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RESUMEN

DISENO DE UN SISTEMA EXPERIMENTAL PARA LA REMOCION DE ALTAS CARGAS
ORGANICAS DE AGUAS RESIDUALES MEDIANTE UN FILTRO ANAEROBIO CON
MODULOS DE ACIDO POLILACTICO IMPRESOS EN 3D

Presentado por

Jerson Emmanuel Sayavedra Ajungo

En el presente proyecto de investigacion se realizd un soporte impreso con tecnologia 3D
con acido polilactico como material de impresién. Se realizé el enriquecimiento y
estabilizacion de lodo anaerobio proveniente de un Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente
(RAFA) alimentandolo con estiércol de cerdo, realizando un seguimiento fisicoquimico con
parametros como pH, alcalinidad, relacion a, acidos grasos volatiles (AGV’'S), una vez
estabilizado el lodo anaerobio se realizé la inoculacion de las estructuras 3D bajo
condiciones de pretratamiento con mucilago de nopal. Mediante diferencia de peso se
corroboré la formaciéon de una biopelicula sobre el material impreso en 3D. Los mejores
resultados se obtuvieron al sumergir durante 24 horas la estructura en mucilago de nopal,
y alimentando semanalmente el inoculo anaerobio con estiércol de cerdo. Se determiné que
el desarrollo de una biopelicula es proporcional a la rugosidad presentada en la superficie

de crecimiento.

Dirigida por:
Dr. José Apolinar Cortés
Co- Dirigida por:

Dr. Francisco Ung Medina

Palabras clave: digestibn anaerobia, reactor de biopeliculas, tratamiento de aguas

residuales.
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ABSTRACT

DESIGN OF AN EXPERIMENTAL SYSTEM FOR THE REMOVAL OF HIGH ORGANIC
LOADS FROM WASTEWATER THROUGH AN ANAEROBIC FILTER WITH 3D PRINTED
POLYLACTIC ACID MODULES

Presented by

Jerson Emmanuel Sayavedra Ajungo

In the present research project, a printed support with 3D technology was made with
polylactic acid as printing material. The enrichment and stabilization of anaerobic sludge
from an Upflow Anaerobic Reactor (UASB) was carried out, feeding it with pig manure,
performing a physicochemical monitoring with parameters such as pH, alkalinity, a ratio,
volatile fatty acids, afther the anaerobic sludge was stabilized, the 3D structures were
inoculated under pretreatment conditions with nopal mucilage. By weight difference, the
formation of a biofilm on the 3D printed material was corroborated. The best results were
obtained by submerging the structure in nopal mucilage for 24 hours, and weekly feeding
the anaerobic inoculum with pig manure. It was determined that the development of a biofilm

is proportional to the roughness presented on the growth surface.
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Co-directed by:
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CAPITULO |

1.INTRODUCCION



El agua es un elemento abundante en nuestro planeta; sin embargo, del total, el 97.5% es
agua salada, y el agua dulce representa solamente el 2.5%, de este Ultimo porcentaje, el
68.9% esta almacenada en estado sélido, principalmente en las regiones polares (96%) y
en las zonas glaciares de las regiones montafiosas (4%), el 30.8% restante es agua
subterranea, y Unicamente en la superficie (lagos, lagunas, reservas artificiales y rios) se
acumula el 0.3% de agua dulce en el planeta. La disponibilidad de agua promedio anual en
el mundo es aproximadamente de 1,386 millones de km?3, de los cuales, 35 millones de km?

son agua dulce (Fondo para la Comunicacion y la Educacion Ambiental A.C., 2016).

Anualmente México recibe aproximadamente 1,449.47 km® de agua en forma de
precipitacién, de esta agua, se estima que el 72.1% se evotranspira y regresa a la
atmadsfera, el 21.4% escurre por los rios o arroyos, y el 6.4% se infiltra al subsuelo para
recarga de acuiferos. Tomando en cuenta los flujos de salida (exportaciones) y de entrada
(importaciones) de agua con paises vecinos, el pais anualmente cuenta con 451.58 km? de

agua dulce renovable (Comision Nacional del Agua, 2018).

El aumento acelerado de la poblacion, el alto grado de urbanizacion y el incremento en el
namero de zonas metropolitanas han propiciado una creciente demanda del recurso hidrico
para su uso en labores domésticas, industriales, agricolas y pecuarias, que en
consecuencia genera un mayor volumen de aguas residuales, lo que ha dado origen a
diversos estudios sobre el control y prevencion de la contaminacion relacionada con el agua
(Comisién Nacional del Agua, 2018; Torres, 1994).

En México la tecnologia mas utilizada para la depuracion de los contaminantes presentes
en las aguas residuales por métodos bioldgicos, son los Lodos Activados (Comisién
Nacional del Agua, 2018); sin embargo, los costos operativos son elevados por la demanda

energética requerida para la operacion del proceso.

Dentro de las tareas incluidas en la Agenda del agua 2030, esté el garantizar que las aguas
residuales descargadas a los cuerpos receptores cumplan con los niveles de calidad
definidos en el marco juridico aplicable y disefiar acciones que reduzcan la contaminacion
formadas por fuentes difusas. Por ello, para lograr rios limpios, sera necesario que las
plantas de tratamiento existentes y las que se construyan en un futuro, operen de manera
eficiente para garantizar que sus efluentes cumplan con las normas respectivas, y fomentar

el retso del agua residual tratada (Comision Nacional del Agua, 2011).
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La digestion anaerdbica ha demostrado ser un proceso viable para depurar una gran
variedad de residuos sélidos y aguas residuales, con ventajas sobre los procesos aerébicos
y fisicoquimicos, como la baja produccion de lodo, el mayor potencial de carga orgéanica, el

bajo costo operativo y la produccion de metano (Cresson et al., 2006).

Dentro del tratamiento de aguas residuales por procesos anaerobios, se encuentran los
sistemas de biomasa fija (lecho empacado), donde la biomasa se adhiere en soportes que
se encuentran inmersos dentro del reactor, los reactores anaerobios se diferencian entre si
por el tipo de empaque usado; el primer proceso empacado fue con roca, actualmente se

utiliza una gran variedad de empaques sintéticos (CONAGUA, 2016).

Actualmente la impresion en 3D es una técnica innovadora que ha permitido potencializar
cualquier proceso, por la capacidad de generar instrumentos y/o piezas a medidas

requeridas teniendo un alto control de la calidad de estas (Gross et al., 2014).
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1.1 Antecedentes

El tratamiento de aguas residuales en México inici6 en 1905 con la construccion de la
primera planta de tratamiento de aguas residuales municipales la cual consistia en un
Tanque Imhoff, con una capacidad de tratamiento de 10 L-s™. Para diciembre de 2017
existian en nuestro pais 2,526 plantas de tratamiento en operacion, con una capacidad
instalada de 181.15 m®-s, y operacion real de 135.58 m®s!, los cuales representan el 63%
del caudal recolectado del sistema de alcantarillado. (Comisiéon Nacional del Agua, 2016,
2018)
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Figura 1. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales en operaciéon hasta el afio 2017 (Comision
Nacional del Agua, 2018).

En la Figura 1 se muestran los diferentes procesos de plantas de tratamiento que cubren
la capacidad instalada, en esta se observa que el principal proceso son los lodos activados
con 1,336 plantas en operacion; 434 que combinan la tecnologia de lodos activados y
procesos anaerobios; 263 operan mediante lagunas de estabilizacion; 132 son lagunas
aireadas; 98 pertenecen al proceso de filtros bioldgicos; 84 son un proceso primario
avanzado; 22 operan bajo el disefio de un Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente; 1 a
partir de un sistema primario, y 156 procesos no especificados. Los filtros biolgicos, tienen
la caracteristica de depurar contaminantes mediante microrganismos adheridos a una
superficie o material de empaque (Ignacio et al., 2012), con ventajas de costo operativo,
energético, e instalacion menores con respecto a la planta de Lodos Activados, por ocupar
menor volumen del sistema, eliminacién de procesos unitarios, como lo es el tanque de
sedimentacion para la separacion de la biomasa del efluente tratado y la simplicidad de la

operacion.
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Mediante un reactor de Biopelicula de Lecho Aireado Sumergido de soporte Fijo (BLASF),
se alcanzaron porcentajes de remocién de DQO entre el 49 y el 58%, en un efluente
proveniente de las descargas de aguas municipales con concentraciones entre 5y 14 Kg
de DQO'm=.d'y tiempos de retencién hidraulico entre 42 y 110 minutos (Ignacio et al.,

2012)

1.1.1 Tipos de Reactores
Un reactor es un equipo en cuyo interior tiene lugar una reaccién quimica y/o biolégica,
disefiado para maximizar la conversién y selectividad de esa reaccién con el menor costo

posible.

Reactores por lotes

Un reactor intermitente (por lotes) se emplea para operaciones a pequefia escala y/o probar
nuevos procesos que aun no se han desarrollado en su totalidad, para fabricar productos
costosos y para procesos dificiles de convertir en operaciones continuas. El reactor por
lotes tiene la ventaja de permitir una alta conversion, que puede obtenerse dejando el
reactivo dentro del reactor por periodos prolongados; sin embargo, sus desventajas son el
alto costo de mano de obra por lote, asi como la variabilidad del producto de un lote a otro

y la dificultad para produccion a gran escala (Fogler, 1999).
Reactor de flujo continuo

La mayoria de los reactores de flujo continuo que operan en estado estacionario se
clasifican en: reactores continuos de mezcla perfecta, reactores tubulares o de flujo pistén

y reactores de lecho empacado.
Reactor continuo de mezcla perfecta (CSTR)

También conocido como reactor de retromezcla, se opera en estado estacionario y se
asume que produce una mezcla perfecta, debido a que la concentracion no depende del
tiempo o de la posicién, es decir todas las variables son iguales dentro del reactor y su

mayor aplicacion es para el control de reacciones en fase liquida (Fogler, 1999).
Reactor tubular

Consta de un tubo cilindrico que opera en estado estacionario, y los materiales que
reaccionan se consumen de manera continua a medida que fluyen a lo largo del reactor,

por lo que la concentracion varia continuamente en direcciéon axial y su velocidad de
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reaccion, debido a que esta es una funcion de la concentracién para todas las reacciones,

excepto las de orden cero (Fogler, 1999).
Reactor de lecho empacado

Las reacciones que se dan dentro del reactor de lecho empacado son consideradas
reacciones heterogéneas (fluido-sélido) y su velocidad de reaccién se basa en la masa del
catalizador solido (W), y no del volumen del reactor (V). La velocidad de reaccién de una

sustancia A se define de acuerdo con la ecuacion 1

mol de A que reacciono

—r = 1
"4 s - gde catalizador )

1.1.2 Impresion en 3D
La concepcién de la impresion 3D también conocida como: fabricacion aditiva (AM),
creacion rapida de prototipos (RP) o tecnologia de sélidos de forma libre (SFF), fue
desarrollada por Charles Hull (Gross et al., 2014); sin embargo, se tiene el antecedente que
desde 1993 fue patentado el primer aparato denominado impresora 3D, la cual podia

imprimir piezas de plastico, metal y cerAmica (Sachs et al., 1993).

