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Resumen: el tratamiento bioldgico es el més utilizado para las aguas residuales domésticas. El reactor de lecho fijo
es una biopelicula de microorganismos capaces de degradar la materia orgénica, y es una alternativa eficiente en
comparacion con los sistemas convencionales, ya que aumenta la superficie de contacto entre el microorganismo y
la materia organica. El presente trabajo se centra en la adaptacién, aclimataciéon y uso de lodo activado para la
formacion de una biopelicula en un biorreactor para el tratamiento de efluentes domésticos con un soporte PET; se
comprobo que dicho material es factible para ser implementado como medio de soporte. El sistema de lecho fijo se
mantuvo en operacion durante 150 dfas, utilizando agua residual doméstica como sustrato, y evaluando la eficiencia
del reactor por medio de parametros de calidad de agua. La diversidad microbiana se evalu6 por analisis de ARNr
16S. Las eficiencias de remocion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)
fueron mayores del 90 % y se logr6 la neutralizacién del efluente con caracteristicas alcalinas. El tiempo de
tratamiento fue de 4 h. Se identificaron 11 Phylum bacterianos correspondientes para biopelicula y 8 en suspension,
donde los principales grupos bacterianos fueron Proteobacterias, Bacteroidetes y Firmicutes. El tiempo de
tratamiento disminuy6 en un 50 % respecto a los sistemas convencionales. La identificacion de los Phylum permite
comprender mejor la complejidad de las estructuras bacterianas en aguas residuales y como interviene en la
eficiencia de los procesos del tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: biopelicula; tratamiento de aguas; biomarcador; PET; lecho fijo; aguas residuales; microorganismos;
materia organica; phylum; neutralizacion; medios de soporte; lodo

Abstract: biological treatment is most used for domestic wastewater. The fixed-bed reactor is a biofilm of
microorganisms capable of degrading organic matter, and is an efficient alternative compared to conventional
systems, as it increases the contact surface between the microorganism and organic matter. The present work
focuses on the adaptation, acclimatization, and use of activated sludge for the formation of a biofilm in a bioreactor
for the treatment of domestic effluents with a PET support; It was proven that such material is feasible to be
implemented as a means of support. The fixed bed system was kept in operation for 150 days, using domestic
wastewater as a substrate, and evaluating the efficiency of the reactor by means of water quality parameters.
Microbial diversity was assessed by 16S rRNA analysis. The removal efficiencies of Chemical Oxygen Demand (COD)
and Biochemical Oxygen Demand (BOD) were greater than 90% and neutralization of the effluent with alkaline
characteristics was achieved. The treatment time was 4 h. We identified 11 corresponding bacterial phylums for
biofilm and 8 in suspension, where the main bacterial groups were Proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes.
Treatment time was reduced by 50% compared to conventional systems. The identification of the Phylum allows us
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to better understand the complexity of bacterial structures in wastewater and how it intervenes in the efficiency of
wastewater treatment processes.

Keywords: biofilm; water treatment; biomarker; PET; fixed bed; sewage; microorganisms; organic matter; phylum;
neutralization; means of support; activated sludge.

1. Introduccién

Con el tratamiento de aguas residuales se busca, principalmente, efectuar el reiso de este recurso y, por otro lado,
minimizar el impacto ambiental. Hasta el afio 2016, las plantas de tratamiento de agua residual municipales en
México tenfan la capacidad de procesar solo el 57 % de las descargas domésticas (CONAGUA, 2016). En los dltimos
afios se ha incrementado el interés por la eliminacion de estos contaminantes, mediante nuevas y mejores
tecnologias que permitan el tratamiento a un bajo costo y con resultados que satisfagan las Normativas aplicables
(Crombet et al., 2016).

Dentro del tratamiento bioldgico aerobio, se cuenta con los reactores de lecho fijo FBBR (Fixed Bed Biofilm
Reactor), cuyo objetivo es la formacion de la biopelicula, asi como de la estructura multicapa y tridimensional de
microorganismos heterogéneos adheridos a un soporte (Gagliano et al., 2017). La formacion de la biopelicula esta
dada por canales constituidos por polisacaridos extracelulares que permiten el transporte de nutrientes, oxigeno,
agua, y sustancias excretadas que facilitan la comunicacién con otras colonias. Asimismo, mediante sus capacidades
metabdlicas, éstas permiten la degradacion de materia organica y de otros contaminantes traza, permitiendo el
funcionamiento del sistema (Vigueras-Carmona et al., 2013).

Por otro lado, el establecimiento de las biopeliculas estd determinado por las interacciones entre los
microorganismos, el pH, la temperatura, la cantidad de nutrientes, los tipos de contaminantes, los tiempos de
retencion, y el tipo de material de soporte donde se pueda generar la biopelicula (Mahendran et al., 2012).

Estos biorreactores ofrecen varias ventajas: implican un bajo costo inicial y de operacion; permiten el
crecimiento uniforme de biomas, asf como la reduccién de volumen del reactor bioldgico, y la recuperacion rapida
del proceso ante inhibiciones. Ademas, con ellos no hay necesidad de recircular lodos; soportan variaciones de carga
y de caudal; requieren menor cantidad de energfa al mantenerse inmovilizada la biomasa (biopelicula); pueden ser
adaptados a plantas ya construidas o con limitaciones de area; no generan pérdida de material de soporte, y se
aumenta la variedad de microorganismos dentro del reactor sobre el medio de soporte (Welter et al., 2005).

El componente fundamental involucrado en la eficiencia de estos reactores es el soporte. Se han empleado
distintos materiales como polimeros, cerdmicos, espumas, esferas de polietileno, entre otros (Gonzélez, y Lépez,
2018). El material reciclado (PET) es ligero y, dado que es reciclado y es considerado un desecho, es facil de conseguir
(Comanita et al., 2016).

