimento

SS 2440
SSV 2170

DQOS 70

N amoniacal 80
Sulfato 210

OD 3.5

IVL [ mLgSS '] 60
pH [1] 6.8

El sistema operdé en condiciones normales (columna 100% Tabla 4.4.)
durante 8 dias, permitiendo asi una estabilizacion en cuanto a cantidad de
biomasa y remocion de DQO, funcionando en un estado cuasi-estacionario.
Una vez obtenido lo anterior, fue aumentada la carga orgénica en un 100%
(columna 200% Tabla 3.3) con el fin de aumentar la relacion F/M,
operando de ese modo por 10 dias, para posteriormente volver subir
nuevamente la carga organica a un 300% (columna 300% Tabla 3.3.) del
inicial por un periodo de 7 dias, con el objetivo de registrar los efectos de
un continuo aumento sobre el sistema. La tabla 3.5 detalla la duracion en
dias de los cambios realizados.

TABLA 3.5.: Modificaciones operacionales en la Experiencia N°2

Cambios operacionales Periodo [dias]
Operacion en condiciones normales 8
Aumento al doble en la DQOs de entrada 10
Aumento al triple en la DQOs de entrada 7
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3.4.3. Condicién Experimental Numero 3.

Uno de los pardmetros de control mas importante en un sistema de

Lodos Activados es el tiempo de retencion celular (6,). Este corresponde a

la edad del lodo y se trata del tiempo que permanecen los microorganismos

en el sistema antes de salir del mismo, ya sea por el efluente (Q, - X, ) o por

la purga de lodos (Q,, - X,,) [Ramalho, 1993]

El uso de 6, se basa simplemente en el hecho de que, para controlar la tasa

de crecimiento y por lo tanto, el grado de estabilizacion del sustrato, es
necesario purgar cada dia un porcentaje determinado de la masa celular del

sistema.

En los sistemas de mezcla completa, la purga de las células se puede
realizar en la linea de recirculacion o desde el estanque de aireacion. Al
hacerlo directamente desde el reactor, aunque es un método mas directo,
implica gran contenido de humedad en el lodo, generando un aumento en
los costos de deshidratacion, disposicidon y transporte de éste [Ramalho,
1993]. Para acercarnos a un sistema mas real, la purga en el sistema
experimental de lodos activados en el laboratorio se efectu6 desde el

reciclo, obteniendo un lodo con mayor concentracion.

Es necesario el conocimiento del caudal de recirculacion en el
funcionamiento en este tipo de tratamiento para mantener un registro de los
solidos suspendidos en el reactor, controlando asi la razon F/M y el
descarte de lodos, permitiendo de esta manera que el tiempo de retencion

celular est¢ dentro de los requerimientos de la planta. La tasa de

54



recirculacidon normalmente se expresa como porcentaje del caudal de

alimentacion.

En el sistema experimental de lodos activados con purga desde la linea de
recirculacion, el tiempo de retencion celular se determind como el
cuociente entre la masa de microorganismos presentes en el sistema y la

masa de microorganismos que lo abandonan por unidad de tiempo:

g VX
’ QW.XI’+Q€.XE

(ec.3.2.)

Por lo tanto, para el célculo de 6, se precisa conocer la concentracion de
microorganismos en el reactor (X ) y en la recirculacion ( X, ). Para tales
efectos, se considerd los valores de los solidos suspendidos en el reactor
como parametro cuantitativo, mientras que la concentracion de
microorganismos en el reciclo fue determinada en forma teodrica (ya que
esta medicion es muy variable dependiendo del momento en que se toma la

muestra, aglutinamiento o correcto funcionamiento).

Asi, efectuando un balance de microorganismos en torno al sedimentador
secundario segun el esquema presentado en la Figura 2.2. se obtiene la

siguiente ecuacion:

(Q+Q,) X =Q, X, +Q, - X, +Q, - X, (ec.3.3.)

Utilizando las ecuaciones 3.2. y 3.3. es posible calcular teéricamente la
concentracion de microorganismos en la recirculacion y la cantidad a
purgar diariamente, manteniendo asi el tiempo de retencion celular

previamente establecido.
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Para estudiar la influencia del tiempo de retencion celular en el proceso de
Lodos Activados se llevo a cabo una experiencia en el reactor de 5[L],
porque funcionaba con mangueras de mayor diametro, luego no se

taponaban tan frecuentemente como los reactores de menor tamaio.

Las caracteristicas fisicoquimicas del inoculo del reactor utilizado se

resumen en la siguiente tabla:

TABLA 3.6.: Caracteristicas fisicoquimicas del indculo del reactor con
variaciones en el tiempo de retencion celular

Pardmetros [mg L] Experimento

SS 1840
SSV 1656

DQOS 61

N amoniacal 76
Sulfato 225

OD 3.0

IVL [mLgSS™'] 50
pH [1] 7.0

En esta seccion se resumen los resultados experimentales de la operacion
continua del presente experimento para condiciones normales, las que

posteriormente fueron modificadas.

TABLA 3.7.: Modificaciones operacionales en la Experiencia N°3

Cambios operacionales Periodo [dias]

Operacion en condiciones normales §,= 3.6 dias 8

Tiempo de retencion celular 2.8 dias

Tiempo de retencion celular 3.2 dias

Tiempo de retencion celular 3.6 dias

QN[ [ [

Tiempo de retencion celular 5.0 dias
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Capitulo 4

RESULTADOS EXPERIMENTALES
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4, Resultados Experimentales.

4.1. Experimento N° 1.

Los cambios mostrados en la figura 3.4 determinaron los siguientes
resultados en las variables de SST, SSV, SSF, DQOs y t-RFLP como se

muestra en los graficos de las paginas a continuacion.
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Tiempo de operacion [d]

Figura 4.1.: Grafico de SST en experiencia N°1
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Figura 4.3.: Grafico de DQOs en el reactor en experiencia N°1
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Desde el punto de vista microbioldgico los analisis entregaron lo siguiente:

TABLA 4.1.: Coeficientes de Shannon para las muestras de Reactor R1J*

Muestra Coef. Shannon IVL [mL gSS™]
Dia 0 2,14 nd
Dia 3 2,67 50
Dia 7 2,45 51
Dia 11 2,35 73

De estos resultados se puede apreciar que la biodiversidad del sistema
disminuye a medida que el IVL aumenta. Se debe mencionar que el filotipo
mas presente durante la realizacion de la experiencia fue el 33 pares de
bases. Este filotipo fue predominante también en la memoria de Mufioz
(2006) con sistemas experimentales y condiciones similares a las de esta
experiencia (descrita en punto 3.4.1). Sin embargo, como se verd mas
adelante, este filotipo deja de ser el méas importante en experiencias
posteriores con reactores frescos debido probablemente a que el periodo
estival del indculo extraido de una planta urbana real es diferente.