La impresion 3D se utiliza para la creacion de prototipos modelados en 3D, generados
originalmente por un programa de disefio asistido por computadora (CAD) (AutoDesk,
AutoCAD, SolidWorks, Creo Parametric, etc.) (Wang et al., 2020), el cual se convierte en
un archivo .SLT (Lenguaje de teselacion estandar o STereo-Lithography) para la
transferencia de datos entre el software CAD y la impresora 3D. El archivo .SLT almacena
la informacion de cada superficie del modelo 3D en forma de secciones trianguladas, donde
las coordenadas de los vértices se definen en un archivo de texto. Al aumentar el niumero
de triAngulos que definen una superficie, existen mas puntos de datos en el archivo de texto
para definir espacialmente la superficie de la pieza. Este aumento de vértices da como
resultado una mayor resolucién del dispositivo impreso (Gross et al., 2014; Wang et al.,
2020).

Existe una variedad de técnicas de impresion 3D que van desde métodos bien establecidos,
gue se han empleado en entornos industriales durante afios, hasta técnicas mas recientes
en desarrollo en laboratorios de investigacion que se utilizan para aplicaciones mas
especificas. Las cuatro mas estudiadas y utilizadas son: estereolitografia, impresién por

inyeccion de tinta, sinterizacion selectiva por laser, y modelado por deposicién fundida.
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Estereolitografia (SLA)

SLA fue el primer método de creacion rapida de prototipos comercializados. Hay varios
enfoques diferentes para SLA, incluida la escritura directa/laser (Figura 2(A), configuracion
de bafio) y la escritura basada en mascaras (Figura 2B, configuracion de capas) (Pan et al.,
2012). La técnica de escritura directa/laser contiene los componentes comunes de una base
movil, un tanque de resina liquida, un rayo de luz ultravioleta y una interfaz de computadora.
La escritura basada en mascara también contiene la plataforma mavil, la cubeta de resina,
la computadora y el rayo UV, asi como una “capa” en forma de dispositivo de espejo digital

(DMD) que permite el curado de una sola capa a la vez.
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Figura 2. Esquema de unaimpresora SLA de configuracién de bafio con un proceso de curado de
escritura directa (A) - Esquema de una impresora SLA de configuracién de capas con un método de
curado basado en proyeccién (B). (Gross et al., 2014).

En la configuracion del bafo, el rayo UV traza una seccion transversal 2D sobre una base
sumergida en un tanque de resina fotoactiva liquida que se polimeriza al iluminarse. El
grosor de la resina curada depende de factores como la duracién de la exposicién, la
velocidad de exploracion y la intensidad de la fuente de energia, todos los cuales dependen
de la energia de la luz ultravioleta. Después de completar la seccién transversal 2D, la base
desciende mas en la resina por una distancia predefinida, y el rayo UV comienza a agregar
la siguiente capa, que se polimeriza sobre la capa anterior. Entre las capas, una cuchilla

cargada con resina nivela la superficie de la resina para asegurar una capa uniforme de
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liquido antes de otra ronda de exposicion a la luz ultravioleta. Este proceso se repite,

rebanada a rebanada, hasta que se completa el objeto 3D.

La configuracion de capas requiere los mismos componentes que la configuracion del bafio.
Sin embargo, la plataforma movil esta suspendida sobre el depdsito de resina, en contraste
con la configuracion del bafio donde estd sumergida. La fuente de luz se encuentra debajo
de latina, que tiene un fondo 6pticamente transparente. Después de que cura la capa inicial,
la plataforma se eleva, con resina sin curar llenando los huecos que quedan de la capa

curada.

En ambas configuraciones, se requiere un paso posterior a la fabricacion, utilizando una luz
ultravioleta para garantizar que todos los grupos reactivos de la resina estén polimerizados,

para fortalecer la unién en el objeto 3D final.
Impresion por inyeccion de tinta

Los dos tipos principales de impresion por inyeccién de tinta son la continua y la gota a
pedido (DOD). La técnica de impresion de inyeccion de tinta continua requiere placas
electrostaticas en el cabezal de la impresora para dirigir las gotas de tinta sobre el papel
para imprimir o en un compartimiento de desechos para ser recicladas y reutilizadas, el
espaciado se controla mediante la aplicacion de un patrén de onda de presion. En la técnica
DOD, un pulso de voltaje y presion dirige la gota de tinta, eliminando la necesidad de

separar la tinta residual del cabezal de la impresora.

La impresién por inyeccién de tinta 3D es principalmente un método basado en polvo en el
gue capas de particulas solidas, normalmente de 200 ym de altura con tamafos de
particulas que oscilan entre 50 y 100 um, se unen mediante un material liquido impreso
para generar un modelo 3D. Especificamente, una primera capa de polvo se distribuye
uniformemente en la parte superior de una plataforma de soporte, por ejemplo, mediante
un rodillo, después de lo cual un cabezal de impresora de inyeccion de tinta imprime gotas
de material aglutinante liquido sobre la capa de polvo en las areas de solidificacion
deseadas. Después de que se completa la primera capa, la etapa cae y una segunda capa
de polvo se distribuye y se combina selectivamente con material de encuadernacion
impreso. Estos pasos se repiten hasta que se genera un modelo 3D, después de lo cual el

modelo generalmente se trata con calor para mejorar la unién de los polvos en las regiones
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deseadas. El polvo no unido sirve como material de soporte durante el proceso y se elimina

después de la fabricacién (Gross et al., 2014).

Material de
enlace liquido

Scanner

Boquilla de
inyeccion de tinta

Material aglomerado

Etapa entrega de polvo Etapa de fabricacion

Figura 3. Esquema de un aparato de impresion por chorro de tinta (Gross et al., 2014).

Como técnica de impresién 3D basada en polvo, la impresion por inyecciéon de tinta no
requiere materiales fotopolimerizables o liquidos con viscosidades modificadas. Los polvos
de materiales poliméricos, ceramicos o de vidrio se pueden combinar con materiales
aglutinantes liquidos para generar un modelo 3D, que ha expandido significativamente la
aplicacién de la técnica en areas como el disefio artistico y el modelado industrial. Una
advertencia para el método es que las propiedades quimicas y fisicas del liquido impreso
dominaran las del dispositivo impreso. Por ejemplo, muchos pegamentos poliméricos son
biol6gicamente toxicos. Otra limitaciébn de la impresién por inyeccion de tinta es la
transparencia Optica de los dispositivos acabados; La interaccion incompleta del liquido
aglutinante con las particulas de polvo puede hacer que un material tenga una
transparencia reducida debido a la dispersion de la luz, lo que seria una limitacion severa
para los estudios de microscopia.
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Sinterizacion selectiva por laser (SLS)

SLS es otro método de fabricacion de modelos 3D basado en polvo. Desarrollado en la
década de 1980 por (Beaman & Deckard, 1990). Aunque SLS es similar a la impresién por
inyeccion de tinta, SLS utiliza un laser de alta potencia, por ejemplo, CO2 y Nd:YAG, para
sinterizar polvos de polimero para generar un modelo 3D, en lugar de utilizar materiales

aglutinantes liquidos para pegar particulas de polvo.

Lecho de polvo Pieza sinterizada

Etapa entrega de polo Etapa de fabricacion

i v

Rodillo @

A

Figura 4. Esquema de unaimpresora SLS (Gross et al., 2014).

En el proceso SLS, una primera capa de polvo se distribuye uniformemente en una
plataforma mediante un rodillo y luego se calienta a una temperatura justo por debajo del
punto de fusidn del polvo (Figura 4). Siguiendo los perfiles transversales designados en el
archivo .STL, se escanea selectivamente un rayo laser sobre el polvo para elevar la
temperatura local al punto de fusién del polvo para fusionar las particulas de polvo. Una vez
completada la primera capa, se agrega, nivela y sinteriza una segunda capa de polvo en

las areas deseadas. Estos pasos se repiten para crear un modelo 3D.

Una ventaja de SLS es que se puede utilizar una amplia gama de materiales, desde

polimeros como policarbonato (PC), cloruro de polivinilo (PVC), acrilonitrilo butadieno
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estireno (ABS), nailon, resina y poliéster hasta polvos metalicos y ceramicos (Ko et al., 2008;
Yan & Gu, 1996). Ademas, SLS no requiere un material liquido aglutinante. Sin embargo, los

modelos impresos SLS sufren contraccién o deformacion debido al calentamiento térmico

del laser y el enfriamiento posterior.
Modelado por deposicion fundida (FDM)

FDM es una de las tecnologias de fabricacion mas utilizadas para la creacion rapida de
prototipos en la actualidad. FDM fabrica un modelo 3D extruyendo materiales
termoplasticos y depositando los materiales semifundidos en una etapa capa por capa.
Como se observa en la Figura 5, los filamentos termoplastico (material utilizado para
construir modelos 3D) se mueven por dos rodillos hasta la punta de la boquilla de la
extrusora de un cabezal de impresién, donde se calientan mediante unidades de control de
temperatura hasta un estado semifundido. A medida que el cabezal de impresion traza el
disefio de cada capa de seccién transversal definida horizontalmente, los materiales
semifundidos se extruyen fuera de la boquilla y se solidifican en las areas deseadas. Luego,
la etapa desciende y se deposita otra capa de la misma manera. Estos pasos se repiten

para fabricar una estructura 3D capa por capa.
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Figura 5. Esquema de impresora 3D por método FDM.
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Los defectos superficiales de este proceso en particular incluyen efectos de escalera y
acordes que resultan de la naturaleza del software de corte y del formato de archivo .STL.
Los defectos internos pueden ser el resultado de heterogeneidades en el diametro y la
densidad de alimentacion del filamento, ya que pueden afectar la forma en que se extruye

el material de la boquilla de la impresora.

Una ventaja notable de FDM es que puede crear objetos fabricados a partir de multiples
tipos de materiales imprimiendo y posteriormente cambiando el material de impresion, lo
gue permite un mayor control del usuario sobre la fabricacion del dispositivo para uso
experimental. Ademas de los materiales convencionales como PC, poliestireno (PS) y ABS,
FDM también puede imprimir modelos 3D a partir de polimeros reforzados con vidrio, metal,
ceramicas y materiales bio-reabsorbibles (Toyoda & Matsuo, 1999; Wu et al., 1999; Yan & Gu,

1996; Zein et al., 2002).