Los microorganismos se incorporan con mayor facilidad a superficies hidréfobas con respecto a los soportes
hidrofilos (Wang et al., 2012). El tereftalato de polietileno (PET) como material de soporte es viable, ya es hidréfobo,
duro e inerte; sin embargo, ha demostrado tener buena adherencia para la formacién de biopeliculas, lo que conlleva
a su rapida formacién (Mendoza, 2016).

Los sistemas de tratamiento biolégicos de lecho fijo son sistemas complejos con una gran diversidad de
bacterias (Cydzik-Kwiatkowska y Zielin’ska, 2016). Algunos géneros poseen una mayor facilidad para la adherencia al
soporte, y son quienes dan pie para la formacion de la biopelicula (Bou et al., 2011).

Las técnicas moleculares basadas en el biomarcador ARNr 16S (Xia et al., 2014), permiten evaluar el impacto
de los consorcios bacterianos en distintos factores, como por ejemplo, la correlacion de la diversidad bacteriana con
la intensidad de aireacion en el reactor (Mahendran et al., 2012), el impacto del amoniaco y la carga de carbono
organico en comunidades oxidantes de amoniaco (Cydzik-Kwiatkowoska y Zielinska (2016), y controlar la actividad
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microbiana para eliminar contaminantes especificos (Valeriano-Zapana y Gonzales-Limache, 2016) como fenoles
(Moreno-Andrade y Buitrén, 2008).

El presente trabajo pretende tiene como objetivo principal comprobar que los lodos activados se puedan
fijar al soporte a base PET e identificar a las comunidades bacterianas que se van formando en las diferentes etapas
del experimento y ademas que cumpla con su funciéon del tratamiento de agua residual doméstica para alcanzar la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-003-ECOL-1997 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes
para las aguas residuales tratadas que se relsen en servicios al pablico.

2. Métodos, técnicas e instrumentos

Un sistema FBBR se construyd y, se monitoreo durante 150 dias de operacion. Las fases de desarrollo del proceso se
determinaron de acuerdo con la medicién de parametros de calidad de agua segin los parametros establecidos en
la NOM 003 SEMARNAT 1997. Asf mismo se realizd una caracterizacion de las comunidades bacterianas establecidas
durante cada fase.

2.1. Construccién del reactor sistema de lecho fijo FBBR con soporte PET

La figura 1 muestra el sistema FBBR que se empleo, el cual fue constituido por un tanque de acrilico con volumen de
90 litros, un soporte de 21 columnas de botellas PET de 1y 0.5 L con un area de contacto de 7.53 m2. El reactor fue
operado en modo de lotes con una temperatura de 19 a 25.5°C y concentracion de oxigeno disuelto de 3 -4 mg/l.

= INFLUENTE

'
REJILLA DE — ]
PRETRATAMIENTO |

.L'-' | - 3 S g
[ ,_,L —— A “— EFLUENTE

DIFUSORES —/
[ SOPORTE PET
Figura 1. Esquema de reactor aerobio de lecho fijo con soporte PET.
Figure 1. Fixed-bed aerobic reactor scheme with PET support.

El reactor fue inoculado con 6 litros de lodos activados y utilizando como sustrato agua residual doméstica
proveniente de la planta de tratamiento de la Universidad Auténoma de Querétaro Campus Aeropuerto.

2.2. Cinética de crecimiento biol6gico

Cuando los microorganismos se han adaptado y logrado un equilibrio para su supervivencia se alimentan de la
materia organica a depurar; un numero alto de microorganismos denota una mayor velocidad de consumo de
alimentos. Ecuacion 1:

Ty =pX (1)

Donde:
rg = Velocidad de crecimiento bacteriano.
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u = velocidad especifica de crecimiento.

X = concentracién de microorganismos.

En los cultivos donde se limita el sustrato el crecimiento de los microorganismos deja de crecer por consecuencia el
crecimiento es limitado y el comportamiento sigue la relacién propuesta por Monod. Ecuacién 2:

= Hm KS
g = K+ S (2)
Donde:

pum = Maxima velocidad de crecimiento.
Ks = Concentracion de saturacién del sustrato, g DQO/L
S = Concentracion del sustrato.

En un sustrato determinado existe un valor constante en la produccion de nuevas células; relacionando la velocidad
de crecimiento y la velocidad de utilizacion de sustrato, tenemos la ecuaciéon 3 tenemos:

Ty =—Yry 3)

Donde:

Y = Coeficiente de méximo rendimiento medio.
rsu = Velocidad de utilizacion de sustrato.

De las ecuaciones 2 y 3 tenemos:

Ty = o (4)

T Ks+S

Donde:
K = Velocidad maxima de utilizacién de substrato.

2.3. Decaimiento enddgeno

En el proceso de crecimiento de microorganismos se evidencia que las edades de ellos no presentan una distribucion
igual por ser un crecimiento exponencial; las células al consumir el sustrato no emplean toda esa energia para la
producciéon de nuevas células si no la utilizan para el mantenimiento celular, muerte o depredacion de otras
poblaciones, entre otros. Ecuacién 5:

Ta = KdX (5)

Donde:
rd = Velocidad de decaimiento en la descomposicion endégena;
Kd= Coeficiente de la velocidad de descomposicion endobgena, tiempo-1

2.4. Determinacion de Coeficientes biocinéticos
La estabilizacién de la biomasa se determind con base en los coeficientes biocinéticos, los cuales indican el
crecimiento de la biomasa, la tasa de utilizacion del sustrato, la relacion alimento-microorganismos, el tiempo medio
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de retencion celular, los so6lidos suspendidos totales, la demanda quimica de oxigeno (DQO), la tasa maxima de
utilizacion de sustrato (k) y la constante de velocidad media (Ks).

Eckenfelder propone una relacién para la remocién de substrato que puede ser derivada de la ecuacion de
Monod. Ecuacién 6:

So—S
X0

= KS (6)

Donde:

6 = tiempo de retencién hidraulico (h)

X = Solidos suspendidos volatiles (mg/L)

SO =DQO soluble en influente (mg /L)

S =DQO soluble en efluente (mg /L)

K'=Velocidad maxima de utilizacion de sustrato por unidad de masa de microorganismos.