A través, de las microfotografias se puede visualizar la evolucion de

la flora microbiana desde un punto de vista cualitativo.

A

Figura 4.4.: Microfotografia (10X10) dia 1 de operacion (IVL =42 [mL/gSS])

* Los otros analisis no se realizaron por reduccion de costos
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Figura 4.5.: Microfotografia (10X10) R1J dia 11 de operacion (IVL =105 [mL/gSS])

Figura 4.6.: Microfotografia (10X10) R1J dia 19 de operacion (IVL = 144 [mL/gSS])

Figura 4.7.: Microfotografia (10X10) R1J dia 29 de operacion (IVL =350 [mL/gSS])
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De las microfotografias de las figuras 4.4 a 4.7 se puede apreciar
claramente como a medida que aumenta el IVL aumenta también la
presencia de filamentosas en el licor mezclado. Es conveniente recordar
que la presencia de filamentosas es necesaria para poder generar floculos
de un tamafo y densidad apropiada para que puedan sedimentar. Sin
embargo, la excesiva proliferacion de estas es nociva para el correcto
funcionamiento del sistema. Por ejemplo, en las primeras microfotografias,
cuando el IVL es alrededor de 100 [mLgSS'] la presencia de las

filamentosas permite la floculacion y decantacion.

De los analisis de t-RFLP (anexo 2) se puede observar que el
fragmento 33 pb es el que presenta mayor abundancia relativa, lo que
podria corresponder a la bacteria filamentosa Thiothrix o tipo 021N
(aquello es de dificil diferenciacién ya que comparten un 88-92% de
caracteres genéticos). Para estar seguros si se trata de la bacteria antes
citada lo que se deberia hacer es utilizar cualquier método biotecnologico
que permita la identificacion a partir de la clonacion del DNA encontrado

en los estudios realizados.

En los analisis de t-RFLP se estima se puede tener un ruido en las
abundancias relativas de los pares de bases alrededor del 5%, por lo que los
datos obtenidos a través de esta técnica no serian tan confiables como se

quisiera [Comunicacion personal, Castillo G.]
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De las respirometrias (anexo 2) se obtuvo la velocidad especifica de
consumo de oxigeno (SOUR):
TABLA 4.2.: Velocidad Especifica de Consumo de Oxigeno Exp. N°1

Dia de DQOs Entrada SOUR IVL SSVv
operacion [1] | [mgDQOs L™] | [mgO, mgSSV*h?] | [mL gSS™]| [mgSSV L7

10 0 6,8x10™ 65 3995

24 325 7x10” 147 2922

37 750 1,4x10™ 189 4034

Segun la Nebraska Water Environment Association valores de SOUR para
sistemas de Lodos Activados tipicos de aguas urbanas menores a 12x107
representan bajas cargas organicas o presencia de toxicos, en este caso se
podria apreciar la escasa presencia de organicos por el valor de la DQOs de
entrada. En el dia 37 el valor del SOUR alcanza 1,4x10™ lo que indicaria
una alta carga organica situacion que en efecto se presenta, pues 750
[mgDQOs/L] es bastante elevado para un sistema de con las caracteristicas
de los Lodos Activados. Por lo tanto, se puede concluir que el SOUR es un
buen indicador de lo que estd sucediendo en este reactor en términos de

remocion y/o cargas organicas.

Se realiz6 un analisis estadistico de Multiregresiones Lineales con el
fndice Volumétrico de Lodos como variable dependiente, utilizando el
programa MiniTab®. Las variables con un coeficiente de correlacion
mayor a 0.7 (70%) se consideraron relevantes, siendo estas, los Solidos
Suspendidos Volétiles (biomasa del sistema), el tiempo de operacion y la
diferencia de DQOs de entrada con la DQOs del reactor. En este caso, no
se considero el parametro correspondiente a la biodiversidad debido al

escaso numero de datos y se debe mencionar que el Oxigeno Disuelto
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arroj6 una correlacion menor al 60%, ya que su valor se regulaba en torno a
los 3[mg/L] asi que no tenia una dinamica correlacionada con las otras

variables y por esas razones tampoco se considero.

Al realizar la Multi-Regresion Lineal se obtiene:

IVL=170+7.81-t—-0.0504-SSV —0.0234 - ADQOs (ec.4.1.)
donde IVL, SSV y ADQOs = DQOsE-DQOSsR, en las unidades habituales y

t en dias.

El polinomio lineal multivariable posee un coeficiente de correlacién R*
igual a 84.2% y coeficiente R* de prediccion del 79.8% lo cual es bastante
bueno segin los criterios estandares que afirman que un 70% es
suficientemente bueno. Lo anterior, es totalmente consistente al analizar el
error promedio de los valores predichos por el polinomio con respecto a los
valores medidos, dado que entrega un 27% de error promedio asociado.
Realizando el andlisis de propagacion de errores de las variables
involucradas, el error solo por efecto de la propagacion es de 7%, por lo
cual, se puede decir que el error asociado exclusivamente el método
matematico es de un 20% aproximadamente, por lo que se considera

suficientemente representativa la ecuacion 4.1.

Del polinomio se puede observar que la edad del sistema es muy
importante en su relacion con el IVL, esto debido a que no hay re-
inoculacion, y por ende, los microorganismos existentes poco a poco van
disminuyendo sus capacidades de degradacion. En la memoria de Muioz
(2006) se menciona que las aguas residuales domésticas aportan un 1%
aproximadamente de nueva biomasa al sistema diariamente, eso muestra

una diferencia entre las plantas urbanas reales y el sistema experimental.
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De modo cualitativo, se puede decir que la biodiversidad afecta al
sistema de una manera inversamente proporcional, es decir, a menor
biodiversidad (Shannon-Wiener) mayor IVL. Sin embargo, con los datos
disponibles no se puede decir nada acerca de la forma matemadtica que

relaciona dichas variables.