Los antecedentes mas recientes que se tienen en la implementacion de la tecnologia de
impresion 3D como material de soporte para biomasa son: se disefiaron 3 soportes para la
cuantificacién de la conversién de amoniaco (NHs) a nitratos (NOs’), con un tiempo de
retencion hidraulico de 8 horas en un reactor biopeliculas de lecho mévil (MBBR), los
resultados mostraron un incremento en la eficiencia de hasta un 60% respecto a los
soportes comerciales. A partir de estos resultados los autores sugieren que el rendimiento
de los MBBR se puede mejorar mediante la manipulacion y optimizacion de la topologia de
los soportes (Proano-Pena et al., 2020); se disefié un soporte semi suspendido con forma
de husillo con el cual se comparé la variacion de las caracteristicas de crecimiento de una
biopelicula en el soporte bajo dos tasas de aireacion diferentes (0.3 L-mint y 3 L-min?
respectivamente), el soporte fue inoculado con microorganismos nativos de una planta de
tratamiento de aguas municipales, alimentado con agua residual sintética a una relacién de
DQO:N:P de 100:5:1 y un tiempo de retencion hidraulico de 24 hrs. Mediante la
cuantificacioén de la cantidad y calidad de la secrecion de polimeros extracelulares (EPS) se
determind que una tasa de aireaciéon mas alta 3.0 L-min! incrementa la estabilidad del
crecimiento de la biopelicula (Tang et al., 2017); se comparé la efectividad para la remocién
de nitrégeno de aguas residuales con 4 materiales diferentes como soporte de bacterias
annamox: esponja de poliuretano, tela no tejida, carbén activado granular y plasticos de
polietileno impresos en 3D. Se utilizaron 5 reactores MBBR (cada uno con los soportes

antes mencionados y un control) operados en forma semicontinua, fueron inoculados con
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lodo proveniente de un reactor anaerobio de flujo ascendente; la temperatura se mantuvo
constante a 35 £ 2°C, se alimentaron con agua residual sintética con una tasa de carga de
nitrégeno total (TNRL) de 0.47 kg-m=3-d* en su fase de operacion, los resultados mostraron
gue el reactor empacado con carbdn activado granular logro la mayor remocion de la TNRL
de hasta 0.40 kg-m3-d! (Gu et al., 2020); se disefidé un soporte tipo fullereno, su impresion
se realiz6 mediante la técnica de sinterizacion selectiva por laser, se inoculé con lodos
activados provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales en un reactor
discontinuo; se alimentd con agua residual sintética a una relaciéon DQO:N:P de 100:4:1. La
puesta en marchay operacién del reactor se dividié en 3 etapas, en la primera (primeros 5
dias) se controlé un tiempo de retencion hidraulica de 8 horas, en la segunda (dia 5 al 12)
se redujo a 6 horas y en la tercera (dia 12 al 45) se mantuvo constante en 4 horas; la
temperatura se mantuvo constante a 27°C durante todo el proceso de estabilizacion. La
efectividad del soporte fue evaluada al comparar sus propiedades fisicas (hidrofobicidad y
rugosidad) contra un soporte comercial, ademas se evalué la calidad de la biopelicula
demostrando mediante microscopia electronica de barrido que las biopeliculas adheridas al
soporte disefiado e impreso en 3D eran mas estables y gruesas que las adheridas al soporte
comercial. Finalmente, el reactor discontinuo obtuvo rendimientos de remocion de la carga
organica cuantificada como DQO del 76.6% y una remocion de NH3 del 33.9% (Dong et al.,
2015).

El desempefio de un reactor de biopelicula depende de la formacion de biopelicula
suficiente y estable dentro de un biorreactor, uno de los factores esenciales para determinar
la formacién y las caracteristicas del biofilm son las propiedades del soporte (Tang et al.,
2017) .

1.1.3 Formacién de biopeliculas
Las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos formas o estados:

e Bacterias plancténicas, de libre flotacion y suspendidas en el fluido.
e Bacterias sésiles (formadoras de biofilm), creciendo en colonias de

microorganismos adheridas a superficies sélidas
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Se ha reportado que el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de biofilms,
y tan solo el 1% vive en estado plancténico. Este singular comportamiento tiene
consecuencias en el modo de analizar la supervivencia de las células procariotas tanto en

ambientes naturales o industriales como en el organismo humanao.

En un principio, el estudio de los biofilms estuvo ligado al ensuciamiento bioldgico que
causaba problemas en la industria definiéndose a los biofilms o biopeliculas como una
comunidad de bacterias adheridas a una superficie sélida en inmersa en un medio liquido.
Se puede definir a una biopelicula como “una comunidad microbiana sésil, caracterizada
por células que estan adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o unas con
otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han
producido, y que exhiben un fenotipo alterado en relacién con la tasa de crecimiento y

transcripcién génica” (Diaz, 2011; Donlan, 2002).

Las biopeliculas no son solamente simples cimulos de material polimérico dentro del cual
se encuentran embebidas aleatoriamente las células microbianas sin ningun tipo de

organizacion.

1.13.1 Estructura de la biopelicula
Las bacterias sésiles crecen dentro de microcolonias embebidas en una matriz polimérica
que incluye canales abiertos. Este tipo de estructura abierta permite que el agua, presente
en el ambiente en donde se desarrolla la biopelicula, pueda penetrar a través de los canales
y por lo tanto los nutrientes lleguen a zonas profundas de la micro colonia dentro de su
comunidad, permite que estas comunidades desarrollen un espesor y una complejidad
considerable mientras que las células individuales que las componen se mantienen en

Optimas condiciones nutricionales, en muchas ubicaciones dentro de la misma (Diaz, 2011).

La formacién de la biopelicula puede ocurrir por tres mecanismos. Uno de ellos es la division
binaria de células adheridas (Givskov et al., 2015). El segundo mecanismo es la
redistribucion de las células adheridas mediante la movilidad superficial. Es decir, que a
medida que las células se dividen, las células hijas se desplazan sobre la superficie para
formar camulos celulares, de manera similar a lo que ocurre en la formacion de colonias en
las placas de agar. El tercero es la agregacién es la captacion de células plancténicas a

partir del fluido hacia el biofilm desarrollado (Tolker-Nielsen, 2000).
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1.1.3.2 Etapas del desarrollo de la biopelicula
El desarrollo de la biopelicula se lleva a cabo por medio de 5 etapas consecutivas que se

describen a continuacion (Davey & O’toole, 2000; Michael Dunne Jr., 2002).
Etapa 1. Acondicionamiento de la superficie

La primera etapa comienza con la adsorcion de una fina capa organica en el sustrato, esta
pelicula puede cambiar drasticamente las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato
dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie, posteriormente empieza

el transporte de microorganismos hacia una superficie.

Existen factores externos que afectan la adhesion de las bacterias desde un medio liquido

sobre un sélido (Bryers, 2009):

e Factores fisicos: los factores fisicos mas importantes son la tensiéon de corte,
temperatura, rugosidad, topografia y carga superficial. Estos factores influencian el
transporte, los fenbmenos interfaciales, el desprendimiento y las reacciones en la

interfase.

e Factores quimicos: la composicién de la superficie del sustrato, la composicion del

medio en el que se desarrolla el biofilm, el pH, el oxigeno disuelto.

La materia organica presente en el agua se adsorbe sobre las superficies y forma lo que se
conoce como “pelicula condicionante”, cambiando las propiedades quimicas y fisicas de la

interfase sustrato/fluido y torndndola mas amigable para la adhesién bacteriana.
Etapa 2. Adhesion reversible

La segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de microorganismos, la repulsién
neta entre la superficie celular y el sustrato puede ser superar por interacciones moleculares
especificas mediadas por apéndices extracelulares (por ejemplo, pilis, fimbrias y flagelos).
Muchas de estas células son capaces de movilizarse independientemente gracias a los
apéndices celulares llamados pilis con movimientos del tipo contracciones o deslizamiento.
Estas células todavia no se encuentran en proceso de diferenciacion y pueden abandonar

la superficie para volver al estado planctonico. Durante esta etapa reversible, las bacterias
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presentan ciertos comportamientos especificos como, por ejemplo, rodar, reptar, formacion

de agregados e hileras bacterianas (Diaz, 2011).

La adhesion reversible de bacterias a una superficie o a un sustrato puede ser de dos

maneras:

e Activa: la motilidad, otorgada por los flagelos, fimbrias y pilis tipo IV, ayudaria a la
bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de la adhesién, siendo su
funcién principal vencer las fuerzas de repulsion mas que actuar como adherente.
Sin embargo, la motilidad no parece ser un requisito esencial para el acercamiento
al sustrato, puesto que bacterias Gram-positivas inmdviles, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de formar biofilms. En
caso de las bacterias Gram-positivas se ha descrito, en esta primera etapa, la
participacién de proteinas de superficie. Una vez que llegan a la superficie pueden

desplazarse sobre ella mediante movimientos individuales o grupales.

e Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusion, precipitacién de
particulas y dinamica de fluidos pueden favorecer la adhesion de los

microrganismos a cualquier superficie.

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden ejercer una fuerte
influencia en el grado y extension de la adhesion, pueden también influir, variaciones en la

velocidad de flujo, temperatura del agua, y concentracion de nutrientes.

Frecuentemente, se tiende a predecir o interpretar el mecanismo de adhesién microbiana
mediante los conceptos desarrollados en la literatura de coloides (Verwey, 1947). Al
respecto debe tenerse en cuanta que generalmente, se considera que la fuerzas de largo
alcance gobiernan la velocidad de deposicién de una particula coloidal cargada sobre una
superficie. Estas fuerzas incluyen las interacciones de Van Der Waals de largo alcance y
las fuerzas electrostaticas de doble capa que constituyen la base de la teoria DLVO
(Derjaguin, Landau, Verway y Overbeek) (Verwey, 1947). Las fuerzas de Van Der Waals
son generalmente atractivas y resultan de las interacciones entre dipolos inducidos entre
moléculas de la particula coloidal y moléculas de la superficie. Las fuerzas eléctricas de
doble capa se generan a partir del solapamiento de las nubes electrénicas de los

contraiones de las superficies cargadas y el cambio en la energia libre a medida que las
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superficies se alejan o se acercan. El resultado es una fuerza neta de atraccioén entre
superficies cargadas opuestamente y una fuerza neta repulsiva entre superficies de cargas

de igual signo.
Etapa 3. Adhesion irreversible

La tercera etapa comienza con la exudacién del material polimérico extracelular (EPS) y la
adhesion irreversiblemente, las células adheridas que inician la formacion del biofilm sobre
una superficie estan rodeadas por pequefias cantidades de EPS. Este material polimérico

estd compuesto por polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos.

El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transicion desde
una interaccion débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente,
frecuentemente mediado por la presencia de polimeros y apéndices extracelulares.
Investigaciones recientes sugieren que la transicion hasta la adhesion permanente a una
superficie esta acompafiada por cambios fisiol6gicos profundos (Stoodley et al., 2002). En
esta segunda fase de adhesion, predominan las reacciones moleculares entre las
estructuras superficiales bacterianas y la superficie del sustrato. Estas reacciones implican
una adhesion firme entre la bacteria y la superficie mediada por estructuras poliméricas
superficiales como, por ejemplo, capsulas, fibrilas, fimbrias, pilis y EPS. La adhesion
irreversible especifica puede ser definida como la unién especifica entre las adhesinas
bacterianas (un componente especifico molecular de la superficie bacteriana) y un receptor
del sustrato (un componente especifico de la superficie del material o tejido superficial)
estando menos afectada por factores ambientales (pH, electrolitos, temperatura) (Diaz,
2011).

Las cépsulas bacterianas son estructuras superficiales compuestas por polisacaridos y
proteinas. En varios trabajos se ha sugerido que los polisacaridos y proteinas de la
superficie celular pueden actuar como adhesinas bacterianas. El sello distintivo que
diferencia a los biofilms de las bacterias simplemente adheridas a una superficie es que los
biofilms contienen EPS que rodea a las bacterias residentes. EI EPS microbiano consiste
en polimeros biosintéticos que pueden variar su composicion quimica y también
polisacéridos sustituidos y no sustituidos, proteinas sustituidas y no sustituidas, acidos
nucleicos y fosfolipidos (Sheng et al., 2010).
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Etapa 4. Maduracion del biofilm

La cuarta etapa comienza con la maduracion del biofilm y el desarrollo de la estructura tipica
de las microcolonias con los espacios intracelulares o canales, muchas células alteran sus
procesos fisiolégicos (por ejemplo, crecer anaerébicamente en las zonas profundas del

biofilm) en respuesta a las condiciones particulares del ambiente dentro del biofilm.