En la cinética de remocién de DBO soluble se determinan el de Primer Orden; el de Orden Variable o Monod y el de
Grau; donde los valores obtenidos se deben ajustar a un modelo cinético de remocion. De la ecuacion 7:

_ KXS _ 5,-S
T Ke+s ex )

su

Ks = Constante de la concentracion de saturacion del sustrato, g DQO/L

Reajustando y dando forma a la ecuacion de una linea recta y = b + mx, encontramos que el rendimiento celular
maximo (Y) y el coeficiente de decaimiento endégeno (kd) se calcularon utilizando la ecuacién 8.

0x
So—S

_Ksgy 1
=gyl (8)

lgualando los coeficientes a la ecuacion de una recta tenemos la ecuacion 9:

©)

2.5. Eficiencia del reactor
El reactor FBBR fue monitoreado durante 150 dias para determinar la eficiencia por medio de la calidad del efluente
siguiendo los parametros de pH, color, turbidez, DQO y DBOs, los cuales establece la NOM 003 SEMARNAT 1997 y
NOM 001 SEMARNAT 1996.

2.6. Caracterizacién de la biopelicula
La cantidad de microorganismos presentes en la biomasa se determiné indirectamente como sélidos volatiles
inmovilizados (STVi). La formacion de la biopelicula se determiné mediante un anéalisis con microscopia electrénica
de barrido (MEB) utilizando un equipo JEOL JSM-6060 LV con voltaje de aceleracion 10y 20 kV. La muestra se monto
sobre un soporte de aluminio adherido con cinta doble cara carbén, se recubrié con oro en un EMS 550 Sputter
Coater, durante dos ciclos de cinco minutos.

La estructura de la comunidad bacteriana se realizé mediante el anélisis de secuencias 16S del ARN ribosomal
(ARNr). Las muestras se recolectaron los dfas 1, 20 y 120 de operacion del reactor bioldgico. La extraccion de ADN
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se realizo utilizando el kit DNA Power Soil (MO BIO Laboratories, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
verificacion de purificacién de ADN se realiz6 mediante electroforesis.

El ARN ribosomal 16S se amplifico utilizando los cebadores predeterminados de Macrogen (V3-V4):
CTACGGGNGCGCWGCAG y CACTACHVGGGTATCTAATCC. Las secuencias obtenidas se secuenciaron mediante la
plataforma lllumina MiSeq.

El analisis de las secuencias de lectura directa (F) y reversa (R) de cada muestra se realiz con el software
Geneious Prime 2021 (https://www.geneious.com). La calidad de las secuencias complementarias se analiz6 con
Trimm using BBDUK” version 37.64 y se fusionaron con “Merge Paired Reads” con una velocidad de fusion baja para
evitar los falsos positivos; Los archivos generados del proceso anterior se sometieron a UCHIIME con la base de
referencia RDP-Gold para la eliminacion de lecturas quiméricas y se redujo mas el nimero de secuencias. Las
secuencias finales se subieron a la nube de Ceneious con la herramienta “16S Biodiversity”, donde se realizd la
agrupacion de las secuencias y la asignacion de la taxonomfa utilizando el RDP classifier v2.12. En esta herramienta
se generaron graficas de jerarquia en Krona. EI ADN total de cada una de las muestras se envi6 al Instituto Macrogen
de Corea (Seoul, Republica de Corea).

3. Resultados y discusién

Se desarrollé un sistema FBBR nivel escala laboratorio con un volumen de tratamiento de 90 litros alimentado con
agua residual doméstica e inoculado con biomasa en suspensiéon. Implementando PET como medio de soporte para
el desarrollo de la biopelicula obteniendo un area de contacto de 7.53m? aumentando la superficie de empalme en
comparacion a los reactores en suspensién. El reactor fue evaluado durante 150 dias y se realizaron analisis de DQO
como indicativo de la eficiencia del sistema semanalmente.

3.1. Caracterizacién del agua residual

Los parametros de la muestra del agua residual de acuerdo con la NOM 003 SEMARNAT 1997 y NOM 001 SEMARNAT
1996 se muestran en las tablas 1y 2. Los parametros que rebasaron los limites establecidos fueron los sélidos
sedimentables, sélidos suspendidos totales, DBO, nitrogeno total, fosforo total, coliformes fecales y grasas y aceites.

Tabla 1. Caracterizacién del agua residual conforme la NOM-003 SEMARNAT 1996.
Table 1. Characterization of wastewater according to NOM-003 SEMARNAT 1996.

Parametro Valor obtenido Limite maximo
permisible

Coliformes Fecales >2,400,000 NMP/100 ml 1,000 NMP/100 ml

Huevos Helminto <] <5h/L

Grasas y Aceites 25 mg/L 15 mg/L

DBO 674 mg/L 20 mg/L

Solidos Suspendidos Totales 925 mg/L 20 mg/L
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Tabla 2. Caracterizacion del agua residual conforme la NOM-001 SEMARNAT 1996.
Table 2. Characterization of wastewater according to NOM-001 SEMARNAT 1996.

Parametro Valor obtenido del agua Limite maximo
residual permisible
Temperatura °C 255 40 °C
Grasas y Aceites 25 25 mg/L
Materia Flotante Ausente Ausente
Solidos Sedimentables 3 2 mg/L
Solidos Suspendidos Totales 925 60 mg/L
Demanda Bioquimica de Oxigeno 489 60 mg/L
Nitrégeno Total 50 25 mg/L
Fosforo Total 20 10 mg/L
Arsénico N.D. 0.2 mg/L
Cadmio N.D. 0.2 mg/L
Cianuro N.D. 2.0 mg/L
Cobre N.D. 6.0 mg/L
Cromo N.D. 1.00 mg/L
Mercurio N.D. 0.01 mg/L
Niquel N.D. 4.0 mg/L
Plomo N.D. 0.4 mg/L
Zinc N.D. 20 mg/L

Nota: N. D.: No detectable.
Note: N. D.: Not detectable.