Del experimento nimero uno se pudo concluir lo siguiente:

» En situaciones de DQOs de entrada constante, se observa un
comportamiento del Indice Volumétrico de Lodos bastante estable en
un rango menor a 150[mg/L], es decir, sin presencia de Bulking.

= Se aprecia que los Soélidos suspendidos fijos son practicamente
constantes, es decir, los efectos que generan los cambios en el reactor
afectan unicamente a la biomasa del sistema.

= Cambios en la DQOs de entrada muestran una respuesta
directamente proporcional en la biomasa, lo que se ve reflejado en
los Solidos Suspendidos Volatiles. El tiempo de respuesta es segun
las mediciones de un dia aproximadamente. En la literatura se
menciona que se corresponde con 5 veces el tiempo de retencidon
hidraulico. En este caso el TRH es de 6 horas, luego se esta dentro
del tiempo esperado.

= Se debe mencionar que cuando los cambios se realizan cada 4 o 5
dias, el sistema evoluciona de una manera mas estable. Sin embargo,
aqui se puede apreciar que el sistema al sufrir reiterados cambios en
la DQOs de entrada con un intervalo de tiempo de 1 dia, el sistema
se hace inestable, lo que se aprecia en la evoluciéon del IVL (Indice
Volumétrico de Lodos).
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* En cuanto a la DQOs en el reactor se observa una evolucion
proporcional a la DQOs de entrada, aunque algo més no-lineal que

como responde la cantidad de microorganismos en el reactor.

4.2. Experimento N°2.

Los graficos siguientes muestran los resultados del comportamiento de las

distintas variables medidas para las modificaciones efectuadas.
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Figura 4.8.: Grafico Indice Volumétrico de Lodos en reactor R2J
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Figura 4.11.: Grafico DQOs en el reactor R2J

Los analisis de t-RFLP (anexo 3) mostraron los siguientes resultados:

TABLA 4.3.: Coeficientes de Shannon para las muestras del R2J

Muestra Coef. Shannon IVL [mL/gSS]
Dia 0 (in6culo) 4,42 57
Dia 5 (mafiana) 4,40 67
Dia 5 (tarde) 3,56 67
Dia 10 4,50 69
Dia 15 4,19 161
Dia 21 4,42 140
Dia 23 1,79 102

A través de las microfotografias se puede visualizar lo siguiente:

Tl

Figura 4.12.: Microfotografia (10X10) R2J dia 2 de operacion (IVL = 70 [mL/gSS])
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Figura 4.13.: Microfotografia (10X10) R2J dia 9 de operacion (IVL = 65 [mL/gSS])

Figura 4.14.: Microfotografia (10X10) R2J dia 11 de operacion (IVL = 113 [mL/gSS])

Figura 4.15.: Microfotografia (10X10) R2J dia 15 de operacion (IVL = 161 [mL/gSS])
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Figura 4.17.: Microfotografia (10X10) R2J dia 25 de operacion (IVL = 81 [mL/gSS])

De las respirometrias (anexo 3) se obtuvo la velocidad especifica de
consumo de oxigeno (SOUR):

TABLA 4.4.: Velocidad Especifica de Consumo de Oxigeno Experiencia 2

Dia de DQOs Entrada SOUR IVL SSV
operacién [1] | [mgDQOs L] | [mgO, mgSSV*h?] | [mL gSS*]| [mgSSV L™

11 325 6.2x107 113 3376

16 750 9.4x107 150 4996

23 1050 10x107 102 7228
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Segun el criterio del Nebraska Water Environment Association por los
valores del SOUR se puede concluir que el reactor estuvo funcionando
entre el limite de la operacion normal y una operacion con una excesiva

concentracion de biomasa.

Con los datos obtenidos experimentalmente y realizando un
procedimiento andlogo al efectuado con la experiencia de prueba se obtiene
que la relacion funcional entre el IVL y las demas variables es:

IVL=-115+2.15-1-0.0143-SSV +0.226 - ADQOs + 31.9- Shannon  (ec.4.2.)

El ajuste hecho tiene un coeficiente de correlacion entre las variables de un
85% y un R predictor del 76%. El error promedio asociado a la prediccion
con relacion a los valores medidos es de un 7%, que coincide con el error
por propagacion, de lo cual se puede deducir que es bastante bueno el
polinomio encontrado. En comparaciéon con la experiencia nimero 1, se
aprecia la disminucién en el error promedio entre la relacion funcional y
los datos medidos, esto puede deberse a que se incluyen mayor cantidad de
variables y el mejor desarrollo de la experiencia. Aunque es importante
notar que si se aumentasen indiscriminadamente las variables consideradas
en el modelo, el error disminuira y el R* mejorard, incluso si las nuevas

variables guardaran poca o ninguna relacion con el fenomeno en estudio.

De los resultados de la experiencia numero dos se pudo concluir:
= Eventualmente existiria un punto critico para la DQOs de entrada, ya
que si bien se aprecio que al elevar el valor de esta variable, el IVL
se incrementaba, se mostrd que al seguir aumentando este valor el
IVL comienza a descender, esto debido a que el efecto de la cantidad

de Solidos suspendidos se hace mas importante que el de la
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decantacion de los mismos. Luego, es valido suponer que existe un
valor maximo de DQOs de entrada que maximiza el valor del IVL,
es decir, que maximiza lo mal que puede funcionar el sistema de
lodos activados.

Se puede apreciar que la biodiversidad del sistema no cambio mucho
(excepto el ultimo dato), es decir, se vio poco afectada a los cambios
de IVL lo que permite inducir que las variaciones de IVL fueron
marginales, para repercutir de manera importante en la
biodiversidad, utilizando el Shannon-Wiener como indicador de
diversidad biologica.

Se observa en los dendogramas que el 168pb le da paso al 30-48pb al
incrementarse la DQOs de entrada segun se aprecia al final de la
experiencia. Sin embargo, aquello no permite obtener conclusiones
importantes relativas al tipo de organismos presentes, pues ambas
son especies no identificadas.

