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Resumen

El objetivo de este estudio fue encontrar la mejor forma de llevar a cabo un
proceso aerobio de tratamiento de aguas residuales por medio de la utilizacion
de una biopelicula de lodos activados adherida a una membrana permeable al
oxigeno.

Con este propésito se llevaron a cabo diversos experimentos, algunos de ellos
para encontrar un soporte adecuado para la adherencia de una biopelicula
aerobia, otros para estudiar el consumo de un sustrato modelo y el suministro
de oxigeno disuelto en el liquido a través del tiempo; algunos otros para
entender mejor el comportamiento de la biopelicula.

Asi mismo, se desarrollaron dos modelos matematicos capaces de describir los
fendmenos de transferencia de masa y biorreaccion del sistema experimental,
lo que permite estudiar, de manera mas detallada, lo que sucede al interior de
la biopelicula, y la forma en que las diversas condiciones de operacion afectan
el comportamiento de la misma. Uno de los modelos toma en cuenta la
estructura heterogénea de la biopelicula y el otro no.

También se llevo a cabo el estudio de la estructura de la biopelicula utilizando
las técnicas de microscopia éptica y microscopia electronica de barrido. En
esta tesis se presentan algunas de las fotografias obtenidas y algunas
mediciones del tamafio de las fibras de polisacaridos y de algunos agregados
celulares.

Durante el desarrollo de esta investigacion se encontr6 que utilizar una
biopelicula de lodos activados adherida a una membrana permeable es mas
eficiente que llevar a cabo el proceso con células suspendidas. Se logré saber
la forma mas eficiente de proporcionar oxigeno a la biopelicula, asi como la
mas econdmica de entre los cinco casos estudiados. Se observo que al
aumentar la velocidad de recirculacion dentro del reactor aumenta el
coeficiente de transferencia de masa y por lo tanto el consumo de sustrato.

Utilizando los modelos desarrollados, se encontré que las areas activas al
interior de una biopelicula dependen de la forma de alimentacion de oxigeno y
de la velocidad de recirculacion en el reactor. Se estimaron los parametros mas
importantes en el proceso y se encontré un espesor de biopelicula 6ptimo para
el sistema.

Con los modelos desarrollados se presenta una comparacion entre las areas
activas de una biopelicula homogénea y otra heterogénea, en donde se
considera la transferencia de masa entre las partes que conforman a la
biopelicula.
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Abstract

The main objectives of this work were 1) to find a better process to improve the
aerobic waste water treatment using a membrane attached biofilm reactor; 2)
the developing of mathematical models to describe mass transport and reaction
in the biofilm reactor.

To achieve those objectives some experimental work was performed to find an
adequate membrane for the biofilm growth, to test the substrate and oxygen
consumption and the effect of varying the volumetric flow rate, and finally to
prove different modes of oxygen supply. The structure of the biofilm using
optical and electronic microscopes was also investigated.

Two mathematical models were developed: the first model describes a
homogeneous two-phase biofilm composed by a solid phase (mass transfer by
diffusion) in contact with an external liquid phase (mass transfer by convection).
The second model considers a system formed by a heterogeneous porous
medium built by a time-evolving structure of extracellular polymers clusters
containing the cells (mass transfer by diffusion) surrounded by a series of
interconnected pores and channels filled with liquid (mass transfer by diffusion
and convection), and an external liquid phase (mass transfer by convection).
The work compares the prediction with both two models, of the concentration of
substrates (sodium acetate and dissolved oxygen), and the evolution of the
reaction profiles inside the solid phase during the transient operation of the
membrane attached bioreactor, based on experiments using different modes of
oxygen supply and different flow rates.

The comparison between the theoretical and the experimental results was
aimed to know when oxygen is provided from the two sides of the biofilm, this is
more efficient than when oxygen is provided only by one side. It is concluded
that the reason for this is that the active area inside the biofilm is larger in the
former case, achieving a faster substrate elimination.

When the recirculation flow rate increases the substrate consumption also
increases due to the high mass transfer coefficient in the biofilm-liquid
interphase.

This work presents the comparison between the homogenous model and a
novel heterogeneous model developed here. The main difference in the
prediction between both models is that for the case of the homogeneous model
the predictions showed a small active area of cell activity whereas with the
heterogeneous model the prediction shows a that all the biofilms is active.

Vii



indice

1. Introduccion y objetivos 1
2. El estado del arte sobre los reactores de biopelicula 5
3. La experimentacion y el sistema experimental 15
3.1. La configuracion del biorreactor 15
3.2. Los métodos analiticos 18
3.3. La eleccién de la membrana 20
3.3.1. Las membranas ceramicas de a-alimina 20
3.3.2. Las membranas poliméricas 21
3.4. Experimentos a diferentes velocidades de flujo de recirculacion 25
3.4.1. Alimentacion de aire por la membrana 25
3.4.2. Alimentacion de oxigeno a través de la membrana y burbujeo

de aire en el liquido 28
3.5. Experimentos a diferentes concentraciones iniciales de sustrato 30
3.5.1. Alimentacion de aire a través de la membrana 30
3.5.2. Alimentacion de oxigeno a través de la membrana y burbujeo

de aire en el liquido 32
3.6. Los experimentos con diferentes espesores de biopelicula 34

3.7. Los experimentos con diferentes formas de suministro de oxigeno 36

3.7.1. El desempefio de las células libres versus la biopelicula 41
3.8. Los experimentos dindmicos 43
3.8.1. Flujo con una recirculacién de 120 mi/min 43
3.8.2. Flujo con una recirculacién de 350 mi/min 45
3.9. La determinacion de la densidad y la concentracion de biomasa 45
3.10. Discusion de resultados y conclusiones 46
4. Las caracteristicas morfolégicas de la biopelicula 49
4.1. Determinacion por microscopia Optica 49
4.2. Determinacion por microscopia electrénica de barrido (MEB) 51
4.3. Discusion y conclusiones 56

viii



5. Los modelos mateméticos del reactor de biopelicula inmovilizada

en una membrana permeable

5.1. El modelo homogéneo

5.1.1. Consideraciones del modelo homogéneo

5.1.2. Desarrollo del modelo homogéneo

5.1.3. Las condiciones inicial y de frontera del modelo homogéneo

5.1.4. El modelo homogéneo adimensional

5.1.5. La solucién numérica del modelo homogéneo por colocacion
ortogonal.

5.1.6. Resultados de la simulacion con el modelo homogéneo

5.2. El modelo heterogéneo

5.2.1. Consideraciones del modelo heterogéneo

5.2.2. Desarrollo del modelo heterogéneo

5.2.3. Las condiciones inicial y de frontera del modelo heterogéneo

5.2.4. El modelo heterogéneo adimensional

5.2.5. La solucion numérica del modelo heterogéneo por colocacion
ortogonal

5.2.6. Resultados de la simulacién con el modelo heterogéneo

5.3. La estimacion de los parametros cinéticos y de transporte
5.4. Conclusiones
6. Las diferentes formas de suministro de oxigeno a la biopelicula

6.1. Comparacion de las diferentes formas de suministro de oxigeno
de acuerdo con las predicciones del modelo homogéneo

6.2. Comparacion de las diferentes formas de suministro de oxigeno
de acuerdo con las predicciones del modelo heterogéneo

6.3. La biopelicula parcialmente activa

6.3. Discusion de resultados y conclusiones

7. El efecto del transporte convectivo de masa debido a los
diferentes flujos de recirculacion

7.1. Comparacion del consumo de sustrato a diferentes flujos de
recirculacion

7.2. Los perfiles calculados de concentracién en el liquido y en la
biopelicula de acuerdo con el modelo homogéneo

7.3. Los perfiles calculados de concentracién en el liquido y en la
biopelicula de acuerdo con el modelo heterogéneo

7.4. La influencia del coeficiente de transporte de masa interfacial
interno

7.5. Discusion de resultados y conclusiones

57
58
59
61
62
64

67
75

79
80
81
83
84

86
90

94

52

101

102
109

118
121

123

123

126

133

141
149



8. Sistemas dinamico y continuo 151

8.1. Sistema dinamico 151
8.2. Simulacion de la operacion continua del biorreactor 155
8.3. Discusion de resultados y conclusiones 161
9. Conclusiones generales 163
10. Nomenclatura 167
11. Referencias 173
12. Apéndice 1. Los resultados experimentales 179
13. Apéndice 2. Estudio sobre membrana polimérica 191

14. Apéndice 3. Técnicas de preparacion de las muestras para el
Uso de microscopia electrénica de barrido (MEB) 193

15. Apéndice 4. El articulo publicado 195



Capitulo 1

Introduccion y objetivo

Uno de los retos més importantes de la humanidad es el mantener su nivel de vida
y costumbres sin dafiar al medio ambiente que lo rodea, que a la vez es el que le
permite sobrevivir. Ello incluye el aire, la tierra, el agua y los seres vivos que
habitan nuestro planeta. En nuestra vida diaria utilizamos y contaminamos
grandes cantidades de agua dulce que debemos devolver al ambiente: mares,
rios, lagos, etc., en las mismas condiciones en que la tomamos. De ahi podemos
deducir la gran importancia que tiene el tratamiento de las aguas residuales.

Actualmente se han desarrollado diversos métodos para el tratamiento de aguas
residuales, entre los mas utilizados se encuentran el de lodos activados y el de
filtros percoladores, ambos con problemas particulares en su operaciéon (Metcalf
and Eddy, 1991). EIl proceso de lodos activados tiene como principal factor
limitante la baja solubilidad de oxigeno en agua, por lo que es un proceso lento. El
proceso de filtros percoladores presenta problemas de taponamiento por
desprendimiento de pedazos de biopelicula, debido a que las células que se
encuentran pegadas a los filtros dejan de recibir sustratos cuando la biopelicula ha
crecido, por lo cual mueren y se desprenden del soporte. Uno de los factores
limitantes mas importantes en el tratamiento aerobio de aguas residuales es la
baja solubilidad del oxigeno en el agua, lo cual define el crecimiento de las
bacterias en lodos activados y por tanto restringe la velocidad de consumo de
materia organica en el agua residual. La baja velocidad de remocién de materia
organica ocasiona que los “reactores” de tratamiento de aguas residuales sean
excesivamente grandes y que el proceso en general sea lento. Adicionalmente, es
necesario eliminar la biomasa, formada durante el proceso, de la corriente de
salida de agua tratada, lo cual representa un gasto adicional al proceso.

Por otro lado, la inmovilizacion de microorganismos de lodos activados para el
tratamiento de aguas residuales sobre membranas permeables al oxigeno, se



presenta como una alternativa viable a este proceso (Pavasant et al., 1997; Freitas
dos Santos et al., 1997; Casey et al., 1999; Nicolella, et al., 2000), ya que permite
una mejor oxigenacion a los microorganismos depositados alrededor de la
membrana permeable. Esta membrana ademas, sirve como soporte a los
microorganismos para que formen una pelicula alrededor de ella y por lo tanto
permanezcan en el reactor y no sean arrastrados con la corriente de salida.

La concentracion de biomasa que se puede alcanzar en un biorreactor de
membrana es diez veces mayor que la de un reactor de lodos activados
convencional (30 g/l en un biorreactor de membrana contra 3 g/l en un reactor de
lodos activados), de acuerdo con Casey et al., 1999. Esta mayor concentracion de
biomasa en un reactor de biopelicula, puede permitir que el proceso de
tratamiento de aguas residuales utilizando una biopelicula sea mas eficiente que el
proceso convencional.

El estudio desarrollado en este trabajo considera a una corriente que ha salido de
un proceso anaerobio dentro de un reactor de lecho granular expandido, (EGSB)
por sus siglas en inglés, el cual presenta tiempos de residencia hidraulica entre 2 y
6 horas. La corriente de salida del tratamiento anaerobio contiene como
principales contaminantes a los acidos grasos volatiles, de los cuales el 80 % es
acido acético. Por ello es de gran importancia que el sistema desarrollado
proporcione la mayor cantidad de oxigeno con la mayor rapidez y que el
tratamiento aerobio se lleve a cabo en el menor tiempo posible para poder tratar la
corriente de salida del proceso anaerobio de manera secuencial.

Tomando en consideracion que los contaminantes principales de la corriente de
salida del tratamiento anaerobio seran acidos grasos volatiles, los trabajos
experimentales llevados a cabo en este trabajo, se realizaron utilizando un agua
residual modelo consistente en una solucién de acetato de sodio enriguecida con
peptona de caseina como fuente de nitrégeno, vitaminas y minerales.

En el biorreactor propuesto en este trabajo, se hace pasar una corriente de aire u
oxigeno por el interior de una membrana permeable, el cual difunde a través de la
pared de ésta hasta llegar a la biopelicula de lodos activados. Adicionalmente al
oxigeno alimentado a través de la membrana, se puede o no burbujear aire en el
liquido. EIl burbujeo de aire o nitrégeno en la fase liquida se utiliza también como
una forma de agitacion.

El objetivo de este estudio es el desarrollo de modelos mateméaticos que
describan: los procesos de crecimiento de microorganismos, los procesos de
transporte de sustratos y la degradacion de materia organica dentro de una
biopelicula de lodos activados en un biorreactor de membrana. Uno de los
modelos considera a la biopelicula como un sélido homogéneo y el segundo
considera la estructura heterogénea de la misma. Los resultados obtenidos con
ambos modelos se comparan con los resultados experimentales, se realiza la
estimacion de los parametros mas importantes del proceso, y se analiza el
comportamiento de la biopelicula.



Los modelos desarrollados son modelos no estructurados en los que se
consideran a todos los microorganismos en la biopelicula como una sola especie,
y los acidos grasos volatiles contaminantes del agua se consideran como un solo
sustrato, que es la fuente de carbono. Ambos modelos consideran la presencia de
tres fases en el reactor: una liquida en la que se encuentran disueltos sustratos y
oxigeno; dos fases sélidas: la pared de la membrana y la biopelicula; y dos fases
gaseosas: el gas dentro de la membrana y las burbujas de aire en el liquido. El
primer modelo desarrollado considera a la biopelicula como una fase solida
homogénea en donde se lleva a cabo el consumo de materia organica, mientras
que el segundo modelo considera a la biopelicula como un sistema heterogéneo
formado por una fase sélida interconectada por poros y canales llenos de liquido, y
considera el transporte de materia entre las dos fases que conforman a la
biopelicula. Ambos modelos describen al biorreactor experimental incluyendo los
procesos de transporte de masa, biorreaccién y crecimiento del espesor de la
biopelicula. La solucién numérica de ambos modelos se llevd a cabo utilizando los
métodos de colocacion ortogonal y Runge Kuta de 4° orden. La estimacién de los
pardmetros cinéticos y de transporte se llevdé a cabo utilizando el método de
minimos cuadrados derivado por Marquardt (Meeter, 1965; Draper and Smith,
1966). Para la solucién del sistema de las ecuaciones diferenciales ordinarias
resultantes, se elaboré un programa en lenguaje Fortran 90, que predice los
perfiles de concentracion en el liquido y en la biopelicula, asi como el crecimiento
de biomasa y el espesor de la biopelicula.

La biopelicula es considerada como un conjunto de microorganismos y materiales
inorganicos encerrados en una matriz de polisacaridos que segregan las células, y
gue las mantienen unidas entre si y adheridas a una superficie, en este caso la
membrana. Los microorganismos se alimentan del sustrato y el oxigeno disueltos
en el liquido y del oxigeno disuelto que difunde a través de los poros llenos de
liquido de la membrana.

Dentro del estudio experimental realizado en este trabajo, se buscaron diferentes
soportes para la biopelicula entre los que se encontraban membranas ceramicas y
poliméricas. Las primeras fueron desechadas debido a que sus poros se
obstruyeron y no permitieron el paso de aire al cabo de algunos dias. De entre las
segundas, se realiz6 un analisis experimental para encontrar aquella que
permitiera una mayor difusién de aire a través de sus poros, y con la mejor de
éstas se llevaron a cabo el resto de las pruebas experimentales. Se realizaron
experimentos donde se estudiaron la concentracidon de sustrato y oxigeno disuelto
(OD) en el liquido variando la concentracion inicial de sustrato, la velocidad de
recirculacion en el reactor, el espesor de la biopelicula, utilizando diferentes
formas de suministrar oxigeno a la biopelicula, asi como otros experimentos
dinamicos para comprender mejor el comportamiento de ésta.

Debido a la influencia de la estructura de la biopelicula en el transporte de masa al

interior de ésta, se llevé a cabo un estudio sobre la estructura morfoldgica de la
biopelicula, para lo cual se tomaron fotografias de la biopelicula utilizando un
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microscopio optico y un microscopio electronico de barrido. Mediante este
estudio se observo que la biopelicula utilizada no es un sélido homogéneo como la
mayoria de los modelos encontrados en la literatura la describen, sino que se
encuentra formada por pequeiias fibras en donde se encuentran adheridas
colonias de células. También se observo la existencia de bacterias, hongos y
algunos protozoarios.

Dos de las contribuciones mas importantes de este trabajo son: haber realizado
una comparacion entre cinco diferentes formas de suministrar oxigeno a una
biopelicula y desarrollar el modelo heterogéneo, el cual predice resultados al
interior de la biopelicula que habian sido medidos experimentalmente por otros
autores, pero que no se habian obtenido con ningin modelo publicado en la
literatura.

En el capitulo 2 de este trabajo se presentan las caracteristicas mas importantes
de las biopeliculas y se resumen los trabajos desarrollados por diversos autores
relacionados con este estudio. En el capitulo 3 se presentan las técnicas
experimentales utilizadas y los resultados de todas las corridas experimentales,
junto con un andlisis de los datos obtenidos. En el capitulo 4 se presenta el
estudio estructural de la biopelicula y se muestran las fotografias obtenidas. En el
capitulo 5 se describen los modelos, todas las suposiciones y simplificaciones que
se consideraron para desarrollarlos, y la forma en la que se resolvieron
numéricamente las ecuaciones que describen el comportamiento de la biopelicula
dentro del reactor; también se incluyen algunos resultados de los modelos vy la
comparacion entre ellos. El capitulo 6 muestra un estudio sobre la manera en que
influye la forma de alimentar oxigeno a la biopelicula en el consumo de sustrato;
se analizan los resultados experimentales de 3 diferentes formas de suministrar
oxigeno a la biopelicula y se comparan los resultados experimentales y los
resultados de la simulacién del modelo homogéneo asi como de los perfiles al
interior de la biopelicula predichos. EIl capitulo 7 contiene el estudio de la
influencia del flujo de recirculacién en el biorreactor sobre el consumo de sustrato;
se analizan los resultados experimentales comparandolos con los resultados
simulados con el modelo homogéneo y se estiman los parametros de transferencia
de masa debido a los cambios en la hidrodinamica en el biorreactor. En el capitulo
8 se analizan los resultados experimentales dinamicos y se simula el aumento en
el espesor de la biopelicula durante la operacion continua por un periodo de 250
horas; se estudia la influencia del espesor en el transporte de masa en el interior
de la biopelicula.

Finalmente en el Apéndice 1 se dan los resultados experimentales obtenidos; en el
Apéndice 2 se presenta un estudio estructural de los poros de la membrana
polimérica utilizada; el Apéndice 3 se describe el método utilizado para fijar la
biopelicula que se analizé utilizando microscopia electrénica de barrido; en el
Apéndice 4 se incluye el articulo derivado de este trabajo y publicado en la revista
Chemical Engineering Science.



Capitulo 2

El estado del arte

En este capitulo se describen las principales caracteristicas de las biopeliculas,
los factores que afectan su desarrollo, las investigaciones previas que se han
realizado para determinar su estructura, asi como algunos de los principales
estudios llevados a cabo por diversos autores sobre biopeliculas y sobre los
modelos matematicos que se han desarrollado.

Las biopeliculas han sido tema de un gran nimero de estudios, principalmente
en ultimos diez afos, entre otras razones debido a que es ésta la manera en
gue la mayor parte de los microorganismos crecen en estado natural.

La mayoria de los microorganismos, incluyendo a aquellos presentes en lodos
activados para tratamiento de aguas residuales, tienden a unirse entre si, a
adherirse a diversas superficies sélidas, a reproducirse y a crecer mediante la
produccion de polisacaridos extracelulares (PEC) (Freitas dos Santos and
Livingston, 1995a). Al conjunto de las poblaciones de microorganismos, fijos
dentro de un espacio y encerradas en una matriz de PEC, se les denomina
biopelicula (Costerton et al., 1995). Las biopeliculas pueden estar formadas
por una o varias especies de microorganismos los cuales interactdan entre si,
ya sea en forma simbiética o compitiendo por el espacio y por los sustratos
disponibles. La composicion de una biopelicula estd determinada por tres
factores  principalmente: por la composiciébn del medio, la expansién
volumétrica de la biomasa y por el transporte de sustratos hacia el interior de la
biopelicula (Costerton et al., 1995). Las bacterias que intervienen en el proceso
de lodos activados incluyen los géneros Pseudomonas, Zoogloea,
Acliromobacter, Flavobacterium, Nocardia, Bdellovibrio, Mycobacterium, y las
dos bacterias nitrificantes mas comunes, los Nitrosomas y las Nitrobacter.
Adicionalmente, se pueden presentar diversas formas filamentosas tales como
la Sphaerotilus, Begiatoo, Thiorhrix, Lecicothrix y Geotrichum. En tanto que las
bacterias son los microorganismos que realmente degradan el residuo organico
del efluente, las actividades metabdlicas de otros microorganismos son también



importantes en el sistema de lodos activados. Por ejemplo, los protozoos y
rotiferos ejercen una accion de refinacion de los efluentes. Los protozoos
consumen a las bacterias dispersas que no han floculado y los rotiferos
consumen a cualquier particula biolégica pequefia que no haya sedimentado
(Metcalf and Eddy, 1991).

Las caracteristicas del soporte de la biopelicula también son decisivas durante
las primeras etapas de formacién de ésta, ya que influyen tanto en la velocidad
de formacién como en la distribucién de las especies dentro de la biopelicula.
Si el soporte es poroso proporciona proteccidon a los microorganismos contra
los esfuerzos de corte, contra otros organismos depredadores y contra la
abrasién (Lewandowski and Characklis, 1991).

Por otra parte, los PEC son responsables de la integridad de la biopelicula ya
gue forman una estructura porosa similar a la de una esponja, con espacios
vacios rellenos con agua por donde el liquido y las sustancias solubles en él
pueden moverse libremente, mientras que los coloides, las células y las
particulas solidas permanecen atrapados entre la red de PEC (Widerer and
Characklis, 1989). Los PEC son cadenas de carbohidratos y amino-azlcares
con estructura primaria, secundaria y/o terciaria. La matriz de PEC puede
representar entre el 50 y el 90 % del carbono orgéanico en la biopelicula (Bakke,
1986; Christensen and Characklis, 1990). La red que forman los PEC es una
estructura porosa por donde el liquido puede circular, lo cual facilita que las
sustancias nutritivas lleguen a un mayor nuimero de células dentro de la
biopelicula. (De Beer et al., 1984; De Beer et al., 1994; Stoodley et al., 1997).

Los sustratos disueltos en la fase liquida fuera de la biopelicula, se transportan
hacia la interfase biopelicula — liquido por conveccion y hacia el interior de la
biopelicula por difusion. Sin embargo, la superficie de las biopeliculas es
elastica (Klapper et al., 2002) y tiende a volver a su forma original después de
ser deformada por los esfuerzos de corte; estas deformaciones contribuyen al
transporte convectivo en la superficie y dentro de la biopelicula (Christensen
and Characklis, 1990).

Si se toma en cuenta que los microorganismos forman biopeliculas de manera
espontanea, se puede suponer que esta forma de vida es la mejor para ellos, y
gue si los microorganismos se encuentran en estas condiciones pueden
realizar de manera mas eficiente el consumo de la materia organica disuelta en
el agua residual.

Diversos autores han desarrollado modelos para simular el transporte dentro de
las biopeliculas, el desprendimiento de células debido a esfuerzos de corte y el
crecimiento de la misma; otros autores han publicado modelos mas detallados
para simular el comportamiento completo de una biopelicula dentro de un
biorreactor. Algunos de los mas importantes, que se relacionan con este
trabajo se mencionan a continuacion:

Matson y Characklis (1976) desarrollaron un modelo con una cinética de orden

cero para describir los procesos acoplados de difusion y reaccion en micro
colonias esféricas, y reportan cambios significativos en los coeficientes de
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difusién, dependiendo de la edad de las colonias y de la relacion
carbono/nitrégeno (C/N) en el medio de crecimiento.

Powell y Slater (1983) proponen un modelo para biopeliculas naturalmente
formadas, basado en que una biopelicula contiene un nidmero determinado de
especies microbianas con diferentes requerimientos nutricionales y actividades
metabdlicas, que produce interacciones entre las especies llamadas
“comunicacion metabodlica”. Los productos de la actividad metabdlica de
algunas especies pueden servir como sustrato a otras. Estos autores proponen
un modelo para determinar el crecimiento de una especie en funcion de los
productos de otra y toma en cuenta las posibles limitaciones de crecimiento por
producto. Sin embargo este modelo presenta la desventaja de que al
incrementarse el nUmero de especies y sustratos se vuelve muy complejo, y las
constantes de crecimiento requeridas son muy numerosas. Ademas este
modelo considera que el crecimiento y toda actividad microbiana es lo
suficientemente lenta como para suponer periodos cortos en estado cuasi-
estacionario.

Cunningham (1989) describe al transporte en la interfase liquido-biopelicula
como el resultado de tres procesos: el mezclado debido a la distribucion de la
velocidad del flujo dentro de los poros individuales en la biopelicula, el
mezclado resultante de las diferentes velocidades de flujo en diferentes poros
debido a la diferencia en diametro y rugosidad de los mismos, y el mezclado
debido a la convergencia y divergencia de los poros individuales. Indica que un
incremento en la rugosidad de la superficie de la biopelicula incrementa el
transporte convectivo en la superficie, proporciona refugio contra los esfuerzos
de corte e incrementa el area superficial.

Rittman (1989) desarroll6 un modelo para determinar la velocidad de
desprendimiento de pequefias partes superficiales de la biopelicula debido a la
erosion y la abrasion. Concluye que el desprendimiento puede afectar la
distribucion de especies dentro de la biopelicula, ya que las especies que vivan
cerca de la superficie se veran mas afectadas por el desprendimiento en el
corto plazo; sin embargo a largo plazo la biopelicula puede adelgazarse lo
suficiente como para que las especies en el interior queden expuestas. Un alto
coeficiente de desprendimiento solo favorecera a las especies de rapido
crecimiento que normalmente viven en la superficie. Un modelo mas reciente
para predecir el desprendimiento de particulas de la biopelicula es el
desarrollado por Bivar et al. (2005), el cual consiste en modelar el
desprendimiento en forma multidimensional, tomando en cuenta la uniformidad
de la biopelicula y su heterogeneidad. Este modelo considera a los
mecanismos que actlan en la superficie de la biopelicula como son la erosién y
a aquellos eventos que estan fuera de la biopelicula como la depredacion.

Wanner (1989) considera a las biopeliculas como sistemas bifasicos
compuestos por una fase sdlida y otra liquida que se encuentra entre los
espacios vacios de la fase solida. La fase solida estd compuesta por
particulas unidas entre si que pueden ser células, PEC, particulas organicas,
particulas abidticas e inclusive organismos superiores. Considera que al



reproducirse las células, éstas ocupan un espacio adicional que ocasiona un
desplazamiento en el volumen de las células vecinas.

Arvin y Harremoes (1990) proponen que la cinética de reaccidon en una
biopelicula depende de la penetracion de los sustratos. Consideran que si una
tasa de difusion es baja se tendra una reaccion de ler orden en el interior de la
biopelicula. Si los sustratos atraviesan toda la biopelicula se tendr4 una
reaccion de orden cero, y se presentard una cinética de orden 1/2 si los
sustratos penetran parcialmente la biopelicula.  Ademas, proponen un
esquema estratificado en la biopelicula donde definen el tipo de reacciones
cinéticas y las especies de microorganismos que se encuentran en cada
estrato, dependiendo de los sustratos y de su penetracion.

Cheng et al. (1992) desarrollaron un modelo dindmico de difusién-adsorcion-
biodegradacion en floculos para calcular el efecto de los fenbmenos de
transporte internos y externos sobre la degradacion. Este modelo supone que
la difusion dentro de los fléculos se lleva a cabo de acuerdo con la Ley de Fick,
que la adsorcion es isotérmica y lineal, y que la reaccién se lleva a cabo
siguiendo una cinética de primer orden. Ademas, suponen que los
microorganismos se encuentran dentro de agregados esféricos porosos, de
igual diametro, porosidad y densidad, inmersos en una solucion homogénea de
volumen constante. Cuantifican la cantidad de carbono incorporado dentro de
los microorganismos por biodegradacion midiendo el CO, formado.