La densidad global y la complejidad del biofim aumenta a medida que los organismos
adheridos se replican, mueren y los componentes extracelulares de las bacterias
interactlan con las moléculas organicas e inorganicas presentes en el medio ambiente

circundante.

El potencial crecimiento de cualquier biofilm esta limitado por la disponibilidad de nutrientes
en el ambiente inmediato, la penetracibn de estos nutrientes dentro del biofilm y la
eliminacion de residuos. Otros factores que pueden controlar la maduracién del biofilm son

el pH interno, la penetracion de oxigeno, fuentes de carbono y la osmolaridad.
Etapa 5. Desprendimiento de micro colonias

Finalmente, la quinta etapa comienza, cuando algunas microcolonias pueden desprenderse
de la superficie o pueden liberarse células individuales revirtiendo su estado a bacterias
planctonicas que se desprenden de la matriz polimérica dejando espacios entre las
microcolonias que pueden actuar como canales dentro de la estructura del biofilm. Esta
serie de etapas consecutivas no necesariamente se encuentran sincronizadas a través de
todo el biofilm, sino que generalmente ocurren de manera tal que, en cualquier momento,

una region de las colonias esta ocupada por biofilm en distintos estados de desarrollo.

El término desprendimiento es un término que se utiliza para describir la liberacion de
células (ya sea individualmente o en grupos) de un biofilm o sustrato. El desprendimiento

activo es un evento fisiolégicamente regulado.
Los tres principales mecanismos para generar el desprendimiento serian:

e Erosién: remocién continua de pequefias partes del biofilm.
e Separacion: remocién rapida y masiva.
e Abrasion: liberacion por colision de particulas suspendidas en el liquido circundante

del biofilm.
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La separacion es menos frecuente que la erosion, y se piensa que derivaria de la
disminucién de nutrientes u oxigeno en el interior del biofilm. Se observa preferentemente

en biofilms voluminosos, que se han desarrollado en medioambientes ricos en nutrientes.

La separacion y erosion proporcionarian los mecanismos para que las bacterias migren
desde zonas densamente colonizadas a areas desnudas que podrian favorecer mejor su

desarrollo, logrando asi formar nuevos biofilms en sitios distantes.

1.1.3.3 Efecto de la hidrodindmica en la biopelicula
La velocidad de flujo inmediatamente adyacente a la interfaz de sustrato/liquido es
despreciable. Esta zona de flujo insignificante se denomina capa limite hidrodindmica. Su
grosor depende de la velocidad lineal; cuanto mayor sea la velocidad, mas delgada sera la
capa limite. La region fuera de la capa limite se caracteriza por una mezcla sustancial o
turbulencia. Pare regimenes de flujo caracterizados como laminares 0 minimamente
turbulentos, la capa limite hidrodinAmica puede afectar sustancialmente las interacciones
célula-sustrato. Las células se comportan como particulas en un liquido, y la velocidad de
asentamiento y asociacion con una superficie sumergida dependera en gran medida de las
caracteristicas de velocidad del liquido. Bajo velocidades lineales muy bajas, las células
deben atravesar la capa limite hidrodinamica considerable, y la asociacion con la superficie
dependera en gran parte del tamafio de la célula y la motilidad de la célula. A medida que
aumenta la velocidad, la capa limite disminuye y las células se veran sometidas a
turbulencias y mezclas cada vez mayores. Por lo tanto, se esperaria que las velocidades
lineales més altas se equipararan a una asociaciéon mas rapida con la superficie, al menos
hasta que las velocidades sean lo suficientemente altas para ejercer fuerzas de corte

sustanciales en las celdas de unién (Donlan, 2002).

1.1.4 Mucilago de nopal
Los nopales poseen una sustancia viscosa conocida como mucilago o hidrocoloide, que
esta constituido por carbohidratos de alto peso molecular. Contiene principalmente dos
polimeros naturales orgénicos: amilosa (polimero de la glucosa con unién 1-4 tipo alfa
consigo misma) y amilopectina (polimero también de la glucosa, pero con uniones 1-6). El
mucilago de nopal es un polisacarido con peso molecular promedio de 13x10° g/mol,
altamente ramificado. Cuenta con 5 monosacaridos diferentes: arabinosa, galactosa, xilosa,

ramnosa, y acido galacturénico (Orozco Silvas, 2017).
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Las aplicaciones del mucilago de nopal con fundamento en conocimiento empirico son muy
diversas(Vargas Rodriguez et al., 2016). En la actualidad el mucilago de nopal se ha
convertido en caso de estudio de diferentes ambitos cientificos, como lo son el area de la
construccion donde se ha utilizado el mucilago como adhesivo en pinturas en una técnica
denomina a la cal (Vargas et al., 2012); asi mismo se ha investigado las propiedades de
durabilidad y andlisis microestructural del hormigon y la pasta de cemento al ser
enriquecidos con mucilago de nopal como aditivo natural(Ramirez-Arellanes et al., 2012).
En el area de la medicina ha sido objeto de estudio por la disminucién de la glucosa
sanguinea para pacientes con diabetes mellitus Il (Santos et al., 2009); a partir del mucilago
de nopal se han realizado extractos y aislamientos de polisacaridos con actividad
hipoglucemiante(Alarcon-Aguilar et al., 2003). En el area alimenticia se han realizado
estudios sobre el recubrimiento con peliculas comestibles elaboradas a partir de mucilago
de nopal(Gonzalez-Gonzalez, 2011; Mendoza et al., 2014). Respecto al tratamiento de
aguas residuales el mucilago de nopal ha generado resultados positivos en complemento
con Alx(SO4); para la eliminacion de la turbidez (Contreras Lozano et al., 2015; Vaca Mier
etal., 2014).

1.1.5 Anaerobiosis
La digestion anaerobica se ha utilizado mucho tiempo para la estabilizacion de los lodos de
aguas residuales. Tiempo después, fue utilizado con éxito para el tratamiento de aguas
residuales industriales y domésticas. Esto fue posible gracias a una mejor comprension de

la microbiologia de este procesos y a través de disefios mejorados del reactor (Bitton, 2005).

En el proceso de digestién anaerobia, la materia organica contenida en la mezcla de lodos
primarios y biolégicos se convierte biol6gicamente, bajo condiciones anaerobias, en metano
(CH4) y diéxido de carbono (COy). El lodo estabilizado, que se extrae del proceso, tiene un

bajo contenido en materia orgénica y patdgenos, y no es putrescible (Metcalf & Eddy, 2014).

1.15.1 Microbiologia del proceso
Los consorcios de microorganismos, en su mayoria bacterias y metandgenos, participan en
la transformacion de compuestos organicos complejos de alto peso molecular en metano.
Ademas, las interacciones sinérgicas entre los diversos grupos de microorganismos estan
implicadas en la digestion anaerobia de desechos. La reaccién global se muestra en la

ecuacion 2.

Materia Orgénica — CH, + CO, + H, + NH; + H,S (2)
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Aunque algunos hongos y protozoos se pueden encontrar en los digestores anaerdbicos,
las bacterias y los metan6genos son, sin duda, los microorganismos dominantes. Un gran
niamero de bacterias anaerdbicas estrictas y facultativas (por ejemplo, Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus) estan implicadas en la hidrélisis

y fermentacion de compuestos organicos (Bitton, 2005).

Cuatro categorias de microorganismos estan involucradas en la transformacion de
materiales complejos en moléculas simples como el metano y el didxido de carbono, que

se describen a continuacion.
Bacterias Hidroliticas

Los consorcios de bacterias anaerébicas descomponen las moléculas organicas complejas
(por ejemplo, proteinas, celulosa, lignina, lipidos) en moléculas mondmeras solubles, como
aminodcidos, glucosa, acidos grasos y glicerol. Este proceso se da a través de la via
enzimatica (celulasas, proteasas y lipasas) de los compuestos de alto peso molecular en
compuestos que puedan servir como fuentes de energia y de carbono celular. Los
monomeros estan directamente disponibles para el siguiente grupo de bacterias (Bitton,

2005; Metcalf & Eddy, 2014).
Bacterias Acidogénicas fermentativas

Las bacterias acidogénicas (es decir, formadoras de acido) por ejemplo, Clostridium,
convierten los azlcares, aminoacidos y acidos grasos en acidos organicos (por ejemplo,
acido acético, propidnico, férmico, lactico, butirico o succinico), alcoholes y cetonas (por
ejemplo, etanol, metanol, glicerol, acetona), acetatos, CO, y H,. El acetato es el principal
producto de la fermentacion de carbohidratos. Los productos formados varian con el tipo
de bacteria y con las condiciones de cultivo (temperatura, pH, potencial redox) (Bitton,
2005).

Bacterias Acetogénicas

Las bacterias acetdgenicas (acetato y bacterias productoras de H;) como Syntrobacter
wolinii y Syntrophomonas wolfei convierten los acidos grasos (por ejemplo, acido
propionico, butirico) y alcoholes en acetato, hidrégeno y diéxido de carbono, que son
utilizados por los metandgenos. Este grupo requiere bajas tensiones de hidrégeno para la

conversién de acidos grasos, lo que requiere un monitoreo cercano de la concentracién de
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hidrégeno. Bajo una presion parcial de H- relativamente alta, la formacion de acetato se
reduce y el sustrato se convierte en acido propionico, acido butirico y etanol en lugar de
metano. Existe una relacién simbiética entre las bacterias acetogénicas y los metandgenos.
Los metandgenos ayudan a lograr la baja tension de hidrogeno requerida por las bacterias
acetogénicas. Los métodos en linea para medir la concentracion de AGV totales (acidos
grasos volétiles) e hidrégeno disuelto estan disponibles y pueden servir como buenas

herramientas de monitoreo para el funcionamiento de los procesos de digestién anaerébica.

El etanol, el acido propionico y el acido butirico se convierten en acido acético mediante

bacterias acetogénicas de acuerdo con las siguientes reacciones:

CH;CH,0H + H,0 — CH;C00 + 2H, (3)
CHsCH,COOH + 2H,0 — CH5C00 + CO, + 3H, 4)
CH5CH,CH, + 2H,0 — CH5C00 + 2H, (5)

Metanégenos

Los metandégenos meticulosos ocurren naturalmente en sedimentos profundos o en el
rumen de los herbivoros. Los microorganismos metanogénicos crecen lentamente en las
aguas residuales y sus tiempos de generacion varian desde 3 dias a 35°C, hasta 50 dias a
10°C.

Los metandgenos usan un numero limitado de sustratos que incluyen acetato, Hz, COo,
metanol y metilaminas. Todos estos sustratos se reducen a metilCoM (CH3-S-CoM), que se

convierte en CH4 mediante la reductasa de metilCoM.
Los metan6genos se subdividen en dos categorias:

e Los metandgenos hidrogenotroficos (es decir, los quimiolitotrofos que utilizan
hidrogeno) convierten el hidrogeno y el dioxido de carbono en metano:

e Los metandgenos acetotréficos, también llamados metan6genos acetoclastos o de
division de acetato, convierten el acetato en metano y CO..
CH;COOH — CH, + CO, (7)
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Los dos pasos naturales de las operaciones bioquimicas anaerobias que involucran la

metanogénesis se describen en la Figura 6.
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Figura 6. Etapas de la degradacion de compuestos complejos en el proceso anaerobio (Grady et al.,
2011).