Al aumentar la DQOs de entrada en 325[mgDQO/L] al sistema, la
cantidad de microorganismos crece con una pendiente de
300 [mg L' dia'] por 7 dias hasta llegar a una cantidad de
microorganismos de equilibrio.

Se puede decir que el Indice de Shannon-Wiener no seria el
indicador mas apropiado para estudiar este fenomeno debido a que
en menos de 12 horas experimentd una variacion del 10% (tabla 4.3.
datos dia 5), junto con ser poco sensible a cambios de 100 unidades
en el IVL medido en [mL/gSS].

Finalmente, se concluye que al aumentar la carga organica de entrada
al sistema (aumento de la relacion F/M) no es una situacién critica

para el tratamiento de aguas residuales mediante Lodos Activados.
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4.3. Experimento N°3.

Los gréaficos siguientes muestran el comportamiento de las distintas

variables medidas*.
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Figura 4.18.: Gréfico Indice Volumétrico de Lodos Reactor R3J
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* El grafico de SSV y SSF no aparece debido a que se concluye lo de siempre, es decir, que los SSF son casi una constante y los
SSV son muy parecidos a los SST 73
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Figura 4.20.: Grafico DQOs en el reactor (R3J)

Los analisis de la biodiversidad a través de t-RFLP entregan los siguientes
resultados relacionados con el indice de Shannon-Wiener:

TABLA 4.5.: Coeficientes de Shannon para las muestras del R3J**

Muestra Coef. Shannon IVL [mL/gSS]
Dia 0 3.96 42
Dia 7 4.00 234
Dia 13 3.61 183
Dia 18 4.00 254
Dia 21 3.55 302
Dia 27 3.55 458

El resultado anterior indicaria que el Indice de Shannon-Wiener no seria un
buen indicador para intentar predecir cambios en el IVL, debido a que
como se aprecia en la tabla 4.5., se tiene practicamente el mismo valor del
fndice de Shannon-Wiener para dos valores del IVL absolutamente
diferentes. Aquello, conduciria a buscar un nuevo indicador para tratar de

predecir episodios de bulking.

** Se estima que el error de un t-RFLP es menor al 2% [Variability in abundante and composition of Eukaryotic picoplankton in the
Alboran sea. Diez, Latasa, Massana and Pedros-Alio]



Microfotografias del experimento:

() (b)

Figura 4.21.: Microfotografia (10X10) reactor R3J (a) dia de operacion 2 con
IVL = 113[mL/gSS] (b) dia de operacioén 5 con IVL = 178 [mL/gSS]

(@) (b)

Figura 4.22.: Microfotografia (10X10) reactor R3J (a) dia de operacion 11 con
IVL = 80 [mL/gSS] (b) dia de operacion 15 con IVL =228 [mL/gSS]

(a) (b)

Figura 4.23.: Microfotografia (10X10) reactor R3J (a) dia de operacion 18 con
IVL =254 [mL/gSS] (b) dia de operacion 21 con IVL =302 [mL/gSS]
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Figura 4.24.: Microfotografia (10X10) R3J Dia de operacion 25 con IVL =313 [mL/gSS]

De las respirometrias (anexo 4) se obtuvo la velocidad especifica de
consumo de oxigeno (SOUR):

TABLA 4.6: Velocidad Especifica de Consumo de Oxigeno Experiencia3

Dia de Tiempo ret. SOUR IVL SSV
operacion [1] |  celular [d] [mgO, mgSSVh™] | [mL gSS™]| [mgSSV L™
11 2.8 5.7x10” 80 2354
15 3.2 4.8x10™ aprox. 228 3200 aprox.
21 3.6 2.4x107 aprox. 302 2500 aprox.

Los resultados anteriores indican que el sistema pueda estar funcionando
con una baja carga de materia orgédnica o bien en la presencia de algin tipo
de toxico.

Aplicando el analisis estadistico de regresiones multivariables se obtiene:

IVL =-553+13.8-t—0.0530-SSV +0.81- DQO,r +173-Shannon (ec.4.3.)

donde todos los parametros estin en las unidades usuales (DQOyr es la
DQO;s en el reactor).

El valor de la correlacion entre las variables R es 82% y el R predictivo es
73%, mientras que el error promedio entre el polinomio encontrado y los

datos medidos es de un 40%, un poco mas del rango tolerable.
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De la experiencia nimero tres se pudo concluir que:

El tiempo de retencion celular para el sistema experimental tiene una
cota que al sobrepasarla hace que éste pierda su capacidad para
estabilizarse cuando se producen cambios en la variable antes
mencionada.

Comienza a primar un tipo de microorganismos cuya velocidad de
sedimentacidén es baja, en este caso, se cree se trata de bacterias
filamentosas.

La DQOs al interior del reactor comienza a aumentar debido a que
los microorganismos al estar “mas viejos” pierden sus propiedades
para degradar la materia organica.

El reactor al ser de mayor volumen, necesita de un esfuerzo mas
grande por parte de la aireacién y de la agitacion para que se
comporte realmente como un reactor de mezcla completa. Es
conveniente mencionar, que al principio se dejo estratificado para
ver que sucedia y, en efecto, se desestabilizo alcanzando valores de
IVL elevados, pero al hacerlo funcionar como un reactor de mezcla
completa mejorando la aireaciéon y la agitacion magnética se
recupero el sistema.

En el inicio del episodio de bulking del sistema apareci6 en una
abundancia relativa menos importante el 194pb, sin embargo, con el
pasar de los dias y manteniéndose el bulking, éste fragmento tomod
importancia. Llegando a ser la abundancia relativa mas predominante

a lo largo del episodio de bulking.
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4.4. Anélisis del Indice de Shannon-Wiener desde una perspectiva
matematica.

El indice de Shannon-Wiener es usualmente utilizado para cuantificar

niveles de biodiversidad, su formula matematica es:

H=->p-In(p) Vp, #0 ec.4.4.1.
i=1

donde:

pi: Abundancia relativa del filotipo i (se asume que el largo de un

fragmento caracteriza a un Unico filotipo).

100%
n

Sea p; = K =cte VK €[0,1] se puede definir K como K =

- H =—Zn:K-ln(K)

i=1

= H=-K:In(K)->'1
i=1

= H=-n-K-In(K) ec44.2.
Luego, sea K =k +k’

Donde
k : Promedio de las abundancias relativas (se supone que todos los filotipos
excepto uno tiene ese valor de abundancia relativa).

k’: Incremento de la abundancia relativa de una especie.