3.2. Determinacion de coeficientes biocinéticos

La DQO en el influente y efluente y los SSV(X) calculadas en cada ciclo de tratamiento se muestran en la tabla 3. La
DQO en el efluente disminuyd 10 veces respecto al valor del afluente y los SSV disminuyeron mas del 50 %.

Tabla 3. Valores de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (S) y Sélidos Suspendidos Volatiles (X) asociadas al calculo

de los coeficientes biocinéticos.

Table 3. Values of the Biochemical Demand of Oxygen (S) and Volatile Suspended Solids (X) associated with the
calculation of the biokinetic coefficients.

Cicl SO S 6 X
0 mg/L mg/L h g
DQO DQO SSVIL
1 0.748 - 0 500
2 - 0.204 1 4.86
3 - 0.141 2 453
4 - 0.083 4 35
5 - 0.074 8 230

El calculo de los parametros cinéticos Xo,1/Sy Xe/ (SO - S) se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Variables asociadas al calculo de k y Ks.
Table 4. Variables associated with the calculation of k and Ks.

Xe 11S Xe/ (SO -
(8 (8/L 5)
SSV/h*L) DQO) (h-1)
4867 4902 8.947
9.067 7.092 14.937
14.000 12.048 21.053
18.433 13.514 27.344

La figura 2 es el grafico de X8/ (SO - S) respecto a 1/S. En este grafico la ordenada al origen es 1/k, que denota el
inverso de la tasa maxima de utilizacién de sustrato; mientras que la pendiente es igual a Ks/k. A partir de esta grafica
se obtuvieron los valores de ky Ks que fueron 5.6 h-1y10.67 mg DQO /L respectivamente.

30
y =1.9056x +0.1785
25 R%=0.9563

20

15

X6/ (S0 - S)(h!)

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16
1/S (mg DQO/I) 1

Figura 2. Tasa méxima de crecimiento (k) y Constante de velocidad media (Ks).
Figure 2. Maximum growth rate (k) and Average velocity constant (Ks).

Las variables 1/6 y (SO - S) / X6 se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Variables asociadas al célculo de Yy kd.
Table 5. Variables associated with the calculation of Y and kd.

e [ (S0-5S)/
h1 | Xe

h-1
1 0.112
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0.5 0.067
0.25 | 0.048
0.125 | 0.037

La figura 3 muestra el grafico de estos resultados permiti6 calcular el rendimiento celular maximo (Y) de 0.085 mg
SSV/ mg DQO, equivalente a la pendiente de la recta. El coeficiente de decaimiento endégeno (kd) se calculé como
la ordenada al origen con un valor de 0.025 h™.

1.2

0.8

0.6

0.4

(S0—5) /X6 (h)

0.2

0 0.02

0.04

0.06

1/6 (h?)

y =11.693x/- 0.303

R2=0.9989 . ®

0.1 0.12

Figura 3. Rendimiento celular maximo (Y) y el coeficiente de decaimiento enddgeno (kd).

Figure 3. Maximum cellular yield (Y) and endogenous decay coefficient (kd).

Los valores de los coeficientes biocinéticos obtenidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Coeficientes biocinéticos.
Table 6. Biokinetic coefficients.

Coeficient  Valor Rango Unidades

e obtenido

k 5.6 4-12 g DQO/g SSV

Ks 1.90 1.0- 30.0 mg/L DQO

Y 0.085 0.080-0.60 mg SSV/ mg DQO
Kd 0.025 0.02-0.15 h-1

En latabla 7 se muestran los resultados de la cinética de operacién del reactor biolégico.

Tabla 7. Cinéticas de reaccion.
Table 7. Reaction kinetics.

Parametro horas

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
pH 8.8 877 887 883 883 857 843 843 817 81 7.8
Color (Unidades Pt-Co) 4.62 169.7 153 119 n7.3 12 109.7 M2.3 107.8 1058 104
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Turbidez (NTU) 146.7 37 2433 18 1 13.3 10 10 10 9
SDT (mg/L) 1224 1284 1147 101 989 967 931 850 760 639
DQO (mg/L) 674 89.66 85.66 90.66 6866 6366 5166 589 60 69 58

3.3. Eficiencia del reactor

A 30 dias de operacién, el reactor ya estaba estabilizado y el efluente cumplia todos los limites permisibles sefialados
por la NOM 003 SEMARNAT 1997 y NOM 001 SEMARNAT 1996, con un tiempo de tratamiento de 6 horas. Para el
dia 90 el tiempo de residencia disminuy6 4 horas, llevando una disminucién del mas del 90 % de DBO.

Tabla 8. Comparacion de Valores obtenidos NOM 00T SEMARNAT 1996.
Table 8. Comparison of Values obtained NOM 001 SEMARNAT 1996.

Parametro Valor obtenido del agua  Valor obtenido del agua Limite maximo
residual residual tratada permisible
Temperatura °C 255 24.5 40 °C
Grasas y Aceites 25 15 25 mg/L
Materia Flotante Ausente Ausente Ausente
Solidos Sedimentables 3 Ausente 2 mg/L
Solidos Suspendidos 925 18 60 mg/L
Totales
Demanda Bioquimica de 489 20 60 mg/L
Oxigeno
Nitrégeno Total 50 5.8 25 mg/L
Fosforo Total 20 1.33 10 mg/L
Arsénico N.D. N.D. 0.2 mg/L
Cadmio N.D. N.D. 0.2 mg/L
Cianuro N.D. N.D. 2.0 mg/L
Cobre N.D. N.D. 6.0 mg/L
Cromo N.D. N.D. 1.00 mg/L
Mercurio N.D. N.D. 0.01 mg/L
Niquel N.D. N.D. 4.0 mg/L
Plomo N.D. N.D. 0.4 mg/L
Zinc N.D. N.D. 20 mg/L

Nota: N. D.: No detectable.
Note: N. D.: Not detectable.

Tabla 9. Comparacion de Valores obtenidos NOM 003 SEMARNAT 1997.
Table 9. Comparison of values obtained NOM 003 SEMARNAT 1997.