Lewandowski y Characklis (1991) evaluaron los coeficientes de difusién de OD
(oxigeno disuelto) a través de una biopelicula de lodos activados utilizando
microelectrodos, y encontraron valores para la difusion de éste de entre 20 y
100 % el valor de su difusividad en agua. Asi mismo, utilizando imagenes
obtenidas por medio de resonancia magnética nuclear y microelectrodos para
OD, De Beer et al. (1994), midieron la concentracion de éste en el liquido
externo y en el interior de la biopelicula, con lo que obtuvieron los coeficientes
cinéticos en la ecuacion de Monod para oxigeno.

Cuando comenzaron a estudiarse las biopeliculas, éstas se consideraron como
estructuras organizadas de microorganismos, los cuales se ensamblan en
monocapas. Sin embargo, con la utilizacion de nuevos métodos de analisis
como los microelectrodos para la medicion de OD (Horn, 1994; De Beer and
Schramm, 1999) y la microscopia confocal junto con microelectrodos de OD
(De Beer et al., 1994; Stoodley et al., 1994; De Beer y Kihl, 2001), se encontro
que la estructura de las biopeliculas presenta una red de canales llenos de
liquido que la atraviesan (Abrahamson et al., 1996; Lewandoski, 1998), lo cual
facilita el transporte de sustancias nutritivas al interior de la misma. El esquema
de una biopelicula concebida de esta nueva manera se presenta en la Figura
2.1. Estas observaciones describen a las biopeliculas como estructuras
heterogéneas formadas por células agrupadas dentro de estructuras de
polimeros extracelulares en forma de hongos, las cuales se encuentran
rodeadas por poros y canales llenos de liquido en movimiento, que las
interconectan. Esta estructura heterogénea se encuentra en contacto con la
fase liquida externa en la cual se encuentran disueltos los diversos sustratos.



Una de las principales consecuencias de la estructura heterogénea de las
biopeliculas es la magnitud de los perfiles de concentracion de sustratos
disponibles para los microorganismos, dado que la concentracion dentro de las
microcolonias es diferente a la concentracién en el liquido dentro de poros y
canales. Lewandowski (1998), encontr6 perfiles de concentracion de OD muy
diferentes, en diversas posiciones dentro de una misma biopelicula, colocando
microelectrodos en el interior de la misma, a una distancia aproximada de 150
micras, uno de otro. Esto se debe a que una de estas posiciones esta ocupada
por el liquido en canales y poros, y la otra por los conglomerados de células
contenidas en los polimeros extracelulares, como se ilustra en las mediciones
de OD presentadas en la figura 2.2. Estos resultados sugieren que, ademas
del transporte de masa en la direccién perpendicular al crecimiento de la
biopelicula, también existe un transporte de masa en sentido lateral. El primero
se lleva a cabo por el gradiente de concentracion entre el liquido exterior y la
superficie de la biopelicula heterogénea, mientras que el segundo se realiza,
por conveccion, entre el liquido interior contenido en poros y canales y las
microcolonias.

Con base en esta nueva estructura de biopelicula, el transporte de masa se
lleva a cabo principalmente por conveccion en toda la biopelicula y no
Unicamente en la superficie que se encuentra en contacto con el liquido
externo. La estructura heterogénea de la biopelicula sugiere que los sustratos
disueltos en el liquido fuera de la biopelicula, llegan a la interfase liquido-sélido
por conveccidon. Dentro de la parte sélida de la biopelicula el transporte de
masa se lleva a cabo por difusién, y en los poros y canales llenos de liquido el
transporte de masa tiene lugar tanto por conveccion como por difusion.

Figura 2.1. Representacion esquematica de la estructura de una biopelicula con
colonias de bacterias dentro de una matriz de polisacaridos y espacios llenos de liquido
(Lewandowski, 1998).
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Figura 2.2. Mediciones de la concentracion de oxigeno disuelto en dos posiciones en
una misma biopelicula (Lewandowski, 1998). o Concentraciones de OD segun microelectrodo
colocado en el liquido, m concentraciones de OD segun microelectrodo colocado en el
conglomerado de células de la parte sélida de la biopelicula.

Stewart (1998) propuso que la difusividad efectiva y los coeficientes de
transferencia de masa dependen de la densidad de la biopelicula y del tipo de
soluto; y si bien no desarroll6 ningin modelo, presenta una clasificacion de
solutos en funcion de su polaridad y de su peso molecular.

Uno de los modelos homogéneos que describe tanto a la biopelicula como al
biorreactor es el desarrollado por Livingston y colaboradores (Freitas dos
Santos and Livingston, 1995 a, b; Pavasant et al., 1996) para el caso de un
reactor extractivo de membrana para tratamiento de aguas residuales
contaminadas con dicloroetano (DCE). El principal objetivo de este biorreactor
es evitar que el agua con DCE se mezcle con la corriente de aire con que se
proporciona oxigeno a las bacterias capaces de utilizar el DCE como fuente de
carbono para evitar su evaporacion por arrastre. Este modelo dindmico incluye
el transporte de masa de los reactivos en la interfase y al interior de la
biopelicula, la biorreaccion utilizando la ecuacion de Monod, el desprendimiento
de pequefias porciones de biopelicula segun el modelo de Rittman (1989), y el
aumento en el espesor de la biopelicula con el tiempo. En este modelo el
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oxigeno fluye hacia el interior de la biopelicula en contracorriente al transporte
de la fuente de carbono. Como parte de este estudio se desarroll6 un sistema
para medir el espesor de la biopelicula sin alterar su crecimiento, el cual fue
utilizado en este trabajo (Freitas dos Santos and Livingston, 1995 a). Se
encontr6 que el espesor de la biopelicula influye tanto positiva como
negativamente en el consumo de DCE, ya que un espesor de biopelicula muy
pequefio favorece la difusion pero afecta la degradacion por tener una menor
cantidad de biomasa. Otros estudios reportan (Freitas dos Santos et al., 1997)
los problemas que presenta una biopelicula con un espesor excesivo y el
control del crecimiento del espesor haciendo que las células utilicen mayor
cantidad de energia para mantenimiento, por medio de la adicion de cloruro de
sodio en el medio. En articulos méas recientes, se realizé un analisis
matemético de los factores limitantes en la reaccion dentro de la biopelicula, y
se encontré que ésta esta limitada por la concentracion de oxigeno, y que la
zona de reaccion se encuentra localizada cerca de la interfase biopelicula-
liqguido. En estudios posteriores (Ferreira y Livingston, 2000) este grupo de
investigadores realizd6 un estudio sobre el crecimiento dinAmico de una
biopelicula formada por dos especies capaces de utilizar como fuente de
carbono uno de entre dos diferentes sustratos, los cuales fueron alimentados
de manera alterna. Encontraron que en todo el tiempo que duré el
experimento, ambas especies se encontraron activas dentro de la biopelicula,
por lo cual sugieren que existe cierta interaccion entre las especies que
conforman a la biopelicula. Ademas reportan que esta capacidad de las
biopeliculas puede ser benéfica para el tratamiento de aguas contaminadas
con diversos tipos de contaminantes.

Otro de los modelos homogéneos desarrollados para un biorreactor de
biopelicula es el publicado por Karel y Robertson (1987), el cual fue utilizado
posteriormente por Casey et al. (1999, 2000). En el primer trabajo se considera
el suministro de oxigeno por el interior de una membrana permeable hacia una
biopelicula rodeada de un agua residual modelo. Los autores consideran que
el biorreactor opera en un estado pseudo estacionario, basados en el hecho de
que el tiempo caracteristico de difusidén-reaccion esta dado en segundos
mientras que el de crecimiento de biomasa esta dado en horas. También se
supone que las tasas de reaccion son de orden cero, dado que las
concentraciones de ambos sustratos en la biopelicula son mucho mayores que
las constantes de saturacion de Monod. En ambos modelos se reporta la
existencia de una zona de reaccion dentro de la biopelicula, que puede
ubicarse en diferentes posiciones dependiendo de la relacién de concentracion
de sustrato y de la presion de oxigeno en el interior de la membrana. Sus
resultados muestran que la reaccion se lleva a cabo en una pequefia porcion
de la biopelicula.

Semmens et al. (2003) reportaron excelentes resultados en el tratamiento de
aguas residuales utilizando un biorreactor con numerosos tubos de membrana
por los que proporcionaron oxigeno a una biopelicula de lodos activados.
Obtuvieron consumos tanto de compuestos fuente de carbono como de
compuestos nitrogenados de 95 % en 6 horas. En este trabajo no se public
ningn modelo.
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Tomando en cuenta la estructura heterogénea de las biopeliculas Picioreanu et
al. (1998, 2000, 2001) desarrollaron dos modelos de biopelicula detallados en
2 y 3 dimensiones, en los cuales toman en cuenta la naturaleza elastica de la
biopelicula. Desarrollan un modelo de desprendimiento de pequefias y
grandes porciones de biopelicula dependiendo de los esfuerzos de corte y del
envejecimiento de la biopelicula, los cuales consideran responsables en parte
de conservar los poros y canales dentro de ésta. En una serie de estudios
tedricos Eberl et al. (2000) y Picioreanu et al., (2000, 2001) desarrollaron
modelos para comprender la influencia de la estructura de las biopeliculas
sobre la hidrodindmica, el transporte de masa y el crecimiento de la
biopelicula. En todos los modelos se representa a la biopelicula como una fase
sélida rigida en contacto con una fase liquida que incluye a los poros y canales.
El transporte se describe con un modelo de conveccion-difusion en la fase
liqguida acoplado con un modelo de difusién-reaccion en la fase sdlida. La
hidrodinamica en estos modelos se describe con las ecuaciones de Navier-
Stokes en dos y tres dimensiones. Los autores concluyen que el transporte de
masa se lleva a cabo principalmente por conveccion en el liquido externo, que
también incluye a los poros y canales, para flujos medios y altos.

Recientemente Beyenal y Lewandoski (2005) desarrollaron un modelo seudo
heterogéneo para una biopelicula en el cual consideran a un coeficiente
efectivo de difusion de sustrato variable como una funcion de la profundidad de
la biopelicula, con el objeto de simular la naturaleza heterogénea de la
biopelicula. Sus resultados, demuestran que el sustrato penetra dos veces la
profundidad de la biopelicula, si se compara con la prediccion de un modelo
cuyo coeficiente efectivo de difusiéon es constante. Sin embargo el cambio en
el coeficiente de difusion es sdlo uno de los efectos de la naturaleza
heterogénea de la biopelicula y ademas en este trabajo no se muestra la
simulacion de los dos perfiles de concentracion de oxigeno encontrados
experimentalmente por este grupo (De Beer et al., 1994; Stoodlely et al., 1994;
Lewandoski, 1998). Esto se debe a que el modelo desarrollado describe
Unicamente la difusién en los agregados celulares, pero ignora su interaccion
con el liquido contenido en los poros y canales, que a su vez también
interactta con el liquido fuera de la biopelicula.

En general, se han reportado numerosos estudios sobre diversos tipos y usos
de biorreactores de membrana con biopeliculas adheridas, algunos utilizados
para la eliminacion de compuestos organicos volatiles (Livingston et al., 1998;
Pavasant et al., 1997), algunos otros para proporcionar mayor cantidad de
oxigeno en la degradacion de xileno (Debus and Wanner 1992), de amoniaco
(Brindle and Stephenson, 1996), de fenol (Woolard and Irvine, 1994) vy de
clorofenoles (Wobus et al., 1995); todos ellos compuestos volatiles que no se
desea que pasen a la fase gas. También se han realizado estudios para medir
los perfiles de flujo en biopeliculas capaces de retener metales pesados en su
estructura utilizando imagenes de resonancia magnética nuclear en 3
dimensiones (Nott et al., 2005)

Recientemente se han desarrollado numerosas investigaciones sobre

biopeliculas, la mayoria enfocadas al estudio biolégico y descriptivo de las
mismas. Sin embargo el estudio de las variables que influyen en el
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comportamiento de las biopeliculas adn no ha sido completamente estudiado,
especialmente en el campo de tratamiento de aguas residuales. Los
mecanismos de suministro de oxigeno presentados en este trabajo no han sido
reportados en la literatura y los perfiles de concentracion al interior de la
biopelicula no han sido estudiados en su totalidad. @ La mayoria de los
estudios realizados hasta ahora no incluyen el aumento en el espesor de la
biopelicula como resultado del crecimiento celular y de la produccion de
polimeros extracelulares. Asi mismo es importante sefialar que en este trabajo
se han relacionado los resultados experimentales con los resultados obtenidos
mediante la modelacién tedrica del sistema. Aunque algunos trabajos
presentan tanto resultados experimentales como tedricos, éstos han sido
desarrollados para otras aplicaciones.

Finalmente una de las principales contribuciones de este trabajo es el
desarrollo y comparacién de dos modelos. Uno de ellos considera a las
biopeliculas como sistemas homogéneos en los cuales el transporte de masa al
interior de ellos, se lleva a cabo por difusién y el transporte hasta la superficie
de la biopelicula se lleva a cabo por conveccion. El otro modelo, el cual se
presenta por primera vez en este trabajo (ver Gonzalez-Brambila, Monroy y
Lépez-lsunza, 2006, en el Apéndice 4), toma en cuenta la estructura
heterogénea de la biopelicula y la representa como un sistema bifasico, en el
cual la fase sdlida esta formada por células y PEC y la fase liquida contenida
en los poros y canales llenos de liquido; ademas el modelo heterogéneo
contempla la existencia de una fase liquida externa, de tal forma que los
sustratos entran a la biopelicula desde la superficie con el liquido externo y
desde el liquido contenido en los poros y canales. También se presenta una
comparacion entre los resultados de ambos modelos.
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Capitulo 3

Experimentacion

Dentro de este capitulo se describen las caracteristicas de los biorreactores
construidos, las técnicas experimentales con las que se midieron las
concentraciones de sustrato y oxigeno, las técnicas y condiciones bajo las
cuales se llevaron a cabo todos los experimentos y los resultados
experimentales obtenidos en forma grafica. Cabe sefialar que las gréficas
incluidas en este capitulo Unicamente muestran las tendencias de los datos
experimentales. También se presenta una breve discusion sobre los resultados
experimentales; algunos de los cuales se comparan con los modelos y discuten
con mayor profundidad en los capitulos siguientes. Al final del capitulo se
presentan los pardmetros estimados con base en los resultados experimentales
utilizando los modelos descritos en el capitulo anterior. Los resultados
numeéricos obtenidos a partir de cada uno de los experimentos se encuentran
reportados en el Apéndice 1 y se hace mencion de ellos en cada seccion para
su facil localizacion.

3.1. Laconfiguracién del biorreactor

Se construyeron cuatro reactores de forma cilindrica iguales, con las siguientes
caracteristicas:

Volumen 200 ml
Altura 300.0 mm
Diametro externo 30.0 mm
Espesor 2.0 mm

Material vidrio pyrex



Al interior de cada uno de los reactores se colocé la membrana sujetandola a
ambos extremos del reactor. Las caracteristicas de la membrana son las
siguientes:

Longitud 290 mm
Radio interno 1.5 mm
Espesor 0.3 mm
Material silicon

La membrana se encuentra unida en uno de sus extremos a las valvulas que
permiten el paso de aire u oxigeno al interior de ésta y por el otro, se encuentra
parcialmente sellada para forzar al aire u oxigeno a que difunda a través de las
paredes de la membrana; en este sistema no se control6 la presién en la
membrana y sdélo se vari6 manualmente el flujo de oxigeno o aire a través de la
membrana. Ver Figura 3.1.

El reactor opera haciendo pasar una corriente de oxigeno o aire, segun el caso
estudiado, por el interior de la membrana. Por la parte externa de la membrana
se hace crecer una biopelicula y por fuera de la ésta Ultima se encuentra la
fase liquida (el agua residual modelo), donde se encuentra la fuente de
carbono.

El agua se recircula continuamente entre el biorreactor y el tanque agitado
mediante una bomba. En el tanque agitado se puede burbujear aire como
fuente adicional de oxigeno, o se burbujea nitrégeno para agitar el medio. El
flujo al interior de la membrana se fijaba en 0.0033l/s y el flujo de burbujeo en
0.005 I/s.

Los lodos activados utilizados se recolectaron de la planta de tratamiento de
aguas residuales de lIztapalapa en la Ciudad de México. Este inéculo fue
colocado en un recipiente con burbujeo continuo de aire y alimentado con
acetato de sodio y peptona de caseina durante dos semanas para lograr que
las bacterias se alimentaran Unicamente de esta fuente de carbono. Los
reactores se inoculaban con 20 ml del inéculo original y las bacterias de lodos
activados formaban una biopelicula muy delgada, al principio, en la parte
exterior de la membrana, que crece en forma irregular a lo largo de toda la
membrana. Las figuras 4.5 y 4.6 muestran a la biopelicula creciendo alrededor
de la membrana dentro de uno de los reactores. El espesor de la biopelicula
no se pudo controlar.

Para simular un agua residual pre-tratada anaerébicamente, que tuviera como
principal contaminante &acidos grasos volatiles, se utilizd una solucién de
acetato de sodio como fuente de carbono, enriquecida con peptona de caseina
como fuente de nitr6geno, vitaminas y sales minerales.

Antes de comenzar cada corrida experimental se hacia circular nitrégeno por el
interior de la membrana y se recirculaba agua destilada durante dos horas para
estabilizar el reactor. Mientras tanto se preparaba la solucion nutritiva con
acetato
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Figura. 3.1. Sistema experimental de biorreactor con tanque agitado anexo.

de sodio y peptona de caseina. La solucion de acetato de sodio no se
esterilizaba ya que durante el proceso de esterilizacion el acetato de sodio se
evaporaba y la solucion esterilizada no contenia acetato de sodio, ya que éste
se evapora a 118.1 °C (Perry y Green, 1997) Posteriormente se vaciaba el
reactor y se abrian las vélvulas de aire u oxigeno de entrada a la membrana y
de burbujeo por el liquido y se comenzaba a circular la solucién de acetato de
sodio. En ese momento se tomaba la muestra a tiempo cero de concentracion
de sustrato y de oxigeno disuelto. Los experimentos comparativos se
realizaron en el mismo biorreactor consecutivamente para que el espesor de la
biopelicula y por tanto la concentracion de biomasa afectaran lo menos posible
el consumo de sustrato y oxigeno.

Todas las corridas experimentales se llevaron a cabo con biopeliculas cuyo
espesor fue de entre 0.2 y 0.3 cm, por lo cual no se consideraron los posibles
efectos del envejecimiento de la biopelicula sobre la tasa de crecimiento y el
rendimiento.
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3.2. Los métodos analiticos

Durante las corridas experimentales, se tomaron muestras de 950 pl, las cuales
se prepararon para su conservacion y posterior andlisis, afiadiendo 50 pl de
solucion de é&cido clorhidrico al 50 % en volumen, se centrifugaron durante 5
minutos a 13,000 RPM, se separd el sobrenadante y se colocaron en tubos
viales. Si no eran inyectadas inmediatamente en el cromatdgrafo de liquidos,
se congelaban para ser analizadas posteriormente.

Figura. 3.2. Biorreactor de membrana con biopelicula adherida.

La concentracion de acetato de sodio fue analizada por medio de cromatografia
de liquidos de alta presion (HPLC) (Moreira dos Santos et al., 2003) en un
equipo Perkin Elmer serie 200, con un detector de ultravioleta modelo 7852 y
una columna tipo Spheri-10 RP-18 empacada con particulas de 10 nmy de 220
X 4.6 mm., también Perkin Elmer.
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La fase movil utilizada fue &cido sulfdrico 1.0 mM, a un flujo de 1.0 ml/ min. El
tiempo de retencion del acetato de sodio, bajo éstas condiciones, fue de 3.5
min. Se elabor6 una curva patrén para acetato de sodio a concentraciones de
0.1, 0.25,0.5,0.75, 1.0, 1.5y 2.5 g/l, la cual presenté un ajuste de 0.99867.

Figura. 3.3. Crecimiento de una biopelicula dentro de un biorreactor de membrana.

La concentracion de oxigeno disuelto en el liquido fue cuantificada utilizando un
medidor de oxigeno disuelto Cole Parmer, modelo 01971-00 y un electrodo
Cole Parmer modelo 60061.

El espesor de la biopelicula fue medido con el método desarrollado por Freitas
dos Santos y Livingston (1995a) utilizando un proyector de transparencias
ELMO Co. Este procedimiento consiste en colocar una pantalla con una escala
en milimetros a cierta distancia del proyector. Se coloca un objeto de
dimensiones conocidas y se obtiene una relacion entre el tamafio real del
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objeto y el tamafio de la sombra que proyecta en la pantalla. Posteriormente
se coloca el biorreactor pegado al proyector y se mide el tamafio de la sombra
de la biopelicula en la pantalla. A la medicién obtenida se le multiplica por el
factor de relacidn entre el tamafio real y el proyectado, se le resta el dimetro
de la membrana y se divide entre dos; la cantidad obtenida sera el espesor de
la biopelicula.

La concentracion de biomasa se estim6 por medio del método de peso seco
utilizando un horno de microondas (Schulze, 1998).

3.3. La Eleccidon de la membrana

Dentro de la fase experimental de este trabajo, se procedid primeramente a
elegir una membrana permeable al oxigeno que permitiera el crecimiento de
una biopelicula alrededor y que no sufriera cambios estructurales debido a este
crecimiento. Esto es, que el oxigeno continuara difundiendo a través de la
pared de la membrana y llegara hasta la biopelicula aunque ésta se encontrara
rodeada totalmente por la biopelicula. En un principio se eligieron membranas
cerédmicas debido a que se esperaba que fueran Utiles en este sistema y que
ademas, debido a su resistencia, permitieran la construccion de reactores
experimentales con varias membranas. Sin embargo las membranas
cerdmicas no resultaron utiles en este sistema y se utilizaron membranas
poliméricas.

3.3.1. Las membranas ceramicas de a-alimina con poros de 200 nm

Para determinar el tipo de membrana a utilizar para crecer biopeliculas
adheridas se probaron varios tipos de membranas ceramicas porosas y en
ninguno de los casos se obtuvieron resultados satisfactorios. En las
membranas con poros menores a 200 nm, éstos se obstruyeron con las sales
minerales contenidas en el agua, con lo cual el oxigeno dej6 de difundir a
través de sus poros.

En el grupo del Ing. Uriel Aréchiga Viramontes de la Universidad Auténoma
Metropolitana se construyeron membranas con diametro de poro mayor a 200
nm y se intentd crecer una biopelicula alrededor de ellas, sin embargo,
después de permanecer inmersas en agua durante 3 dias 0 mas se volvieron
muy fragiles rompiéndose con gran facilidad. Esto se puede deber a que el
caolin se hidroliza generando micro fracturas. Por estas razones no se pudo
utilizar tampoco este tipo de membranas para crecer la biopelicula, por lo que
se probaron membranas de tipo polimérico.

3.3.2. Las membranas poliméricas
Se probaron una serie de membranas poliméricas las cuales no presentaron

los problemas de taponamiento por deposicidbn de sales, ni sinterizacion
(cambios en el tamafio y forma de los granos y poros, ocurridos en el proceso
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de calcinacion, (Kingery et al., 1976)) que presentaron las membranas de tipo
ceramico. Por el contrario, estas membranas dieron un mejor resultado y se
procedié a evaluar la difusion de oxigeno a través de la pared de dos de ellas
para seleccionar la que permitiera una mayor densidad de flujo (flux) de
oxigeno a través de sus poros.

Se analiz6 la difusion de aire a través de los dos tipos de membrana polimérica
sin biopelicula para elegir de entre ellas la que tuviera menor resistencia a la
difusién. Las mediciones de oxigeno disuelto se llevaron a cabo haciendo
recircular el agua a través de los reactores sin biopelicula a diferentes
velocidades de recirculacién y haciendo pasar una corriente de aire a través de
las membranas.

La primera membrana analizada fue una membrana permeable de silicon
proporcionada por el Dr. Andrew Livingston del Imperial College of Science,
Technology and Medicine, U.K. Este tipo de membrana ha sido utilizada en
experimentos similares, y cuyas caracteristicas son: radio interno de 1.5 mmy
espesor de 0.3 mm. Los resultados obtenidos con esta membrana se presentan
en la Figura 3.4. y se encuentran reportados en la tabla 1 del Apéndice 1. En el
Apéndice 2 se muestra el estudio estructural realizado a esta membrana en el
Instituto Mexicano del Petréleo.

Se realizaron mediciones de oxigeno disuelto para flujos de recirculacion de
agua de 0.35, 0.6, 1.0 y 2.0 ml/min y se encontré que al ir aumentando la
velocidad de recirculacién de liquido va aumentando la velocidad con la que el
oxigeno se transfiere a la fase liquida y se disuelve en ella. Con un flujo de
recirculacion de 2.0 mi/min la concentracion de oxigeno en el liquido se
incrementa mas rapido que
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Fig. 3.4. Difusion a través de membrana de silicon sin biopelicula. e- Flujo de agua =
0.35 ml/min, m — Flujo de agua = 0.6 ml/min. ¢ - Flujo de agua = 1.0 ml/min. A - Flujo de agua =
2.0 ml/min.

con el resto de las velocidades. Durante el experimento se formaron pequefias
burbujas de oxigeno alrededor de la membrana, de aproximadamente 0.5 mm,
las cuales, al aumentar el flujo de recirculacién, eran arrastradas en mayor
cantidad por el liquido que rodea a la membrana.

La segunda membrana utilizada fue una fibra hueca (hollow fiber) de la
compafiia PClI Membranas con didmetro de 1.5 mm y espesor de 0.07 mm.

Los resultados obtenidos con esta membrana se presentan en la Figura 3.5. y

los datos correspondientes se encuentran reportados en la tabla 2 del Apéndice
1.
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Figura. 3.5. Difusion a través de fibra hueca (hollow fiber) sin biopelicula. e- Flujo de
agua = 1.0 ml/min, m — Flujo de agua =2.0 ml/min

En el caso de la membrana 2 se realizaron mediciones de oxigeno disuelto en
el liquido para flujos de recirculacion de agua de 1.0 y 2.0 ml/min y como en el
caso anterior, un mayor flujo de recirculacion presenta un mayor aumento en la
concentracion de oxigeno disuelto en el liquido con respecto al tiempo.

Al comparar los resultados obtenidos para las dos membranas se observa que
la membrana 1 permite una mejor transferencia de oxigeno al liquido que la
membrana 2. Al comparar el oxigeno disuelto en el liquido a un tiempo dado
(50 minutos), para ambas membranas, se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 3.1. Concentracion de O.D. en el liquido para las dos membranas
analizadas, a diferentes flujos de recirculacion, después de 50 min.

Membrana  Flujo (ml/min) O. D. (mg/l)

1 0.35 1.6
1 0.60 2.9
1 1.00 3.2
1 2.0 4.0
2 1.0 2.25
2 2.0 2.50
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La concentracion de OD en el liquido medida de acuerdo con los resultados
mostrados en las Figuras 3.4. y 3.5. est4 dada por la ecuacion 3.1:

dCq

=k av(C*o - Col ) (3.1)

Integrando la ecuacion 3.1 se obtiene la ecuacion de una recta cuya pendiente
es el coeficiente de masa interfacial kay:

In(Ca - Colt :1): In(Ca - Colt= 2)- kjay(ts - t1) (3.2)

La Figura 3.6. muestra las gréficas correspondientes a cada una de las
diferentes velocidades de recirculacion para cada membrana y los valores de
los diferentes coeficientes de masa interfacial, los cuales aumentan al
aumentar la velocidad de recirculacién, de acuerdo con la tabla 3.2:

Tabla 3.2. Coeficientes de transferencia de masa interfacial en las membranas 1y 2 sin
biopelicula.

Flujo (ml/min) Membranal ka, Membrana2 kay

(s (s
0.35 0.7898 x 10™ ---
0.6 1.8377 x 10™ ---
1.0 2.8432 x 10™ 0.7120 x 10™*
2.0 4.4867 x 10™ 1.2813 x 10

En la figura 3.6 se muestran las pendientes de las rectas que corresponden al
coeficiente de transferencia de masa interfacial multiplicado por el area
volumétrica (kiay) De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 3.2 y la
figura 3.6. se decidio utilizar la membrana de silicon para realizar el resto de los
experimentos.