1152 Factores que controlan la digestion anaerdbica
Las bacterias metanogénicas, las cuales son responsables de la mayor parte de la
estabilizacion de las aguas residuales en el tratamiento anaerobio, crecen lentamente en
comparacion a los microorganismos aerobios, por lo que requieren un tiempo mayor para
ajustarse a los cambios en las cargas organicas, temperatura u otras condiciones
ambientales. Por esta razén, es recomendable que el disefio y operacion sean adecuados
para alcanzar las condiciones ambientales 6ptimas a fin de obtener un tratamiento eficiente.
Bajo condiciones normales el tratamiento anaerobio requiere un control minimo
(CONAGUA, 2015). Los factores ambientales mas importantes para el control de los

procesos anaerobios son: el tiempo de retencidn de sélidos, temperatura, alcalinidad, pH,
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presencia de sustancias inhibitorias, biodisponibilidad de nutrientes, la composicion quimica
de las aguas residuales, la competencia de los metandégenos con las bacterias reductoras
de sulfato, la presencia de sustancias toxicas y metales traza (Bitton, 2005; Metcalf & Eddy,

2014).
Temperatura

La produccién de metano se ha documentado en un amplio rango de temperaturas que
oscilan entre 0y 97°C. Aunqgue los metandgenos psicrofilicos no se han aislado, las cepas

termofilicas que operan en un rango 6ptimo de 50-75°C ocurren en aguas termales.

En las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales, la digestion anaerdbica se
realiza en el rango mesofilico a temperaturas de 25°C hasta 40°C, con un nivel éptimo de
aproximadamente 35°C. La digestion termofilica opera en rangos de temperatura de 50-
65°C. Permite mayores tasas de carga y también es propicio para una mayor destruccion

de patdgenos.
Tiempo de Retencion Hidraulica

El tiempo de retencion hidraulica (TRH), que depende de las caracteristicas de las aguas
residuales y de las condiciones ambientales, debe ser lo suficientemente largo como para
permitir el metabolismo de los microorganismos anaerdbicos en los digestores. Los
digestores basados en el crecimiento adjunto tienen una TRH mas baja (1-10 dias) que
aquellos basados en el crecimiento disperso (10-60 dias). Los tiempos de retencién de los

digestores mesofilos y terméfilos varian entre 25 y 35 dias, pero pueden ser mas bajos.
pH

La mayoria de los metandgenos funcionan 6ptimamente en un rango de pH de 6.7-7.4, pero
Optimamente en pH de 7.0-7.2, y el proceso puede fallar si el pH esta cerca de 6.0. Las
bacterias acidogénicas producen acidos organicos que tienden a disminuir el pH del
biorreactor. En condiciones normales, esta reduccion de pH se regula mediante bicarbonato
producido por metandégenos. Bajo condiciones ambientales adversas, la capacidad de
amortiguacion del sistema puede alterarse, lo que eventualmente detiene la produccion de
metano. La acidez es mas inhibitoria para los metanégenos que para las bacterias
acidogénicas. Un aumento en el nivel de acidos volatiles, por lo tanto, sirve como un

indicador temprano de alteracion del sistema.
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Las aplicaciones que se han reportado de configuraciones de reactores de biopeliculas
anaerobios son: el disefio de un reactor de flujo ascendente empacado con el residuo de
la fabricacion de coque (silice y alimina principalmente) en la fase inicial del crecimiento de
la biopelicula, se aliment6 con una tasa de carga organica volumétrica de 6 g DQO-Ldia
1, obteniendo eficiencias de remocion de 90%, posteriormente la eficiencia del reactor se
deteriord repentinamente, los acidos grasos volatiles (AGV’S) se acumularon en el efluente
y la actividad metanogénica de la biopelicula disminuyo. Este fendbmeno se debié a una
limitacion de micronutrientes, especialmente cobalto y niquel. Después de la
complementacion de una solucién mineral, se restauré la actividad metanogénica 6ptima y
la eliminacién de DQO. Se requirié la suplementacién de nutrientes para seguir aumentando
la tasa de carga organica hasta que el reactor alcanzara una tasa de carga organica
volumétrica de 20 g DQO-L'dia™* con méas del 90% de eficiencia de eliminacién de carbono
(Cresson et al., 2006); se realizé el disefio de un reactor anaerobio de flujo ascendente
empacado con esferas del alcohol polivinilico, la configuracion del sistema de tratamiento
se dividié en dos reactores en serie, en el primero se logra la etapa acidogénica y en el
segundo la metanogénica. La temperatura se mantuvo a 35 + 3°C, se alimentd con agua
residual sintética con una relacion DQO:N:P de 100:5:1 utilizando melaza como fuente de
carbono. Se evaluaron los rendimientos del sistema general y los reactores individuales
aplicando diferentes combinaciones de tiempos de retencion hidraulico, mostrando que 36

horas fue el tiempo ideal para el reactor acetogénico (Pandey & Sarkar, 2017).

1.1.6 Tipos de bombas
Las bombas son maquinas en las cuales se produce una transformacion de la energia
mecanica en energia hidraulica (velocidad y presién) comunicada al fluido que circula por

ellas.
Atendiendo al principio de funcionamiento, pueden clasificarse en los siguientes grupos:

e Bombas de desplazamiento positivo o volumétricas
e Turbobombas
e Bombas sumergibles

e Bombas de diafragma
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Bombas de desplazamiento positivo

En ellas se cede energia de presion al fluido mediante volimenes confinados. Se produce
un llenado y vaciado periddico desde una serie de camaras, produciéndose el trasiego de
cantidades discretas del fluido desde la aspiracion hasta la impulsion. Pueden a su vez
subdividirse en alternativas y rotativas. Dentro del primer grupo se encuentran las bombas
de pistones y émbolos, al segundo pertenecen las bombas de engranajes, tornillo, I6bulos

y paletas.
Turbobombas

La turbobomba es una maquina hidraulica que cede energia al fluido mediante la variacion
del momento cinético producido en el impulsor o rodete. Atendiendo a la direccién del flujo

a la salida del impulsor, pueden clasificarse en:

¢ Centrifugas: el flujo a la salida del impulsor tiene direccién perpendicular al eje (flujo
radial).
e Axiales: direccion de la salida del flujo es paralela al eje (flujo axial).

¢ Helicocnetrifugas: el flujo es intermedio entre radial y axial (flujo mixto).

La forma del impulsor y de la carcasa son variables segun el tipo de bomba centrifuga. En
las bombas de flujo radial el liquido entra axialmente en el impulsor por la boquilla de
aspiracién y se descarga radialmente hacia la carcasa. En las bombas de flujo mixto el
liquido entra axialmente en el impulsor y se descarga en una direccién entre la radial y la

axial. En las bombas de flujo axial el liquido entra y sale del impulsor axialmente.

Bombas sumergibles
Como su hombre lo indica, motor y bomba se encuentran bajo la superficie libre del liquido.
Suponen una solucién para el bombeo en el caso de instalaciones con poco NPSH (Net

positive suction Head) disponible o alturas de aspiracion excesivamente elevadas.
Bombas de diafragma

También conocida como bomba de membrana, el aumento de la presion se realiza por el
empuje de una pared elastica (membrana o diafragma), que varia el volumen de la camara,
aumentandolo o disminuyéndolo alternativamente. Las valvulas de retencién controlan que

el movimiento del fluido se realice de la zona de menor presion a la de mayor presion.
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Estas bomba no poseen cierres mecénicos ni empaquetaduras ya que son las principales
causas de roturas en condiciones de trabajo severas, debido a la resistencia a la corrosion
y a no ser necesario purgarlas para que funcionen, son utilizadas en las industrias para el

movimiento de practicamente cualquier liquido. Su principal uso es en la dosificacion.

A partir de la revision bibliografica que se present6 anteriormente, se determina que
los procesos de tratamiento de aguas residuales mas utilizados en México no toman en
cuenta la viabilidad técnica y econémica para su correcto funcionamiento. Asi miso el
sistema de filtros biolégicos que es donde entran los procesos de biopelicula no se ha

explotado a pesar del potencial que tienen.

Por lo anterior se propone un reactor de biopeliculas con un soporte disefado
especialmente para tener una configuracién donde la dinamica de flujo evite el arrastre y
lavado de la biopelicula, dicho reactor tendra un tiempo de retencién hidraulico especifico

para poder realizar la reaccion de acetogénesis, evitando la produccién de biogéas.

Maestria En Ciencias en Ingenieria Quimica (SAYAVEDRA, 2021) 38




1.2 Justificacion
Los esfuerzos por implementar novedosos sistemas de tratamiento son insuficientes
cuando se ven rebasados por las dificultades técnicas y costos operativos. El presente
trabajo propone implementar un sistema de un reactor de anaerobio de lecho fijo con un
soporte impreso en 3D, que sea eficiente y funcional, para brindar una etapa de remocion
de altas cargas organicas previo al proceso de tratamiento y de esta manera generar
condiciones estables de operacién que permitan cumplir con la normatividad vigente, y

disminuir los costos energéticos y operativos.

1.3 Planteamiento del problema
Cuando las aguas residuales con altas cargas organicas son tratadas por los métodos
convencionales de lodos activados o cualquier sistema biolodgico que no esté disefiado para
estas cargas, se generan problemas operativos en los reactores bioldgicos por la
desestabilizacion e inactivacién de la biomasa encargada de depurar el agua, ademas de
gue se presenta la dificultad para la separacién de esta. Una propuesta de solucion para la
problematica anteriormente expuesta es desarrollar un sistema de tratamiento que sea
capaz de soportar altas cargas organicas, variaciones en la concentracion de los
contaminantes y capacidad de mantener la concentracién de biomasa independientemente
del tipo de alimentacién (continua o intermitente), para disminuir los problemas operativos

por esta causa.

1.4 Hipotesis
La aplicacion de mucilago de nopal (Opuntia ficus indica ) como anclaje de biopeliculas en
estructuras 3D base acido polilactico permitird encontrar las mejores condiciones para
generar un sistema experimental para ser utilizado en el tratamiento de aguas residuales

con alta carga organica.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Diseflar un sistema experimental que permita evaluar la remocion de la carga organica
presente en el agua residual mediante el depdsito de bacterias en soportes impresos en

3D, aplicando mucilago de nopal, en un reactor anaerobio de lecho empacado.
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1.5.2 Objetivos especificos
e Construir un reactor tipo pistén con alimentacion en flujo ascendente.
e Generar un soporte impreso en 3D base acido polilactico.
e Evaluar el mucilago de nopal como adhesivo de las bacterias para la
formacion de una biopelicula en un soporte impreso en 3D.
e Generar un soporte impreso en 3D con adhesidn de biopeliculas de bacterias

anaerobias.
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21 Disefo y construccion del reactor
La construccion del reactor se realizé de forma rectangular con dimensiones de 14 x 14 cm
de base y altura de 50 cm, con un volumen efectivo de 7.8 litros, en material de acrilico de
6 mm de espesor, la alimentacion del reactor estd ubicada en una de las paredes a 2 cm
de altura de la base del reactor, la descarga se encuentra situada en la pared opuesta a la
alimentacion a 46 cm de altura, en el interior del reactor se habilitd una placa perforada para

homogeneizar el flujo a 5 cm altura.

2.2 Diseio e impresion 3D del soporte
En la Figura 7 se muestra el diagrama de flujo para el disefio e impresion del soporte 3D;
para el disefio se utilizo el software SolidWorks®, y la impresidn de la estructura se realizd
en una impresora 3D marca Ender modelo 1000 con condiciones de trabajo de 200°C para

fundicion del filamento de acido polilactico (PLA) transparente, de 1.75 mm de diametro.