Parametro Valor obtenido del agua ~ Valor obtenido del agua Limite maximo
residual residual tratada permisible

Coliformes Fecales >2 400,000 NMP/100 mL 23 1,000 NMP/100 ml

Huevos Helminto <1 <] <5h/L

Grasas y Aceites 25 15 15 m/L
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Demanda Bioquimica de 480 20 20 mg/L
Oxigeno
Solidos Suspendidos 925 18 20 mg/L
Totales

3.4. Remocion de turbidez, color y sélidos disueltos totales

Los datos de la disminucion de color posterior al tratamiento biolégico durante los 150 dfas de operacién se
presentan en la figura 4. A pesar de que las caracteristicas de color del influente oscilaban entre 700 - 400 U Pt-Co,
el reactor fue eficiente desde los primeros dias de operacion, llegando a una remocion > 86 % ya estable el proceso,
tal como se muestra en la tabla 10.

La figura 6 muestra la disminucion en el pardmetro de turbidez del efluente en comparacion con el agua

residual de entrada. Se puede observar un proceso inestable durante los primeros 30 dias, los cuales corresponden
a la fase de aclimatacion y adaptacion, posterior a esto se denota un reactor estable con un porcentaje de
disminucién >90 %, tal como se muestra en la tabla 10.

Unidades de Pt-Co

800

700 —@— AGUA RESIDUAL

—@— AGUA TRATADA

600
500
400
300
200
100

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (dias)

Figura 4. Monitoreo de color del agua residual vs agua residual tratada posterior al tratamiento durante 150 dfas.
Figure 4. Color monitoring of wastewater vs treated wastewater after treatment for 150 days.
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Figura 5. Monitoreo de turbidez del agua residual vs agua residual tratada posterior al tratamiento durante 150
dias.

Figure 5. Monitoring of turbidity of wastewater vs treated wastewater after treatment for 150 days.

3.5. Monitoreo demanda quimica de oxigeno y demanda bioquimica de oxigeno

Durante los 150 dfas de funcionamiento del FBBR se identificaron 3 fases. La fase inicial fue de aclimatacion, en
donde el inbculo en suspension se acopld a su nuevo medio, este periodo constd de 10 dias. Durante la fase de
adaptacion los microorganismos se estan adaptados a las condiciones del reactor y al agua residual problema 'y
algunos microorganismos comienzan con la colonizacion del medio de soporte y con la formacion de una biopelicula
para llevar a cabo el tratamiento de descargas domésticas; el tiempo de esta fase fue de 30 dfas. En la tercera etapa
llamada estabilizacion, el reactor ya tiene un proceso eficiente, constante y permite la depuraciéon de contaminantes
y materia organica debido a la funcion de la biomasa estabilizada en biopeliculas estables e irreversibles; asi el agua
del efluente cumplia con todos los limites maximos permisibles marcados en la NOM 003 SEMARNAT 1997.

La DBOS el influente presentd un valor promedio fue de 360.67 mg/l mientras que la del efluente fue de
73.44mgll, como se observa en la figura 6 la disminucion se observé desde el dia 25 de tratamiento. La DQO del
afluente fue de 640.34 mg/l, mientras que la del influente fue de 136 mg/l como se observa en la figura 7. Ambos
parametros reflejaron un incremento en la eficiencia de la degradacién desde los primeros dias del experimento,
manteniendo una remociéon de contaminantes superior al 90 % a partir del dia 30.
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Figura 6. Valores DQO obtenidos del agua residual vs agua residual tratada posterior al tratamiento biolégico.
Figure 6. Values obtained from wastewater vs treated wastewater after biological treatment.
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Figura 7. Valores DBOs obtenidos del agua residual vs agua residual tratada posterior al tratamiento biolégico.
Figure 7. BODs values obtained from wastewater vs treated wastewater after biological treatment.

3.6. Evaluacion del reactor durante 24 horas

Una vez el proceso biolbgico estable fue capaz de cumplir con todos los limites méximos permisibles estipulados
con las normas. Cada 30 dias se realizaron cinéticas de reaccion de los parametros de calidad de agua para evaluar
la eficiencia del reactor durante 24 horas, asi como para determinar el tiempo de retencién hidraulica. Los resultados
obtenidos se muestran en las tablas 10 y 1.

Tabla 10. Solidos Volatiles Totales inmovilizados (STVi) cm?.
Table 10. Total Immobilized Volatile Solids (STVi) cm?.
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Semana 8 10 12 14 17 19
SVTi (g/cm?) 1.2 0.8 162 174 188 172

Tabla 11. 9% De disminucion cinéticas de 24 horas.
Table 11. % 24-hour kinetic decrease.

% Disminucion

Par 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias
am
etro
2 4 6 8 2 2 4 6 8 2 2 4 6 8 2 2 4 6 8 2 2 4 6 8 2
h h h h 4 h h h h 4 h h h h 4 h h h h 4 h h h h 4
h h h h h
Col 6 6 7 7 7 66 6 7 7 7 6 7 7 7 7 7 6 6 6 6 6 7 7 7 7
or O 1. 4 4 5 0 1. 4 4 5 6 4 6 1. 5 3 8 6 5 5 3 6 6 3 5
wp 5 2 2 . 6 5 2 2 8 6 . 6 3 4 5 3 0 . 7 1 g 1 1 9 9
t- 8 9 9
Co)
Tur 8 8 8 8 9 8 8 8 8 9 8 9 9 9 9 5 8 9 8 9 8 8 8 8
bid 2.5 9. 9 6 2 5 9 9 6 3 2 3 2 5 9 5 9 4 0 8 8 8 . 5.
ez O 6 2 2 8 0 6 2 6 88 4 5 2 5 9 3 2 3 . 4 7 7 7 5 1
(T 4
N)
sbT 6. 9. 1 1 1 6. 9 1 1 2 0 1. 4 5 1 5 1 1 1 1 6 2 2 1 1
pp 9 0 0 029 . O0O0O7 34 55 0 . 0 . 6 2 3 3 3 9 9
m) 1 5 O . 5 2 2 4 8 9 7 8 9 9 2
0 0
pDQ 8 9 9 9 9 8 8 9 9 9 8 9 9 8 9 7 8 8 9 9 8 8 8 8 8
0 .0 0 0o 0o1. 8 0 0O O 4 0 2 9 05 4 7. 0 O 1. 5 5 4 4
(mg 1 . 9 8 1 . 9 8 2 2 6 0 2 37 4 1 3 6 1 1 0 7
) 0 9 0