-24-



14

4
Ve
4
w
1.2 v'vl ]
’
’
;I
1 - w _
'd
’
- 4
h[oz_ozltzlJ 08 P 4 . _
" _ = v .
o, 02|t =2 , ~y RE
Iv "
06 - S - E
P 4 v. -" .
0.4 - ¢l o ¢ ./.'/. A.--"-L
¥- L g PP
v, . a- J
* \ 2 4 .} A __--'A La@mmmmTT 3
02 - ST R il o709 y
N -'ﬁf-.-'._.,.-'.'
Y L
L /'il 1 e *®
0 - -5A | | | |
0 10 20 30 40 50 60
A ="==- y =-0.0076177 + 0.0047391x R=0.99569 -4
B -— y=0.0465 + 0.011026x R=0.99193
c ----- y =0.022804 + 0.017059x R=0.98545
D ====- y =-0.065708 + 0.026986x R= 0.99581
E *"===- y = 0.04675 + 0.0042721x R=0.93313
F ====- y =-0.0090571 + 0.0076886x R=0.97431

Figura 3.6. Célculo de ka, en membrana de silicon sin biopelicula: A ® - Flujo de agua
= 0.35 ml/min, B m — Flujo de agua = 0.6 ml/min, C ¢ - Flujo de agua = 1.0 ml/min, D V¥ - Flujo
de agua = 2.0 ml/mi. Membrana hueca sin biopelicula: E O - Flujo de agua = 1 ml/min, F A-
Flujo de agua 2 ml/min.

3.4. Experimentos a diferentes velocidades de recirculacion

Con el objeto de estudiar el comportamiento de una biopelicula sometida a
diferentes flujos de recirculacion, que ocasionan diferentes esfuerzos de cortes,
se llevaron a cabo dos series de experimentos: la primera serie se llevé a cabo
alimentando aire a través de la membrana y la segunda alimentando oxigeno a
través de la membrana y burbujeando aire por el liquido. Los flujos de
recirculacion se variaron entre 20 y 350 ml / min.

3.4.1. Alimentacién de aire por la membrana

La primera serie de experimentos se llevé a cabo en el Reactor # 3,
suministrando aire a través de la membrana, el espesor de la biopelicula fue
de aproximadamente 2.0 mm y las pruebas se realizaron a una temperatura de
24 °Cy pH = 7.2. Larecirculacion es completa y los datos se analizaron por un
periodo de 100 horas. Los flujos estudiados fueron: 20, 60, 120 y 350 ml/min.
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Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 3.7 y 3.8 y en las tablas 3
a 7 del Apéndice 1.

En la figura 3.7 se muestra una comparacion de la concentracion de sustrato a
través del tiempo para los cuatro flujos estudiados; la tendencia muestra que el
consumo de sustrato aumenta al aumentar la velocidad de recirculacion.
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Figura 3.7. Concentracién de sustrato a diferentes flujos de recirculacién con

alimentacion de aire a través de la membrana. @ - 20 ml/min, m — 60 mi/min, ¢ - 120 ml/min,
V- 350 ml/min.
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Figura 3.8. Concentracién de sustrato a diferentes flujos de recirculacién con

alimentacion de aire a través de la membrana. @ - 20 ml/min, m — 60 mi/min, ¢ - 120 ml/min,
V- 350 ml/min.

Con el proposito de analizar los resultados experimentales se han calculado y
graficado las conversiones de sustrato para los diferentes casos. La
conversion se define como la diferencia entre la concentracion inicial menos la
concentraciéon a un tiempo (t) dividido entre la concentracion inicial, y se
expresa como un porcentaje de la alimentacion:

C(t=0)- C(t)
C(t=0) (33)

Conversion =

La Figura 3.9 muestra las conversiones para los cuatro flujos analizados, en
ésta se observa que la conversion de sustrato aumenta al aumentar la
velocidad de recirculacion. Esto se debe a que al aumentar la velocidad,
aumenta el Namero de Reynolds, lo cual produce una disminucion en el
espesor de la capa limite; y dado que el coeficiente de masa interfacial es
inversamente proporcional al espesor de capa limite, éste aumenta al aumentar
la velocidad; por lo tanto el sustrato atraviesa mas rapido la interfase liquido-
biopelicula.
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Figura 3.9. Conversion de sustrato para diferentes flujos de recirculacion con
alimentacion continua de aire a través de la membrana. ® — 20 ml/min, ¢ - 60 ml/min, ¥- 120
ml/min, m — 350 ml/min.

3.4.2. Alimentacién de oxigeno a través de la membrana y burbujeo de
aire en el liquido.

Dado que las tendencias observadas en los experimentos a diferentes flujos
alimentando aire por la membrana no presentan una tendencia clara, se
repitieron

los experimentos anteriores proporcionando oxigeno a la biopelicula a través
de la membrana y burbujeando aire en el liquido. Dichos experimentos se
realizaron en el Reactor # 4 bajo las mismas condiciones descritas en el inciso
3.4.1, para el cual el espesor de la biopelicula fue de 2.5 mm, y los flujos
utilizados fueron 30, 120 y 350 mi/min; los resultados obtenidos se presentan
en las tablas 7, 8 y 9 del Apéndice 1.

La Figura 3.10 presenta la comparacién entre la concentracion de sustrato a
diferentes tiempos para los tres flujos de recirculacion estudiados y en ella se
observa una tendencia mas clara que la del inciso anterior, ya que en esta caso
el flujp mas alto de recirculacion presenta consumos mayores de sustrato
durante todo el periodo de prueba, seguido por el flujo intermedio y por dltimo
el flujo de recirculacion mas bajo presenta un consumo de sustrato mas lento.
Como se coment6 en el inciso anterior en el que se compararon los consumos
de sustrato a diferentes velocidades de recirculaciéon, alimentando aire
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continuamente por la membrana, pero sin burbujear aire en el liquido; el
aumento en el consumo de sustrato se debe a que aumentar la velocidad de
recirculacion se aumenta el numero de Reynolds y por lo tanto el coeficiente
de transferencia de masa interfacial en la interfase liquido-biopelicula.

Alimentar oxigeno por la membrana y burbujear aire en el liquido produce tasas
de consumo de sustrato mas altas que alimentar aire por la membrana, esto
hace que los resultados experimentales sean mas precisos y se observe mejor
la comparacion entre los diferentes flujos de recirculacion.

La figura 3.11 confirma las observaciones mencionadas cuando éstas se
analizan en términos de la conversion de sustrato para los tres flujos
estudiados, alimentando continuamente oxigeno por la membrana y
burbujeando aire en el liquido. Si comparamos las tasas de conversion,
después de una hora de reaccion, para cada una de las corridas
experimentales, observamos que la corrida a 120 ml/min presenta una tasa de
reaccion aproximadamente del doble de la tasa de reaccién correspondiente a
30 mi/min y la corrida a 350 ml/min presenta una tasa de reaccién de
aproximadamente el doble de la corrida a 120 ml/ min. El capitulo 7 presenta
un estudio detallado de estos resultados experimentales y su justificacion
tedrica, aqui solo se analizan brevemente estos resultados.
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Figura 3.10. Comparacién entre el consumo de sustrato a través del tiempo para tres
diferentes flujos de recirculacion, alimentando oxigeno a través de la membrana y burbujeando

aire por el liquido. ¥ - 30 ml/min, m — 120 ml/min, A - 350 ml/min.

-29-



80 ‘

!
70 |- BV ]
/ |
I AR i i
c e -
©
0 |
o : e
g L _ o
c | H
o : :
@) : :
S R i il
Y
i ; ‘
10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 3.11. Comparacién entre la conversion de sustrato a través del tiempo para tres
diferentes flujos de recirculacion, alimentando oxigeno a través de la membrana y burbujeando

aire por el liquido. ®- 30 ml/min, m — 120 ml/min, ¢- 350 ml/min.

3.5 Experimentos a diferentes concentraciones iniciales de sustrato

Se realizaron dos grupos de experimentos para estudiar la influencia de la
concentracion inicial de sustrato en la velocidad de consumo del mismo por la
biopelicula. El primer grupo de experimentos se realizé alimentado Unicamente
aire a través de la membrana y el segundo grupo alimentando oxigeno por la
membrana y burbujeando aire en el liquido.

3.5.1. Alimentacion de aire através de la membrana.

Los experimentos para estudiar el comportamiento de la biopelicula a
diferentes concentraciones iniciales de sustrato, alimentado aire por la
membrana, se llevaron a cabo en el Reactor # 1 con una biopelicula de
espesor de 0.5 mm, a una temperatura de 24 °C, pH= 7.5 y un flujo de
recirculacion de 120 ml/min y los datos de analizaron por un periodo de 100
horas aproximadamente. Se analizaron tres diferentes concentraciones
iniciales de sustrato: 0.8, 1.4y 2.0 g/l; los resultados se presentan en las tablas
10, 11y 12 del Apéndice 1.

La figura 3.12 muestra la comparacion entre el consumo de sustrato
presentado por las tres diferentes concentraciones iniciales estudiadas y no se
observa una tendencia muy clara al comparar los resultados de las tres
concentraciones iniciales de sustrato. En cuanto a las concentraciones de
oxigeno disuelto obtenidas tampoco se observa una tendencia clara, ya que en
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la concentracion inicial intermedia, la concentracion de oxigeno en el liquido se
mantuvo en niveles cercanos a 2 mg/l, mientras que en los otros dos casos se
agotd, como se muestra en la Figura 3.13.
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Figura 3.12. Comparacion entre la concentracion de sustrato a través del tiempo para
tres diferentes concentraciones iniciales, alimentando aire a través de la membrana. e- 0.5 g/,
¢+—-1.09g/, A =204l
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Figura 3.13. Comparacion entre la concentracion de O.D. a través del tiempo para tres

diferentes concentraciones iniciales, alimentando aire a través de la membrana. ®- 0.5 g/l, m —
1.0g/ll, A-2.0gl

3.5.2. Alimentacion de oxigeno a través de la membrana y burbujeando
de aire en el liquido.

Debido a que los experimentos para estudiar la influencia de la concentracion
inicial de sustrato sobre la velocidad de consumo utilizando aire por la
membrana no fueron determinantes, se decidi0 repetir esta serie de
experimentos utilizando oxigeno a través de la membrana y burbujeando aire
en el liquido. Las corridas se realizaron en el Reactor # 4 con un flujo de
recirculacion de 350 ml/min, una biopelicula con un espesor de 3.0 mm, una
temperatura de 24 °C y un pH = 7.3. Las concentraciones iniciales analizadas
fueron 0.23 g/l, 0.6 g/l y 2.6 g/l. Los resultados obtenidos con las tres
diferentes concentraciones iniciales de sustrato se presentan en las tablas 13 a
15 del Apéndice 1. En caso de una concentracion inicial intermedia es donde
se observa un mayor consumo de oxigeno, ya que la concentracién de oxigeno
disuelto en el liquido disminuye hasta cero en la mayor parte del experimento;
lo cual no ocurre en ninguno de los otro dos casos, el concentracion inicial baja,
ni el de concentracion inicial alta, en donde el oxigeno disuelto disminuye
lentamente y no lleg6 a cero durante todo el experimento.

La figura 3.14 muestra la comparacion entre el consumo de sustrato para cada
uno de los tres casos y en la figura 3.15 se comparan las conversiones
obtenidas para cada uno de ellos; en esta se observa que la concentracion
inicial intermedia de sustrato fue la que presenté conversiones mas altas de
sustrato, principalmente en la fase inicial de reaccion. Esta baja tasa de
reaccion en la concentracion inicial alta no se debe a falta de oxigeno, debido a
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gue éste se encuentra en el liquido en mayores cantidades que en el caso de la
concentracion inicial intermedia.
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Figura 3.14. Comparacién entre el consumo de sustrato a través del tiempo para tres
diferentes concentraciones iniciales de sustrato, alimentando oxigeno a través de la membrana
y aire por el liquido. @- alto, ¢ - medio, V -bajo.
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Figura 3.15. Comparacién entre la conversion de sustrato a través del tiempo para tres
diferentes concentraciones iniciales de sustrato, alimentando oxigeno a través de la membrana

y aire por el liquido. e- alto, m - medio, A -bajo.
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3.6 Los Experimentos a diferentes espesores de biopelicula

Los experimentos realizados con diferentes espesores de biopelicula se
llevaron a cabo en los reactores 1 y 3, el primero con una biopelicula de
espesor de 0.5 mm y el segundo con una biopelicula de 2.0 mm. Ambos
experimentos se realizaron alimentando aire a través de la membrana, con un
flujo de recirculacion de 120 ml/min, una temperatura de 24 °C y un pH = 7.6.

El espesor de la biopelicula se midié utilizando el método no destructivo
propuesto por el Dr. Livingston y sus colaboradores (Freitas dos Santos and
Livingston, 1995). Se utiliz6 un proyector de diapositivas EImo serie 300 y se
midio la sombra reflejada por la biopelicula en una pantalla.

La figura 3.16 muestra la evolucién de la concentracion de sustrato a través del
tiempo para los dos espesores de biopelicula estudiados y las respectivas
concentraciones de oxigeno disuelto en el liquido. En ambos casos se
observa que el oxigeno disuelto en el liquido (aunque presenta diferentes
concentraciones al inicio), baja a concentraciones de cero cerca de las 20
horas después de iniciada la reaccion y después, también en ambos casos, la
concentracion de oxigeno aumenta cuando la concentracién de sustrato ya es
muy baja. En cuanto a la concentracién de sustrato en el liquido, se observa
un mayor consumo de éste en la biopelicula de mayor espesor.

Sustrato (g/l)
(/bw) a0

100

Tiempo (h)

Figura 3.18. Comparacion entre la concentracion de sustrato y el OD a diferentes
espesores de biopelicula. ® — Sustrato espesor 0.5 mm, O — Sustrato espesor 2.0 mm, B —
Oxigeno espesor 0.5 mm, O - Oxigeno espesor 2.0 mm.
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La figura 3.19 muestra la conversién de sustrato para los dos espesores
estudiados y en ella se observa que la conversion presentada por la biopelicula
de mayor espesor es mayor que la de la biopelicula més delgada durante todo
el tiempo de reaccion. Esto se debe a que la cantidad de biomasa es mayor en
la biopelicula con mayor espesor. Este resultado no concuerda con lo
reportado por algunos autores (Livingston, et al., 1998, Nicolella, et al., 2000),
los cuales encuentran que las biopeliculas mas efectivas en cuanto a
conversion de sustrato son de espesores mucho menores (aproximadamente 1
mm); sin embargo si se toma en cuenta la estructura heterogénea de la
biopelicula, en la cual la mayoria de las células tienen acceso a sustrato y
oxigeno, entonces es adecuado suponer que una biopelicula con mayor
concentracion de biomasa consume una mayor cantidad de sustrato. Estas
diferencias de conversion entre las dos biopeliculas de diferente espesor,
indican que toda la biopelicula es activa y que por lo tanto las resistencias
difusionales no son tan severas. En el Capitulo 8 se presenta un estudio mas
detallado acerca del espesor de la biopelicula y el espesor 6ptimo encontrado
utilizando el modelo homogéneo.
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Figura 3.19. Comparacién entre la conversion de sustrato a dos diferentes espesores
de biopelicula. ® — Conversién espesor 0.5 mm, V¥ Conversion espesor 2.0 mm.
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3.7 Los experimentos con diferentes formas de suministro de
oxigeno

Se realizaron experimentos para estudiar la manera en que influye la forma de
suministrar oxigeno a una biopelicula sobre el consumo de sustrato por la
biopelicula. ~Se analizaron cinco diferentes formas de alimentar aire y/u
oxigeno a la biopelicula, algunas Unicamente por la membrana y otras tanto por
la membrana como en el liquido. Al finalizar las corridas se desarmé el
biorreactor, se desprendio la biopelicula, se coloc6 en un matraz y se rompio la
biopelicula por agitacion para deshacerla y estudiar el consumo de sustrato de
las mismas células que formaban a esta biopelicula, pero ahora en un proceso
de célula en suspensién. En esta seccion se presentan los resultados
obtenidos para todos estos casos de suministrar oxigeno a la biopelicula y para
el caso en que las células se encuentran libres, en suspension.

Las corridas experimentales se llevaron a cabo sucesivamente en el mismo
reactor, utilizando un flujo de recirculacion de 120 ml/min, a una temperatura de
24°C, un pH que vario entre 7.1y 7.6 y con el tanque de recirculacion anexo. El
espesor de la biopelicula fue de 0.3 mm y no cambidé considerablemente. Las
combinaciones estudiadas se muestran en la Tabla 3.3:

Tabla 3.3. Diferentes formas de suministro de oxigeno a una biopelicula analizadas
experimentalmente

Caso membrana liquido
1 Aire ----
2 aire aire
3 Oxigeno ----
4 Oxigeno aire
5 N2 aire
6 Sin memb. Céulaslibres

Cuando no se dese0 suministrar oxigeno ni aire por el interior de la membrana
se hizo pasar una corriente de nitrégeno a través de la misma para que no se
colapsara debido a la mayor presién del liquido externo sobre ella. Los
resultados obtenidos de consumo de sustrato y oxigeno disuelto en el liquido a
través del tiempo, para los cinco primeros casos, se presentan en las tablas 16
a 20 del Apéndice 1y en la Figura 3.20, en donde aparece la concentracion de
sustrato en el tiempo para los casos 1 a 5 y en la Figura 3.21, en donde
aparece la concentracion de O.D. en el liquido a través del tiempo para los
mismos casos. Las muestras para analisis se obtuvieron a la salida del reactor,
al igual que en todos los experimentos.
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Los resultados correspondientes al caso 1, de alimentacién de aire por el
interior de la membrana, muestran que el sustrato se consume muy
lentamente, ya que para que éste se consumiera totalmente tuvieron que
transcurrir mas de 60 horas. La concentracion de oxigeno disuelto en el liquido
disminuye lentamente hasta llegar casi a cero, sin embargo el sustrato
continua consumiéndose mediante la utilizacion del oxigeno del aire
proveniente de la membrana. Cuando la concentracion de sustrato es muy
baja, el oxigeno disuelto atraviesa la biopelicula hasta llegar al liquido.

En el caso 2, correspondiente a la alimentacién de aire por el interior de la
membrana y burbujeando aire en el liquido contenido en el tanque agitado
anexo al reactor, el tiempo de consumo de sustrato fue mucho menor que el del
caso anterior, lo cual nos indica que el suministro de aire por burbujeo es
importante. Ademas el oxigeno disuelto en el liquido aument6 al principio de la
reaccion y se mantuvo en una concentracion cercana a la concentracion de
equilibrio durante toda la corrida experimental.

En el caso 3 en que se alimentd Unicamente oxigeno por el interior de la
membrana, se presentd aparentemente una fuga de oxigeno en la membrana
en el liquido externo, por la lectura tan alta de la medida de oxigeno disuelto,
por lo que los resultados correspondientes al oxigeno no se consideran
adecuados, sin embargo el consumo de sustrato aparentemente no se Vvio
afectado por esto.

Para el caso 4, en el cual se aliment6 oxigeno por el interior de la membrana y
se burbujeod aire en el tanque anexo al reactor se presentaron las mayores
tasas de consumo de todos los casos estudiados durante los primeros minutos.

En la figura 3.20 se presenta la comparacion del consumo de sustrato para los
cinco casos estudiados, el cual fue muy diferente. El consumo de sustrato
para el caso aire por membrana (Caso 1) resultd ser el menos eficiente de
todos. Le sigue el Caso 5 donde se alimenta aire Unicamente a través del
liquido. Los casos 2 (aire-aire) y 3 (oxigeno por membrana) presentan tasas de
consumo muy similares durante las primeras 3 horas, pero posteriormente el
caso 2 (aire-aire) continla con una tasa de consumo similar hasta las 5 horas,
mientras que en el caso 3 la velocidad de consumo disminuye después de las
tres primeras horas. El mejor de los casos, durante los primeros 30 minutos
de operacion, fue el caso 4, (oxigeno por membrana y aire por liquido) ya que
presentdé un consumo muy alto de sustrato durante este periodo. Estos
resultados sugieren que este Ultimo caso podria ser optimizado en cuanto a su
operacion, y seria el mejor candidato para sustituir al caso convencional de
células inmovilizadas. Esto se reafirma en la Figura 3.23, que muestra las
curvas de conversion de sustrato a través del tiempo para los cinco casos de
estudio presentados en esta seccion. Si se comparan los casos 1 (aire por
membrana) y 5 (aire por liquido) se observa que es mejor proporcionar aire a la
biopelicula burbujeandolo por el liquido que hacerlo a través de la membrana.
El transporte de masa es mas rapido cuando el sustrato y el oxigeno penetran
en una pequefia porcion de la biopelicula cercana a la interfase con el liquido,
donde ambos son consumidos cerca de ésta, a que el sustrato difunda al
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interior de la biopelicula por el lado opuesto al que lo hace el oxigeno. Al
alimentar aire por la membrana, el oxigeno atraviesa la pared de la membrana
y luego la biopelicula, hasta encontrarse con el sustrato que ha difundido por el
lado opuesto, para que ambos sean consumidos en algun lugar en el interior de

la biopelicula.

Al comparar los casos 1 y 3, en los que se suministra aire y oxigeno por
membrana respectivamente, observamos que durante las primeras horas de
reaccion el caso 3 presenta tasas de consumo casi 40 veces las del caso 1,
debido a que utilizar oxigeno por el interior de la membrana es mucho més

eficiente que utilizar aire.
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Figura 3.21. Comparacion de concentracion de sustrato en el tiempo para las cinco
diferentes formas de alimentar oxigeno a la biopelicula. 1 ®- Aire por membrana, 2 m — Aire-
aire, 3 ¢ - oxigeno por membrana, 4 A - oxigeno — aire, 5 ¥ — Aire por liquido.
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Figura 3.22. Comparacion de concentracion de oxigeno disuelto en el tiempo para las
cinco diferentes formas de alimentar oxigeno a la biopelicula. 1 ®- Aire por membrana, 2 m —
Aire-aire, 3 ¢ - oxigeno por membrana, 4 A - oxigeno — aire, 5 ¥ — Aire por liquido.

De manera similar, durante la primera hora de reaccién, el caso 4 (oxigeno —
aire) presenta una tasa de consumo tres veces mayor a la del caso 2 (aire-aire)
lo cual corrobora que utilizar oxigeno por la membrana es mejor que utilizar
aire. Alimentar oxigeno por el interior de la membrana permite que se llegue a
concentraciones de oxigeno mayores en la interfase membrana-biopelicula que
las que llegan si se utiliza aire, esto asegura que las concentraciones de
oxigeno en la zona de la biopelicula cercana a la interfase con la membrana
seran mas altas utilizando oxigeno.
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Figura. 3.23. Conversién de sustrato a través del tiempo para los 5 casos de estudio.
®-1- Aire por membrana, m —2- Aire-aire, ¢ -3 - oxigeno por membrana, A -4- oxigeno — aire,
V - 5- Aire por liquido.

Los resultados obtenidos durante las primeras horas de reaccion para los
casos 2 (aire-aire) y 3 (oxigeno por membrana) son muy similares; sus tasas de
consumo durante la primera hora de reaccion son aproximadamente de 0.09 y
0.08 g/cm>h, respectivamente, calculados como la pendiente entre los puntos
proximos a este intervalo. Sin embargo, después de 3 horas de iniciada la
reaccion la tasa de consumo de sustrato del caso 3 comienza a disminuir y la
del caso 2 se mantiene similar a la de las primeras horas. En la Figura 3.24 se
muestran las tasas de difusidn-reaccion para los cinco casos, después de 1
hora de iniciada la reaccion. Alimentar oxigeno a la biopelicula tanto por la
membrana como por el liquido permite que el consumo de sustrato se lleve a
cabo en una mayor zona al interior de la biopelicula. (Ver perfiles calculados al
interior de la biopelicula, en el capitulo 6).

Al observar los resultados de los caso 3 (oxigeno por membrana) y 4 (oxigeno
— aire) vemos que durante los primeros 30 minutos de reaccién el caso 4
presenta un consumo muy alto de sustrato debido a que existe un mayor
volumen de biopelicula activa. Por tanto, si deseamos obtener mejores
conversiones de sustrato en un menor tiempo, es mejor suministrar oxigeno por
la membranay airear el liquido.
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Figura. 3.24. Tasa de difusién-reaccién de sustrato después de 1 hora de iniciada
reaccion para los 5 casos de estudio. 1- Aire por membrana, 2- Aire-aire, 3 - oxigeno por
membrana, 4- oxigeno — aire, 5- Aire por liquido.

3.7.1. El desempefio de las células libres versus la biopelicula

Con el fin de comparar la eficiencia de una biopelicula con respecto a las
células en suspension, al finalizar las corridas experimentales se desprendio la
biopelicula de la membrana, se introdujo en un matraz con una solucién de
acetato de sodio preparada igual que en los casos anteriores y se agitd para
romper la biopelicula. Se realiz6 una dltima corrida, con el mismo volumen de
liqguido que en el caso del biorreactor de membrana, haciendo trabajar a las
células en suspensién y analizando el consumo de sustrato y el oxigeno
disuelto de la misma manera que para los cinco casos anteriores. La
comparacion entre los consumos de sustrato para las células suspendidas y la
biopelicula alimentada por aire a través de la membrana (el peor caso de entre
los cinco estudiados), se muestra en la Figura 3.25 y la comparacion entre las
concentraciones de oxigeno disuelto en el liquido para los mismos casos se
encuentra en la Figura 3.26.

El consumo de sustrato en ambos casos es similar durante las primeras horas
de reaccién, pero posteriormente el consumo de sustrato en el caso de las
células libres es menor que el de la biopelicula cuando se suministra aire a
través de la membrana. En la Figura 3.26 se observa que el nivel de oxigeno
disuelto en el liquido para el caso de células libres se mantiene casi constante
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mientras que en el caso de la biopelicula el oxigeno disminuye a casi ceroy es
solo después de 48 horas que se recupera el nivel de oxigeno en el liquido
debido a que la concentracion de sustrato ha disminuido y el aire ha atravesado
toda la biopelicula.

Estos resultados reafirman la existencia de poros al interior de la biopelicula, lo
cual facilita la llegada tanto de sustrato como de oxigeno al interior de la
misma, ya que de otro modo se esperaria que la difusion a través de la
biopelicula disminuyera la velocidad de consumo de las células dentro de ésta,
con respecto al consumo de las células libres.

En el capitulo 6 se presenta un estudio mas detallado de los resultados
presentados en esta seccién, complementado con los resultados teoricos
obtenidos con los modelos homogéneo y heterogéneo presentados en el
capitulo 5.
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Figura 3.25. Comparacion entre el consumo de sustrato en el liquido entre una
biopelicula con suministro de aire por membrana y células en suspension con suministro de

aire por burbujeo. ® — Sustrato en células suspendidas, O- sustrato en biopelicula, m —
oxigeno en células suspendidas, O — oxigeno en biopelicula

3.8. Los Experimentos dinamicos

Se llevaron a cabo tres experimentos dinamicos para estudiar la variacion de la
conversion al aumentar repentinamente, con alimentacion periédica, en forma
de pulso, la concentracion de sustrato durante una corrida experimental. En
estos experimentos se alimentaron pequefias cantidades (5 ml) de una
solucion concentrada de sustrato al reactor, a determinados tiempos de
reaccion.

Todas las determinaciones se realizaron suministrando oxigeno a través de la
membrana y burbujeando aire en el liquido, para una biopelicula con espesor
de 0.3 mm . Las corridas 1 y 2 se llevaron a cabo con un flujo de recirculacién
de 120 ml/miny la 3 con una tasa de recirculacién de 350 ml/min.

3.8.1. Flujo de recirculacién de 120 ml/min
En la primera corrida de esta serie de experimentos a 120 ml/min, se intento
alcanzar una concentracion similar a la inicial en cada una de las dos

alimentaciones intermedias de sustrato, mientras que en la segunda se alcanz6
una concentracion de sustrato superior a la inicial en las dos alimentaciones
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llevadas a cabo durante la corrida. Estos experimentos se llevaron a cabo en
los reactores 3y 4 a una temperatura de 24 ° C. Los resultados se encuentran
en las tablas 21 y 22 del Apéndice 1 y se han graficado en las figuras 3.26 y
3.27.
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Figura 3.27. Concentracion de sustrato y OD a través del tiempo sujetos a una
alimentacion periédica de sustrato, alimentando continuamente oxigeno por la membrana y

aire por el liquido, a un flujo de recirculacion de 120 ml/min. 'V - Sustrato, m — Oxigeno.
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Figura 3.28. Concentracién de sustrato y OD a través del tiempo, sujetos a una
alimentacion periédica de sustrato, alimentando continuamente oxigeno por la membrana y
aire por el liquido, a un flujo de recirculacion de 120 mli/min. ¥ - Sustrato, m — Oxigeno.
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3.8.2. Flujo de recirculacion 350 ml/min

También se llevo a cabo un experimento dindmico con un flujo de recirculacion
de 350 ml /min en el reactor # 4, a una temperatura de 24 ° C. Los resultados
de este experimento se encuentran graficados en la figura 3.29 y en la tabla 23
del Apéndice 1.