= H=-n-(k+k')-In(k +k’)
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La ecuacion anterior tiene el término In(k +k’). Sin embargo, dado que los

valores de k son menores a 1, podemos linealizar el término mediante un

Taylor de primer orden, de donde se obtiene:

!

=  In(K+k')= ln(k)+i

!

"~ H :—n-(k+k’)-[ln(k)+t} ec.4.4.3.

Es facil ver que el valor de k' es pequeiio y que el valor de k es alin mas
pequeno, luego se pueden despreciar los términos de segundo orden

provenientes del producto de la ecuacidn 4.4.3, obteniéndose:

= H=-n-k-In(k)+n-k" ec.4.4.4.

La ecuacion 4.4.4. es coherente pues si k' es cero, entonces se recupera la
ecuacion 4.4.2. Si los incrementos (k') son pequefios, entonces el H de la
ecuacion 4.4.2 es muy parecido al de la ecuacion 4.4.4., y por lo tanto, el
indicador pierde capacidad de mostrar de mejor forma las variaciones en la
biodiversidad del sistema.

Experiencias matematicas utilizando el Indice de Shannon-Wiener y los

supuestos en esta seccion descritos.

Caso: Todos las especies abundan en igual proporcion
N= 100
pj= 0.01 =1%
LN(pj)= -4.60517019
Shannon-Wiener= 4.60517019

Caso: Una especie aumenta mucho, primando por sobre todas las otras
que abundan en igual proporcion
Una especie crece hastaun 5%
Crecimiento especie i= 0.05
pi= 0.00959596 Vj#Ii
LN(pj)= -4.64641314
Shannon-Wiener= 4.5638791
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La diferencia entre los indices de Shannon-Wiener para este caso solo llega

al 1%.

Al efectuar el mismo andlisis, pero considerando que una y solo una
especie aumenta hasta un 15%, la diferencia entre los indices de Shannon-

Wiener alcanza un 6%, lo que todavia no es una diferencia muy apreciable.

Entonces, en el caso donde las variaciones de varias especies
simultineamente no son demasiado significativas o tienen una significancia
menor al 15% para cada una, el indice de Shannon-Wiener no representaria
adecuadamente lo que est4 sucediendo al interior de esa poblacion, por lo
que se recomienda tratar el tema reduciendo sensibilizando el indicador a

un estudio por bandas.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

81



5.

5.1.

Conclusiones y Comentarios.

Conclusiones y comentarios.

Las siguientes conclusiones estan basadas en los andlisis que se

desarrollaron sobre los resultados experimentales obtenidos, de acuerdo a

los objetivos planteados para la realizaciéon de esta investigacion y la

informacidn reportada en la literatura:

De manera satisfactoria se pudo operar y monitorear el sistema
experimental de lodos activados con un volumen del bioreactor de
1.5[L] e implementar el sistema con un volumen del bioreactor de

S[L].

A diferencia de una planta urbana real la operacion de las distintas
configuraciones experimentales se desarrollo sin inocular al sistema
nuevos microorganismos una vez que €ste se encontrara funcionando
en continuo y a temperatura constante. El fin de lo anterior fue aislar
variables para observar la poblacion microbiana existente desde el
inicio, sin tener la presencia del ruido o perturbaciones que generaria
la entrada de nueva biomasa con mejores o peores propiedades para
la degradacion de la materia orgéanica. Esta decision provoco que los
sistemas funcionaran de manera mas estable que una planta real en
similares condiciones. (El agua servida tratada por plantas reales
aporta alrededor de un 1% de volumen de biomasa nueva
diariamente [Mufioz, 2006], pero no se puede decir nada de la
biodiversidad nueva que aporta al sistema, ya que no ha sido

caracterizada).
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= Se mostrd en la seccion 4.4. que el Indice de Shannon-Wiener
utilizado en biologia molecular, para reducir el nimero de grados de
libertad de los analisis t-RFLP resulta poco sensible en condiciones

de alta biodiversidad.

= La Experiencia nimero 1 reporta que al realizarse cambios
consecutivos en los valores de la carga organica de entrada y en el
oxigeno disuelto inyectado al sistema genera un efecto
desestabilizador del mismo, esto se puede explicar debido a que los
microorganismos no pueden ambientarse suficientemente rapido, lo
cual desencadena cambios en su diversidad al interior del bioreactor
y por ende, cambian las propiedades de decantacion y degradacion
de la materia orgéanica. Las variaciones de diversidad se pueden
apreciar a través de los analisis de t-RFLP mediante la evolucion de
las longitudes de fragmento medidas, pero el Indice de Shannon-
Wiener no presenta grandes variaciones. El fragmento 33pb es el de
mayor abundancia, pero su impacto en el indice se ve enmascarado

por el resto de los fragmentos.

= [a Experiencia nimero 2 mostrdé que al aumentar la relacion F/M (a
través del aumento de la carga orgénica) el sistema no presentara
episodios de bulking, ya que si bien revelo un leve aumento de IVL
por sobre los 150[mL/gSS] este disminuy6 al continuar operando con
la misma carga organica debido a que la cantidad de biomasa
continu6 aumentando, lo que conllevdo a que el IVL decreciera.
Luego, es concluyente que tal como se indica en la literatura, cuando

se disminuye la relacion F/M aumenta el IVL. Lo antes escrito
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obedece a que “a bajas concentraciones de sustrato se favorece el
crecimiento de bacterias filamentosas, debido a que son mas
eficientes en la captura del alimento” [Bitton, 2005]. Finalmente, se
debe agregar que los fragmentos de pares de bases en torno a 40pb

son los que presentaron una mayor abundancia y nuevamente el

Indice de Shannon-Wiener no experimentd un comportamiento que
permita explicar el IVL, esto podria deberse a que las variaciones en

el IVL no fueron considerables.