De acuerdo con Torres-Lozada, 2011: los tiempos de tratamiento para un sistema convencional en agua doméstica
es de 4 a 8 horas, para un sistema de estabilizacién por contacto total es de 2.5 a 13 horas y que en comparacion
con el sistema biologico aerobio que se analiz6 en esta investigacion el tiempo de tratamiento es menor al sistema
convencional y cumple con el tiempo estimado de tratamiento para el sistema de contacto total.

3.7. Caracterizacién de la biopelicula

En la primera semana de operacién del sistema se observo adherencia de microorganismos al soporte, a la semana
6 se tenfa una cobertura del 100 % en el soporte, de forma similar a lo reportado por Nava Urrego et al. (2014). El
tiempo de formacion de la biopelicula se llevd a cabo en el primer mes de funcionamiento del reactor (fase de
estabilizacién); sin embargo, es indispensable un mayor crecimiento de éste para obtener una formacion irreversible.
De acuerdo con Olarte-Avellaneda et al. (2012) existen distintos factores que favorecen a la fijacion y desarrollo de
microorganismos en una biopelicula, algunos de estos factores son concentracién de nutrientes, temperatura,
cantidad de oxigeno y soportes con propiedades hidrofobas.
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El soporte construido con PET contribuyd al desarrollo y crecimiento de la biopelicula. También logré una
alta eliminacion de materia organica, asi como una mejor adhesion de la biopelicula al PET, asf como lo sefialado por
Romero y Lapo (2016).

Una vez que se obtuvo una densidad de SVTi de 1.2 g de biomasa/cm?, la cual resulto de 0.18 % mas a lo
reportado a la semana 12 por Romero y Lapo (2014) en un reactor con soporte de PET, el cual obtuvo un valor de
1.02 g/m?. A partir de la semana 12 los SVTi no mostraron diferencias significativas. La fijacion de la biomasa al PET
como medio de soporte y la consecuente formacion de la biopelicula se visualizé a partir de la primera semana como
se observa en la figura 8; ademas esto se comprob6 mediante Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

La micrografia obtenida mostré la presencia de microorganismos, asi como la agrupacién y colonizacion al
medio de soporte; para dar lugar a la formacion de una matriz donde se aprecia un aglomerado tridimensional de
microorganismos, canales de comunicacion muy bien definidos y formacion de fibras. En la figura 9 se puede
observar la presencia de una biopelicula formado por una matriz exopolisacéarida y aglomerados bacterianos.

§
3
L]
:

Figura 8. Comparacién del PET sin lodo y PET con la formacion de Ia biopelicula.
Figure 8. Comparison of sludgeless PET and PET with biofilm formation.
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Figura 9. MEB de biopelicula formada sobre material PET a 60 dias de operacién del reactor.
Figure 9. MEB biofilm formed on PET material at 60 days of reactor operation.

El indculo en suspensién al dia O (figura 10) mostrd secuencias pertenecientes a 8 Phylum, donde los dominantes
fueron Bacteroidetes (38 %), Proteobacteria (20 %) y Firmicutes (19 %). Los otros Phylum presentes fueron
Chloroflexi (5 %), Candidatus S. (5 %), Actinobacteria (3 %), Acidobacteria (2 %) y Pantomycetes (2 %).

De los cuales, a nivel de clase, la comunidad bacteriana estuvo constituido por: Gammaproteobacteria (10
%), Alphaproteobacteria (4 %), Betaproteobacteria (5 %) y, Deltaproteobacteria (1 %) que corresponden al Phylum
Proteobacterias. Las clases dominantes en Bacteroidetes fueron: Sphingobacterias (24 %), Bacteroidia (11 %),
Flavobacteriia (2 %), Cytophagia (1 %). En lo que se refiere a Candidatus S. la clase que se encontré fue Clostridia
(19 %); asi como Anaeralineae (19 %) correspondiente al Phylum Chloroflexi. De la tipificacion anterior se gener6 la
clasificacion a nivel familia donde las predominantes fueron: Saprospiraceae (20 %), Clostridiaceae (13 %),
Prolixibacteriaceae (6 %), Xanthomonadaceae (4 %), Marinilabiliaceae (4 %) y Anoelineaceae (4 %) entre otras en
porcentajes mas bajos.
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Figura 10. Estructura de la comunidad bacteriana del in6culo en suspensién. La abundancia se presenta en
términos de porcentaje de la secuencia bacteriana efectiva total en la muestra.

Figure 10. Structure of the bacterial community of the inoculum in suspension. Abundance is presented in terms of
percentage of the total effective bacterial sequence in the sample.

La fase reversible se observo durante las primeras semanas de la formacion de la biopelicula, donde sélo algunas
especies bacterianas tienen la capacidad de sobrevivir y/o reproducirse. Estas especies son las responsables de la
formacion de la matriz de exopolisacaridos.

La caracterizacion de las comunidades bacterianas durante esta etapa, al dia 20, se muestran en la figura 11.
Se encontré la presencia de 9 Phylum, siendo el grupo dominante Proteobacteria (37 %), seguido de Bacteroidetes
(30 %) y en menor proporcion se encontraron Firmicutes (3 %), Chloroflexi (4 %), Candidatus s. (2 %), Actino
bacteria (1 %), Ignavibactariae (1 %), Parcubacteria (1 %) y, Verrucomicroba (1 %).