En el capitulo 8 se encuentra un estudio detallado del comportamiento
dindmico de la biopelicula en el cual se analizan estos resultados
experimentales y se comparan con los resultados obtenidos utilizando el
modelo homogéneo desarrollado en el capitulo 5.
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Figura 3.29. Concentracion de sustrato y OD a través del tiempo, sujeto a una
alimentacion periddica de sustrato, alimentando oxigeno por la membrana y aire por el liquido,

con flujo de recirculacion de 350 ml / min. ¥ - Sustrato, m - Oxigeno

3.9. Ladeterminacion de ladensidad y la concentracion de biomasa.

La densidad de la biopelicula se obtuvo pesando una probeta con 10 ml de
agua destilada y colocando posteriormente la biopelicula en ella hiumeda.
Entonces, se pesé la probeta nuevamente con la biopelicula y se midi6 el
volumen de agua que ésta habia desplazado.

La densidad de la biopelicula se cuantific6 en tres ocasiones y se obtuvieron
densidades de 0.73 y 0.99 g/l, en base a peso humedo; estos valores son
diferentes ya que la densidad de la biopelicula es funcion de la edad de la
misma y de la velocidad del liquido dentro del reactor.

Para determinar la concentracion de biomasa se desprendio la biopelicula de la
membrana y se le quitd la mayor parte del liquido posible.
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Previamente, utilizando un horno de microondas convencional, se secaron 5
cajas Petri durante 20 minutos a una potencia del horno de 2. El
procedimiento se repiti6 cinco veces hasta que el peso de cada caja fue
constante y se hubo registrado. Posteriormente se colocé la biomasa en las
cajas. Las cajas se secaron por 20 minutos a una potencia del horno de 2 y se
pesaron al terminar. Se secaron durante 5 veces hasta que el peso fue
constante. Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 24 del Apéndice
1.

Se obtuvo un peso seco de biomasa de 14.4 g, obtenido a partir de un espesor
de biopelicula de 0.32 cm y un volumen de liquido en el reactor de 200 ml.
Suponiendo que el 35 % del peso seco obtenido son células, entonces la
concentracion de biomasa en el reactor fue de 5.04 g. Dado que en el reactor
se mantuvo un volumen de liquido de 200 ml, la concentracion de biomasa en
el reactor fue de 25.2 g/l de liquido dentro del reactor aproximadamente, y la
concentracién de biomasa por cm® de biopelicula fue de 4.4 g/cm?.

Sin embargo es necesario considerar que el peso seco obtenido incluye los
polimeros extracelulares que conforman la biopelicula ya que no se separaron
de las células, y que la suposicién de que un 35 % del peso seco corresponde
a biomasa no se comprobé experimentalmente, por lo cual la concentracion de
biomasa no es una medicién precisa en el caso de las biopeliculas. Sin
embargo, este valor obtenido se utilizd6 en los modelos Unicamente como un
dato sobre la posible concentracion de biomasa posible en la biopelicula.

3.10. Discusion de resultados y conclusiones.

En esta seccion se resumen las conclusiones mas importantes obtenidas a
partir de los resultados experimentales descritos anteriormente.

1°. No fue posible crecer biopeliculas utilizando membranas de tipo ceramico,
debido a que éstas no permiten el paso de aire después de algunas horas de
encontrarse sumergidas en agua, ya sea porque Sus poros se tapan con las
sales contenidos en el agua o porque el material de que estan formadas
sinteriza tapando también los poros.

2°. Las membranas poliméricas permiten mejor el paso de aire a través de sus
poros y son mas resistentes que las fibras huecas (hollow fibers).

3°. Al aumentar el flujo de recirculacion de liquido al interior del reactor el
consumo de sustrato es mayor debido a que el transporte convectivo de masa
es mayor y a que se aumenta el coeficiente de transporte de masa interfacial.

4°. La tasa de consumo de sustrato se favorece al aumentar la concentracion

inicial de sustrato GUnicamente hasta cierta concentracion, (no mayor de 2.0 g/l),
ya que mas alla se supone que se presenta una inhibicién por sustrato.

-46-



5°. En cuanto al espesor de la biopelicula, se obtuvieron mayores consumos
de sustrato en una biopelicula de mayor espesor que en una mas delgada,
debido a que una biopelicula més gruesa tiene una mayor cantidad de biomasa
en su interior. Sin embargo, se puede esperar que si el espesor sobrepasa
cierta dimension critica, la difusién se hard muy lenta y existira una zona de la
biopelicula que no reciba alimento y/u oxigeno. Estos resultados no
concuerdan con los de algunos autores (Freitas dos Santos, 1995 a y b), que
reportan que los espesores eficientes son los mas pequefios, aunque es
necesario recordar que los sistemas experimentales son diferentes.

6°. El consumo de sustrato por bacterias de lodos activados es mas rapido en
una biopelicula que en células libres. Al realizar este estudio no se encontrd
algun trabajo donde se realizara un experimento similar éste, para comparar la
efectividad de las células libres con la de una biopelicula.

7°. La tasa de consumo de sustrato varia de manera importante dependiendo
de la forma de suministrar oxigeno a una biopelicula. Si se desea una
eliminacién muy rgpida de sustrato es mejor alimentar oxigeno tanto por el
interior de la membrana como por el liquido ya sea utilizando aire u oxigeno.
La alimentacion de aire por el interior de la membrana produce tasas de
reaccion muy pequefias. Durante la realizacion de este trabajo no se encontrd
referencia alguna donde se alimente oxigeno en diversas formas.

8°. En cuanto a los experimentos dindmicos se observé un ligero aumento en
la tasa de reaccion después de cada pulso en el reactor. Las corridas
realizadas a un flujo de recirculacion menor (120ml/min) presentaron niveles de
oxigeno disuelto en el liquido mayores que aquellas realizadas a 350 ml/min.
Lo mismo se observé en las corridas con diferentes tasas de recirculacion, lo
cual confirma que al aumentar el Numero Reynolds, aumenta el coeficiente de
transferencia de masa interfacial liquido-biopelicula. Un estudio mas detallado
de este fendmeno se presenta en el Capitulo 7.

9°. Es de gran importancia realizar un estudio sobre la evolucion de la
biopelicula en el tiempo, observando los cambios en su espesor, en sus tasas
de consumo de sustrato, y en su densidad.

100°. Los resultados experimentales referentes a las cinco diferentes formas de

alimentar oxigeno a la biopelicula y las simulaciones presentadas en el capitulo
6 se reportan en Gonzalez-Brambila, et al., 2006.
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Capitulo 4

Caracteristicas morfologicas de la
biopelicula

Después de haber sido utilizada la biopelicula en los experimentos descritos en
el Capitulo 3, se procedi6 a estudiar su morfologia mediante microscopia Optica
y microscopia electrénica de barrido (MEB) de bajo vacio.

4.1. Determinacion por microscopia Optica

Los resultados obtenidos con el microscopio éptico mostraron gran cantidad de
bacterias y hongos, y en algunas ocasiones se observaron bacterias en
movimiento; en otros casos se realizaron tinciones para mejorar las
observaciones.

La Figura 4.1 muestra una zona tipica de la biopelicula sin ningun tratamiento
previo a su observacion. Esta fotografia se tomd con un lente de 10 X (10
aumentos). Se puede observar la presencia de material fibroso con un diametro
aproximado de 5 pm y que corresponde a los polimeros extracelulares
producidos por las células presentes en los lodos activados cuando forman la
biopelicula.

Con el fin de aumentar el contraste entre las fibras y el resto del material, la
muestra se prepard mediante la técnica de tincion con azul de algodén. Las
Figuras 4.2 y 4.3 corresponden a una superficie de la biopelicula donde se
observa claramente la red de fibras de polimeros extracelulares, de las cuales
algunas han alcanzado su diametro maximo de 5 micras y el resto con un
diametro menor y que se encuentran en proceso de crecimiento tanto en
longitud como en diametro. Se puede decir que el mecanismo de crecimiento
de la biopelicula en la superficie se lleva a cabo mediante la formacion de fibras
las cuales se interconectan formando un material poroso en la superficie y a



medida que el espesor de la biopelicula aumenta los poros reducen su
diametro.

Fibrade
polimeros extra
celulares

Figura 4.1 Biopelicula vista con microscopio 6ptico, Aumento 10X

Figura 4.2 Biopelicula con azul de algoddn vista con microscopio 6ptico, Aumento 10X.
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Figura 4.3 Biopelicula con azul de algodén vista con microscopio 6ptico, Aumento 10X.

Para observar a células y hongos presentes en la biopelicula, la muestra se fijé
secando con aire y haciendo una tincibon Gramm positivo, y usando aceite de
inmersion con el objetivo 100X. En la figura 4.4 se observa la presencia de
bacterias (las cuales no se identificaron) de diferentes formas y tamafios y que
van desde 0.1 um hasta 0.5 um, y de algunos hongos.

4.2. Determinacidon por microscopia electrénica de barrido (MEB)

La técnica de MEB presenta la ventaja sobre la microscopia éptica de poder
observar la materia a mayores aumentos, esto se debe a la diferencia en la
longitud de onda entre los fotones y los electrones. Sin embargo, es importante
destacar que para estudiar muestras bioldgicas mediante MEB es fundamental

-51-



la preparacion de la muestra. En el Apéndice 3 se describe la metodologia
utilizada en la preparacion de las muestras de biopelicula observadas en el
microscopio electrénico y cuyas fotografias se presentan a continuacién.

Figura 4.4 Biopelicula vista con microscopio 6ptico, Aumento 100X

La estructura de la biopelicula se observa mediante MEB a diferentes
amplificaciones en la figuras 4.5 a 4.10  Estas figuras fueron tomadas en el
mismo sitio en la biopelicula inmovilizada por medio de la técnica descrita en el
Apéndice 2, utilizando diferentes aumentos. La figura 4.5 fue tomada a 100
aumentos y muestra la complejidad de la estructura superficial. Se aprecia que
la muestra esta formada por un sistema interconectado de fibras y agregados
irregulares. Es claro que la biopelicula es un material altamente poroso, pero
gue los poros son de tamafio y forma irregular, generando un sistema de alta
tortuosidad. La fotografia revela ademas que la superficie es muy heterogénea.
Con el fin de realizar un estudio de la estructura porosa de la biopelicula se
obtuvieron imagenes a mayores aumentos, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000,
correspondientes a las figuras 4.6 a 4.10 respectivamente.
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Figura 4.5. Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a 100
aumentos.

Fibrade
referencia;
~4-5um

Figura 4.6. Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a 500
aumentos.
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Fibrade
referencia;

Figura 4.7. Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a
1000 aumentos.

Figura 4.8 Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a 2000
aumentos.
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Figura 4.9 Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a 5000
aumentos.

Figura 4.10 Fotografia de una biopelicula observada en microscopio electrénico, a
10000 aumentos.
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En esta serie de fotografias, tomadas de la misma zona, se muestra que, a
medida que se incrementa el nimero de aumento y aumenta el detalle de la
biopelicula, la complejidad de la estructura porosa se hace mas evidente. Si se
toma como referencia la fibra marcada con una flecha en la fotografias 4.6 y
4.7 de 500 y 1000 aumentos respectivamente, se observa como ésta queda
fuera del area de observacion a 2000 aumentos. En las fotografias de 5000 y
10000 aumentos se observan las fibras con diametros por debajo de 1 um.

Si bien las fotografias obtenidas por MEB revelan claramente la morfologia y
porosidad de la biopelicula, la observacion mediante microscopia Optica con
tincion de Gramm Positivo permite identificar las células y los hongos mejor que
con el microscopio electrénco. Por lo que podemos decir que ambas técnicas
son complementarias.

El estudio de la morfologia, estructura y porosidad de la biopelicula mediante
microscopia electronica de barrido y microscopia 6ptica permiten mostrar que
la biopelicula estd formada por una estructura porosa formada por fibras y
agregados irregulares interconectados que generan un sistema intrincado,
tortuoso, con una distribucion muy amplia de tamafio y forma de poro. Ademas
de que las fibras de material extracelular son de un diametro en el intervalo de
=~ 0.85 pm hasta = 5 pm.

El estudio de la estructura porosa de la biopelicula es de gran importancia
dentro de este trabajo debido a que esta estructura es la que permite el flujo
convectivo al interior de la biopelicula. La presencia de poros al interior de la
biopelicula permite que los sustratos lleguen a las células que se encuentran
en la parte interna de la biopelicula, esto es mas cercana a la membrana. Esta
es la razon por la cual en los resultados experimentales de consumo de
sustrato a diferentes espesores de biopelicula, se encuentra que una
biopelicula de 2.00 mm de espesor puede consumir mayor cantidad de sustrato
gue una de 0.5 mm. Sin embargo es de esperarse que el transporte de masa
vaya disminuyendo a medida que el espesor de la biopelicula aumenta, hasta
llegar a un espesor en el cual los sustratos ya no llegan facilmente al interior de
toda la biopelicula.

4.3. Discusion y conclusiones
Después del andlisis de las fotografias mostradas en este capitulo se concluye

que la biopelicula es un sistema heterogéneo por lo que debe de considerarse
su estructura dentro de los modelos desarrollados.
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6. Diferentes formas de suministro de O,

Capitulo 5

Los modelos matemaéaticos del
reactor de biopeliculainmovilizada
en una membrana permeable

En este capitulo se describen los dos modelos desarrollados para describir la
dinamica del sistema experimental de biorreacciéon. El primero de ellos
considera a la biopelicula como un sistema sélido homogéneo; el segundo
como un sistema heterogéneo de dos fases: una sélida en donde se
encuentran los microorganismos agrupados en colonias y la segunda formada
por canales y poros llenos de liquido. Se incluyen las consideraciones que se
hicieron en el desarrollo de cada uno de los modelos, las ecuaciones de
balance de materia en el liquido y dentro de la biopelicula para sustrato,
oxigeno, biomasa y polimeros extracelulares, y las condiciones de frontera
utilizadas. Las ecuaciones se presentan tanto en forma dimensional como
adimensional. Se describe la forma en que se simula el aumento en el espesor
de la biopelicula como una funcién de la produccién de biomasay de polimeros
extracelulares a lo largo del tiempo, y por dltimo se describe la forma en que
las ecuaciones diferenciales parciales de tipo parabdlico no lineales se
resuelven mediante el método de colocacién ortogonal.

El biorreactor de membrana utilizado en este trabajo consiste en un tubo de
vidrio dentro del cual se coloca una membrana permeable al oxigeno, fija en
ambos extremos del tubo. En la parte externa de la membrana se encuentra
adherida la biopelicula formada por microorganismos de lodos activados para
tratamiento de aguas residuales. Al interior de la membrana se hace pasar una
corriente de oxigeno o aire, el cual fluye a través de los poros de la membrana
hacia la biopelicula. Por el lado opuesto de la biopelicula se encuentra el agua



residual modelo a tratar (acetato de sodio enriquecida con vitaminas y
minerales), la cual recircula continuamente entre el biorreactor y el tanque de
almacenamiento agitado en donde puede o no burbujearse aire. La figura 3.1
muestra el esquema de este sistema de reaccion, el cual se supone como un
biorreactor por lotes idealmente agitado. En el desarrollo de los modelos
mateméaticos se considerd que los perfiles de concentracion dentro de la
biopelicula varian unicamente en direccion perpendicular al flujo, debido a que
el tiempo caracteristico de difusién, de casi dos horas, es mucho mayor que el
tiempo de residencia dentro del reactor tubular, que es aproximadamente dos
minutos.

5.1 El modelo homogéneo

El modelo homogéneo considera que el gas que circula por el interior de la
membrana difunde a través del espesor de pared de la misma hasta llegar a la
biopelicula, en donde es utilizado por los microorganismos. El sustrato y el
oxigeno que se encuentran en el liquido, al otro lado de la biopelicula, difunden
al interior de ésta en contracorriente con el oxigeno proveniente de la
membrana. La biomasa contenida en la biopelicula consumo a ambos
sustratos.

Para analizar el comportamiento de una biopelicula homogénea y estimar los
pardmetros de transferencia de masa y reaccion en el proceso, se ha
desarrollado un modelo matemético dindmico que describe:

1. La acumulacion de sustrato y oxigeno en la fase liquida dentro del tanque
agitado.

2. La acumulacion de sustrato y oxigeno en la fase liquida dentro del
biorreactor.

3. El transporte de sustrato y oxigeno disuelto en la interfase liquido-
biopelicula como funcién del tiempo (t).

4. EIl transporte de sustrato y oxigeno disuelto al interior de la biopelicula,
como funcién del tiempo (t) y de la posicion (y) dentro de la biopelicula.

5. El transporte de oxigeno a través de los poros de la membrana hacia la
biopelicula, como funcion del tiempo (t) y de la posicion dentro de la pared
de la membrana (z).

6. El crecimiento de microorganismos dentro de la biopelicula, utilizando la
ecuacion de Monod con doble sustrato limitante.

7. El aumento en espesor de la biopelicula con respecto al tiempo, como
funcion del crecimiento de biomasa y de la produccion de polimeros
extracelulares.
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Bioreactor
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Agua residual T Agitado
¥ x 2

Figura 5.1. Sistema de biorreaccion

5.1.1. Consideraciones del modelo homogéneo

El modelo desarrollado es una representacion matematica de un sistema
complejo que necesariamente contiene muchas limitaciones que se deben
hacer para poder resolver el sistema de ecuaciones desarrollado. La figura 5.2
muestra el esquema del sistema membrana-biopelicula considerado para
realizar el modelo. En esta figura se representan de izquierda a derecha: la
interfase gas-membrana (z = I,), la pared de la membrana a través de la cual
difunde el O, hacia la biopelicula (z = 0); la interfase membrana-biopelicula (y
=0y z =0), la biopelicula con un espesor z = ly(t), y por ultimo se presenta la
interfase biopelicula-liquido (y = Ip).

La biopelicula se encuentra formada por bacterias de lodos activados que
consumen sustrato y oxigeno y los utilizan como fuente de energia para
mantenimiento, reproduccion y produccion de polimeros extracelulares.

El aire que pasa por el interior del tubo de la membrana difunde a través de los
poros de la pared de ésta hasta llegar a la interfase con la biopelicula, y de ahi
difunde a través de la biopelicula a lo largo de la cual es consumido por las
células.

-59-



El oxigeno del aire que se burbujea en el tanque agitado se disuelve en el
liquido, atraviesa la interfase biopelicula-liquido y difunde al interior de la
biopelicula donde también es consumido por las células. Lo mismo sucede con
el acetato de sodio disuelto en el agua, el cual también difunde dentro de la
biopelicula para ser biodegradado.
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Figura 5.2. Esquema del sistema membrana-biopelicula homogénea.

El modelo desarrollado se basa en las siguientes consideraciones:

=

El biorreactor funciona como un tanque idealmente agitado

2. Todos los sustratos, fuente de carbono, en el agua se consideran como uno
solo (S)

3. La biopelicula es totalmente homogénea e isotrépica.

4. Todas las especies de microorganismos que residen en la biopelicula se
consideran agrupado en una sola especie (x)

5. La actividad de los microorganismos fuera de la biopelicula es despreciable.

6. El transporte de masa de sustrato y O, a través de la biopelicula se llevan a
cabo por difusién, de acuerdo con la Ley de Fick.

7. Los coeficientes de difusion de sustrato y O, son constantes.

8. La pared de la membrana es impermeable al sustrato.

9. No se considera muerte celular, ni desprendimiento de biopelicula por
esfuerzos de corte debido al flujo de liquido.

10. El flujo de entrada al biorreactor (Fo) es igual al flujo de salida (F).
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11. Los poros dentro de la pared de la membrana permeable se encuentran
llenos de agua.

5.1.2. Desarrollo del modelo homogéneo

El sistema considerado estd formado por un tanque agitado, conectado al
biorreactor tubular por medio de la recirculacion del agua residual. El balance
de sustrato en el tanque agitado esta dado por el sustrato que entra al tanque
menos el sustrato que sale debido a la recirculacion por lo que, los flujos de
entrada y salida son practicamente iguales, y de acuerdo con las
consideraciones previas, la biomasa en el liquido es despreciable, por tanto en
este tanque no ocurre ninguna reaccion:

dC
V; dStLT =F(Cq - Cq7) (5.1)

El balance de oxigeno en el tanque agitado est4 dado por el oxigeno que entra
desde el biorreactor, menos el oxigeno que sale del recipiente, y en el caso
mas general, se incluye el oxigeno que se burbujea:

dCo,r

Vi Cdt =F(Cop - Corr) +VrKipuwBuw (C:)eq - Cot) (5.2)

Para el liquido en el biorreactor se considera que la variacion de sustrato con
respecto al tiempo, es funcidn del sustrato que entra y sale del reactor debido a
la recirculacion, proveniente del tanque agitado, menos la cantidad de sustrato
que se transfiere a la biopelicula a través de la interfase liquido-biopelicula:

V
Rt

=F(Cqr- Cq)- Vrka,(Cq - Cs) (5:3)

De igual manera, la ecuacion (5.4) describe el balance de OD en el liquido en
el biorreactor:

dCq,
dt

Vi =F(Cot - CoL) - Vrka,(Cy, - Cp) (5.4)

La ecuacion (5.5) describe el balance de sustrato al interior de la biopelicula
como una funcién del tiempo y de la posicién dentro de la biopelicula. Este
balance esta dado por la contribucion de la difusion de sustrato proveniente de
la interfase liquido-biopelicula, menos el consumo de sustrato al interior de la
biopelicula. EI consumo de sustrato dentro de la biopelicula se debe a tres
factores: la reproduccion celular, el mantenimiento celular y la produccion de
PEC.
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s _ g 1°Cs 1

— = Deifs Ry - MgX- Ypec/sRpec (5.5)
it Tv>  Yx/s

De igual manera la ecuacion (5.6) representa el balance de oxigeno al interior

de la biopelicula como una funcién del tiempo y de la posicién dentro de ésta:

=D °Co . 1 R - MoX- Ypee/OR
— VeffO } X ~ = Tpec/O™pec (5.6)
Tt w2  Yx/o P P

La produccion de biomasa dentro de la biopelicula se describe por medio de
una expresion de Monod con la fuente de Carbono y el oxigeno como sustratos
limitantes, debido a que estas concentraciones varian en diferente proporcion a
lo largo de todo el espesor de la biopelicula (y ):

Cs & Cy O
S+CS£KO+COB

La ecuacion (5.8) representa el balance de oxigeno en la membrana
semipermeable, y esta dada por la segunda Ley de Fick:

e
R, =My xg K (5.7)

TICOm =D 1-[ZCOm
ﬂt effOm ﬂ22

(3.8)

5.1.3. Las condiciones inicial y de frontera del modelo homogéneo

En este modelo se considera que las condiciones inicial del proceso son
valores conocidos o iguales a cero, y representa el inicio de la operacion.

Las condiciones de frontera en la interfase biopelicula—membrana (y=0), de
acuerdo con la figura 5.2, para sustrato y oxigeno, estdn dadas por las
ecuaciones (5.9) y (5.10) respectivamente. Se considera que la membrana es
impermeable al sustrato por lo que el flux de sustrato es igual a cero (ecuacion
5.9). En la ecuacion (5.10) Hy, es el coeficiente de particion de la membrana
para el oxigeno y en todos los casos se supone que Hpp = 1.

1 _,

= =0 5.9
1z @y (5.9)
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ﬂco - TI(:Om
—* =H bp
iy iz

@ y=0 (5.10)

En la interfase liquido-biopelicula, cuya posicién en la figura 5.2 se encuentra
eny =, (espesor de la biopelicula), las condiciones de frontera para sustrato y
oxigeno se consideran la continuidad entre flux difusivos y conectivos y estan
dadas como sigue:

C

- DeﬁSL S =k (Cq - Cs) @y=1 (5.11)
Ty
C

- Deo, ﬂﬂyo =k (Cq - Co) @y=1 (5.12)

Este modelo considera que al ir aumentando la concentracion de biomasa y de
PEC, la biopelicula ira aumentando su volumen, por lo tanto tenemos una
frontera moévil que es funcion del tiempo. Debido a la forma del biorreactor, la
biopelicula s6lo puede crecer en direccion perpendicular al flujo de agua
residual, la cual corresponde con el espesor de la misma. Por lo tanto
podemos decir que el cambio de volumen en la biopelicula esta dado por:

dv =Ad  sj se define el flux de masa perpendicular a la membrana

d : . .
como: r ® gt y se considera que el crecimiento es una funcion de la tasa de

reaccion promedio en toda la biopelicula, el volumen de la biopelicula se ir4
incrementando de acuerdo con la siguiente ecuacion que describe el problema
de Stefan de frontera mévil (Crank, 1984):

dlyy _ Vi

g T AL

La tasa de crecimiento promedio <R>y, a lo largo de toda la biopelicula esta
dada por las tasas de incremento en biomasa y en PEC y esta dada por:

<R>bp = I|Dp<R>bp (5.13)

Ibp
R, = Il d1+YF,EC )R, dl bp (5.14)
bp 0

Por dltimo, podemos decir que el flux de masa debido al crecimiento de la
biopelicula est4 dado por la siguiente expresion (Lopez-Isunza et al., 1997):
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dly, _ "%
rbpd—tp = 1+ Yoee Ry dly, (5.15)
0

Las ecuaciones 5.1 a 5.15 describen al biorreactor de biopelicula adherida a
una membrana, como un medio homogéneo y al tanque agitado. En la
siguiente seccion se presenta el modelo en su forma adimensional.

5.1.4. El modelo homogéneo adimensional

Para solucionar numéricamente el modelo homogéneo se utiliz6 el método de
colocacioén ortogonal para ello la adimensionalizacion de las ecuaciones se hizo
dividendo la variable entre el valor maximo que toma. A continuacion se
presentan las variables de referencia utilizadas en la adimensionalizacion de
las ecuaciones.

Concentraciones adimensionales

C C C
u, =81 u = SL u=_"s
Cso Cso Cso
C C C
v, = O v, =0 y=_-0
COeq COeq COeq
_ Com,
Vm =—
COeq

Las variables llamadas u corresponden a las concentraciones de sustrato en: t
en el tanque, | en el liquido dentro del biorreactor, y u sin subindice en la
biopelicula. Las variables llamadas v corresponden a las concentraciones de
oxigeno con los mismos subindices y v corresponde a la concentracion
adimensional de oxigeno en la membrana.

Coordenadas espaciales y tiempo adimensionales

=Y x=2 c=>%
Ibp(o) I
K |
t =— q= P g=
q Dests lp (1)
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Donde q representa el tiempo caracteristico de difusion, lp,(0) es el espesor
inicial de la biopelicula y Ipp(t) es el espesor de la biopelicula en funcion del
tiempo. EIl espesor de la biopelicula ¥ debe encontrarse en un rango entre
cero y uno a cualquier tiempo para poder aplicar el método de colocacién
ortogonal. Las variables A y § corresponden al espesor adimensional de la
biopelicula y de la membrana respectivamente y la variable y corresponde al
incremento adimensional del espesor de la biopelicula

Las ecuaciones adimensionales resultantes son las siguientes:

Balance de sustrato en el tanque agitado anexo al reactor, de acuerdo
con la ecuacion 5.1:

dur _ g
Hpp —=—1U, - U 5.16
bp dt tT( | T) ( )

donde: t; es el tiempo de residencia en el tanque agitado.

Balance de oxigeno en el tanque agitado, segun ecuacion 5.2:

dv
ditt :tqt(V| - Vt)' bt (013' Vt) (5.17)

donde V, es la concentracion de oxigeno adimensional en el tanque agitado y

V, es la concentracion de oxigeno adimensional en liquido biorreactor. El
significado de todas las variables se encuentra en la seccion de Notacion.