La Experiencia nimero 3 realizada en un reactor de 5[L] de
volumen (recomendacion de la memoria de Mufioz, 2006) reveld que
el tiempo de retencidn celular para el sistema experimental tiene un
limite superior que al ser sobrepasado hace que éste pierda su
capacidad para estabilizarse cuando se producen cambios en dicha
variable. Ademas, se aprecia que el Indice de Shannon-Wiener
presenta practicamente el mismo valor (3.66) para un IVL de
42[mL/gSS] y otro de 234[mL/gSS]. Sin embargo, las proporciones
de las abundancias relativas de los pares de bases presentan cambios
mas importantes que podrian estar relacionados con la variacion en
el Indice Volumétrico de Lodos y describir de mejor forma lo que

sucede en el sistema.

Se observa que los fragmentos de pares de bases que priman en el
reactor R1J corresponde al 33pb, mientras que en los R2J y R3J
corresponde a los pares de bases de 30, 48 y 194. Dado que el
indculo del R1J es diferente al de los reactores R2J y R3J, si se

analiza la época del afio en que los inoculos fueron extraidos de la
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planta real (R1J en Invierno, R2J y R3J en Primavera) se puede
sefalar que las especies que priman y que generan los distintos
episodios de bulking son diferentes y que podrian depender de la
estacion del afio (temperatura, humedad, radiacion solar, variaciones

de temperatura entre dia noche, volumen de precipitaciones).

Un modelo matematico simple que representa relativamente bien
(error menor al 30% entre lo medido y lo proyectado) el conjunto de
experiencias es:

IVL =-166+8-t—0.0392-SSV +0.2-ADQOs +102- Shannon ~ (ec.5.1.)

Luego, se observa la importancia de la edad del sistema (t) en su
relacion con el IVL, esto debido a que no hay aporte de biomasa
nueva durante el funcionamiento del reactor. Ademas, se aprecia que
contrariamente a lo que se suele intuir, al aumentar el IVL aumenta
la diversidad medida segin el Indice de Shannon-Wiener, lo cual
intuitivamente no es asi, por lo que se debe revisar el indicador de

biodiversidad a utilizar.

TABLA 5.1.: Coeficientes de la regresion lineal multiple
IVL=a, +a,-t+a, -SSV +a, - ADQO, + a, - Shannon

Experimento | R*(pred) a, a, a, a, a,
1 80% 170 7.81 -0.0504 -0.0234 | -
2 76% -115 2.15 -0.0143 0.226 31.9
3 73% -553 13.8 -0.0530 0.122 173

Se puede apreciar que debido a la falta de reinoculacion en el

sistema, la edad del sistema se convierte en una variable muy
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importante en la descripcion del IVL. También se puede apreciar que
el indice de Shannon-Wiener es directamente proporcional al IVL,

luego se debe buscar un indicador complementario a este.

TABLA 5.2: Coeficientes regresion multiple sin Indice de Shannon.

IVL=3a,+4a,-t+a, -SSV +a, - ADQO,

Experimento | R*(pred) a, a, a, a,
1 80% 170 7.81 -0.0504 -0.0234
2 51% 67 11.3 -0.0348 0.0735
3 70% 102 10.3 -0.0424 0.1060

Se puede apreciar que como predice la teoria al disminuir el nimero
de variables involucradas, disminuye el coeficiente de correlacion.
Sin embargo, la disminucién que ocurre en los datos de la
experiencia dos indicaria que el parametro bioldgico es muy
importante en la descripcion de los cambios del IVL (disminuy6 un
25% el R?). Ademas, se aprecia coherencia entre los coeficientes que
acompafian los términos independientes de la correlacion, lo que
muestra que este sistema experimental tuvo un comportamiento

similar en las diferentes experiencias realizadas.

Se puede modelar estadisticamente y calibrar una planta real, donde
el modelo se puede utilizar para fines de diagndstico, proyeccion,
comparaciéon de variantes, probar cambios en la operacion,
evaluacion de las practicas, optimizacion de operacion y gastos, asi

como para la capacitacion del personal de la planta.
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5.2.

El desarrollo de este trabajo de titulo muestra lo importante de la
conformacion de equipos de trabajo multidisciplinarios para la
correcta ejecucion de proyectos de desarrollo sustentable, como es la
Tecnologia de Tratamiento de Aguas Residuales mediante Lodos

Activados.

Recomendaciones.

El trabajo desarrollado da pie a las siguientes recomendaciones

derivadas del estudio experimental y estadistico:

Construir un nuevo indicador que capture de mejor manera las
variaciones en las abundancias relativas de las longitudes de
fragmento que reflejen los cambios de biodiversidad especificos de
los sistemas de Lodos Activados. Una alternativa a explorar podria
ser considerar la variacion en las proporciones de los pares de bases

mediante bandas.

Utilizar una carga organica de entrada en torno a los
325[mgDQOs/L], debido a que como se mostrd en este trabajo de
titulo que el subir cada vez més la carga de entrada al sistema no
produce episodios de bulking, sino que s6lo un aumento excesivo de
la biomasa lo que puede provocar que hipdtesis de disefio pierdan

validez a lo largo de alguna experiencia de laboratorio.

Realizar cultivos de las bacterias en los periodos de bulking
primavera e invierno para analizar si se trata de bacterias diferentes
(lo que se deduce de los pares de bases) o si en realidad son las

mismas.
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ANEXO 1.: TASA DE UTILIZACION ESPECIFICA DE OXIGENO
(SOUR)

La velocidad de consumo de oxigeno (OUR) permite valorar la
calidad del lodo, ya que representa la cantidad de oxigeno que es necesario
suministrar al sistema por unidad de tiempo. Dicho de otro modo, la
velocidad a la cual los microorganismos utilizan el oxigeno del licor

mezclado es un indicador de la actividad biologica del sistema.

Los andlisis respirométricos permiten adquirir datos sobre el
consumo de oxigeno como respuesta del metabolismo de los
microorganismos debido a la naturaleza y cantidad del sustrato. Para
analizar esta medicion es necesario conocer la concentracion de la biomasa

y sustrato presentes y la variacion de oxigeno disuelto en el tiempo.

Dividiendo el valor del OUR por la concentracion de biomasa del
reactor biolodgico (SSV) se obtiene la velocidad especifica de consumo de
oxigeno (SOUR), que representa la cantidad de oxigeno consumido por una
cierta cantidad de biomasa por unidad de tiempo. Este parametro elimina la
variabilidad producida por los cambios de la concentracion de los solidos
en el licor mezclado y hace posible la comparacion entre sistemas

(Sharman, 1998).