La clasificacion de los Phylum dominantes a nivel de clase estuvo constituida por: Proteobacterias
constituida por: Gammaproteobacteria (11%), Alphaproteobacteria (5%), Betaproteobacteria (14%) v
Deltaproteobacteria (6%). Dentro de los Bacteroidetes se encontraron a: Sphingobacterias (21%) Bacteroidia (8%),
Flavobacteriia (6%) vy, Cytophagia (8%). Del Phylum Candidatus S. se encontr6 la clase: Clostridia (2%) vy
Anaeralineae (2%) del Phylum Chloroflexi.

Las clases se agruparon en orden taxonémico de clase encontrando, obteniendo las siguientes abundancias
relativas para: Xanthomonadaceae (5%), Rhodocyclaceae (6%), Prolixibacteriaceae (3%), Marinilabiliaceae (4%),
Cystobacteriease (7%), Saprospiraceae (18%), Chrysedinea (6%), Anoelineaceae (3%).
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Figura 11. Estructura de la comunidad bacteriana dfa 20. La abundancia se presenta en términos de porcentaje de
la secuencia bacteriana efectiva total en la muestra.

Figure 11. Structure of the bacterial community day 20. Abundance is presented in terms of percentage of the total
effective bacterial sequence in the sample.

La identificacién de consorcios bacterianos en la biopelicula durante la fase irreversible, a partir del dia 120, se
muestra en la figura 12. Se determiné el desarrollo de 11 Phylum: Bacteroidetes (30%), Proteobacterias (39%),
Firmicutes (4%), Chloroflexi (9%), Candidatus s. (2%), Actinobacteria (2%), Acidobacteria (2%), Ignavibactariae
(2%), Parcubacteria (3%), Verrucomicroba (1%). y Plantomomycetes (2%).

En la agrupacion jerarquica a nivel clase se encontraron los siguientes grupos: Gammaproteobacteria (10%),
Alphaproteobacteria (4%), Betaproteobacteria (15%) y, Deltaproteobacteria (9%) que corresponden al Phylum
Proteobacterias. De acuerdo con investigaciones sefialadas por Arévalo-Arbelaez et al. (2017) estos tienden a ser los
grupos mas representativos para las Proteobacterias corresponde en distintas investigaciones en cuando se utiliza
la biomasa para el tratamiento de agua.

Para los Bacteroidetes encontramos clases dominantes como: Sphingobacterias (16%), Bacteroidia (7%),
Flavobacteriia (3%) y, Cytophagia (4%). En lo que se refiere a Candidatus s. |a clase que se encontré fue Clostridia
(3%); asi como Anaeralineae (3%) correspondiente al Phylum Chloroflexi.

La caracterizacion a nivel familia la abundancia relativa de Xanthomonadaceae (5%), Rhodocyclaceae (7%),
Soranglineae (4%), Prolixibacteriaceae (4%) Saprospiraceae (16%), Anoelineaeceae (7%) y alrededor de otras 20
familias con menor porcentaje.
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Figura 12. Estructura de la comunidad bacteriana al dia 120. La abundancia se presenta en términos de porcentaje
de la secuencia bacteriana efectiva total en la muestra.

Figure 12. Structure of the bacterial community at day 120. Abundance is presented in terms of percentage of the
total effective bacterial sequence in the sample.

La figura 13 muestra el grafico comparativo de la diversidad de comunidades bacterianas en las distintas etapas del
sistema FBBR en base a la caracterizacion mostrada previamente.

Como se puede observar en las tres fases los grupos dominantes fueron Bacteroidetes y, Proteobacterias. La
primera incrementé durante el dia 20 y disminuy6 al dia 120; la segunda mostré un incremento continuo durante la
operacion del reactor. Firmicutes se mostré abundante en el indculo y mostré una disminucion; conforme al paso
de tiempo de operacién del sistema.

A partir del dia 20 se observo la presencia de 3 Phylum que no se observaron de forma inicial en el indculo
que corresponde a lIgnavibacteriae, Parcubacteria y Verrucomicrobia. Si bien su porcentaje es bajo, pueden
considerarse como grupos clave debido a que estos Phylum presentan especies asociadas con la secrecion de
exopolisacaridos que conforman la matriz que consolida la formacion de la biopelicula. Por tanto, estos grupos tienen
un impacto no proporcional a su abundancia, teniendo consecuencias en cambios de la estructura bacteriana,
adecuando o modificando el habitat o bien influyendo en las interacciones del consorcio bacteriano. De forma similar
otros Phylum son poco abundantes, pero son de mucha importancia para la degradacién de materia organica. Tal es
el caso de Actinobacteria, importantes acumuladores de fosfato (Erijman et al., 2011). Los géneros pertenecientes a
la clase de las Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias mostraron en abundancia en este estudio. Candidatus S.
es otro ejemplo de Especie clave, asociadas a la reduccion de niveles de fosfato en los afluentes (Zhang et al., 2011).

Los miembros de Chloroflexi juegan un papel ecoldgico en la degradacion de carbohidratos y materiales
celulares, por lo que son importantes en el tratamiento biolégico de aguas, de aqui su presencia en todas las fases
del sistema (Hu et al., 2012).
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Figura 13. Estructura de comunidades bacterianas a nivel Phylum en diferentes fases del biorreactor para el
tratamiento de aguas residuales domésticas. La abundancia se presenta en términos de porcentaje de la secuencia
bacteriana efectiva total en cada muestra.

Figure 13. Structure of bacterial communities at the Phylum level in different phases of the bioreactor for the
treatment of domestic wastewater. Abundance is presented in terms of percentage of the total effective bacterial
sequence in each sample.