Balance de sustrato en la corriente liquida del biorreactor:

du
dtI:tqr(ut - Ul)' br(ul - u) (5.18)

donde t , es el tiempo de residencia en el biorreactor

Balance de oxigeno en la corriente liquida del biorreactor:

dv,
dtI:tqr(VT - VL)' br(vl - V) (5.19)

Balance de sustrato dentro de la biopelicula:
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u & v 0
s +UugEKo +Vj

@_ﬂzu ;2

¢
= - f “ca
Tt q? SgK

Balance de oxigeno dentro de la biopelicula:
2 ae Gee
\"A \% u = \Y
ﬂ—:Aoﬂ 5" f ano‘? .
1 &K

7o mMOC - Ypee/ORpee  (5:21)
s+URKQ +Vg P P

Balance de biomasa dentro de la biopelicula, de acuerdo con la

ecuacion 5.7:
C @& u e v 0
fe ¢ zcg . g ] (5.22)
Balance de oxigeno en el interior de la membrana:
2
V, < V
ﬂ m — ASd 2 ﬂ ;n (5.23)
it ix

Las condiciones de frontera adimensionales para la interfase membrana-
biopelicula son:

Sustrato:
fu =0 enA=0 (5.24)
Nz
Oxigeno:
V \/
v_ d Wn en A= 0 (5.25)
q prAm x
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Las condiciones de frontera en la interfase biopelicula-liquido son:

Sustrato:
Elu :g?)ims(u - u,) en A=1 (5.26)
Oxigeno:
V .
1111':93|mo(v- V) en A=1 (5.27)

5.1.5. La solucion numérica del modelo homogéneo por colocacion
ortogonal

El modelo se resolvié mediante el método de colocacion ortogonal (Villadsen y
Michelsen, 1978, Finlayson, 1981) utilizando catorce puntos interiores de
colocacion (N=14) dentro de la biopelicula y siete puntos interiores de
colocacion dentro de la pared de la membrana (M=7). Como se menciond
anteriormente, para utilizar este método de solucion se requiere que todas las
variables espaciales se encuentren en un intervalo entre O y 1. Por esto el
espesor de la biopelicula (I ), que aumenta con el tiempo, se “congela” a

y

bp
manera que en cualquier tiempo el espesor de la biopelicula es igual a 1. Esta
estrategia de solucién introduce un término de tipo convectivo en las
ecuaciones de balance de sustrato y oxigeno dentro de la biopelicula (Crank,
1984). Dado que y no es una funcion del tiempo pero A si lo es, sabemos que:

cualquier tiempo, y se adimensiona definiendo la variable:g = , de tal

-1 9elo (5.28)
ft, T, 1 édtg

ya que:

d __ ydy (5.29)
dt |, dt

Por lo tanto:
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G| MG , fC.qel ¢

= (5.30)
ft, T, N &dg
Sustituyendo (5.29) en (5.30) y despejando encontramos que:

dl
ic, TG +Lﬂc5ﬁ (5.31)
Ml I Modt

Donde el ultimo término en la ecuacion (5.31) nos da el incremento en el
espesor de la biopelicula debido al crecimiento celular y la producciéon de PEC
a lo largo del tiempo. Sustituyendo la ecuacion (5.31) en la ecuacion (5.20),
referida al sistema “inmovilizado” en el tiempo, se obtiene el balance de masa
para el sustrato dentro de la biopelicula:

flu

1t

19% | fudg .
=+ —— - - R .32
gz 1-” 2 g 1-“ dt Rs ys/ pec’ “pec (5.32)

De la misma forma para el oxigeno se tiene la siguiente ecuacion:

Cogif? o gflodt

v

_Zo TV | fvdg .
it N

- RO - yO/pecR:Jec (5.33)

En la tabla 5.1 se muestran las ecuaciones diferenciales parciales parabolicas
a resolver numéricamente mediante el método de colocacion ortogonal y sus
condiciones inicial y de frontera.

El método de colocacion ortogonal es uno de los métodos de residuos
ponderados en el que los puntos donde el residual es cero, corresponden a las
raices de un polinomio ortogonal de tipo Jacobi o Legendre, que se emplean
como funciones de prueba. Con este método es posible discretizar ecuaciones
diferenciales parciales de tipo parabdlico en sistemas de ecuaciones
diferenciales ordinarias, con valores iniciales, que se pueden resolver por
integracion con un método de Runge-Kutta (Jiménez-Islas y Lopez-Isunza,
1999).

El método de colocacién ortogonal presenta varias ventajas sobre otros
métodos de colocacion, entre ellas el que la eleccién de los puntos interiores de
colocacién se hace automaticamente, evitando posibles errores producidos por
el usuario y que el error decrece mucho mas rapido al aumentar el nimero de
términos (Villadsen y Michelsen, 1978; Finlayson, 1981). Existen tres
diferencias principales con respecto a otros métodos de colocacion: la funcién
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de prueba se considera como una serie de polinomios ortogonales, los puntos
de colocacion son las raices de estos polinomios y las variables dependientes
son los valores solucién en los puntos de colocacion (Finlayson, 1981).

Las expresiones para aproximar primeras y segundas derivadas mediante el
método de colocacion ortogonal para problemas asimétricos son (Finlayson,
1981):

1111;: =a :'\I:Z_Z iCi 539
ﬂCZ: =41 EC, (5.39)
1C=a)rmc 53
ﬂzg =&1.°G,C, (37

donde: N =numero de puntos interiores de colocacion en la biopelicula

M = namero de puntos interiores de colocacion en la membrana

A, B, Ey G son las matrices de colocacion, cuyos valores dependen
del tipo de polinomio ortogonal elegido. Los nodos de colocacion corresponden
a las raices de dicho polinomio (Jiménez-Islas, 1996). A y B son las matrices
utilizadas en la biopelicula para N=14. E y G son las matrices utilizadas en la
membrana para M =7

Para realizar los calculos de la concentracion de oxigeno a lo largo de la pared
de la membrana se utilizaron 7 puntos interiores de colocacion (M=7). En los
calculos de concentracion de ambos sustratos al interior de la biopelicula se
utilizaron 14 puntos interiores de colocacion (N=14).

El problema que se resuelve en este trabajo es de tipo asimétrico ya que la
biopelicula esta adherida a una superficie sélida, la membrana, y en el otro
extremo a la interfase liquido-biopelicula, por lo cual el sistema a modelar
carece de simetria. De igual forma la pared de la membrana tiene una
interfase gas-membrana, que dadas las consideraciones iniciales del modelo,
se supone que el liquido en la interfase gas-membrana se encuentra saturado
de oxigeno.

El segundo término del lado derecho de las ecuaciones (5.32) y (5.33)

representan el crecimiento en el espesor de la biopelicula, el cual, aparece
como un término convectivo.
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(5.38)

w; =coeficiente de promedio ponderado de meétodo de colocacion
ortogonal.

Aplicando el método de colocacion ortogonal a las ecuaciones contenidas en la
tabla 5.1 y sustituyendo las ecuaciones 5.34 a 5.37, se obtiene el siguiente
conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias no lineales:

Oxigeno en biopelicula

1. En interfase membrana-biopelicula (i =1):

o N+2 _ d o M+2
aja ALY “H A di= S (5.39)

bp *m
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Tabla 5.1. Ecuaciones adimensionales del modelo homogéneo.

Descripcién  Ecuacion Condiciones iniciales y
de frontera
Balance de| qv. . 1%, Vo d ™ g £=0
Oxigeno en it — s x 2 ql prAm x
membrana W
—m =10 =1
x @ ¢
Balance de| qy| z_ 2V+| fiv dg R, - yo _R] v_ d v, @ A=0
oxigeno en| | T 22 @ o~ 4 " Yoreee™ @ TH A fx -
biopelicula Tl g" M= gfil d 1‘|TTV wofim
ﬂTZQBimO(V- v) @M1
Balance de| qu 19% | fudg . .| Tu
| = 7 4+ - - A ecRec —=0 @)\:O
E?Osgr(.aall;'[((:)ula M, o*1? g1 ot R Ve g
:;IU =gBims(u- u) @ \=1
Eizlrarllr;(;z gﬁ ‘”C:fzcg ; g : QZRX X @ t=0, valor inicial
biopelicula t Ks tUgKo Vg
Balance de| dp a2 R +LEd79 o
P_EC ) en | g, PTGl dt p @ t=0, valor inicial
biopelicula
Tasa de R (2 & u v o
reaccion de =afce o % o T
sustrato EKS +U£K° Vo
Tasa de| ® u ® v 0
reaccion de| Ro=adf *cg + % =
sustrato §K5+u Ko +Vg
Crecimiento d 1 .
de espesor| 2 =R d
biopelicula ot 0
Balance de| du; _ g
sustrato en el | 4 —r(ul - ) u; @ t=0, valor inicial
tanque t
agitado

Balance de | dv

oxigeno en el t ot v; @ t=0, valor inicial

tanque

agitado

Balance de| du, _q

sustrato  en| g ‘r(ut -u)- b, (u - u) u; @ t=0, valor inicial

biorreactor
Balance de| dv, ¢
oxigeno  en| g _T(Vt -v))- b, (v, - ) vi @ t=0, valor inicial
biorreactor
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2. En el interior de la biopelicula (i =2,N +1):

dv. _z | - ’
i _4£0 o N+2 o N+2 Q N+2
dt g2 < BV, Tgdim AVidja WiRg - Roi - Yo pecRpe

3. En la interfase biopelicula-liquido (i = N + 2)

é;\:lzp\,jvj :QBimo(vi - Vli)

Sustrato en biopelicula
1. En interfase membrana-biopelicula (i =1).

o N+2

ajq AU =0

2. En el interior de la biopelicula (i =2,N +1):

'_1ON+2 IoN+2 o N+2 * *
dtl_gza,:l B,ju; Tyt Alia e WiR = Rsi - Vet pecRpe

3. En la interfase biopelicula-liquido (i = N +2):
o N+2 _ .
a o Aju =gBims(u; - u;)

Oxigeno en membrana

1. En lainterfase gas-membrana (i =M +2):

8L E Ve =10

2. Enla membrana (i =2,M +1):

Wer = 402826, v

ﬂt j=1 |vJ m

(5.40)

(5.41)

(5.42)

(5.43)

(5.44)

(5.45)

(5.46)
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3. En lainterfase membrana-biopelicula (i =1):

o N+2 _ d o N+2
o A ViE E v

= _ 5.47
= h (5.47)

A a-]:l 1,] mJ
bp ™*m

Tasa de reaccion de biomasa para el crecimiento en toda la biopelicula
(i=2,N+1):

A e .
R =t 2C.§ u+u gKO\:v

0
T (5.48)
o

Tasa de reaccion de sustrato en toda la biopelicula (i =2,N +1):

Rﬁ =af? CgK +ugK '+V§ (5.49)

Tasa de reaccion de oxigeno en toda la biopelicula (i =2,N +1):

V. (o]
=a f C T 5.50
Rq ng"'u gKo"'Va 50

La velocidad con que aumenta el espesor de la biopelicula estd dado
como:

d a N°+2 .

El sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias no lineales resultante, se
resuelve con un método de Runge Kutta de 4° orden. Para la solucion
numérica de las ecuaciones se elabor6é un programa en Lenguaje Fortran 99
(bpmodhom) cuyo diagrama de flujo se muestra en la Figura 3.3. Este
programa requiere de un archivo de datos en el cual deben indicarse, entre
otras cosas, si el gas que se alimenta por la membrana es oxigeno o aire, si se
burbujea aire en el liquido del tanque agitado, y si se lleva a cabo o no la
estimacion de los pardmetros de reaccion y transporte.
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Figura 5.3. Diagrama de flujo del
programa bpmodhom

Datos y condi-
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ortogonal
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Impresion
resultados

Tiempo = tiempo
impresion

NO

<&
<
A

A

Céalculo de concentra-

"| ciones, tasas reaccién
SI
NO SI
Runge - Kutta
N Conver-
encia
A 4
Céalculo del error Hacer estima-
Método Marquardt cién parametros v

FIN
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5.1.6. Resultados de la simulacion con el modelo homogéneo

En esta seccion se presentan los resultados de la simulacion de un caso de
difusién a contra corriente en la biopelicula, que se obtienen con el programa
bpmodhom. Cabe sefialar que estos resultados se obtuvieron después de
realizar la estimacion de los parametros cinéticos y de transporte usando los
datos experimentales, como se explica en el capitulo 5. Sin embargo en los
capitulos 6, 7 y 8 se comparan los resultados del modelo con todos los
resultados experimentales y se discuten ampliamente.

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a la simulacion
de uno de los casos experimentales en el cual se alimenta oxigeno a través de
la membrana y no se burbujea aire en el liquido contenido en el tanque agitado.
De esta forma el sustrato y el oxigeno difunden a contracorriente por la
biopelicula; el oxigeno se alimenta de manera continua, mientras que el
sustrato se agota en el liquido, por lo que se tiene un operacion por lotes en
cuanto a sustrato y continua para oxigeno. Se ha elegido este caso debido a
qgue se aprecian mejor los perfiles de concentracién de ambos sustratos en la
biopelicula y se utliza para comparar las predicciones de los modelos
desarrollados.

0.7 210®

— 0.6 |-
£
©
8 o5 - 1510%

« L
o .

>

(@]
I 0.4 1 %
- -8 —
a 1110° B
m —d
c 03 3
(@]
S

o
= 02 o

8 -4 510

c

(@]
O O.l =

0 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)
Tiempo de reaccion 4.0 hrs

Figura 5.4. Perfiles de concentraciones de sustrato, oxigeno y tasa de reaccion en el
interior de la biopelicula, a un tiempo de reaccién de 4.0 h. Modelo homogéneo. Caso 3 (O,

por membrana).® — Sustrato, ¢ - Oxigeno, V - Tasa de reaccion.
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La Figura 5.4 muestra los resultados obtenidos con el modelo homogéneo para
un tiempo de reaccion de 4.0 h. En esta figura se muestran los perfiles de
concentracién de sustrato y oxigeno, y la tasa de reaccion a lo largo del
espesor de la biopelicula; en el espesor de la biopelicula correspondiente a un
valor de cero se encuentra la membrana, y en el espesor igual a uno, la
interfase liquido-biopelicula. El sustrato penetra por la interfase liquido-
biopelicula cuya concentracién va disminuyendo hasta llegar a cero en el 30 %
de la parte inicial del espesor de la biopelicula. En el otro extremo de la
biopelicula el oxigeno difunde hasta llegar a una concentracion de cero un
poco mas alla de la mitad de la biopelicula. La tasa de reaccion se lleva a cabo
en una zona donde el sustrato y el oxigeno se encuentran, que corresponde a
la parte intermedia de la biopelicula, es importante notar que las tasas de
reaccion son muy pequeiias debido a que el crecimiento de los
microorganismos es muy lento.

La Figura 5.5. muestra el avance de los perfiles de concentracion de oxigeno al
interior del espesor de la biopelicula a diferentes tiempos de reaccion durante
la operacion por lotes en donde so6lo se alimenta oxigeno por la membrana (Ver
el caso 3 del Capitulo 6). El sustrato entra a la biopelicula en contracorriente al
oxigeno como se observa en la Figura 3.6. Después de 30 min. de iniciada la
corrida se observa que el oxigeno comienza a penetrar en la biopelicula desde
la membrana y la concentracion es cero antes de alcanzar la mitad del espesor
adimensional de la biopelicula. Al continuar la reaccion, la concentracion de
oxigeno va aumentando asi como su penetracion en la biopelicula hacia el
extremo opuesto, debido a que el sustrato se est4 agotando en el liquido.

0.7

—=o— 0.5 hrs N
—+— 1.0 hrs
—>o—15hrs
—<—2.0hrs -
—&—25hrs

—®— 4.0 hrs
—#—5.0 hrs
—&— 6.0 hrs

—x—8.5 hrs

Concentracion de oxigeno (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)

Figura 5.5. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo homogéneo. Caso 3 (O, por membrana).
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Para la concentracion de sustrato, que entra por la interfase liquido-biopelicula,
sucede lo contrario que con la concentracion de oxigeno; los perfiles de
concentracién de sustrato son mayores al inicio de la reaccion y éstos van
disminuyendo y moviéndose hacia la interfase biopelicula-liquido con el tiempo,
conforme el sustrato se va agotando. De esta forma mientras que la
concentracion de sustrato decrece, la de oxigeno avanza.

—e&— 0.5hrs
—+—1.0hrs
—o— 1.5hrs
—<—2.0hrs
—o—25hrs

—®— 4.0 hrs

—#— 5.0 hrs
—&— 6.0 hrs

Concentracion de sustrato (adim)

Espesor BP (adim)

Figura 5.6. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo homogéneo. Caso 3 (O, por membrana).

Tomando en cuenta los perfiles de las concentraciones de sustrato y oxigeno
en cada punto al interior de la biopelicula, el programa calcula las tasas de
reaccion en cada uno de los 14 puntos interiores de colocacion y las integra.
De esta forma, la tasa de consumo de ambos sustratos, en toda la biopelicula,
se conoce, y este valor es el que representa a la tasa global de consumo en
cada tiempo. Lo anterior difiere para el caso de usar células libres, ya que no
es necesario llevar a cabo dicha integracion. La evolucidon de las regiones
donde ocurre la reaccion dentro de la biopelicula se muestra en la Figura 5.7,
aqui se observa que al comenzar la reaccion se identifican dentro de la
biopelicula dos zonas de reaccion, una en la interfase liquido-biopelicula y otra
cercana a la membrana. La reaccion en la interfase liquido-biopelicula se debe
a que al comenzar la reaccién el liquido no se encuentra libre de oxigeno; sin
embargo el oxigeno en el liquido pronto se agota y la reaccion en esta zona va
disminuyendo. La zona de reaccion localizada cerca de la membrana se debe
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a que en esa region el sustrato proveniente del liquido y el oxigeno procedente
de la membrana se encuentran. Al transcurrir el tiempo, la zona de reaccion se
va moviendo hacia la interfase con el liquido ya que los perfiles de
concentraciéon de sustrato van disminuyendo y recorriéndose hacia la interfase

biopelicula-liquido conforme se agota el sustrato.
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Tasa de reaccion (adim)

—o— 0.5 hrs
—*—1.0hrs
—o— 15hrs
——2.0hrs
—+—25hrs

Espesor BP (adim)

Figura 5.7. Resultados de la simulacién con el modelo homogéneo de la evolucion de
la region donde se localiza la tasa de reaccién en el interior de la biopelicula a través del

tiempo. Caso 3 (O, por membrana).
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5.2. El modelo heterogéneo

El desarrollo de un segundo modelo para predecir el comportamiento de las
biopeliculas se debe a la existencia de estudios méas detallados sobre
biopeliculas, que demuestran que su estructura no es homogénea, como se ha
considerado en el modelo anterior.

Antes de 1994, las biopeliculas habian sido analizadas utlizando tanto
microscopios Opticos como electronicos, y los resultados obtenidos las
mostraban como un agregado de células contenidas aleatoriamente en una red
de polimeros extracelulares excretados, con un espesor y una consistencia
uniformes, interactuando con el liquido externo que las rodea (Widerer y
Characklis, 1989). Con la utilizacién simultanea de la espectroscopia confocal y
de microsensores para medir oxigeno disuelto (Ver Figura 2.2), se ha obtenido
una imagen diferente, que ha cambiado el concepto inicial que se tenia sobre
las biopeliculas, hasta el grado de considerarlas como estructuras organizadas
de microorganismos ensamblados en monocapas con cualidades comparables
a las de los tejidos (Costerton et al., 1995).

El estudio detallado de la estructura de las biopeliculas realizado por diversos
investigadores ha revelado una compleja arquitectura, en la cual las células
crecen en microcolonias soportadas por una matriz de polimeros
extracelulares, conectadas entre si por espacios (poros y canales) ocupados
por liquido en movimiento y, que conforman una estructura heterogénea la cual
interactia con el liquido externo que las rodea (Loosdrecht et al., 2002,
Lewandowski et al., 1995). También se ha encontrado (Lewandowski et al.,
1994) que dichos canales pueden o no encontrarse conectados entre si y con
la superficie de la biopelicula. Estas observaciones sugieren una estructura
como la que se esquematiza en la Figura 2.1 (Lewandowski, 1998).

Massol-Deya, et al. (1995) tomaron fotografias de biopeliculas soportadas
sobre particulas de carbon activado para tratamiento de suelos contaminados
con derivados del petréleo, y encontraron que las biopeliculas estan formadas
por canales de diversos tamafios los cuales comunican las partes mas
profundas con la superficie. Esta estructura incrementa el area superficial por
unidad de volumen, que a su vez facilita el transporte de sustratos al interior de
la biopelicula y la salida de desechos de la misma, generando mayores tasas
de transporte de masa que las que pudieran alcanzarse Unicamente por
difusion. Estos investigadores reportan que las biopeliculas crecen formando
I6bulos separados por canales con espesores que varian entre 2y 25 umy que
éstos pueden extenderse desde la superficie hasta la parte mas interna.
También encuentran que la presencia de protozoarios que se alimentan de las
bacterias que conforman la biopelicula, ayuda a la conservacion de la red de
canales ya que arrancan pedazos de ésta; por ello sostienen que esta
estructura de biopelicula se conserva durante largos periodos de tiempo.
Ademas de analizar la estructura de las biopeliculas de laboratorio, estos
investigadores realizaron estudios similares a biopeliculas en reactores de
campo, encontrando en todas ellas la presencia de canales que comunican la
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superficie con las partes mas profundas de la biopelicula, aun cuando las
especies que conforman las diferentes biopeliculas sean muy diversas.
Inclusive estos autores sugieren la existencia de cierta comunicacion
intercelular que evita que los canales sean bloqueados por el crecimiento
celular.

Otros estudios (Klapper et al., 2002) demuestran que las biopeliculas se
comportan como biopolimeros viscoelasticos ante los esfuerzos de corte
ocasionados por el campo de flujo externo, con una superficie suave y en la
mayoria de los casos filamentosa, y cuyo desprendimiento se debe tanto a la
magnitud de estos esfuerzos de corte como a la edad de la biopelicula. Este
“movimiento” de la biopelicula, también contribuye al transporte de masa por
conveccion.

Una de las principales consecuencias de considerar la estructura heterogénea
de una biopelicula es la magnitud de los perfiles de concentracion en ella de
sustratos disponibles para los microorganismos, dado que esta concentracion
dentro de las microcolonias es diferente a la concentracion en el liquido dentro
de poros y canales que las rodea. Lewandowski (1998), midi6 perfiles de
concentracion de oxigeno muy diferentes en diversas posiciones dentro de una
misma biopelicula, colocando dos microelectrodos separados por una distancia
aproximada de 150 micras dentro de ésta. Esto se debe a que una de estas
posiciones esta ocupada por el liquido contenido en canales y poros, y la otra
esta dentro de un conglomerado de células contenidas en los polimeros
extracelulares; como se ilustra en la Figura 2.2. Estos resultados sugieren que
ademas del transporte de masa (perpendicular) en la direcciéon del crecimiento
a la biopelicula, también existe un transporte de masa en sentido lateral. El
primero se lleva a cabo debido al gradiente de concentracion entre el liquido
exterior y la superficie de la biopelicula heterogénea, mientras que el segundo
se realiza entre el liquido interior contenido en poros y canales y las micro
colonias.

Tomando en cuenta la estructura heterogénea descrita, el modelo heterogéneo
desarrollado considera, ademas del transporte de sustratos desde la superficie
de la biopelicula, al transporte de masa desde los poros y canales hacia los
agregados celulares.

La Figura 5.8 muestra el esquema que describe al sistema membrana-
biopelicula como un modelo heterogéneo. En él se representa a la biopelicula
formada por una fase liquida contenida en poros y canales que conectan a una
fase sélida formada por polimeros extracelulares y colonias de bacterias. De
izquierda a derecha se muestran: la interfase gas-membrana, la pared de la
membrana, la interfase membrana-biopelicula, la biopelicula heterogénea, la
interfase liquido externo-biopelicula y la fase liquida externa.

5.2.1. Consideraciones del modelo heterogéneo

Para el desarrollo del modelo heterogéneo se tomaron en cuenta las mismas
consideraciones que para el modelo homogéneo con la Unica variante de que
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la biopelicula en lugar de considerarse como un sélido homogéneo se
considera formada por dos fases, entre las cuales existe un intercambio de
materia. Esto obliga a realizar balances de materia de las dos regiones que
forman a la biopelicula.

Membrana Biopelicula
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Figura 5.8. Esquema del sistema membrana-biopelicula heterogénea.

5.2.2. Desarrollo del modelo heterogéneo

Los perfiles de concentracion de sustrato y oxigeno en la parte sélida de la
biopelicula estan dados por la interaccion entre la difusion al interior de la
biopelicula, el transporte interfacial de masa desde el liquido contenido en
poros y canales en la biopelicula, y el consumo debido a la biorreaccion
ademés de la contribucion del transporte interfacial con el liquido externo. Al
igual que en el modelo homogéneo el consumo se describe mediante la
expresion de Monod con doble sustrato limitante, ecuacion (5.7), debido a la
reproduccién celular, el mantenimiento y la produccion de polimeros
extracelulares, los cuales son idénticos. El crecimiento de la biopelicula se
considera de la misma forma que en el modelo homogéneo. La proporcion de
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liquido y sdlido dentro de la biopelicula se considera utilizando un coeficiente
de porosidad (gp) que corresponde a la fraccion de volumen que ocupa el sélido
(PEC + células) dentro del volumen total de la biopelicula, por lo que (1- )
equivale a la fraccion liquida, por ello las ecuaciones de la fase sodlida se
encuentran multiplicadas por €, y las ecuaciones de la fase liquida por (1- €p).

También es importante mencionar que se consideran dos coeficientes efectivos
de difusion: uno para el transporte de masa dentro de la parte sélida de la
biopelicula (Des) y otro para la parte liquida de la biopelicula (Des(). Lo mismo
se supone para el transporte de masa interfacial: ki, se utliza para la
transferencia de masa entre poros y canales dentro de la biopelicula; kiex para
la transferencia de masa entre el liquido externo y la biopelicula.

2
1Cs 1°Cs 1
€p > =Dgts > +epkintayint\Cqy - Cs)- —— R
P gt effS ﬂyz pklmtavmt( S| s) Yy /s X
- MsX - Ypec/ sRpec (5.52)
2
1Co 1“Co 1
en—— =Dgfo—7= tepkij . NCAr: - CA - R
p Tt effO ﬂyz pkllntavmt( Olj O) YX/02 X
- MoX- Ypec/ORpec (5.53)

Las concentraciones de sustrato (S) y oxigeno (O) en poros y canales
ocupados por el liquido dentro la biopelicula, estan determinadas por la
combinacion entre los transportes de masa debidos a la difusion generada
desde las dos interfases (membrana y liquido externo) y la transferencia de
masa hacia la parte solida de la biopelicula, en total ausencia de biorreaccion:

[® 1°C
1-ep) ."tsl = Dettg ﬂy28| (- €)K ireayin (Cs; - Cs) (5.54)
1Co T°Co,
(1-€p) o =Deto 5 - A-ey)k m@int(Cop - Co) (5.55)
it iy

El balance de oxigeno en la membrana se considera igual que en el modelo
homogéneo, dado por la ecuacion (5.8), al igual que el crecimiento de la
biopelicula.