Esta prueba tiene muchas ventajas, es una medida rapida de la carga
organica afluente y su biodegradibilidad, puede indicar la presencia de
desechos toxicos o inhibitorios, y puede relacionar el grado de estabilidad y

condicién de los microorganismos en el reactor biologico.
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Los valores de SOUR utilizados en plantas de tratamiento se
clasifican el los siguientes rangos (Nebraska Water Environment
Association, 2000):

= > 20*%10" [mgO, mgSSV'h']: alto. Esto puede indicar altas cargas
organicas o bajas concentraciones de biomasa para la degradacion.

= 12-20%10" [mgO, mgSSV'h™']: normal. Ocurre una alta remocion
de DBO y buenas condiciones de asentamiento.

= <12*%107 [mgO, mgSSV'h™]: bajo. Esto puede indicar bajas cargas

organicas o presencia de toxicos.
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ANEXO 2.: EXPERIENCIA N°1 REACTOR R1J

TABLA A.l.: Datos Fisicos y Quimicos del reactor de la Experiencia # 1.

DQO SS
Dia IVL SS sol SSF Ssv efluente DQO total Sulfato
efluente
[1] | [mIgSS-1] |[mg/L]| [mg/L] |[[mg/L]][[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
1 42 3480 - 326 3154
2 51 2850 62 295 2555 380
3 52 3280 35 344 2936
4 60 3280 30 338 2942
5 73 2800 45 289 2511
6 57 3600 66 366 3234
7 56 4070 64 411 3659
8 58 3670 51 362 3308
9 63 4150 59 415 3735 346
10 65 4440 72 445 3995
11 105 3870 65 390 3480
12 167 3460 104 354 3106 140 356
13 120 3340 30 159 3181
14 118 2740 20 270 2470
15 97 2540 16 112 2428
16 117 2620 25 260 2360
17 109 2960 35 280 2680
18 128 2780 56 272 2508 283
19 144 3020 46 304 2716 20 132
20 145 3000 - 397 | 2603
21 146 2740 49 284 2456
22 88 4640 53 476 4164
23 100 3560 - 480 3080
24 147 3240 55 318 2922
25 234 2900 57 291 2609 376
26 254 3180 67 326 2854 40 191.4
27
28
29 350 2380 53 234 2146
30 322 2560 56 264 2296
31 276 3020 65 304 2716
32 228 3650 79 734 2916
33 357 2260 41 240 2020 70 349.8 381
34
35
36 143 5880 35 572 5308
37 189 4500 39 466 | 4034
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Electroferogramas operacion reactor R1J

partidor Forward v enzima de restriccion HAE I11.
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FIGURA A.2.1.: Electroferograma dia 0.
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FIGURA A.2.2.: Electroferograma dia 3.
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FIGURA A.2.3: Electroferograma dia 7.
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FIGURA A.2.4.: Electroferograma dia 11.




De los estudios respirométricos se obtuvieron los siguientes graficos:

Respirometria dia 10 de operacion R1J VL = 65 [mL/gSS]
SST = 4440 [mg/L]
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Figura A.2.5.: Estudios respirométricos del reactor R1J
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ANEXO 3.: EXPERIENCIA N°2 REACTOR R2J
TABLA A.2.: Datos Fisicos y Quimicos del reactor de la Experiencia # 2.

SS
Dia IVL SST [ DQOs | SSF | SsV oD efluente DQO total Sulfato
efluente

[1] ([mL/gSS]||[mg/L] ||[[mg/L] | [mg/L]|[mg/L]|[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
1 62 1520 63 178 1342 3.5

2 70 1580 56 170 1410 3.5

3 83 1640 21 178 1462 3.5

4 63 1880 31 196 1684 3.5

5 67 2420 41 254 2166 3.5 40 380

8 65 2860 37 304 2556 3.5

9 65 3250 52 660 2590 3.5 238
10 69 3460 23 364 | 3096 3.5

11 113 3760 39 384 || 3376 2.0

12 183 3480 39 362 3118 2.0 120 45

13 170 4440 60 450 3990 2.0

14 154 5180 65 534 || 4646 2.0

15 161 5080 68 522 4558 2.0

16 150 5540 65 544 || 4996 2.0 80 210 250
17 143 5760 64 584 5176 2.0

18 137 5960 66 590 5370 2.0

19 142 5800 67 596 5204 2.0

21 140 6000 61 600 5400 2.0

22 131 6240 60 616 5624 2.0 140 256 200
23 102 7980 66 752 7228 2.0

24 78 10200 70 760 9440 2.0

25 81 9880 90 765 9115 2.0 90 1440

26 75 10600 93 773 9827 2.0 45 305

98




Electroferogramas operacion reactor R2J

partidor Forward v enzima de restriccion HAE I11.
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FIGURA A.3.1.: Electroferograma dia 0.
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FIGURA A.3.2.: Electroferograma dia 5 (mafiana).

Electroferograma R2J -

‘Abundancia relativa (%9

o
31 39 69 92 109 124 165 184 200 225 251 275 306 330 352 388 415 465

Abundancia relativa (%9

Tamario (pb)
FIGURA A.3.3.: Electroferograma dia 5 (tarde). FIGURA A.3.4.: Electroferograma dia 10.
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FIGURA A.3.5.: Electroferograma dia 15.
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FIGURA A.3.7: Electroferograma dia 23.

99

Abundancia relativa (%9

o
31 69 92 103111 132 169 191 202 225 254 268 284 316 331 353 373 408 434 474
Tamaiio (pb)

FIGURA A.3.6.: Electroferograma dia 21.
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De los estudios respirométricos se obtuvieron los siguientes graficos:

OD [mg/L]
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Figura A.3.10.: Estudios Respirométricos del Reactor R2J
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ANEXO 4.: EXPERIENCIA N°3 REACTOR R3J
TABLA A.3.: Datos Fisicos y Quimicos del reactor de la Experiencia # 3.