Disefio en 2D de
estructuras

Disefio en 3D de la
configuracion de la
estructura utilizando el
SoftWare SolidsWorks®

Pruebas de impresion
con temperatura
variable

4la estrctura
presenta las
condiciones
adecuadas?

Impresién en 3D

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el disefio e impresién 3D del soporte.
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2.3 Evaluacién del mucilago de nopal como adherente.
En la adhesién de los microorganismos anaerobios se utiliz6 como precursor el mucilago

de nopal (Opuntia ficus indica).

2.3.1 Extracciéon de mucilago de nopal
Para la extraccion del mucilago se utilizé nopal de la variedad Opuntia ficus indica tipo nopal
verdura, en la Figura 8 se muestra el diagrama de flujo utilizado para la metodologia
planteada, la cual se realizé mediante un proceso que consistid en las siguientes etapas: a)
el nopal troceado se molié a 5400 rpm durante 1 minuto en una licuadora marca Oster
modelo 2114099; b) el producto de la molienda se filtré a un vacio de 0.2 atm, en un embudo
buchner y matraz kitasato, en una malla Tyler 50 de acero inoxidable, de donde se obtuvo

el filtrado de mucilago.
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Figura 8. Diagrama de flujo utilizado para la extracciéon de mucilago de nopal.
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2.3.2 Caracterizacion de mucilago de nopal
El mucilago se caracterizé mediante las pruebas de: Demanda Quimica de Oxigeno,
Fosforo Total, Nitrégeno Total, pH, Conductividad, y grados brix.

2.3.3 Inmersion de los soportes 3D en mucilago de nopal
Se realizé un proceso de inmersién a los soportes impresos en 3D en mucilago de nopal,
siguiendo la metodologia mostrada en el del diagrama de flujo (Figura 9), con diferentes
tiempos de contacto (tiempo O, 2, 4, 8, 16, 24 horas respectivamente); el exceso de
mucilago fue retirado por escurrimiento, y posteriormente la estructura 3D con el mucilago
adherido se sometié a secado a 40°C durante 24 horas, y la adherencia del se evalu6 a
través de la diferencia de peso y su presencia se confirmé con la toma de micrografias; este

proceso se realiz6 por triplicado (a, by c).
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Figura 9. Diagrama de flujo utilizado para lainmersién de estructuras 3D en mucilago de nopal.
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24 Inoculacion de los soportes con bacterias anaerobias

2.41 Caracterizacion de inéculo anaerobio
El in6culo utilizado para las pruebas fue recolectado de un reactor anaerobio de la planta
de tratamiento de aguas residuales de la empresa GEA AMBIENTAL, ubicada en la ciudad
de Morelia, Michoacan latitud 19.675361, longitud -101.215463, y su caracterizacién se
determiné mediante las pruebas de relacion alfa, pH, Demanda Quimica de Oxigeno,

fésforo total, sélidos en todas sus formas y 4cidos grasos volatiles.

Tabla 1. Métodos utilizados para los parametros cuantificados en la metodologia.

Parametro Método/Norma
Acidos grasos volatiles Método 8196 HACH
Alcalinidad NMX-AA-036-SCFI-2001
Conductividad NMX-AA-093-SCFI-200
Demanda quimica de oxigeno Método 8000 HACH
Fosforo Método 10127 HACH
Grados Brix Método refractometrico
Nitrégeno Método 10242 HACH
pH NMX-AA-005-SCFI-2011
Relacion alfa Método potenciométrico
Sdlidos Totales NMX-AA-034-SCFI-2015
Temperatura NMX-AA-007-SCFI-2001

2.4.2 Enriquecimiento de indculo anaerobio
Debido a que la concentracion de los parametros de alcalinidad y relacion alfa (a) se
encontraron por debajo de los valores recomendados (Khanal, 2008) se procedio a realizar
el enriquicecimiento del in6culo (Figura 10) alimentando estiércol de cerdo a una
concentracion de 650 g-L! cada 15 dias durante los primeros 50 dias, posteriormente se
incremento la frecuencia de alimentacion a cada 8 dias durante los ultimos 70 dias de la
prueba, el seguimiento de la evolucién de la calidad del inéculo se realiz6 con las pruebas

de alcalinidad, pH, relacién a y acidos grasos volatiles con una frecuencia de 72 horas.
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Figura 10. Diagrama de flujo utilizado para caracterizacion y enriquecimiento del in6culo anaerobio

2.4.3 Adhesion de bacterias anaerobias a soportes 3D
La adhesion de las bacterias anaerobias a los soportes 3D se establecié mediante la
metodologia planteada en el diagrama de flujo que se observa en la Figura 11, para lo cual
se utilizaron cuatro contenedores de 1.2 litros, con 1000 mililitros de lodo anaerobio
enriquecido, en donde se colocaron 12 muestras del soporte 3D en cada uno; con el fin de
evaluar el efecto de alimentar los consorcios microbianos durante la prueba a dos
contenedores se les aliment6 con 200 mL de estiércol de cerdo con frecuencia de cada 8
dias, mientras que a los otros dos contenedores no se les agreg6 estiércol. A uno de los
contenedores de inoculo con alimentacidn de estiércol, se le agregaron muestras de soporte
3D con mucilago (CMCA) y al otro se le agregaron soportes 3D sin mucilago (SMCA). A
uno de los contenedores sin alimentacion de estiércol, se le agregaron soportes 3D con

Maestria En Ciencias en Ingenieria Quimica (SAYAVEDRA, 2021) 46




mucilago (CMSA) y al otro se le agregaron soportes 3D sin mucilago (SMSA). Para
determinar el tiempo éptimo de formacion de la biopelicula a temperatura controlada de 25
°C, se extrajeron 2 soportes de cada uno de los contenedores a los 1, 2, 4, 8, 16 y 32 dias
posteriores a la inmersién. A los soportes extraidos, se les realizé un proceso de secado a
25°C durante 24 horas, para posteriormente evaluar el crecimiento de la biopelicula por el
meétodo de diferencia de peso, e imagenes obtenidas en un microscopio Optico modelo
DM125 (100-240V 50/60Hz) con lampara S-Led W1. De las estructuras obtenidas se
selecciond la que presenté mayor ganancia de peso por considerarse que tuvo la mayor

formacion de pelicula.
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Figura 11. Diagrama de flujo utilizado para la inoculacion de microorganismos anaerobios en
estructuras 3D.

2.5 Caracterizacion de bomba de pulsos

La alimentacion al sistema propuesto se realizara por medio de una bomba de pulsos de
marca de la bomba es LMI Milton Roy con especificaciones de trabajo de 120 V ac. 50/60
Hz, 1.4 A, modelo #P141-358TI, serial #11113280948-15 y caudal maximo de 2.19 L-hly
una presion de 250 psi; para la evaluacion de la dinamica de flujo se realiz6 la
caracterizacion del caudal que entrega, en funcién de su velocidad de pulsos y strock
(fuerza de pulsos).
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3.1 Disefo y construccion del reactor
En la Figura 12 se muestra el disefo realizado para la construccién del reactor, el cual
cuenta con las siguientes dimensiones, base cuadrada de 14 cm, altura de 50 cm, volumen

total de 8.45 L con volumen efectivo de 7.77 L.

ke

40 cm

P 5cm

F— 14em —

Figura 12. Diagrama de disefio de Reactor

En la Figura 13 se muestra el reactor construido con acrilico, en donde se observa la
alimentacion que se encuentra ubicada a 2 cm de la base; a 5 cm de altura se encuentra
una placa difusora con 16 orificios de 3/8 pulgada (0.952 cm) de didmetro, distribuidos en
forma cuadrada, con 1 pulgada de separacion entre ellos. A los 46 cm de altura se

encuentra la salida del efluente tratado, el cual esta4 conectado a una trampa de gases.
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Figura 13. Reactor de acrilico de base cuadrada.

3.2 Diseno e impresion 3D del soporte
De las pruebas de impresién en 3D realizadas, se obtuvo una impresion de 12.5 cm x 12.5
cm (Figura 14), con las siguientes caracteristicas: tiene forma cuadriculada con claros de 1
cm? y ejes de 0.5 cm de espesor, la cuadricula en los diferentes niveles se encuentra
desfasada 1/3 parte de manera horizontal y vertical respecto a la capa inferior, esto con el
fin de evitar corrientes en corto circuito (Figura 15); la estructura impresa individual, cuenta
con 0.5 cm de espesor en la base, altura de los postes es de 1.3 cm, de los cuales 0.3 cm

fungen como pivote de ensamble con la capa superior (Figura 16).

Maestria En Ciencias en Ingenieria Quimica (SAYAVEDRA, 2021) 51




X <
n u
- U1
N
v =
(9]

3

Figura 14. Vista superior de las estructuras impresas en 3D.

Figura 15. Vista en planta de la estructura impresa en 3D.
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Figura 16. Vista frontal de las estructuras impresas en 3D.

3.3 Evaluacién del mucilago de nopal como adherente

3.3.1 Extraccion y caracterizacion del mucilago de nopal
En la Figura 16 se muestran los resultados del proceso de extraccion del mucilago de Nopal,
en el cual se obtuvo el rendimiento de 450 ml de mucilago por cada kg de nopal. Los
resultados de la caracterizacién del mucilago se muestran en la Tabla 2, en la cual se
observa que el mucilago tiene un pH &cido (5.2) que favorece la segregacion de polimeros
(PHA'S y PHB’S) por parte de los microorganismos, grados brix de 1.5% que indican la
presencia de azucares, lo cual concuerda con lo reportado por (Orozco Silvas, 2017), que
menciona que el mucilago contiene el polisacarido compuesto por arabinosa, galactosa,
xilosa, ramnosa, y acido galacturénico; en lo que respecta al contenido de materia organica
medida como DQO (17,000 mg-L), Nitrdgeno medido como Nitrégeno total (200 mg-L?) y
Fosforo medido como Fosforo Total (222 mg-L?), se presenté una deficiencia de Nitrégeno
con respecto a la relacibn recomendada por (Pandey & Sarkar, 2017), para que los

microorganismos anaerobios realicen sus funciones metabdlicas.
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Figura 17. Proceso de extraccién de mucilago de nopal

Tabla 2. Resultados de los parametros caracterizados en el mucilago de nopal.

Parametro Valor
Temperatura 20°C
pH 5.29
Grados brix 1.5%
Demanda quimica de oxigeno 17,000 mg-L*
Nitrégeno total 200 mg-L?
Fosforo Total 222 mg-L?

3.3.2 Inmersion de los soportes 3D a mucilago de nopal
En la Figura 18 se observa que en términos generales la ganancia de peso por adhesion
del mucilago se va incrementando conforme aumenta el tiempo de inmersion, para la
inmersion rapida se obtuvo una ganancia promedio de 0.01 gramos, y para 2, 4, 8,16y 24
fue de 0.02, 0.021, 0.018, 0.024 y 0.036 respectivamente.
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Figura 18. Ganancia de peso en la adhesién de mucilago.

En la Figura 19 se muestra una fotografia de las estructuras 3D con el mucilago adherido,
en ellas se observa un color verdoso que corresponde a la clorofila que se queda atrapada
en la capa de mucilago, también se observa un incremento en la tonalidad en las zonas
mas rugosas (Figura 20) de la estructura 3D condiciéon que hace inferir que estos puntos
pueden promover el anclaje del mucilago. Para caso de la muestra B no se observa la

coloracién verdosa se presenta una textura cristalina caracteristico del mucilago libre de

clorofila.
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Figura 19. llustracion de las pruebas de inmersion en mucilago al tiempo Contacto.