Los balances de sustrato y oxigeno en el tanque agitado son los mismos que
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en el modelo homogéneo, ecuaciones (5.1) y (3.2), sin embargo los balances
del liquido en el biorreactor son diferentes ya que es necesario tomar en cuenta
el transporte de masa que se reparte entre las dos regiones de la biopelicula:

dC

VR dtSL =F(Cgqr-Cq)- Vkuextavext[ep(cSL - cs)+(1- ep)(cSL - Cq )] (5.56)
dC

VR dtOL = F(COLT - COL) - Vk|extavext [ep(COLT - Co)+(l- ep)(COL - COl )] (5.57)

5.2.3. Las condiciones inicial y de frontera del modelo heterogéneo

En la interfase membrana-biopelicula, y recordando que la membrana es
impermeable al sustrato, en y=0:

TCs _p (5.58)
Ty

1Cs

—=0 5.59
Ty 659

En esta misma interfase, el oxigeno proveniente de la membrana difunde
simultdneamente a las dos regiones que componen a la biopelicula:

ﬂCO|
Ty

Com _ 1o

ep Deffo Ty + (1- ep)Deﬁo| (5.60)

- Defme

En la interfase liquido-biopelicula y= Iy(t), para la parte solida se tiene que:

TC

- epDeffSﬂyS =Kiext (Cs| - Cs) (5.61)
qC

- epDeffOﬂ; =Kt (Co - Co) (5.62)

En forma similar, en la interfase liquido-biopelicula para la parte liquida de la
biopelicula las condiciones de frontera son:

qiC
- (1- e)Defrg .ﬂysl =Kt (Csp - Cgq) (5.63)
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TC
- (1- €p)Degrof — o2

=Kt (CoL - Coar) (5.64)

5.2.4. El modelo heterogéneo adimensional

Para adimensionalizar el modelo heterogéneo se utilizaron las mismas
variables de referencia que en el modelo homogéneo. Las ecuaciones
resultantes se presentan a continuacion:

Balance de Oxigeno en la membrana:

2
M _ g g2 1 ™Vm ¥ (5.65)
It X

Condiciones de frontera:
e dA~. v [1- e, A

T = P om - ( pbAOI v en ¢=0 (5.66)
ix g 1 g 1l
M =1.0 en &=1 (5.67)
¢

Balance de oxigeno en la parte sdlida de la biopelicula:

+Lﬂdg * *

v _epZo 1o .
Ll R BIOtS(V| - V) - Ro - Yoi pecRpec (5.68)

Tt g2 N2 g1l dt

Condiciones de frontera:

Wi __€pdAom v (- ep MG 1y

® g 1 g 1 o o
1111|V —. g?ir:o(vl_ - V) en A=1 (5.70)
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Balance de sustrato en la parte sdlida de la biopelicula:

11}: =ZZ:TTIZS +Biotg(y - U)+|91Tj? - RS - Ys/ pecRpec
Condiciones de frontera:

%u =0 en A=0

E:_M(UL- u) en A=1

ql ep

Balance de oxigeno en la parte liquida de la biopelicula:

1- e,)A 2
v _ (- ep)hoi, 17 + Biotg (v - v)+UMOI—g
it g2 M2 gl dt

Condiciones de frontera:
ﬂVm _ epdAOm v ) (1- epbAo| ﬂV| en £=0
fix g v g L
v _ gBimg

=- 7 WV -V en A=1

ql (1_ ep)( L- Vi)

Balance de sustrato en la parte liquida de la biopelicula:

Ty _ (@- ep) Ty + Biotg(y - u);,LMdﬁ

Tt g2 M2 g Ml ot

Condiciones de frontera:

ur _
1

en A=0

(5.71)

(5.72)

(5.73)

(5.74)

(5.75)

(5.76)

(5.77)

(5.78)
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MU - i, (- u)

q (1_ ep) en A=1

Balance de oxigeno en el liquido externo del biorreactor:

:I\tll :tq(VLT - v )+ Biotg[(v, - v)+ (v, - v)]
r

Balance de sustrato en el liquido externo del biorreactor:

C;l:l:tq(u” - up )+ Biotg[(u, - u)+(u, - u)]
r

Balance de oxigeno en el tanque agitado:

dvir _ @

o tredl(VL - vi7)+b(1- vi7)

Balance de sustrato en el tanque agitado:

durt_ 9

at tredl(UL - ULT)

(5.79)

(5.80)

(5.81)

(5.82)

(5.83)

5.2.5. La solucién numérica del modelo heterogéneo por colocacién

ortogonal

Oxigeno en la parte sdlida de la biopelicula

1. Enlainterfase membrana-biopelicula (i =1):

o M+2 epdAom o N+2 lL- e|DhAOI o N+2
aj:1 L jvm ~ T j=1 '] T j=1 'l

2. Enelinterior de la parte solida de la biopelicula (i =2,N +1):

(5.84)
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v,  €pl .
M =50 a ;\I:lzB- Vi + Biotg(v - vi)+

17
| o N+2 o N+2 «
Y g@im AVid g ViR - Roi - Yor pes
3. Enlainterfase biopelicula-liquido (i = N +2):

o N*2 _Bimy
A ANVT

(VLi -V )

Sustrato en la parte sdlida de la biopelicula

1. Eninterfase membrana-biopelicula (i =1):

*

Rpeci

dui _€p o N+2 .
dt'=gza j=1 Bijy] +Biotg(u; - uj) +
| o N+2 o N+2 * *
+§a i=1 A juia i=1 Wijj - Rs - ¥s/ pecRpeci

3. En la interfase biopelicula-liquido (i = N +2):

o N+2 oBimg

a o ALYy =" (i - u)
Oxigeno en la parte liquida de la biopelicula

1. En lainterfase membrana-biopelicula (i =1):

o M+2 _epdAom o ne2 (- epdAg o Ne2
i SRV LY~ A VAN e U -
j=1 —h1'm g j=1 ) g j=1

V|j

(5.85)

(5.86)

(5.87)

(5.88)

(5.89)

(5.90)
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2. En el interior de la biopelicula (i =2,N +1):

ﬂV” _(1' ep)'é‘Ol o N+2
qa g2 j=1

Bi,jvlj + BiOts(V” - Vi)+

| o N+2 o N+2
Ygm AMia o Wik
3. Enlainterfase liquido-biopelicula (i = N +2):

o N+2

A o AV =- as_l—r;bpl)(VLi - Vji)

Sustrato en la parte liquida de la biopelicula

1. En lainterfase membrana-biopelicula (i =1):

o N+2 _
a -y A =0
2. Enelinterior de la biopelicula (i =2,N +1):

ﬂU“ _ (1' ep) o N+2
qa g2 j=1

Bi,ju|j + BiOts(U” - Ui)'l‘
| o N+2 o N+2
Yg@m A o WiRy
3. Enlainterfase biopelicula-liquido (i = N +2):

o N+2 oBimg

a = A :-(L—ep)(u“ - uy)

Oxigeno en la membrana
1. Enlainterfase gas-membrana (i =M +2):

o M+2

j=1 Ei’ijj =1.0

(5.91)

(5.92)

(5.93)

(5.94)

(5.95)

(5.96)
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2. Enlamembrana (i =2,M +1):

o M+2

Vm _ &
—M=Add Za - G iV, (5.97)

1t

3. Enlainterfase membrana-biopelicula (i =1):

e M+2 epdhom o Nv2 (L-epHAg o Nv2
La tasa de produccién de biomasaen i=2,N +1:
. &y @ v 0
in = 2Ci - G (5.98)
KS+uI ' KO+VI 2
La tasa de consumo de sustrato (i =2,N +1) :
0
Req. =a f c : (5.99)
Ks U g Ko +V| 2
La tasa de consumo de oxigeno (i =2,N +1) :
e U; % \' 0
Ro =aof c,“ B N (5.100)
é Ks +U; éKo Vi g
La velocidad de aumento del espesor de biopelicula (i =2,N +1):
dg _a
=g é R (5.101)
d g i=1

Nuevamente en este caso, se resolvid el sistema de ecuaciones ordinarias no
lineales obtenido con un método de Runge Kutta de 4° orden. Para lo cual se
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elabor6 otro programa en Lenguaje Fortran 99 llamado bpmodhet cuyo
diagrama de flujo general es el mismo que el del programa bpmodhom y que
se muestra en la Figura 5.3.

5.2.6. Resultados de la simulaciéon con el modelo heterogéneo

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos con el modelo
heterogéneo y se analizan y comparan las principales diferencias con el
modelo homogéneo. Una de las diferencias més importantes es que en lugar
de obtener un perfil de concentracion dentro de la biopelicula para cada
sustrato se obtienen dos perfiles para cada uno, uno para la parte soélida y el
otro para los poros y canales llenos de liquido (ver Figura 5.9), tal como los
muestran los resultados experimentales obtenidos por Lewandoski (1998) y
que se muestran en la Figura 2.2. La Figura 5.10 muestra la evolucidn de los
perfiles de concentracion de oxigeno al interior de la parte sdélida de la
biopelicula a través del tiempo y la Figura 5.11, los perfiles de concentracion de
oxigeno dentro de los poros y canales de la biopelicula a través del tiempo,
para el caso en que se alimenta oxigeno por la membrana y no se burbujea
aire en el liquido (al igual que los resultados mostrados para el caso
homogéneo)
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Figura 5.9. Perfiles de concentracion de oxigeno y sustrato en las partes sélida y
liquida de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por membrana).

e- Sustrato en la parte solida, © — sustrato en poros y canales, 4 - oxigeno en la parte sélida, ¢
- oxigeno en poros y canales.
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Figura 5.10. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno en la parte sélida de
la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por membrana).

En la figura 5.10 se observa que la concentracién de oxigeno en la parte sélida
de la biopelicula al principio es similar a la concentracion simulada con el
modelo homogéneo (ver Figura 5.5), sin embargo el modelo heterogéneo
predice que la penetracion de oxigeno es mayor y que toda la biopelicula
cuenta con oxigeno. Esto puede comprenderse mejor si se observa la figura
5.11 en la que se encuentran graficados los perfiles de concentracion de
oxigeno en poros y canales a lo largo del tiempo. La concentracion de oxigeno
en esta parte de la biopelicula es mayor ya que no hay consumo en poros y
canales, e inclusive se observa que el oxigeno atraviesa toda la biopelicula y
sale al liquido externo por estos poros. De esta forma el oxigeno que se
encuentra en poros y canales se transfiere a la parte sélida de la biopelicula
como se considerd6 en modelo heterogéneo. Aqui se debe recordar, que a
diferencia del sustrato, el oxigeno se alimenta continuamente a través de la
membrana.
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Figura 5.11. Evolucion de los perfiles de concentracién de oxigeno en poros y canales
al interior de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por
membrana).

La Figura 5.12. muestra la evolucion de los perfiles de concentracion de
sustrato en la parte sélida de la biopelicula a través del tiempo. En ella se
observa que el sustrato penetra a toda la biopelicula y va agotandose a lo largo
del tiempo, sin embargo las concentraciones son mayores que en los
resultados obtenidos con el modelo homogéneo, lo cual se debe, al igual que
en el caso del oxigeno, a la transferencia de masa desde poros y canales hacia
la parte sdlida de la biopelicula. La figura 5.13 muestra la evolucion de los
perfiles de concentracion de sustrato en poros y canales a través del tiempo,
los cuales presentan una concentracion mayor de sustrato que en la parte
sélida.
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Figura 5.12. Evolucion de los perfiles de concentracion de sustrato en la parte sélida de
la biopelicula, a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por membrana).

En la Figura 5.14 se muestra la evolucion de la region donde ocurre la
biorreaccion a través del tiempo, descritas por el modelo heterogéneo; hay que
recordar que este modelo considera que la reaccion se lleva a cabo
Unicamente en la parte sélida de la biopelicula. De acuerdo con los resultados
obtenidos con este modelo la reaccion se lleva a cabo en toda la biopelicula y
no Unicamente en zonas determinadas, como lo predice el modelo homogéneo
,aunque si existen zonas con mayor o menor tasa de reaccion. El hecho de
que exista reaccion en toda la biopelicula es importante porque puede explicar
la importancia de los poros y canales y por tanto de la estructura de la
biopelicula. También se puede esperar que si todas las células dentro de la
biopelicula cuentan con los nutrientes necesarios, ésta es una razén para que
los microorganismos vivan formando biopeliculas en la naturaleza.
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Figura 5.13. Evolucion de los perfiles de concentraciéon de sustrato en poros y canales
al interior de la biopelicula, a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por
membrana).
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Figura 5.14. Evolucion de la regién donde ocurre la biorreaccion al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por membrana).
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5.3 La estimacion de los pardmetros cinéticos y de transporte

De entre todos los resultados experimentales presentados anteriormente se
eligieron tres juegos de datos para llevar a cabo la estimacion de los
pardmetros. Los resultados elegidos fueron los obtenidos utilizando tres
diferentes formas de suministro de oxigeno: 1) alimentacion de aire a través de
la membrana y aire a través del liquido, 2) oxigeno a través de la membrana y
3) oxigeno a través de la membranay aire por el liquido.

A partir de estos datos experimentales de consumo de sustrato y oxigeno
disuelto en el liquido, y utilizando el modelo homogéneo descrito en el capitulo
5, se llevo a cabo la estimacién de los pardmetros mas importantes del modelo
como son: las difusividades efectivas a través de la biopelicula de sustrato y
oxigeno, la velocidad maxima de crecimiento, las constantes de saturacién de
sustrato y oxigeno, los coeficientes de transferencia de masa interfacial, y la
concentracion inicial de biomasa en la biopelicula. Se utilizé6 el programa en
Fortran GAUSHAUS, desarrollado en el Centro de Cémputo de la Universidad
de Wisconsin (Meeter, 1965). Este programa utiliza el método de Marquardt
para la estimacion de parametros, el cual combina el método de Gauss (series
de Taylor) y el método de gradiente maximo descendente. Este programa se
acoplé al del modelo homogéneo para resolver las ecuaciones del biorreactor
de biopelicula. Debido a la cantidad de datos experimentales con la que se
contaba, se procedio primero a estimar las difusividades de sustrato y oxigeno
utilizando los resultados de la corrida en donde se alimentd oxigeno por la
membrana, después se utilizaron los resultados obtenidos para estimar los
coeficientes de transferencia de masa y la concentracion inicial de biomasa con
los resultados de la corrida en la que se alimenté aire a través de la membrana
y se burbujeo aire en el liquido. La constante maxima de crecimiento y las
constantes de Monod para sustrato y oxigeno se obtuvieron utilizando los datos
experimentales de la corrida en la cual se aliment6 oxigeno a través de la
membrana y se burbuje6 aire por el liquido. De esta manera el mismo modelo
es capaz de predecir las concentraciones en el liquido para los tres casos.

En cuanto al coeficiente efectivo de difusién para el sustrato, se obtuvo un valor
de 4.0x10° cmzls,(niveles de confianza: +0.043x10™ —0.021x10'4), el cual se
encuentran dentro del rango utilizado para biopeliculas, por los diferentes
autores: 7.4 x 10° cm?%s (Casey et al., 1999); 1.32 x 10° cm?/s (Pavasant et al.,
1997); 1.5 x 10 cm?%s (Livingston et al., 1998); 6.66 x 10°® cm?%s (Freitas dos
Santos y Livingston, 1995 a).

Para el coeficiente efectivo de difusién de oxigeno a través de la biopelicula se
obtuvo un valor de 5.2x10° cm?s, con un intervalo de confianza entre
+0.045x107° y -0.038x10>; y los valores reportados en la literatura son: 1.5x10"
® cm?/s (Casey et al., 1999), 2.38x10° cm?/s (Pavasant et al., 1997), 2.4x10®
cm?/s (Nicolella et al., 2000), 1.54x10®° cm?/s (Freitas dos Santos y Livingston,
1995 a), 2.1x10™° cm?/s (Cussler, 1989).

El coeficiente de masa interfacial para sustrato y oxigeno estimado fue de 9.0
x10™ cm/s, con un intervalo de confianza de: +0.089x10™ y -0.065x10™; y los
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valores reportados en la literatura son: 5.95 x10“ cm/s (Casey et al., 1999),
4.92 x10° cm/s (Freitas dos Santos y Livingston, 1995 a), 9.2 x10™ cm/s
(Pavasant et al., 1997), 1.64 x10™° cm/s (Freitas dos Santos y Livingston, 1994).

La velocidad méaxima de crecimiento encontrada fue de 0.64 h™, la cual resulta
ligeramente baja comparada con el valor reportado para lodos activados de 1.0
h™ (Bailey & Ollis, 1994) en células libres. En cuanto a la concentracion de
biomasa esta fue de 25.0 g/l de liquido dentro del reactor, lo cual se encuentra
dentro del mayor valor reportado de 30 g/l de liquido.

La tabla 5.2 muestra la serie completa de datos con el que se realizaron las
simulaciones para los diferentes casos de estudio, y las Figuras 5.15 y 5.16
muestran los resultados de estas simulaciones para los tres casos de estudio
que resultaron ser los mas eficientes en la remocién del sustrato: aire-aire,
oxigeno por membrana y oxigeno—aire. En las Figuras 5.15y 5.16 se muestran
con puntos los datos experimentales obtenidos y con lineas los resultados de la
simulacion para concentracion de sustrato y oxigeno respectivamente, en los
tres casos utilizados para llevar a cabo la estimacion de los parametros de
transporte y biorreaccion. Para fines comparativos se presentan los resultados
en forma adimensional, lo cual significa que la concentracion inicial para cada
caso es igual a 1.0 y va disminuyendo comparativamente, al igual que la del
oxigeno, en el que 1.0 representa la concentracion de oxigeno en el equilibrio.

Sustrato (adim)

03 | | | | | |

0 1 2 3 4 5 6

@® Sustrato exp Caso aire - aire Tiempo (h)
Sustrato sim Caso aire-aire
B Sustrato exp Caso O2 por memb
— — Sustrato sim Caso O2 por memb
€ Sustrato exp Caso O2-aire
----- Sustrato sim Caso O2 - aire

Figura 5.15. Comparacion entre las concentraciones medidas y calculadas de sustrato
en el liquido.
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Figura 5.16. Comparacion entre las concentraciones medidas y calculadas de oxigeno

disuelto en el liquido.
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Tabla 5.2 Parametros estimados para reactor de membrana con biopelicula

PARAMETRO

VALOR

INTERVALO DE

CONFIANZA
Densidad de biopelicula 0.8 (g/cm®) Medido
Espesor inicial de biopelicula 0.3 (cm) Medido
Diametro de burbuja 0. 05 (cm) Medido
Cofiene de diusinde 00 | 0.52,10° et | *3090C.
Costiente de 10N 02 0. | 3100 oty | 99290
Costeene dedtusnse | oaruao® vy | 30420
Concemanin el e HOTASR | 26,060 o) | oy

Concentracion inicial de OD en la
biopelicula

0.0 (g/cm®)

Condicioén inicial

Concentracion inicial de OD en el
biorreactor

2.50x107 (g/cm®)

Medido

Concentracion inicial de sustrato
en la biopelicula

0.0 (g/cm®)

Condicioén inicial
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Concentracion inicial de sustrato

3 .

en el biorreactor 0.723 (g/em’) Medido
Coeficiente de masa interfacial -04 +0.089x10™
liquido - biopelicula 0.90 X107 (em/s) | 5 0e5x10
Volumen del biorreactor 1.0x10™" (cm®) Medido

. - 031 +0.021x107°
Tasa maxima de crecimiento 0.17 x10™°(s™) 0.013x107°
Espesor de la membrana 0.40 x10%* (cm) Medido
Constante cinética de Monod 05 3 +0.72x10°
para oxigeno 5.0x107 (glem’) | 4 934107
Constante cinética de Monod 05 | +4.9x10°
para sustrato 55.0x 1077 (glem’) | 5 710"
Volumen del tanque agitado 200.0 (cm®) Medido
Flujo de agua 2.0 (cm®/s) Medido

Coeficiente de rendimiento X/O,

0.7 (g BM/g Oy

Bailey y Ollis, 1986

Coeficiente de rendimiento X/S 0.36 Bailey y Ollis, 1986
. +0.09
Porosidad (%) 0.8 -0.07
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5.4 Conclusiones

Como se mostrara mas adelante en los Capitulos 6, 7 y 8, los dos modelos
desarrollados en este trabajo son capaces de predecir la evolucion de las
concentraciones en el liquido, asi como los perfiles de éstas en la membrana y
al interior de la biopelicula (Ver capitulos 6, 7 y 8). El modelo homogéneo
predice aceptablemente las mediciones experimentales en el liquido y requiere
de menor nimero de pardmetros que el modelo heterogéneo. Sin embargo, el
modelo heterogéneo ademéas de que también predice adecuadamente los
resultados experimentales, simula los perfiles al interior de la biopelicula tal
como lo reportado por Lewandowski, (1998). El hecho de que dentro de las
biopeliculas la hidrodinAmica y la cinética se encuentran intimamente
relacionadas entre si (Lewandowski et al., 1994), hace que el encontrar los
perfiles de concentracién de sustratos al interior de la misma sea de gran
importancia. Por ello el considerar la estructura heterogénea de la biopelicula
ha sido uno de los resultados més relevantes de este estudio.
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7. Diferentes flujos de recirculacion

Capitulo 6

Las diferentes formas de
suministro de oxigeno a la
biopelicula

En este capitulo se analizan tedricamente las posibles razones por las que las
diferentes formas de suministrar oxigeno a la biopelicula influyen en la
velocidad de consumo de sustrato observada experimentalmente. Se realiza
un estudio detallado de las cinco diferentes formas de suministrar oxigeno a la
biopelicula dentro del biorreactor de membrana que se analizaron
experimentalmente. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron los resultados
de las corridas experimentales descritas en el inciso 4.7, alimentando oxigeno
o aire al reactor de diferentes maneras. Después de haber realizado la
estimacion de los parametros cinéticos y de transporte, se obtuvieron los
perfiles de concentracion de sustrato, oxigeno, biomasa y PEC al interior de la
biopelicula para los tres casos que presentaron un mayor consumo de sustrato,
utilizando los dos modelos. Se presenta un analisis de las areas activas de
biorreaccion dentro de la biopelicula descritas con ambos modelos y se
comparan entre si.

Como se mencion6 anteriormente, para estudiar los efectos de la forma de
alimentar oxigeno a la biopelicula se eligieron los siguientes métodos de
suministro de oxigeno: 1) alimentar aire Unicamente por la membrana y usar
nitrégeno para agitar el liquido en el tanque agitado; 2) alimentar aire por el
interior de la membrana y aire por el liquido; 3) alimentar oxigeno Unicamente
por la membrana; 4) alimentar oxigeno por la membrana y burbujear aire en el
liguido, y 5) Unicamente burbujear aire en el liquido contenido en el tanque
agitado.



Caso | Membrana | Liquido

1 aire ----
2 aire aire
3 O, ----
4 0O, aire
5 N2 aire

De entre los cinco casos de estudio realizados experimentalmente se eligieron
los tres casos que presentan mayor degradacion de sustrato: el caso 2 (aire-
aire), el caso 3 (oxigeno por membrana) y el caso 4 (oxigeno-aire), para
evaluar los parametros cinéticos y de transporte. Utilizando los parametros
obtenidos, reportados en el inciso 4.10, se realizaron las predicciones de
concentracion de sustrato y oxigeno en el liquido y en el interior de la
biopelicula, con ambos modelos.

6.1 Comparacion de las diferentes formas de suministro de
oxigeno de acuerdo con las predicciones del modelo
homogéneo

La Figura 6.1 muestra los resultados experimentales de concentracion de
sustrato en el liquido a través del tiempo para el caso 3 (oxigeno por
membrana), asi como los resultados de la simulacién obtenidos con el modelo
homogéneo. Se observa que la concentracion predicha de oxigeno disuelto en
el liquido aumenta a valores mayores de 5.2 mg /I (concentracién de saturacion
de oxigeno proveniente de aire en agua, a las condiciones experimentales), lo
cual puede deberse a que la biopelicula no presenta el mismo espesor a lo
largo de toda la membrana, permitiendo el paso de oxigeno de la membrana
hacia el liquido de manera muy rapida en las secciones donde la biopelicula es
muy delgada. Sin embargo, después de dos horas la concentracion de oxigeno
disuelto va disminuyendo con el tiempo debido a que el oxigeno difunde del
liquido hacia la biopelicula, donde éste es consumido por las células.

La Figura 6.2 muestra los perfiles de concentracion de sustrato y oxigeno al
interior de la biopelicula después de 5 horas de iniciada la reaccion, y la tasa
de produccién de biomasa (Rx) para el mismo tiempo. En esta Figura, al igual
que en las siguientes, se presenta el espesor de la biopelicula en forma
adimensional; el valor de cero representa la interfase membrana—biopelicula y
el valor de uno, a la interfase liquido-biopelicula. En ella se observa que el
sustrato penetra desde la interfase liquido-biopelicula hacia el interior de la
biopelicula hasta un espesor adimensional cercano a 0.2, es decir, ha
penetrado casi el 80 % de la biopelicula. Mientras tanto el oxigeno entra a la
biopelicula desde la membrana y tanto éste como el sustrato se consumen por
las células en una region ubicada entre el 20 y el 50 % de la biopelicula
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desplazada hacia la membrana, y se observa que en esta zona tanto la fuente
de carbono como el oxigeno son sustratos limitantes. También se observa una
muy pequefa tasa de reaccién cercana a la interfase liquido-biopelicula debido
a la presencia del oxigeno en el liquido externo (Ver Figura 6.1); en esta zona
de reaccion el Unico sustrato limitante es el oxigeno ya que la concentracion de
sustrato en esta zona es cercana a la mitad de la concentracién inicial de
sustrato. Debe recordarse que esta grafica seria el equivalente a tomar una
fotografia instantanea en el tiempo, ya que estos perfiles cambian
constantemente con el tiempo.

La Figura 6.3 muestra los resultados experimentales y simulados de
concentraciones de sustrato y oxigeno disuelto en el liquido para el caso 4
(oxigeno-aire), y la Figura 6.4 muestra los perfiles de concentracién de
sustrato, oxigeno, y la tasa de reaccion al interior de la biopelicula.

0.7 10

Sustrato (g/l)
(i/bw) ‘a0

Tiempo (h)

Figura 6.1. Comparacioén entre la concentracion de sustrato en el liquido experimental y

calculada para el caso 3 (O, por membrana). ® — Sustrato experimental, - Sustrato
calculado, - Oxigeno calculado.

Al igual que en el caso anterior el sustrato entra a la biopelicula desde la
interfase liquido-biopelicula y la penetracion del éste al interior de la biopelicula
es casi idéntica que en el caso anterior aunque una parte del sustrato se
consume en la region de la biopelicula cercana a la interfase con el liquido
debido al oxigeno disuelto proveniente de éste. Por otra parte, el oxigeno
presenta perfiles de concentracion también muy parecidos a los del caso 3. Sin
embargo, en este caso el sustrato que entra a la biopelicula se consume
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parcialmente por las células cercanas a la interfase con el liquido, utilizando el
oxigeno proveniente de éste, pero éste oxigeno no es suficiente para consumir
todo el sustrato, y el oxigeno continta difundiéndose hacia el otro extremo de la
biopelicula hasta llegar a la zona en la que el oxigeno proveniente de la
membrana ha penetrado, y entonces las células en esta regién pueden
consumir parte del sustrato. Por lo tanto se observan dos zonas de reaccion:
una cercana a la interfase liquido-biopelicula en la que el Unico sustrato
limitante es el oxigeno y otra en la mitad de la biopelicula cercana a la
membrana, en la que tanto el oxigeno como la fuente de carbono son
sustratos limitantes.

0.7 410°
0.6 |-
- 3107
— 0.5
£
©
&
a 0.4 2
O- -5 ~—~~
2 210 ;:9:
(@]
g 0.3 3
@
5
n 0.2 .
110
0.1
0 v 0

R
0.6

0 0.2 0.4 0.8 1

Tiempo de reaccion 5 hrs. Espesor BP (adim)

Figura 6.2. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato, oxigeno, y de la
tasa de reaccion al interior de la biopelicula para el caso 3 (oxigeno por membrana:. ® —
Sustrato, V - oxigeno, o- Rx.

Por ultimo se analizo el caso 2 (aire-aire); la Figura 6.5 muestra los resultados
experimentales y simulados de concentracion de sustrato y oxigeno en el
liquido, a través del tiempo, y la Figura 6.8 muestra los perfiles de
concentracion de sustrato y oxigeno al interior de la biopelicula y la tasa de
produccion de biomasa, después de 5 horas de iniciada la reaccion.
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Figura 6.3. Comparacién entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido

experimental y calculada para el caso 4 (O, - aire). ® — Sustrato experimental, —— Sustrato
calculado, V- oxigeno experimental, ——- oxigeno calculado.

0.7 410°

0.6 |-

310°

Sustrato y O.D. (adim)
N
=
o
(wipe) xy

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)
Tiempo de reaccion 5 hrs.

Figura 6.4. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato, oxigeno y de la
tasa de reaccion al interior de la biopelicula para el caso 4 (O, - aire). ® — Sustrato, V -
oxigeno, O- RX.
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En este caso el sustrato proveniente del liquido difunde a través de toda la
biopelicula llegando hasta la membrana; el oxigeno entra a la biopelicula por
sus dos interfases con concentraciones muy similares en ambas, aunque es
ligeramente mayor la penetracion en la interfase membrana-biopelicula. El
sustrato que entra a la biopelicula se consume con el oxigeno proveniente del
liquido pero, al igual que en el caso 4, no se consume totalmente y continta
atravesando la biopelicula hasta la zona que contiene el oxigeno proveniente
de la membrana. Ahi los microorganismos se encargan de consumirlos. Por lo
anterior se observan dos regiones, en los extremos de la biopelicula, con altas
tasas de reaccion y una zona que ocupa el centro de la biopelicula en donde no
se presenta ninguna reaccion debido a la carencia de oxigeno.

0.7 4.5
- 4
3 -1 35 @]
o v
g 3
@ Q
? E
- 25
[ J
0.2 | | | | 2
0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 6.5. Comparacién entre la concentracion de sustrato y oxigeno disuelto en el

liguido experimental y calculada para el caso 2 (aire - aire). ® — Sustrato experimental, - - - -
Sustrato calculado, V- oxigeno experimental, ——- Oxigeno calculado.