SS DQOs DQOt
Dia IVL SST | DQOs | DQOt | SSF | SSsV efluente efluente ef Sulfato
[1] ([mL/gSS]|[mg/L]||[mg/L]||[mg/L]||[mg/L] | [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] || [mg/L]
1 42 3020 60 240 | 2780 89
2 113 3000 65 263 || 2737 69 2805
3 120 2800 59 230 | 2570
4 147 2500 63 274 || 2226 51
5 178 2580 67 637 255 | 2325 80
6 214 2180 72 232 || 1948 240 80
7 234 2540 65 262 || 2278 215
8 131 2920 69 290 | 2630
9 103 2005 73 245 | 1760
10 81 2200 70 230 | 1970
11 80 2640 50 286 | 2354 860
12 81 3240 80 342 || 2898 80 37
13 183 2560 71 264 || 2296
14 227 2880 55 280 [ 2600 150
15 228 3540 74 800 320 || 3220 160 54
16 233 3600 67 276 | 3324
17 263 3484 89 242 || 3242
18 254 3140 66 255 | 2885
19 182 4480 85 800 391 | 4089 160 515 200
20 258 2960 80 340 || 2620
21 302 2800 81 326 || 2474 80
22 314 2467 93 267 | 2200
23 389 2528 90 322 || 2206
24 397 2354 91 292 | 2062
25 313 2720 94 283 | 2437
26 395 2204 92 273 || 1931
27 458 1900 89 240 | 1660
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Electroferogramas operacion reactor R3J

partidor Forward v enzima de restriccion HAE I11.
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FIGURA A.4.1.: Electroferograma dia 0.

FIGURA A.4.2.: Electroferograma dia 7.
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FIGURA A.4.3.: Electroferograma dia 13.
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FIGURA A.4.4.: Electroferograma dia 18.
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FIGURA A.4.5.: Electroferograma dia 21.
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FIGURA A.4.6.: Electroferograma dia 27.
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Figura A.4.9.: Estudios Respirométricos del Reactor R3J
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ANEXO 5.: CURVAS DE DESCARGA BOMBAS UTILIZADAS.
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Figura A.5.1.: Curva de Descarga Bomba Agua destilada reactor 5[L].

Curva de Descarga Bomba Master Flex Reactor 5[L].
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Figura A.5.2.: Curva de Descarga Bomba Master Flex Reactor 5[L].
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ANEXO 6: Dispersion de las variables SS, Sulfato, DQOs, N-Hs.

Se analiz6 la confiabilidad de las variables que mas se miden en el
estudio experimental y que son consideradas como las mas relevantes. Las
que fueron sometidas a este breve analisis fueron los Solidos suspendidos
totales, la DQO soluble, los Sulfatos y el Nitrégeno amoniacal.

Lo que se realizé fue basicamente que para una misma muestra de
licor mezclado se efectuaron 5 veces los mismos ensayos, obteniéndose los

resultados de la siguiente tabla:

TABLA A.4: Anélisis de errores en las variables SS, Sulfato, DQOs, N-Hj;.

Ensayo SS Sulfato DQOs N-Hs
[1] [mo/L] [ma/L] [mg/L] [mg/L]
1 3780 292 104 43
2 3740 259 98 89
3 3750 226 100 58
4 3590 251 99 120
5 3560 342 98 115
Media Aritmética Simple [mg/L] 3684 274 99.8 85
Desv. Standard [mg/L] 101.1 44.7 2.5 34.0
Intervalo de Confianza (95%) [mg/L] | [3681.2,3686.8]|[272.7,275.3]11[99.7,99.9]| [55,115]
Coef. De Variacién de Pearson [%] 2.7 16.3 2.5 40.0

De la tabla anterior se pudo concluir que las variables; Solidos suspendidos
totales y DQO soluble, tienen buenos métodos de medicion y por ende,
adquieren valores muy confiables con una dispersion menor al 3% y el
sulfato es confiable con un error menor al 30%. Mientras que el nitrogeno
amoniacal tiene un comportamiento diametralmente opuesto, pues los
valores que adquiere esa variable para la misma muestra es del orden del
40%. Un error de hasta un 30% se considera aceptable. [Taylor J.R., 1982]
Dado que no se hace remocion de fésforo ni de nitrégeno, y considerando

los errores estimados asociados no se analizaran esas variables.
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ANEXO 7.: Nomenclatura empleada.

Qg: Flujo de entrada

Qs: Flujo de salida

Xg: Biomasa activa

Xpg: Biomasa activa entrante

p: Velocidad méxima de crecimiento especifica

Ks: Coeficiente de asimilacion de sustrato organico
b: Tasa de decaimiento de biomasa activa

Y: Yield

qr: Flujo de reciclo

Xpr: Biomasa activa de reciclo

[O]ac: Oxigeno acuoso

[O]acr: Oxigeno acuoso entrante

[O]acr: Oxigeno acuoso de reciclo

V: Volumen

DBO: Demanda biologica de oxigeno

DBOg: Demanda bioldgica de oxigeno entrante

S: Sustrato

Sg: Sustrato entrante

Q: Flyjo

Qu: Flyjo inferior de sedimentador

[O]sat: Concentracion de oxigeno para saturar el agua
Kia: Coeficiente de transferencia de oxigeno

Yy: Yield heterétrofo

Ko n: Coeficiente de asimilacion heterotrofo de oxigeno
Kyo: Coeficiente de asimilacion de nitrégeno organico

Ng: Factor de correccion para hidrolisis anoxica

Nu: Factor de correccion para crecimiento andxico heterdtrofo

ky: Hidrolisis

Kx: Hidrolisis

fp: Fraccion de biomasa a material particulado

by: Tasa de decaimiento heterdtrofo

b,: Tasa de decaimiento autotrofo

pn: Tasa de crecimiento especifico heterotrofo

pa: Tasa de crecimiento especifico autotrofo

Y 4: Yield autotrofo

Ko a: Coeficiente de asimilacion de oxigeno autotrofo

ixs: Relacion de nitrogeno y carbono organico en la biomasa

ixp: Relacion de nitrogeno y carbono organico en productos por biomasa
ka: Amonificacién

un: Tasa de crecimiento especifico de biomasa de respiracion rapida
ur: Tasa de crecimiento especifico de biomasa filamentosa

bn: Tasa de decaimiento biomasa de respiracion rapida

br: Tasa de decaimiento biomasa filamentosa

6. : Tiempo de retencion celular
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