Figura 20. Micrografia de la estructura 3D en la prueba de inmersion en mucilago al tiempo
Contacto.
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3.4 Inoculacion de los soportes con bacterias anaerobias
3.4.1 Caracterizacion de inéculo anaerobio

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la caracterizacion realizada al indculo
anaerobio, en la cual se observa que el valor de la relacién a es de 0.2 y la alcalinidad es
de 900 mg CaCOs-L?, valores que se encuentran por debajo de lo recomendado por (Pérez
& Torres, 2008) e indican que el lodo no cuenta con capacidad buffer, por lo que se procedi6
al enriquecimiento de este; como lo reportan (Alvarez et al., 2013) el funcionamiento de un
biorreactor esta determinado por el indculo utilizado durante su arranque, alimentando
estiércol de cerdo y dejandolo en adaptacién durante 15 dias, posterior a este lapso se

comenzaron a realizar el monitoreo de los parametros.

Tabla 3 Resultados de la caracterizacion previa en inéculo anaerobio

Parametro Valor
Relacion alfa 0.2
Alcalinidad 900 mg-L*?

3.4.2 Enriquecimiento de inéculo anaerobio

En la Figura 21 se muestra que durante los primeros 30 dias el pH se mantuvo en valores
superiores a 6.5 que es el minimo recomendado, entre el dia 30 y 50 se presento
disminucién del pH por debajo del valor de 6.5, lo cual es atribuible a la actividad microbiana
del lodo especialmente en la fase acidogénica, por lo que en este periodo se inici6 la adicion
de Ca(OH), con el fin de neutralizar los AGV’s formados, entre el dia 50 y el dia 60 se
presenté incremento en el pH hasta alcanzar valores de 6.8; sin embargo, a partir del dia
60 y hasta el dia 90 se presentd disminucion del pH hasta 6.1 por efecto del cambio del
estiércol de cerdo alimentado, por lo que fue necesario esperar la adaptacion del in6culo al

nuevo estiércol, a partir del dia 111 se tuvo un pH mayor a 6.5.
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Figura 21. Valores de la concentracion de pH durante el seguimiento del enriquecimiento del inéculo.

En la Figura 22 se muestran los valores obtenidos durante el seguimiento al parametro de
la alcalinidad en el proceso de enriquecimiento del inéculo anaerobio, en el dia 1 se obtuvo
un valor de 35,000 mg CaCOs-L?, de manera inmediata este valor descendi6 en el dia 5
hasta los 17,000 mg CaCOs-L2. Autores como (Raposo et al., 2006) han reportado que los
valores deseables de alcalinidad se mantienen por encima de los 9,000 mg CaCOs-L?,
siempre y cuando las variaciones de estos valores no sean repentinas. En el dia 8 la
concentracién de la alcalinidad se elevé y se mantuvo estable en un rango de 26,000 —
30,000 mg CaCOgz-L? durante 11 dias. En el dia 33 la alcalinidad disminuyo hasta una
concentracion de 9,900 mg CaCOgs-L?, la cual sigue en un valor deseable sin embargo la
variacion de una mediciéon anterior que se encontraba en los 36,000 mg CaCOs-L?, refleja
un indculo inestable. Durante 20 posteriores la concentracion de la alcalinidad tuvo
variaciones superiores a los 10,000 mg CaCOsL?. Para tratar de disminuir estas
variaciones abruptas se adiciono Ca(OH). como lo sugiere (Cajigas et al., 2005) y como
resultado se obtuvo una elevacion en la concentracion de la alcalinidad la cual llego a
56,000 mg CaCOgz-L?1, 14 dias transcurrieron para que disminuyera la alcalinidad a

concentraciones reportadas anteriormente. Finalmente se obtuvo una estabilizacién en los
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ultimos 17 dias de la prueba donde las variaciones de la concentracion de alcalinidad no

superaron una variaciéon mayor a 2,000 mg CaCOgs-L* entre prueba.
Alcalinidad
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Figura 22. Valores de la concentracion de la alcalinidad durante el seguimiento del enriquecimiento del
inéculo.

En la Figura 23 se muestra que los valores de la relacién a durante el seguimiento realizado
al enriquecimiento del in6culo anaerobio presentaron un comportamiento ciclico de
incremento y disminucién en los intervalos de 0.41 a 0.58 durante 80 dias, posteriormente
se observa una tendencia de estabilizacion e incremento en la relacion a debido a que la
variacion en los valores no es apreciable por la proximidad que hay entre estos, a partir del
dia 108 se obtuvieron valores mayores a 0.5 a pesar de que no se alimenté el in6culo
durante los dias 90 al 108, este efecto puede ser atribuible a que las fases hidroliticas y
acidogénicas disminuyeron por la falta de materia organica y se incremento6 la actividad
microbiana en las fases acetogénica y metanogénica. De las variaciones de la relacion a
observadas se presentaron periodos en los cuales este valor es inferior al 0.5 reportado por
(Padilla, 2010).
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Figura 23. Valores de larelacion alfa durante el seguimiento del enriquecimiento del inéculo.

En la Figura 24 se muestran los valores de la variacion de la concentracion de &cidos grasos
volatiles (AGV’S) durante el enriquecimiento del inéculo anaerobio autores han reportado
concentraciones maximas de produccion de acido acético de 450 mg-L%, mencionando que
las concentraciones deseables se encuentran entre 50 y 250 mg-L*? (Padilla, 2010) sin
embargo, existen autores que reportan valores de concentraciéon de acido butirico por
encima de los 4,000 mg-L? (Zhao et al., 2010). Cabe resaltar que las concentraciones
reportadas de alcalinidad no superan los 2,300 mg CaCOs-L™. La concentraciéon minima de
acidos grasos volatiles es de 10,000 mg-L?, lo cual no se ha reportado en literatura, asi
mismo obtuvimos valores de concentraciones de alcalinidad con una media de 31,252 mg
CaCOs-L? (Figura 22). Por otro lado (Khanal, 2008) reporta una relacién con la cual se
puede evaluar la estabilidad de un proceso anaerobio, dicha relacién la llama AGV's/ALC

con un valor deseable entre 0.1 a 0.3.
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Figura 24. Valores de la concentracién de AGV'S durante el seguimiento del enriquecimiento del
inéculo.

Al observar las Figuras 21, 22, 23y 24 , durante los ultimos 15 dias de la prueba podemos
concluir que se obtuvo un inéculo anaerobio estabilizado por las pocas variaciones que se

reportaron en los parametros analizados.

3.4.3 Adhesion bacterias anaerobias a soportes 3D
En la Figura 25 se muestra el crecimiento de la biopelicula cuando se utiliza el mucilago de
nopal y se alimenta el ino6culo con estiércol, en la cual se observo que en el primer dia de
inmersion de la estructura 3D hubo un crecimiento de la biopelicula al depositarse 0.09
gramos en promedio, lo cual es atribuible a que la los microorganismos en estado
plancténico (acuoso) presentaron la fase de adhesion reversible, efecto que se observa en
los resultados del dia 2 donde el promedio de peso disminuyé a 0.07 gramos de
biopelicula, donde los microorganismos cambiaron de su estado sésil (adheridos a una
superficie) por un estado plancténico; a partir del dia 4 se observd un crecimiento de la
biopelicula por adhesion irreversible de los microrganismos en la cual se produce la matriz

polimérica extracelular (PHA’s y PHB’s) que sirve para el anclaje y cumulo de mas
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microrganismos en estado plancténico y generar la maduracién de la biopelicula. El grado
de acumulacién de la biopelicula con respecto a los dias 4, 8, 16 y 32 fue de 0.09, 0.21,
0.22 y 0.25 gramos respectivamente; la utilizacion de mucilago como pretratamiento de la
estructura 3D y la alimentacidon del indculo, generaron un efecto positivo en la adhesion y
crecimiento de la biopelicula, debido a que en esta prueba se presentd la mayor ganancia

de peso a los 32 dias.
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Figura 25. Formacion de la biopelicula en las estructuras 3D pretratadas con mucilago de nopal e
in6culo alimentado.

En la Figura 26 se observa el crecimiento de la biopelicula de manera visual en las
estructuras impresas en 3D pretratadas con mucilago de nopal y alimentando el in6culo con
estiércol, se puede observar que el inéculo anaerobio recubri6 en su totalidad la estructura
3D y en zonas muy puntuales se puede observar el tono cristalino de la estructura. En la
Figura 27 se observa una micrografia de la estructura, donde se aprecia la manera en la
gue la mayor cantidad de mucilago se deposita en las zonas mas irregulares de la

estructura.
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Figura 26 llustracion de la formacion de biopelicula en las estructuras impresas 3D pretratadas con
mucilago e inéculo alimentado alos 16 dias.

Figura 27 Micrografia de la formacién de biopelicula en las estructuras impresas 3D pretratadas con
mucilago e indculo alimentado a los 16 dias.
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En la Figura 28 se muestra el crecimiento de la biopelicula cuando se utiliza el mucilago de
nopal y no se alimenta el estiércol, en la cual se observé que en el primer dia de inmersion
de la estructura 3D hubo un crecimiento de la biopelicula al depositarse 0.11 gramos en
promedio, es la mayor ganancia de peso que se registrd en el primer dia en toda la prueba,
este comportamiento es atribuible a la utilizacion de mucilago de nopal que es un
polisacérido y a su vez a la falta de alimentacién lo que promovié que mayor cantidad de
microrganismos realizaran la fase de adhesién reversible; en los dias 2 y 4 se observé una
disminucién del peso a 0.10 y 0.06 gramos respectivamente, a los 8 dias se registré un
incremento de 0.21 gramos de biopelicula, lo que nos confirmd que la biopelicula se
encontraba en la fase reversible; en los dias 16 y 32 se registré6 una disminucién de la
biopelicula a 0.13 gramos en promedio cada muestra, este comportamiento se atribuye a
la maduracion de la biopelicula. Se pudo observar que la falta de alimentacion permitié un
crecimiento mas rapido de la biopelicula en los primeros dias de la prueba debido a que la
falta de nutrientes permiti6 que se desarrollardn la matriz polimérica extracelular , sin
embargo; en los Ultimos dias la falta de estos provocé que el inéculo anaerobio alcanzara

la fase enddgena con lo que los microrganismos perdieron funciones metabdlicas.
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Figura 28. Formacion de la biopelicula en las estructuras 3D pretratadas con mucilago de nopal e
inéculo sin alimentacién.
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En la Figura 29 se observa el crecimiento de la biopelicula de manera visual en las
estructuras impresas en 3D pretratadas con mucilago de nopal e in6culo sin alimentacion,
se puede observar que el indculo anaerobio recubrié parcialmente la estructura 3D y en
zonas mayoritarias puntuales se puede observar el tono cristalino de la estructura. En la
Figura 27 se observa una micrografia de la estructura, donde se aprecia que no esta

cubierta en su totalidad por el in6culo.

Figura 29. llustracién de la formacion de biopelicula en las estructuras impresas 3D pretratadas con
mucilago e indculo sin alimentacion alos 16 dias.
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Figura 30 Micrografia de la formacién de biopelicula en las estructuras impresas 3D pretratadas con
mucilago e indculo sin alimentacion a los 16 dias.