La Figura 6.7 muestra las tasas de reaccion a las 5 horas de operacion, para
los tres casos de estudio que nos ocupan y que han sido obtenidas de la
simulacion con el modelo homogéneo. El caso 3 de oxigeno por membrana,
presenta una zona de reaccion en el interior de la biopelicula y una zona de
reaccion muy pequefia en la interfase con el liquido. El caso 4 (oxigeno — aire)
presenta una zona de reaccion al interior de la biopelicula ligeramente mayor a
la del caso 3, y otra zona de reaccién también muy importante cerca de la
interfase biopelicula-liquido, que es la contribucién del oxigeno proveniente del
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burbujeo de aire en el tanque. Por otra parte, el caso 2 (aire-aire) presenta dos
zonas de reaccién cercanas a las interfases de la biopelicula, siendo la de la
zona cercana a la interfase con el liquido més estrecha, y la préxima a la
membrana con mayor penetracion.

0.7 ! ! 4107
Tiempo de reaccion 5 hrs
0.6
310°
£
T
i)
fa 2
O S
z 210 SéJ_.
9 2
o
©
oo
]
110°
| ® 0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)

Figura 6.6. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato y oxigeno y tasa
de reaccion al interior de la biopelicula para el caso 2 (aire - aire). ® — Sustrato, ¥ - oxigeno,
O- Rx.

Si comparamos el &rea bajo la curva para cada uno de los tres casos anteriores
podremos comparar la “reactividad” de la biopelicula en cada caso. El area
bajo la curva para cada uno de los casos se ilustra en la Figura 6.8.

De acuerdo con estos resultados, el caso 4 (oxigeno — aire) tiene un mayor
volumen de biopelicula activa con una mayor tasa de reaccién que los otros
dos casos, lo cual puede explicar la causa de que este caso sea el mas
eficiente en el consumo de sustrato
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Figura 6.7. Comparacion entre las tasas de reaccion al interior de la biopelicula, para
los tres casos de estudio. ® — aire-aire 'V - oxigeno por membrana, ©- oxigeno-aire.

4_
3_
e
117 Baire-aire
B O2 por membrana
0- 002 -aire
Area bajo la curva
Oaire-aire 2.78
B O2 por 2.37
membrana
002 -aire 3.71

Figura 6.8. Area bajo la curva para los tres casos de estudio
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6.2 Comparacion de las diferentes formas de suministro de
oxigeno de acuerdo con las predicciones del modelo
heterogéneo

En esta seccion se analizan las predicciones obtenidas con el modelo
heterogéneo para las mismas tres formas de suministrar oxigeno a la
biopelicula analizadas en el inciso anterior.

La figura 6.9 muestra los perfiles de oxigeno y sustrato en el liquido externo
calculados con el modelo heterogéneo, y los compara con las mediciones
experimentales para el caso 3 (oxigeno por membrana). Si se comparan las
predicciones obtenidas con ambos modelos, de las Figuras 6.1 y 6.9, se
observa que ambos modelos predicen adecuadamente las mediciones
experimentales de sustrato, con menores diferencias entre ellos.
Contrariamente, las predicciones de oxigeno disuelto en el liquido, difieren
después de 30 minutos; esto se debe a que, de acuerdo con el modelo
heterogéneo, el oxigeno, proveniente de la membrana, puede atravesar la
biopelicula por los poros y canales llenos de liquido y llegar al liquido externo.
Desafortunadamente, para este caso no se dispone de mediciones confiables
de oxigeno disuelto.

Es importante sefialar que para realizar ambas simulaciones se utilizaron los
mismos parametros cinéticos y de transporte que se utilizaron en el modelo
homogéneo, pero también debe recordarse que el transporte de masa entre los
liquidos externo e interno con la biopelicula, supone que los coeficientes de
transferencia de masa interfacial son una funcion del numero de Reynolds, y
por lo tanto son diferentes entre ellos.

La Figura 6.10 muestra los perfiles de concentracién de sustrato y oxigeno en
la parte solida y en el liquido contenido en los poros y canales dentro de la
biopelicula para el caso 3 (oxigeno por membrana). Como se comenté en el
capitulo 5, el modelo heterogéneo calcula dos perfiles de concentracion para
cada sustrato; los perfiles de concentracion de acetato de sodio van
disminuyendo desde la interfase liquido-biopelicula, y los de oxigeno difunden
desde la interfase membrana-biopelicula. La concentracién en el liquido
interno de la biopelicula es mayor que en el conglomerado de células, debido a
que en el liquido interno no hay consumo de ningun sustrato, ademas de que
el coeficiente efectivo de difusion utilizado en el liquido interno es diferente al
utilizado en la parte solida de la biopelicula. También se observa que la
concentracion en la parte sélida de la biopelicula es mayor que la predicha por
el modelo homogéneo ya que el liquido interno transfiere nutrientes al
conglomerado de células contenido en la parte sélida.
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Figura 6.9. Concentracion de sustrato y oxigeno en liquido. Datos experimentales y
comparacion entre los resultados simulados por los dos modelos, para el Caso 3 (Oxigeno por

membrana). ®- sustrato experimental, O — sustrato segin modelo homogéneo, m- oxigeno

segiin modelo homogéneo, ¢ - sustrato segin modelo heterogéneo, ¢ - oxigeno segin
modelo heterogéneo.

La Figura 6.11 muestra la evolucién de las regiones donde ocurre la reaccion a
lo largo del tiempo, que predice el modelo heterogéneo para el caso en que se
alimenta oxigeno por la membrana recordando que no se burbujea aire en el
liqguido (Caso 3). En ésta se observa que la reaccién ocurre en toda la
biopelicula mientras la cantidad de sustrato en el liquido externo es suficiente
para alcanzar la membrana. Durante la primera hora, la reaccion se lleva a
cabo principalmente cerca de la interfase membrana-biopelicula, sin embargo a
medida que el sustrato se va agotando la zona de reaccion se desplaza hacia
la interfase liquido-biopelicula. También existe otra zona de reaccion cerca de
la interfase liquido-biopelicula durante el inicio de la operacion, la cual se debe
a la presencia de oxigeno en el liquido al comenzar el experimento.
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(wipe) xy

Espesor de la Biopelicula (adim)

Figura 6.10. Prediccion de los perfiles de concentracion y tasa de reaccion al interior
de la biopelicula, del modelo heterogéneo, a un tiempo de reaccién de 3.5 hrs. m —Sustrato en
el conglomerado de células, O — sustrato en poros y canales, A - oxigeno en el conglomerado
de células, A - oxigeno en poros y canales ® - Rx.
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Figura 6.11. Evolucion de la regién donde ocurre la biorreaccion al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 3 (O, por membrana).
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Figura 6.12. Concentracidn de sustrato y oxigeno en liquido. Datos experimentales y
simulados con el modelo heterogéneo, para el Caso 4 (oxigeno-aire). ®- sustrato experimental,
—— - sustrato simulado, 4 - oxigeno experimental, - - - - oxigeno simulado.

La Figura 6.12 muestra las mediciones experimentales y los perfiles de
concentracion en el liquido a través del tiempo predichos por el modelo
heterogéneo para el caso 4 en el que se alimenta oxigeno por la membrana y
se burbujea aire en el liquido; al igual que para el caso 3 los resultados de la
simulacion son muy buenos. Los perfiles de concentracion en el interior de la
biopelicula para el mismo caso, obtenidos con el modelo heterogéneo se
encuentran en la Figura 6.13, en la que se observa que la concentracion de
sustrato en los conglomerados celulares es similar al obtenido con el modelo
homogéneo (Figura 6.4), sin embargo el perfil de oxigeno es diferente; el
modelo heterogéneo predice que el oxigeno atraviesa toda la biopelicula, con
regiones de mayor concentracién que otras, y donde la concentracién de
oxigeno nunca es cero, ni en el liquido contenido en los poros y canales, ni en
los conglomerados celulares. Esto produce un perfil de reaccion diferente al
obtenido con el modelo homogéneo, mientras que el modelo homogéneo
presenta zonas de reaccién definidas y zonas donde no ocurre reaccion, el
modelo heterogéneo predice que la reaccidon se lleva a cabo en toda la
biopelicula. Esta es la principal diferencia entre ambos modelos.
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Figura 6.13. Prediccion de los perfiles de concentracion y tasa de reaccion al interior
de la biopelicula a un tiempo de reacciéon de 3.5 hrs,, segun el modelo heterogéneo, para el

Caso 4 (oxigeno-aire). m —Sustrato en conglomerado de células, O — sustrato en poros y
canales, A - oxigeno en conglomerado de células, A - oxigeno en poros y canales ® - Rx.

Si se observa, para el caso 4 (aire-aire) la Figura 6.14, que presenta la
evolucion de la regién donde ocurre la biorreacciéon en la biopelicula a través
del tiempo, se aprecia que la reaccion ocurre en toda la biopelicula, mientras el
sustrato no se agota. Al comparar esta figura con la Figura 6.11, donde se
muestra la misma evolucion de los perfiles de reacciéon para el Caso 3, se
observa que las tasas de reaccién en el Caso 4 son mayores que en el Caso 3
y que, para el Caso 4, las tasas de reaccién son mayores en la zona cercana a
la interfase liquido-biopelicula que cerca de la membrana, contrariamente a lo
mostrado para el Caso 3, lo cual es de esperarse debido a la contribucién de
oxigeno disuelto desde el lado del liquido.

Pasando al caso 2 en donde se alimenta aire por la membrana y se burbujea
aire en el liquido, la Figura 6.15 muestra los perfiles de concentracion de
sustrato y oxigeno en el liquido medidos experimentalmente y los calculados
con el modelo heterogéneo. Al igual que en los casos anteriores las
predicciones son adecuadas. La Figura 6.16 muestra los perfiles de
concentraciéon de sustrato y oxigeno en el interior de la biopelicula de acuerdo
a los resultados del modelo heterogéneo, después de 3.5 h de iniciada la
operacion. Aqui se observa que el sustrato atraviesa toda la biopelicula hasta
llegar a la membrana (lo cual no sucedi6 en los casos 3y 4) y que el oxigeno
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Figura 6.14. Evolucion de la regién donde ocurre la biorreaccion al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 4 (oxigeno-aire).

Sustrato (g/l)
(I/bw) "o

02
0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)
Figura 6.15. Concentracidn de sustrato y oxigeno en liquido. Datos experimentales y

simulados con el modelo heterogéneo, para el Caso 2 (aire-aire). ®- sustrato experimental,
—— - sustrato simulado, ¢ - oxigeno experimental, —— - oxigeno simulado.
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Unicamente se encuentra presente en una region de casi el al 20 % proxima a
la interfase biopelicula-liquido, y en otra zona aproximadamente del 25 %
cercana a la interfase biopelicula-membrana. Por tanto este caso presenta dos
zonas de reaccion préximas a ambas interfases, y una zona al centro de la
biopelicula donde no hay reaccion. En este caso se observa que el oxigeno
limita la reaccion.

Sustrato y O.D. (adim)
(wipe) xy

Espesor BP (adim)

Figura 6.16. Resultados del modelo heterogéneo para los perfiles de concentracion y
tasa de reaccion al interior de la biopelicula a un tiempo de reaccién de 3.5 hrs, para el Caso 2

(aire-aire).. m —Sustrato en conglomerado de células, O — sustrato en poros y canales, A -
oxigeno en conglomerado de células, A - oxigeno en poros y canales ® - Rx.

La Figura 6.17 muestra la evolucion de los perfiles de reaccion a través del
tiempo para el caso 2 y en ella se observa que la tendencia de las dos regiones
de reaccion de permanecer en los extremos de la biopelicula se conserva
durante toda la operacion, al igual que una zona intermedia donde no ocurre
reaccion. Esto implica que las células del interior de la biopelicula pudieran
morir por falta de oxigeno.

La Figura 6.18 muestra la comparacion de las tasas de reaccién para los Casos
2,3y 4 después de 3.5 horas de iniciada la reaccion. Al obtener el area bajo la
curva para cada uno de los casos se obtiene que el caso con una mayor area
activa de biopelicula y mayor tasa de reaccion es el caso 3. Dado que éste
resultado no concuerda con los datos experimentales obtenidos, se procedio a
buscar el tiempo en que cada uno de los casos presenta la mayor area bajo la
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Figura 6.17. Evolucion de la regién donde ocurre la biorreaccion al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Caso 2 (aire-aire).
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Figura 6.18. Comparacion entre las tasas de reaccion al interior de la biopelicula, para
los tres casos de estudio, después de 3.5 horas de iniciada la reaccion.. ® — aire-aire V-
oxigeno por membrana, m- oxigeno-aire.
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curva y se encontr6 que el caso 2 tiene un tiempo de mayor actividad a 1.0
hora después del inicio de la operacion; el caso 3 después de 2.0 horas, y el
caso 4 después de 2.5 horas. La Figura 6.19 muestra las tasas de reaccién
para cada caso a su tiempo de mayor tasa de reaccion.

510"
410°
—_ 310°
£
o]
8
&
210°
110°

Espesor BP (adim)

Figura 6.19. Comparacion entre las tasas de reaccion al interior de la biopelicula, para los
tres casos de estudio, al tiempo de mayor reaccién para cada uno. ® — aire-aire (1.0 hr.), V-
oxigeno por membrana (2.0 hrs.), m- oxigeno-aire (1.5 hrs.).

En la Figura 6.20 se muestra el area bajo la curva de reaccion obtenida para
cada uno de los tres casos que comparamos, de acuerdo con ésta, el caso 2 es
el menos eficiente, seguido del caso 3 y finalmente el caso 4 que es el mas
eficiente en cuanto a consumo de sustrato. Sin embargo estos resultados
tampoco concuerdan con las mediciones experimentales obtenidas. Uno de los
factores determinantes en las predicciones del modelo heterogéneo es el valor
del coeficiente de transporte de masa interfacial en poros y canales, dado que
la velocidad en estos es muy baja, y tal vez en algunas regiones cercanas a la
membrana el liquido esta practicamente estancado. Si la tasa de reaccién es
mayor que las de transporte de masa combinado de difusiéon y conveccion en
las regiones donde no hay oxigeno, se obtienen los resultados mostrados en la
Figura 6.17. Sin embargo, se decidio no llevar a cabo ningun otro ejercicio de
simulacion y esto sera objeto de futuros estudios.
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Figura 6.20. Areas bajo la curva para los tres casos de estudio de acuerdo con las
predicciones del modelo heterogéneo.

6.3. La biopelicula parcialmente activa

Diferentes autores (Karel and Robertson, 1987; Casey et al., 1999, 2000;
Nicolella et al., 2000) han presentado trabajos en donde la zona de reaccion
dentro de la biopelicula es muy pequefia, ya sea que se encuentre proxima a
alguna de las interfases o que su localizacion varie de acuerdo con las
condiciones de operacion en las que se encuentre la biopelicula. Tomando en
cuenta estas diversas opiniones se decidio investigar, utilizando el modelo
homogéneo, lo que sucederia en una biopelicula si Unicamente el 25 % del su
espesor tuviera células vivas y éstas estuvieran a) pegadas a la interfase
membrana-biopelicula 6 b) pegadas a la interfase biopelicula-liquido.

Para poder simular los resultados experimentales utilizando el modelo
homogéneo se mantuvieron constantes la mayoria de los parametros a
excepcion de la velocidad maxima de crecimiento y la concentracion inicial de
biomasa. Los dos casos se simularon con alimentacion de oxigeno por
membrana y burbujeo de aire por el liquido que corresponde al caso 4.

Los resultados obtenidos para el caso en que la biopelicula activa ocupa el
25% de su longitud total y estd proxima a la interfase membrana-biopelicula
(Caso 4-A), se muestran en las Figuras 6.21 y 6.22. La Figura 6.21 compara
los perfiles de concentracion de sustrato y oxigeno disueltos en el liquido,
experimentales y simulados. Con el objeto de obtener una simulacion
adecuada se variaron la tasa de crecimiento y la concentracion inicial de
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biomasa hasta los valores maximos permitidos y aun asi no se pudo obtener un
ajuste adecuado como lo muestra esta figura:

0.6 12
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-1 8
= 0.45
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© . - ~
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Figura 6.21. Comparacién entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculada. Caso 4-A O, — aire con 25 % de biopelicula activa cerca de la

interfase membrana-biopelicula. ® — Sustrato experimental, — - Sustrato calculado, V-
oxigeno experimental, —- Oxigeno calculado.

La figura 6.22 muestra los perfiles de concentracion de sustrato y oxigeno
disuelto en el interior de la biopelicula asi como la tasa de reaccion para el
caso 4-A. En ella se observa que la region de reaccion se encuentra,
Unicamente, cerca de la interfase membrana-biopelicula y ésta es muy
pequefia. Todo ello hace pensar que ésta no parece ser una opcién viable
para el comportamiento de una biopelicula.

La figura 6.23 muestra la comparacion ente la concentracién de sustrato y
oxigeno disuelto en el liquido, experimental y calculada para el caso 4-B, en
donde la zona activa de la biopelicula se reduce al 25 % de su longitud préxima
a la interfase biopelicula-liquido. Para predecir estos datos experimentales se
aumento la velocidad maxima de crecimiento a 1.33 h™ y la concentracién de
biomasa se mantuvo en 25 g/l. La velocidad méxima de crecimiento reportada
para lodos activados en suspensién es de 1.0 h™, por lo que ésta si parece ser
una opcién viable para una biopelicula cuando se comparan las Figuras 6.21 y
6.23.
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Figura 6.22. Perfiles de concentracion de sustrato y OD y tasa de reaccion al interior
de la biopelicula. Caso 4-A O, — aire con 25 % de biopelicula activa cerca de la interfase

membrana-biopelicula. ® — Sustrato, ¥V - oxigeno, ©- Rx.
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Figura 6.23. Comparaciéon entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculada. Caso 4-B O, — aire con 25 % de biopelicula activa cerca de la

interfase biopelicula - liquido. . ® — Sustrato experimental, - - - - Sustrato calculado, ¥ - oxigeno
experimental, — - Oxigeno calculado.
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Figura 6.24. Perfiles de concentracién de sustrato y OD y tasa de reaccion al interior
de la biopelicula. Caso 4-B O, — aire con 25 % de biopelicula activa cerca de la interfase

biopelicula - liquido. ® — Sustrato, ¥ - oxigeno, ©- Rx.

6.3. Discusion de resultados y conclusiones

De la comparacion de los datos experimentales y la prediccién de los perfiles
de concentracion obtenidos con la simulacién de este sistema por los dos
modelos desarrollados, se puede concluir que:

Es posible mejorar sustancialmente la operacion del sistema de
tratamiento de aguas residuales utilizando un biorreactor de membrana con
una biopelicula adherida, en comparacion con un sistema de tanque agitado
con células en suspension.

Los parametros de transporte y cinéticos obtenidos en la
estimacion de parametros se encuentran dentro de los rangos reportados en la
literatura, aunque existe incertidumbre con la variacion de estos conforme la
biopelicula crece y envejece.

Los dos modelos dindmicos desarrollados para calcular los
perfiles de concentracion en el liquido y al interior de la biopelicula son capaces
de predecir adecuadamente los cambios de concentracién en el liquido externo
para los tres casos analizados en este capitulo.
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La manera més eficiente de suministrar oxigeno a la biopelicula
es alimentando oxigeno a través de la membrana y burbujear aire en el liquido
(caso 4), debido a que se mantiene activa a una mayor parte de la biopelicula.

El segundo método méas eficiente de suministro de oxigeno
consiste en alimentar aire a través de la membrana y burbujear aire en el
liquido. Este método tiene la ventaja de ser mas economico que el anterior.

De acuerdo con el modelo homogéneo, una biopelicula es mas
eficiente cuando tiene un mayor volumen activo y es por ello que se obtienen
mejores conversiones cuando alimentamos oxigeno a la biopelicula por ambas
interfases.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el modelo
homogéneo, en los tres casos estudiados se presenta una region en la
biopelicula donde la concentracion de oxigeno es cero. Por tanto el consumo
de sustrato en la biopelicula esta limitado por la disponibilidad de oxigeno al
interior de la biopelicula.

Es adecuado utilizar la ecuacion de Monod con doble sustrato
limitante para predecir la tasa de reaccion al interior de la biopelicula, debido a
gue se encuentran zonas con baja concentracion de sustrato, de oxigeno o de
ambos en distintas zonas y tiempos en el interior de la biopelicula.

No es posible definir una zona de reaccion dentro de la biopelicula

porgue ésta se desplaza con el tiempo y depende de la forma de suministro de
oxigeno.
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8. Sistemas dinamico y continuo

Capitulo 7

El efecto del transporte convectivo
de masa debido a los diferentes
flujos de recirculacion

Con el proposito de estudiar el efecto de la velocidad de flujo de recirculacion
en el consumo de sustrato en la biopelicula, se llevaron a cabo tres corridas
experimentales variando el flujo de recirculacion y comparando los consumos
de sustrato en cada caso. Posteriormente se realizaron las simulaciones de los
datos experimentales para cada caso manteniendo constantes la mayoria de
los pardmetros estimados en el capitulo 5, y se estim6 Unicamente el
coeficiente de transferencia de masa interfacial para cada una de las
velocidades estudiadas con base en la soluciéon de Blasius de la capa limite de
Prandtl. Finalmente se obtuvieron los perfiles de concentracion al interior de la
biopelicula y el crecimiento en biomasa y polimeros extracelulares.

7.1. Comparacién del consumo de sustrato a diferentes flujos de
recirculacion.

La biopelicula esta formada por pequefios racimos de células inmersos en un
material viscoso formado por los polimeros extracelulares, dentro de los cuales
se encuentran una red de canales o poros interconectados que pueden
atravesar toda la biopelicula, como se observé en las fotografias presentadas
en el capitulo 4 y de acuerdo con la evidencia publicada (Lewandoski et al.,
1994). Dentro de los racimos de células los sustratos se transportan por
difusion mientras que dentro de los poros el transporte se lleva a cabo tanto
por difusion como por conveccién. Las mediciones realizadas por otros



autores, muestran que el movimiento del liquido dentro de los canales depende
de la velocidad del liquido fuera de la biopelicula (DeBeer et al., 1994).

Dentro de una biopelicula la tasa de transferencia de masa del liquido hacia las
células se ve influenciada por la edad y la estructura de ésta. La estructura de
la biopelicula contiene poros que facilitan la circulacién de liquido dentro de
ella. Algunos autores han podido medir dichos poros utilizando microscopia
confocal y han reportado que tienen un diametro de aproximadamente 50 pmy
que se extienden por todo el espesor de la biopelicula tanto en sentido vertical
como horizontal (De Beer et al., 1984). Otros autores, utilizando biopeliculas
conformadas por una sola especie y de aproximadamente 30 um de espesor,
encontraron que el diametro de los poros varia entre 10 y 20 pm, y que éstos
ocupan mas del 50 % del volumen de la biopelicula (Lawrence et al., 1991).
En una serie de estudios exhaustivos Stewart (Stewart et al., 1993; Stewart et
al., 1995; Stewart, 1998), utilizando biopeliculas multi-especies con espesores
cercanos a 600 pm, encontr6 que los aglomerados celulares dentro de la
biopelicula tienen diametros entre 150 y 300 um y que los espacios vacios
entre estos tienen un espesor de = 100 um. También se realizaron estudios
utilizando liquidos fluorescentes para comprobar que estos espacios realmente
se encuentran llenos de liquido, y se obtuvo que éste penetra inmediatamente
por todos los espacios vacios, lo cual confirma que los poros se encuentran
conectados con el liquido que esta fuera de la biopelicula. Dentro de la
estructura de una biopelicula también se encuentran filamentos unidos a la
biopelicula, parecidos a serpentinas, y que, a diferencia de los agregados al
interior de la biopelicula, son flexibles y pueden moverse con el movimiento del
liquido fuera de la biopelicula (De Beer y Kihl, 2001). La estructura de una
biopelicula depende de su crecimiento y de la abrasion a la cual esté sujeta;
puede tener una porcion plana en la base, unida al soporte, con agregados de
los cuales pueden surgir filamentos.

Tijhuis et al. (1996) sugieren que el grado de heterogeneidad estructural de la
biopelicula se encuentra determinado por el balance entre la tasa de
crecimiento y la abrasion. Organismos de crecimiento lento como las bacterias
nitrificantes y las metanogénicas, forman biopeliculas relativamente lisas,
mientras que organismos heter6trofos con tasas de crecimiento mayores
producen biopeliculas heterogéneas con agregados celulares y filamentos.

De Beer y Kiihl (2001) mencionan que la naturaleza hidrofilica e hidrofébica de
los microorganismos también afecta a la estructura de la biopelicula. Aquellos
microorganismos cuya superficie es hidrofébica tienden a minimizar la
superficie de contacto entre la biopelicula y el liquido, lo cual favorece la
generacion de biopeliculas planas. Por el contrario, los microorganismos cuya
superficie es hidrofilica forman facilmente protuberancias como filamentos o
agregados no esféricos. La mayoria de los microorganismos heterétrofos
aerobios son hidrofilicos (Allison et al., 1990).

Finalmente la comunicacion célula-célula debe considerarse también como un
mecanismo morfogenético. La produccion celular de compuestos sensitivos
como acyl-homoserina lactona, hace que una célula “reconozca” la densidad
local de células (Greenberg, 1997) y active o desactive ciertas funciones
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genéticas para la produccion o disolucién de polimeros extracelulares, de tal
forma que la célula pueda unirse a una biopelicula, o pueda separarse de ella.

Aunque se ha reportado la existencia de poros en dos dimensiones, también se
han realizado mediciones utilizando microelectrodos para medir la
concentracion dentro del espesor de la biopelicula, y se ha encontrado que la
modelacion para la prediccion de la transferencia de masa dentro de la
biopelicula en una sola dimension es adecuada (Stoodley et al., 1997).

En este trabajo se estudio el consumo de sustrato a tres velocidades de flujo
de recirculacion: 30, 120 y 350 ml/min. Las tres corridas experimentales se
llevaron a cabo operando el biorreactor por lotes, alimentando oxigeno
continuamente a través de la membrana y burbujeando aire en el liquido. En
los tres casos se utilizd la misma biopelicula con un dia de diferencia, para
evitar que un aumento en biomasa alterara significativamente los resultados.

La figura 7.1 muestra la diferencia entre los resultados experimentales
obtenidos a tres diferentes velocidades de recirculacion. Dado que la Unica
diferencia entre las tres corridas fue la velocidad de flujo de recirculacion, el
cambio en la velocidad de consumo se debe al cambio en la velocidad de
transferencia de masa interfacial. Utilizando el modelo homogéneo y los
parametros estimados en el capitulo 5, se simularon los resultados
experimentales de cada caso estimando Unicamente el coeficiente de
transferencia de masa interfacial (k) en la interfase liquido-biopelicula.

Concentracion sustrato (g/l)
o
N

Tiempo (h)

Figura 7.1. Comparacion entre el consumo de sustrato a tres diferentes flujos de
recirculacion, 30, 120 y 350 ml/min. ¥ - 30 ml/min, m — 120 ml/min, A - 350 ml/min.
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7.2. Los perfiles calculados de concentracién en el liquido y en la
biopelicula de acuerdo con el modelo homogéneo.

La figura 7.2 muestra los resultados experimentales de concentracién de
sustrato y de oxigeno disuelto en el liquido a través del tiempo para una
velocidad de flujo de recirculacion de 30 ml/min y se comparan con los
resultados de una simulacion del modelo homogéneo, utilizando un coeficiente
de masa interfacial de 0.1 x 10 cm/s.
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Figura 7.2. Comparacion entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 30 ml/min, de acuerdo con el modelo
homogéneo. e- Sustrato experimental, - Sustrato calculado, ¢ - oxigeno experimental,
oxigeno calculado.

La figura 7.3 muestra los perfiles de concentracibn de sustrato, oxigeno
disuelto y tasa de produccion de biomasa al interior de la biopelicula obtenidos
para este mismo flujo de recirculacion, después de 4 horas de operacién. De
acuerdo con las estimaciones obtenidas con el modelo homogéneo, el sustrato
no llega a toda la biopelicula y la concentracion de oxigeno es cero en mas de
la mitad de ella.

En la figura 7.4 se muestran los perfiles de concentracion de biomasa y PEC al
interior de la biopelicula para el mismo flujo de recirculacién después de 4y 8
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Concentracion sustrato y OD (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Tiempo de reaccion 4 hrs Espesor BP (adim)

Figura 7.3. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de
reaccion al interior de la biopelicula a un flujo de recirculacion de 30 ml/min, de acuerdo con el

modelo homogéneo. ®- Sustrato, m — Oxigeno, O - Tasa de reaccion.

1.1

1.08

1.06

1.04

1.02

Concentracion biomasa y PECs (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)

Figura 7.4. Perfiles de concentracion de biomasa y polimeros extracelulares al interior

de la biopelicula a un

flujo de recirculacion de 30 mi/min, de acuerdo con el modelo

homogéneo. ® — Biomasa 4 hrs, O- Biomasa 8 hrs, ¢ - PEC 4 hrs, ¢ - PEC 8 hrs.
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horas de reaccion. En este caso las células al centro de la biopelicula son las
que se reproducen y generan PEC con mayor velocidad, observandose que la
produccion de PEC es mayor que la de biomasa.