En cuanto la comparacién taxonémica a nivel clase se muestra en la figura 14, se observo que la mayorfa de los
porcentajes de abundancia relativa se mantuvieron constantes a lo largo de las etapas del proceso. Se presentaron
grupos con mayor variabilidad; como el incremento de la clase Deltaproteobacteria en la biopelicula con respecto
de la poblacién en al inéculo. Dicha tendencia ha sido reportada en la biopelicula formadas en otros procesos para
el tratamiento de aguas residuales y continentales, asi como en sedimentos marinos (Loera Muro et al.,, 2012). El
mismo comportamiento se observd con las Betaproteobacteria, importantes en la biorremedicacion por su
capacidad de fijar nitrogeno, oxidar amonio y produccion de nitritos, haciendo simbiosis con Alphaproteobacteria.
Otro grupo importante presente con una abundancia relativa fuerte y constante fueron las Gammaproteobacteria,
asociada con géneros formadores de polisacaridos y glicocalix, y con la produccion de Biosufactantes (Valeriano-
Zapana y Gonzales-Limache, 2016). Asi mismo, se denota un aumento Sphingobacteria y Bacteroidia; reportadas
como clases degradadoras de compuestos organicos tanto en ambientes acuaticos como terrestres. Finalmente, se
observo una disminucién de Clostridia y Anaeralineae (Ramén, 2010).
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Figura 14. Estructura de comunidades bacterianas a nivel clase en diferentes fases del biorreactor para el
tratamiento de aguas residuales domésticas. La abundancia se presenta en términos de porcentaje de la secuencia
bacteriana efectiva total en cada muestra.

Figure 14. Structure of bacterial communities at class level in different phases of the bioreactor for the treatment
of domestic wastewater. Abundance is presented in terms of percentage of the total effective bacterial sequence in
each sample.

La comparacion a nivel familia mostré a Porphyromonadaceae como familia dominante, asociada con la formacién
de la biopelicula con dos géneros Porphyromonas y Disgonomomas.

Se observé que Hydrogenophiceae presentd un aumento en la biopelicula, dentro de esta familia
encontramos géneros como Thriobacillus, fijadores de sulfuro importante para el tratamiento de aguas residuales.
Otras familias como Rhodomyclacea, Comomoncdacea y Nitrosomonadaceae no se encontraron en el inoculo inicial;
sin embargo, se observd su presencia en las siguientes etapas, donde géneros como Zooglogea, se ven involucrados
en la formacion de floculos y procesos de desnitrificacion, mientras que Nitrobacter y Nitrosomas realizan procesos
de nitrificacién. Los altos niveles de nitrificacién son caracteristicos de procesos de lecho fijo (Bonilla et al., 2008).

Los resultados se demostraron que la estructura bacteriana se alteré como resultado de la modificacion del

nicho, donde un inéculo en suspension dio origen a la formacion de una biopelicula, a la cual pudieron adaptarse, la
mayoria de las Poblaciones microbianas. Las poblaciones centrales como Proteobacterias, Bacteroidates y Firmicutes
son las de mayor porcentaje de abundancia relativa para las tres fases. Los nuevos phylum caracterizados en las
muestras de la biopelicula corresponden a Ignavibacteriae, Parcubacteria y Verrucomicrobia caracteristicos por
incluir géneros bacterianos productores de exopolisacaridos y por ende de la matriz polisacarido por tanto pueden
considerarse como grupos clave para el desarrollo de la biopelicula.
La caracterizacién de la estructura bacteriana a lo largo de diferentes etapas en reactores y/o plantas de tratamiento
de aguas, nos permite entender mejor estos procesos dinamicos de cambio en las comunidades bacterianas (Erijman
et al., 2011) y relacionarlo a los cambios de distintos factores de operacion. Es necesario ampliar el estudio de
caracterizacion a nivel de género para una mejor asociacion de las comunidades bacterianas con su funcién en este
sistema.

Una biopelicula consiste en una variedad de especies adaptadas que conviven en un estado de simbiosis,
por lo cual es necesaria mayor investigacion sobre su formacién y estructura para poder asi tener procesos mas
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eficientes. Los resultados presentados en esta investigacion pueden resultar Gtiles para el disefio y la eleccién del
inoculo para los procesos de biopelicula en el tratamiento de aguas residuales.
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Figura 15. Estructura de comunidades bacterianas a nivel familia en diferentes fases del biorreactor para el
tratamiento de aguas residuales domésticas. La abundancia se presenta en términos de porcentaje de la secuencia
bacteriana efectiva total en cada muestra.

Figure 15. Structure of bacterial communities at the family level in different phases of the bioreactor for the
treatment of domestic wastewater. Abundance is presented in terms of percentage of the total effective bacterial
sequence in each sample.

4. Conclusiones

El material PET es un material factible para ser implementado como medio de soporte en reactores de lecho fijo, ya
que permite la formacion rapida y estable de la biopelicula, desarrollandose a partir de los primeros 7 dias de
operacién. El material PET es un material ligero, reciclado y puede adaptase a la forma de cualquier reactor biologico
y aumenta la superficie de contacto de los microorganismos con la materia organica contenida en el agua residual.

Las bacterias en lodos en suspension no solo tienen la capacidad de adaptarse para formar una biopelicula,
sino que también pueden tratar agua residual doméstica en un menor tiempo de residencia.

El sistema FBBR implementado puede dar tratamiento a agua residual de acuerdo, a los niveles solicitados en la
normativa mexicana en un tiempo menor a los alcanzados con sistemas convencionales y cumple con el tiempo
estimado de tratamiento para el sistema de contacto total.

La aplicacion de técnicas moleculares basadas en el biomarcador 16S ARNr permiti¢ identificar que
comunidades bacterianas estan activos en determinadas etapas del sistema FBBR (in6culo en suspension, durante
la formacion de la biopelicula y en la biopelicula estable). Este sistema permite el desarrollo de Phylum, que no se
detectan en el inocuo inicial, ya que se encuentran en una proporcién muy pequefia. Las poblaciones centrales como
Proteobacterias, Bacteroidates y Firmicutes son las de mayor porcentaje de abundancia relativa para las tres fases.
Los nuevos Phylum caracterizados en la biopelicula incluyen géneros bacterianos productores de exopolisacaridos
para la formacion de una matriz, por tanto, pueden considerarse como grupos clave para el desarrollo de la
biopelicula.
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