En la Figura 31 se muestra el crecimiento de la biopelicula en las estructuras impresas en
3D que no tuvieron pretratamiento y el indculo fue alimentado con estiércol, se observo un
crecimiento de la biopelicula en el primer dia con un depésito de 0.09 gramaos en promedio,
en el segundo dia se registrd un incremento de 0.11 gramos, en el dia cuatro se registré
una disminucion de la biopelicula de 0.05 gramos, esto es atribuible a la adhesion reversible
de la biopelicula; en el dia 8 se registr6 un incremento de 0.1 gramos, posteriormente se
registraron pesos similares los dias 16 y 32 de 0.5 gramos, lo que nos indica que la

biopelicula tuvo un proceso de maduracion.
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Figura 31. Formacion de la biopelicula en las estructuras 3D sin pretratamiento de mucilago e inéculo
alimentado.

En la Figura 32 se observa el crecimiento de la biopelicula de manera visual en las
estructuras impresas en 3D sin pretratamiento y alimentando el inéculo con estiércol, se
puede observar que el indculo anaerobio recubrié parcialmente la estructura 3D y en zonas
mayoritarias se puede observar el tono cristalino de la estructura. En la Figura 33 se observa
una micrografia de la estructura, donde se aprecia que no esta cubierta en su totalidad por

el inéculo.
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Figura 32 llustracién de la formacion de biopelicula en las estructuras impresas 3D sin pretratamiento
y alimentando el in6culo alos 16 dias.

Figura 33 Micrografia de la formacién de biopelicula en las estructuras impresas 3D sin pretratamiento
y alimentando el inéculo alos 16 dias.
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En la Figura 34 se muestra el crecimiento de la biopelicula en las estructuras impresas en
3D que no tuvieron pretratamiento e inéculo sin alimentacion, se observo un crecimiento de
la biopelicula en el primer dia con un depésito de 0.5 gramos en promedio, posteriormente
el segundo dia aumento a 0.13 gramos, el dia 3 disminuyd a 0.09 gramos, este efecto es
atribuible a que la adhesién reversible permiti6 que los microrganismos cambiaran su
estado plancténico a sésil y viceversa sin ningun anclaje, en los dias 8 y 16 se registro un
aumento de la biopelicula de 0.13 y 0.17 gramos respectivamente, finalmente el dia 32
disminuyé la biopelicula a 0.11 gramos. Esta prueba presentd mejores promedios de
crecimiento de biopelicula respecto a las muestras que no fueron pretratadas y el indculo si
fue alimentado (Figura 31), este comportamiento se debe a que la mejor produccion de la
matriz polimérica extracelular se presenta cuando los factores ambientales provocan un
estrés en los microrganismos como la falta de nutrientes (el cual se dio en la falta de
alimentacion) (Gonzéles Gutiérrez, 2008; Gonzalez-Gonzalez, 2011) y el cambio de pH (el
cual se dio al presentarse la fase endbégena por la falta de alimentacién) (Gonzélez et al.,
2013).
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Figura 34. Formacion de la biopelicula en las estructuras 3D sin pretratamiento de mucilago e inéculo
sin alimentacion.
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Figura 35. llustraciéon de la formacién de biopelicula en las estructuras impresas 3D sin pretratamiento
e indéculo sin alimentacion a los 16 dias.

En la Figura 35 se observa el crecimiento de la biopelicula de manera visual en las
estructuras impresas en 3D sin pretratamiento e in6culo sin alimentacién, se puede
observar que el inéculo anaerobio recubrié parcialmente la estructura 3D y en zonas
mayoritarias se puede observar el tono cristalino de la estructura. En la Figura 36 se observa
una micrografia de la estructura, donde se aprecia que no esta cubierta en su totalidad por

el inéculo.
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Figura 36 Micrografia de la formacién de biopelicula en las estructuras impresas 3D sin pretratamiento
e indculo sin alimentacion alos 16 dias.

3.4.3.1 Evaluacion de parametros durante la inoculacién

En la Figura 37 se muestra el comportamiento del pH durante la inoculacion de las
estructuras impresas en 3D, se observa que las muestras que fueron alimentadas con
estiércol (CMCA y SMCA) mantuvieron un comportamiento deseable; las muestras SMCA
registraron un promedio de 6.79 unidades de pH, las muestras CMCA registraron un
promedio de 6.68 unidades de pH durante toda la prueba; el pH del mucilago de nopal es
ligeramente acido (5.2 unidades de pH) por lo que se atribuye la del pH durante los primeros
15 dias de la prueba en las muestras CMCA. Las muestras que no fueron alimentadas con
estiércol de cerdo (CMSA y SMSA) registraron una disminucién en el valor del pH, este
comportamiento se atribuye a la falta de alimento en el inéculo, lo cual provoco que los
microorganismos metabolizaran las reservas de energia presentes dentro de sus células
generando lisis celular (fase enddgena) (Metcalf & Eddy, 2014) y a su vez gener6 que las
proteinas que se encuentran dentro de las células sirvieran como alimento para los grupos

de bacterias acetogénicas, generando una mayor produccion de acidos que provoco la

Maestria En Ciencias en Ingenieria Quimica (SAYAVEDRA, 2021) 71




disminucion en el pH (Bitton, 2005). El comportamiento del pH no tiene ninguna relacion

con la ganancia de peso en las estructuras.
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Figura 37. Comportamiento del pH durante el crecimiento de la biopelicula.

En la Figura 38 se muestra el comportamiento de la alcalinidad durante la inoculacién de
las estructuras impresas en 3D, las muestras que fueron alimentadas con estiércol de cerdo
lograron mantener una concentraciéon de mg CaCOs-L™* mas alta respecto a las muestras
gue no fueron alimentadas con estiércol, las muestras CMCA registraron un promedio de
28,500 mg CaCOgs-L?, posteriormente las muestras SMCA con un promedio de 24,700 mg
CaCOgs-L* durante toda la prueba; las concentraciones de mg CaCOs-L™* mas bajas durante
el seguimiento de la prueba se registraron en las muestras donde el in6culo no fue
alimentado con estiércol SMSA y CMSA; el promedio més bajo registrado fue 24,700 mg
CaCOs-L? los cuales se encuentran por encima de los valores recomendados. El
Comportamiento de la alcalinidad esta relacionado directamente con el valor del pH, al

consumirse la alcalinidad se acciona la capacidad amortiguadora del sistema consumiendo
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los iones H* manteniendo estable el pH (Cajigas et al., 2005). Este comportamiento de la

alcalinidad no tiene ninguna relacién con la ganancia de peso en las estructuras.
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Figura 38. Comportamiento de la alcalinidad durante el crecimiento de la biopelicula.

En la Figura 39 se muestra el comportamiento de la relacién a durante la inoculacién de las
estructuras impresas en 3D, las muestras que fueron alimentadas con estiércol lograron
tener un valor mas alto respecto en comparaciéon con las muestras que no fueron
alimentadas con estiércol, las estructuras CMCA registraron un promedio de 0.61 y las
estructuras SMCA un promedio de 0.59 durante toda la prueba; las muestras CMSA y
SMSA registraron un promedio de 0.51 durante toda la prueba; los promedios todas las
muestras superan a los valores recomendados por (Padilla, 2010). La variacién de la

relacién a no tiene relacién con la adhesién de la biopelicula en las estructuras.
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Figura 39. Comportamiento de la relacion a durante el crecimiento de la biopelicula.

3.5 Caracterizacion de bomba de pulsos
La caracterizacion de la bomba se realiz6 en las configuraciones que presentaba la bomba
a partir del stroke 40 y con velocidades 20, 40, 60, 80 y 100% respectivamente, utilizando

el desplazamiento de volumen como método para determinar el caudal de entrega.

En la Figura 40 se muestra el comportamiento del caudal en todo el stroke 40 a las
diferentes velocidades, gener6 caudales desde 0.5 L-h, la R? nos da un valor de 0.99 por
lo que se puede determinar que los valores obtenidos son confiables dada la linea de

tendencia exponencial.

En la Figura 41 se muestran los valores obtenidos de caudal en el stroke 50, tiene una

entrega de caudal que va desde 0.80 L-h* hasta 5.55 L-h%, el valor de la R? es de 0.99.
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Figura 40. Valores de caudal en stroke 40.
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Figura 41. Valores de caudal en stroke 50.

De la misma manera fueron tomados todos los valores de caudal de cada uno de los strok’s
obteniendo valores de R? superiores a 0.98 en todos los casos, con la recopilacién de estos

se realizé la curva de operacion de la bomba.
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En la Figura 42 se muestra la linea de operacién de la bomba; en la configuracion de stroke
40 velocidad 20, se obtuvo el caudal mas bajo que es de 0.50 L-h, en la configuraciéon de
stroke 100 velocidad 100, se obtuvo el caudal mas alto que es de 8.9 L-h. Se generaron

35 configuraciones distintas para diferentes capacidades de flujo.

Linea de operacidon de bomba
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Figura 42. Lineas de operacién de labomba.

Una vez que se obtuvo la curva de operacion de la bomba, se calculé el tiempo de retencion

hidraulico a partir de la siguiente ecuacion:

|4
TRH = - (8)
Q
Donde:
TRH: Tiempo de retencion hidraulico
V=Volumen
Q= Caudal

En la Figura 43 se muestran los tiempos de retencion hidraulico dentro del reactor que
varian desde 0.87 hasta 14.67 horas.
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Figura 43. Tiempos de retencion hidraulico en las configuraciones de velocidad/strok.

3.6 Desarrollo del sistema experimental

En la Figura 44 se muestra el diagrama de proceso para la operacion del sistema
experimental planteado, a) es el recipiente de alimentacion donde se almacena el agua
residual con altas cargas organicas; b) es la bomba de pulsos que dosifica el agua residual
en los caudales obtenidos en el apartado 3.5; c) es el reactor de lecho fijo anaerobio donde
los microorganismos tienen la capacidad de disminuir las altas cargas organicas: d) es el
recipiente donde se recolecta el efluente tratado y se realiza el monitoreo de la capacidad

de remocién de altas cargas organicas en el sistema.
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Figura 44. Diagrama de proceso para la operacion del sistema experimental.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES



e El mucilago de nopal permitié que los microrganismos se adhirieran a la estructura
3D de &acido polilactico de forma més eficiente debido a que se presentaron las
mayores ganancias de peso de biopelicula de un 2% aproximadamente respecto a

las que no fueron inmersas en mucilago.

¢ Las mejores condiciones que permitieron la mayor ganancia de la biopelicula fueron
con la inmersién de la estructura 3D, 24 horas en mucilago y 30 dias en el indculo

con alimentacion.

e Fue posible generar un sistema experimental con el fin de ser utilizado en el

tratamiento de aguas residuales con altas concentraciones de carga organica.

e Cuando el in6culo no cuenta con las caracteristicas adecuadas es necesario realizar

una fase de enriquecimiento previo al proceso de la formacion de la biopelicula.

e Las estructuras impresas en 3D de &cido polilactico presentan las caracteristicas

para ser empleadas como soporte de biopeliculas.
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CAPITULO V

5 TRABAJOS FUTUROS



e Realizar un analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) a las muestras de

las estructuras impresas en 3D (blanco, mucilago adherido y biopelicula formada).
e Desarrollar la estructura 3D piramidal y formar la biopelicula con las mejores

condiciones encontradas, colocarla dentro del reactor y evaluar su capacidad de

remocion de altas cargas organicas.
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