La figura 7.5 muestra la comparacion entre experimentos y predicciones de las
concentraciones de sustrato y oxigeno disuelto en el liquido para un flujo de
recirculacion de 120 mi/min utilizando un coeficiente de masa interfacial de 2.0
x 10 cm/s; con este nuevo coeficiente de transferencia de masa interfacial el
ajuste de los datos experimentales es bastante bueno y se observa que un
incremento de cuatro veces en el flujo de recirculacién ha duplicado el valor del
coeficiente de transferencia de masa interfacial.

La figura 7.6 muestra las concentraciones de sustrato, oxigeno disuelto y la
tasa de reaccion al interior de la biopelicula para un flujo de recirculacion de
120 ml/min, a un tiempo de reaccion de 4 horas. Dado que se ha aumentado el
coeficiente de transferencia de masa interfacial, el sustrato penetra un poco
mas en la biopelicula y la curva de la tasa de reaccion se ha desplazado
ligeramente hacia la interfase con la membrana, en relacién con la tasa de
recirculacion a 30 ml/min.

0.75

0.7

0.65

0.6

Sustrato (g/l)
(I/6w) "a ‘o

0.55

0.5

Kl =2.0x ‘104 cm/s

\ \ \ 2
0 1 2 3 4 5

0.45

Tiempo (h)

Figura 7.5. Comparacion entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 120 ml/min, de acuerdo con el modelo
homogéneo. ® — Sustrato experimental, Sustrato calculado, V- oxigeno experimental,
Oxigeno calculado.
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La figura 7.7 muestra los perfiles de concentracion de biomasa y PEC al interior
de la biopelicula después de 4 y 8 horas de operacién. También en esta figura
se observa que el area donde ocurre la mayor produccién de biomasa y PEC
se ha movido hacia la membrana, en comparacion con los perfiles obtenidos
para un flujo de recirculacién de 30 ml/min.

7107

6107

5107

4107

3107

Sustrato y O.D. (adim)
(wipe) xy

2107

1107

0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)
Tiempo de reaccion 4 hrs

Figura 7.6. Perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de reaccion al interior de la
biopelicula a un flujo de recirculacion de 120 ml/min, de acuerdo con el modelo homogéneo.

V - Sustrato, m — Oxigeno, - Tasa de reaccion.

Aunque los dos casos anteriores pudieron simularse de forma adecuada al
duplicar el coeficiente de transferencia de masa interfacial, no sucedié lo mismo
con los resultados experimentales obtenidos con un flujo de recirculacion de
350 ml/min. Para este caso se realizaron diversas simulaciones aumentando el
coeficiente de masa interfacial hasta no lograrse ningun cambio en el consumo
de sustrato, y aun asi no se obtuvieron resultados adecuados. Para poder
obtener una mejor simulacién fue necesario aumentar también los coeficientes
de difusividad efectivos tanto del sustrato como de oxigeno, ambos,
aproximadamente al doble de su valor original. Los coeficientes estimados se
muestran en la Figura 7.8, asi como la comparacién entre los resultados
experimentales y simulados para este caso. Estas predicciones se realizaron
utilizando el modelo homogéneo, el cual no toma en cuenta la transferencia de
masa entre el liquido que se encuentra dentro de los poros y canales, y los
conglomerados celulares. Aumentar el coeficiente de difusion efectivo equivale
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a tomar en cuenta dicha transferencia de masa, por lo cual se realizaron las
mismas simulaciones utilizando el modelo heterogéneo y sus resultados se
muestran en el inciso 7.3.
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Figura 7.7. Perfiles de concentracion de biomasa y polimeros extracelulares al interior
de la biopelicula a un flujo de recirculacion de 120 mil/min, de acuerdo con el modelo

homogéneo. ®- Biomasa 4 hrs, © — Biomasa 8 hrs ¢ - PEC 4 hrs, U - PEC 8 hrs.

La figura 7.9 muestra los perfiles de concentraciébn de sustrato, oxigeno
disuelto y la tasa de reaccion al interior de la biopelicula, para un tiempo de
reaccion de 4 horas. En este caso se observa que el sustrato penetra mas a la
biopelicula que en los dos casos anteriores, y la zona de reaccién también se
ha desplazado hacia la membrana.

La figura 7.10 muestra los perfiles de concentracion de biomasa y PEC para el
mismo caso con tiempos de reacciéon de 4 y 8 horas. Ahora las células que
pueden reproducirse y producir PEC no se encuentran en el centro de la
biopelicula sino en la mitad de ésta mas cercana a la membrana.

En la figura 7.11 se muestra la concentracion de biomasa al interior de la
biopelicula para los tres casos estudiados. En ella se observa que la zona de
reaccion se mueve hacia la interfase con la membrana y que aumenta en
tamano al ir aumentando los coeficientes de transferencia de masa, lo cual
indica que el sustrato penetra mas hacia el interior de la biopelicula.
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Sustrato (g/l)
(IBw) "a'o

Tiempo (h)

Figura 7.8. Comparacion entre la concentracion de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 350 ml/min, de acuerdo con el modelo
homogéneo. ® — Sustrato experimental, Sustrato calculado, V- oxigeno experimental,
- Oxigeno calculado.
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Tiempo de reaccion 4 hrs

Figura 7.9. . Perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de reaccion al interior de
la biopelicula a un flujo de recirculacién de 350 mi/min, de acuerdo al modelo homogéneo. ¥V -
Sustrato, ®m — Oxigeno, ¢- Tasa de reaccion.
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1.6

Concentracion biomasa y PECs (adim)

Espesor BP (adim)

Figura 7.10. Perfiles de concentracion de biomasa y polimeros extracelulares al interior
de la biopelicula a un flujo de recirculaciéon de 350 ml/min, de acuerdo al modelo homogéneo. ®
— Biomasa 4 hrs., o- hiomasa 8 hrs., ¢ - PEC 4 hrs., ¢ - PEC 8 hrs.
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Concentracion de biomasa (adim)
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Espesor BP (adim)

Figura 7.11. Efecto de la variacion de flujo de recirculacion en los perfiles de
concentracion de biomasa al interior de la biopelicula, de acuerdo al modelo homogéneo. ® —
30 ml/min, m 120 ml/min, V¥ 350 ml/min.
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7.3. Los perfiles calculados de concentracién en el liquido y en la
biopelicula de acuerdo con el modelo heterogéneo.

El modelo homogéneo presenta limitaciones propias de su desarrollo ya que no
considera la transferencia de masa de los poros y canales hacia los
conglomerados celulares. Por ello se utiliz6 el modelo heterogéneo para
simular los datos experimentales y la comparacion entre éstos resultados y las
mediciones experimentales para los tres casos estudiados en este capitulo se
encuentran en las Figuras 7.12, 7.15 y 7.18. Utilizando este modelo si fue
posible obtener un buen ajuste de las concentraciones en el liquido utilizando
los mismos coeficientes efectivos de difusion para sustrato y oxigeno en los
tres casos, y Unicamente se varié el coeficiente de transferencia de masa
interfacial externo (el coeficiente de transferencia de masa interfacial entre los
poros y los conglomerados celulares se mantuvo constante).

0.76

0.74

0.72

0.7

(/6w) ‘a0

0.68

Sustrato (g/l)

0.66

0.64

062 | | | | | | 2
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 7.12. Comparacion entre la concentracién de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 30 ml/min, de acuerdo con el modelo
heterogéneo. @ — Sustrato experimental, Sustrato calculado, V- oxigeno experimental,
- Oxigeno calculado.

Las Figuras 7.13, 7.16 y 7.19 muestran los perfiles de concentracion de
sustrato y oxigeno disuelto, y la tasa de reaccion en el interior de la biopelicula
para los tres casos estudiados. En cuanto a la concentracion de sustrato tanto
en los conglomerados celulares como en los poros y canales, se observa que
la concentracion es mayor en el caso del flujo de recirculacion de 30 ml/min
(Figura 7.13), que en el caso de 120 ml/min (Figura 7.16) y que la
concentracion menor se presenta en el flujo de recirculacién de 350 ml/min
(Figura 7.19). Esto se debe a que los perfiles de concentracién en los tres
casos se reportan al mismo tiempo de operacién y dado que el consumo de
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sustrato es mayor en el flujo de recirculacion de 350 ml/min, a las 3.5 horas de
operacion la concentracion en el liquido externo es menor que en los casos
anteriores y por ello la concentraciéon de sustrato dentro de la biopelicula
disminuye al aumentar la velocidad de recirculacion.

210
_ » 1510°
£
©
8
g 2
5 —
2 110° g
o) 3
©
®
>
[7p] 6
510

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)

Tiempo de operacion = 3.5 hrs

Figura 7.13. Perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de reaccion al interior de
la biopelicula a un flujo de recirculacién de 30 ml/min, de acuerdo con el modelo heterogéneo. -

® Sustrato en conglomerados celulares, O Sustrato en poros y canales, A — Oxigeno en
conglomerados celulares, /A - Oxigeno en poros y canales, M- Tasa de reaccion.

La concentracion de oxigeno tanto en poros y canales como en los
conglomerados celulares observada en las mismas tres figuras varia de
manera inversa a la del sustrato, con respecto a la velocidad de recirculacion.
La mayor concentracion de oxigeno la encontramos en la Figura 7.19, que
corresponde a una tasa de recirculacion de 350 ml/min, y la concentracion
menor de oxigeno se presenta en el caso de la tasa de recirculacion de 30
ml/min. Esto se observa debido a que la alimentacion de oxigeno es continua
mientras que la de sustrato es por lotes; por lo tanto a medida que se agota el
sustrato la concentracion de oxigeno aumenta en la biopelicula.

Como es de esperarse, dados los perfiles de concentraciéon de oxigeno y
sustrato en los conglomerados celulares, las tasas de reaccion para cada uno
de los flujos son diferentes. Para los tres casos la tasa maxima de reaccion se
encuentra en la interfase liquido-biopelicula, pero los valores de la tasas de
reaccion son diferentes para cada caso. El flujo de recirculacion de 30 ml/min -
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Figura 7.14. Evolucion de la region donde ocurre la biorreaccién al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Flujo de recirculacion = 30 ml/min.
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Figura 7.15. Comparacion entre la concentracién de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 120 ml/min, de acuerdo con el modelo
heterogéneo. @ — Sustrato experimental, Sustrato calculado, V- oxigeno experimental,
- Oxigeno calculado.
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Sustrato y O.D. (adim)
(wipe) xy

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

[ Tiempo de operacion| 3.5 hrs | Espesor BP (adim)

Figura 7.16. Perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de reaccion al interior de
la biopelicula a un flujo de recirculacion de 120 ml/min, de acuerdo con el modelo heterogéneo.

- ® Sustrato en conglomerados celulares, O Sustrato en poros y canales, A — Oxigeno en
conglomerados celulares, /A - Oxigeno en poros y canales, M- Tasa de reaccion.

de 30 ml/min presenta una tasa maxima de reaccion adimensional aproximada
de 0.5x107°, la misma tasa para el flujo de recirculacién de 120 ml/min es de
1.0x10® y para el flujo de recirculacién de 350 ml/min la tasa maxima de
reaccion adimensional es de 1.5x107, lo cual concuerda con las observaciones
experimentales. Mientras la tasa de reaccién para el flujo de recirculacién
mayor, a 3.5 hrs de operacion, es cero para casi el 60 % de la biopelicula; para
el flujo de recirculacién medio es cero solo en el 10% de la biopelicula; y en el
caso de flujo de recirculacion menor toda la biopelicula se encuentra activa.
Sin embargo la comparacion de estas tres tasas de reaccion esta influenciada
por el tiempo, ya que como se menciond anteriormente, la concentracion en el
liqguido externo es diferente para cada uno de los casos. Sin embargo se
puede observar la evolucion de las tasas de reaccion en el tiempo para cada
uno de los diferentes flujos. Estos se muestran en las Figuras 7.14, 7.17 y 7.20
para cada una de las tasas de recirculacion. Al comparar estas tres figuras se
observa que (aunque no se encuentran en la misma escala por razones de
claridad) las tasas de reaccibn aumentan considerablemente al aumentar la
velocidad y ademas, a diferencia de lo observado con las simulaciones del
modelo homogéneo, toda la biopelicula se encuentra activa mientras el sustrato
no se agote.
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Figura 7.17. Evolucion de la region donde ocurre la biorreaccién al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Flujo de recirculacion = 120 ml/min.
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Figura 7.18. Comparacion entre la concentracién de sustrato y OD en el liquido
experimental y calculado a un flujo de recirculacion de 350 ml/min, de acuerdo con el modelo
heterogéneo. @ — Sustrato experimental, Sustrato calculado, V- oxigeno experimental,
- Oxigeno calculado.
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Espesor BP (adim)

[ tiempo de operacion| 3.5 hrs |

Figura 7.19. Perfiles de concentracion de sustrato, OD y tasa de reaccion al interior de
la biopelicula a un flujo de recirculacion de 350 ml/min, de acuerdo con el modelo heterogéneo.

- ® Sustrato en conglomerados celulares, O Sustrato en poros y canales, A — Oxigeno en
conglomerados celulares, /A - Oxigeno en poros y canales, M- Tasa de reaccion.
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Figura 7.20. Evolucion de la region donde ocurre la biorreaccién al interior de la
biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. Flujo de recirculacion =350 ml/min.
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Con el proposito de comparar la variacion de los coeficientes de transferencia
de masa interfacial con la velocidad de flujo, se utilizaron las ecuaciones 7.1
(Welty et al., 1969), 7.2 (De Beer y Kihl, 2001) y 7.3 (Schlichting, 1979) para
calcular el coeficiente de masa interfacial k; en funcion del NUmero de Reynolds
y del Numero de Schmidt, ésta ultima derivada de la solucion de Blasius de la
capa limite para flujo laminar de Prandtl (Schlichting, 1979):

1.66*Uy . 13
=0 ¥ |

| ﬁ (7.1)
k =0.0889Uy Sc™ 0704 72)
= 166" Ux .

_ Rey2 Sc%

En donde U¥ es la velocidad de flujo del liquido fuera de la capa limite. La

velocidad de flujo en cada caso se calculo utilizando el area de seccidn
transversal que se encuentra entre la interfase liquido biopelicula y la pared
interior del biorreactor.

El Nimero de Reynolds se calcul6 con la siguiente ecuacion (Bird et al., 2002):

_ Uyl
TN

Re

(7.4)

Donde n =— eslaviscosidad cinematicay L es la longitud de la biopelicula.
r

El NOomero de Schmidt se calcul6 de acuerdo con la ecuacién 7.5 (Bird et al.,
2002):

= m (7.5)

_I‘D|

Los esfuerzos de corte se calcularon utilizando la ecuacién 7.6 derivada de la
solucion de Blasius para la capa limite de Prandtl (Schlichting, 1979):

Vy
to=ami, . |— 7.6
0 ¥4 oy (7.6)

Donde a = 0.332
x = longitud a la cual se calcula t g
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También se tomé en cuenta que el esfuerzo de corte es proporcional a la
velocidad del fluido elevada a la 2/3: t gaUy 23

El espesor de la capa limite & se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 7.7

(Schlichting, 1979):

d=50 ™
Vy

6 también:
d_ 5
L /Re

(7.7)

(7.8)

Los resultados obtenidos para cada uno de los flujos se muestran en la tabla

7.1,

asi como coeficientes de transferencia de masa interfacial calculados

utilizando las ecuaciones anteriores y los coeficientes de masa interfacial

estimados utilizando los dos modelos.

Tabla 7.1. Comparacion entre los valores de coeficiente de transferencia de masa
interfacial calculados y simulados con los dos modelos.

Flujo (ml/min) 30 120 350
Velocidad (cm/s) 0.092 0.37 1.07

No. de Reynolds 239.3 957.0 2791.2
No. de Schmidt 666. 7 666. 7 666. 7
Esfuerzo de corte (25% BP) (g/cms) | 3.63 x10* |2.91 x10° | 1.45 x107?
Esfuerzo de corte (50% BP) (g/cms) |2.5x10" [2.05x10° |1.02 x10*
Espesor de capa limite (25% BP) (cm) | 4.202 2.066 1.230
Espesor de capa limite (50% BP) (cm) | 5.943 2.971 1.739

ki (ec. 7.1) (cm/s) 4.64x10* ]9.28x10* | 1.58x10°
ki (ec. 7.2) (cm/s) 0.937x10” | 3.723x10™” | 1.085x107°
k (ec. 7.3) (cm/s) 1.266 x10™ | 2.558 x10™ | 4.420 x10™
ki (estimado por mod. Homog.) (cm/s) | 0.984x10* | 2.256x10™ | 4.161x10™
ki (estimado por mod. Heterog.) (cm/s) | 1.165x10* | 2.437x10™ | 4.012x10™
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Figura 7.21. Comparacion entre los coeficientes de transferencia masa interfacial
obtenidos mediante el modelo y mediante ecuaciones de velocidad. ©- Estimado con modelo

homogéneo, O estimado con modelo heterogéneo, ¢ - calculado con ec. 7.1, ¥ - calculado
con ec. 7.2, X - calculado con ecuacién 7.3

7.4. La influencia del coeficiente de transferencia de masa
interfacial interno.

Como se mencion6 en el capitulo 3 el modelo heterogéneo considera la
transferencia de masa interfacial entre el liquido contenido en los poros y los
conglomerados celulares dentro de la biopelicula. En este inciso se muestra
como influyen las variaciones del k; interno en los perfiles de concentracion y
tasas de reaccion dentro de la biopelicula, ya que éste varia con la velocidad
del liquido externo, y su influencia en las concentraciones del liquido externo.
Para realizar este andlisis tedrico se utilizo la velocidad de recirculaciéon de 120
mi/min y por consiguiente su coeficiente de transferencia de masa interfacial
biopelicula-liquido estimado (k = 2.437x10™ cm/s).

Las Figuras 7.22 a 7.24 muestran los perfiles de concentracion de sustrato en
los conglomerados celulares para tres diferentes coeficientes de transferencia
de masa interfacial internos (k;): 0.1x10°, 0.3x10>, y 0.5x10° cm/s
respectivamente. En ellas se observa como la concentracion de sustrato
disminuye con el tiempo debido al consumo del sustrato; también se observa
(Figura 7.25), que al aumentar el ki, aumenta la penetracion del sustrato al
interior de la biopelicula,
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Sustrato (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Flujo | 120 ml/min Espesor BP (adim)

kli] 0.1e-5cm/s

Figura 7.22. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato en los

conglomerados celulares de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; =
0.1x10° cm/s.

Sustrato (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Flujo 120 ml/min
kli] 0.3e-5cm/s

Espesor BP (adim)

Figura 7.23. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato en los

conglomerados celulares de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; =
0.3x10° cm/s.
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Figura 7.24.
conglomerados celulares de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; =
0.5x107° cm/s.
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Figura 7.25.
conglomerados celulares de la biopelicula a tres diferentes k;. Modelo heterogéneo. e- k; =
0.1x10° cm/s, V-k;= 0.3x10° cm/s m ki = 0.5x107° cmi/s.
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Comparacién de los perfiles de concentracion de sustrato en los

-143-



asi como también la concentracion en la interfase liquido-biopelicula y en
general en todo el espesor de la biopelicula. Y como es de esperarse ocurre o
contrario en los perfiles de concentracion de sustrato en el liquido contenido en
los poros y canales; ya que los coeficientes efectivos de difusiéon y de
transferencia de masa interfacial externos se mantuvieron constantes, la
concentracion de sustrato disminuye al aumentar el coeficiente de transferencia
de masa interfacial interno. Esto puede observarse en las Figuras 7.26 a 7.28
gue muestran los perfiles de concentracion de sustrato en los poros a través
del tiempo para los mismos tres valores de k;, para los que se presentaron los
perfiles en los conglomerados celulares. En estas figuras también se observa
que la concentracion de sustrato en poros y canales disminuye con el tiempo
debido al agotamiento de sustrato en el liquido externo.

En cuanto a los perfiles de concentracion de oxigeno en los conglomerados
celulares, presentados en las Figuras 7.29 a 7.31, se observa que la
concentracion de oxigeno va aumentando con el tiempo ya que la alimentacion
de oxigeno es continua. También se observa que la concentracion de oxigeno
es mas baja en el caso en que el k; es mas alto y va aumentando al disminuir el
ki, lo cual se debe a que se requiere mayor cantidad de oxigeno para consumir
la mayor cantidad de sustrato que entra al conglomerado celular.

0.8

0.6 Y

0.4

Sustrato (adim)

—@— 0.5hrs
—— 1.0hrs
—S— 1.5hrs
—=#—2.0hrs

—— 2.5hrs

0 L L L

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Flujo| 120 ml/min
kli ] 0.1e-5cm/s

Espesor BP (adim)

Figura 7.26. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato en los poros y
canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.1x10° cm/s.

-144 -



Sustrato (adim)

0 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Flujo 120 ml/min .
1 o3esemrs Espesor BP (adim)

Figura 7.27. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato en los poros y
canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.3x10° cm/s.
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Figura 7.28. Evolucién de los perfiles de concentracion de sustrato en los poros y
canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.5x10° cm/s.
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Figura 7.29.

conglomerados

0.1x10”° cm/s.
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Figura 7.30.

conglomerados celulares de la biopelicula a través del tiempo.
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0O.D. (adim)

Flujo| 120 ml/min Espesor BP (adim)
kli] 0.5e-5 cm/s

Figura 7.31. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno en los
conglomerados celulares de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; =

0.5x107° cm/s.

En el caso de los perfiles de concentracion de oxigeno en poros y canales
dentro de la biopelicula, presentados en las Figuras 7.32 a 7.34 para los tres
valores de coeficiente de transferencia de masa interfacial que se analizan, se
observa que la concentracion de oxigeno aumenta con el tiempo por la
alimentacion continua de éste, y que la concentracion de oxigeno es mayor en
el caso del k; mas bajo, comparada con los valores mas altos de k;, debido a la
menor transferencia de oxigeno hacia los conglomerados y a su consumo en

estos.
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0 0.2 0.4
Espesor BP (adim)

0.3

Flujo|] 120 ml/min

kli] 0.1e-5cm/s

Figura 7.32. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno en los poros y
canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.1x10”° cm/s.
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Espesor BP (adim)

Flujo| 120 ml/min
kli] 0.3e-5cm/s

Figura 7.33. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno en los poros y
canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.3x10”° cmi/s.
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0.D. (adim)

Flujo

Espesor BP (adim)

120 ml/min

kli

0.5e-5cm/s

Figura 7.34. Evolucién de los perfiles de concentracion de oxigeno en los poros y

canales de la biopelicula a través del tiempo. Modelo heterogéneo. k; = 0.5x10°° cm/s.

7.5. Discusién de resultados y conclusiones.

Después de analizar los resultados obtenidos en este capitulo podemos
concluir que:

El consumo de sustrato dentro de nuestro sistema es mayor al aumentar
la velocidad de flujo de recirculacion, como es de esperarse de acuerdo
con un mayor transporte de masa interfacial al disminuir el espesor de
capa limite (solucién de Blasius de la capa limite de Prandtl).

De acuerdo con las predicciones del modelo homogéneo, al aumentar la
velocidad de recirculacion el espesor de capa limite disminuye y el
sustrato penetra mas al interior de la biopelicula, aumentando la
velocidad de reaccién y el volumen activo de biopelicula.

De acuerdo con las predicciones del modelo homogéneo, la zona de la
biopelicula en donde se lleva a cabo la reaccién se desplaza hacia la
membrana al aumentar la velocidad de flujo, debido a la mayor
penetracion del sustrato al interior de la biopelicula.
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De acuerdo con las predicciones del modelo homogéneo, en todos los
casos el oxigeno es el sustrato limitante en .la biopelicula.

Los coeficientes de transferencia de masa interfacial calculados y
simulados se encuentran en el mismo orden de magnitud.

De acuerdo con las predicciones del modelo heterogéneo, el coeficiente
de masa interfacial liquido-biopelicula puede determinarse utilizando la
ecuacion 7.3, derivada de la solucion de Blasius de la capa limite para
flujo laminar de Prandtl (Schlichting, 1979), ya que los valores estimados
para el coeficiente de transferencia de masa interfacial externo,
obtenidos con los modelos, son muy similares a los obtenidos con dicha
ecuacion.

De acuerdo con el modelo heterogéneo el aumentar la velocidad de
recirculacion en el biorreactor, produce un aumento en el coeficiente de
transferencia de masa interfacial, el cual se refleja en una mayor
penetracion de sustrato y oxigeno al interior de la biopelicula, y por tanto
mayores tasas de reaccion en el interior de la biopelicula.

En cuanto al coeficiente de transferencia de masa interfacial interno se
requiere de un mayor estudio del transporte de masa acoplado con la
hidrodinamica del liquido externo interactuando con la de la biopelicula,
considerando a esta Ultima como un medio poroso isotropico. Si bien la
consideracion de isotropia es dificil de cumplir, lo anterior sera un
primera paso para un estudio posterior.
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9. Conclusiones

Capitulo 8

Sistemas dinamico y continuo

8.1 Sistemadinamico

En este inciso se analiza el comportamiento dinamico de la biopelicula cuando
se inyectan, a ciertos tiempos, dos pulsos secuenciales conteniendo un
pequefio volumen de liquido con una concentracion muy alta de sustrato. Las
corridas experimentales se llevaron a cabo alimentando una solucion muy
concentrada de acetato de sodio con dos objetivos diferentes: 1. alimentar cada
dos horas la cantidad de sustrato necesaria para alcanzar la concentracion
inicial; 2. alimentar cada dos horas una cantidad de sustrato para alcanzar una
concentracion mayor a la inicial.

Para este analisis definiremos el caso en el que se alcanzé una concentracion
similar a la inicial y se utilizé una tasa de recirculacion de 120 ml/min como el
caso 1. En el caso 3 se logré la misma concentracién que en el caso 1 pero se
utilizé una tasa de recirculacion de 350 ml/min. El Caso 2 es en el que se
alcanz6 una concentracion mayor con cada inyeccion y se llevd a cabo a una
tasa de recirculacion de 120 ml/min. Las figuras 8.1 a 8.3 muestran los
resultados experimentales para estos tres casos.
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Figura 8.1. Caso 1. Experimento dinamico de inyeccion de pulsos, con flujo de
recirculacion de 120 ml/min. 'V - Sustrato, m - Oxigeno
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Figura 8.2. Caso 2. Experimento dinamico con inyeccion de pulsos, con flujo de
recirculacion de 120 ml/min. 'V - Sustrato, m - Oxigeno
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Figura 8.3 Caso 3. Experimento dinamico de inyeccion de pulsos, con flujo de
recirculacion de 350 ml/min. 'V - Sustrato, m - Oxigeno

Para analizar, de forma cualitativa, si la tasa de reaccion en la biopelicula se ve
afectada por la inyeccion de estos pulsos de concentracion de sustrato,
definimos una tasa de transporte-reaccion en la que se engloban los
transportes de masa interfacial y difusivo, y la tasa de reaccion, dado que
experimentalmente no podemos diferenciarlas dentro de una biopelicula.

S |

Red
-4

De esta forma podemos calcular una tasa de transporte-reaccion global y

comparar si ésta cambia al inyectar la soluciébn concentrada de sustrato. La

figura 8.4 muestra la comparacion entre los valores obtenidos para la tasa de

transporte-reaccion para los tres casos de inyeccion de pulsos de sustrato.

En los tres casos se observa un aumento en la tasa de reaccion durante cada
una de las inyecciones consecutivas de sustrato. Esto bien puede deberse a la
respuesta bioquimica de los microorganismos. Los microorganismos deben
gastar cierta cantidad de ATP para el catabolismo del sustrato y esta cantidad
de ATP debe ser regenerada, via la fosforilacién oxidativa, con la reoxidacion
de NADH2 y NADPH: lo que requiere de entre otras cosas de enzimas como la
ATPasa mitocondrial, la ATP-ADP translocasa y del transporte de H* de la
matriz al espacio intermembranoso de las mitocondrias y todo ello se encuentra
acoplado en la cadena respiratoria (Roels, 1983; Stryer, 1995). Es posible que
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al iniciar el consumo de sustrato en la primera inyeccion, los microorganismos
no cuenten con la concentracién adecuada de todos los elementos para llevar a
cabo el consumo de sustrato de la manera mas eficiente posible; pero al hacer
una segunda y tercera inyeccion, la maquinaria para llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa ya se encuentra lista y en funcionamiento y las
cantidades disponibles de ATP para catabolizar el sustrato también sean
mayores, por lo cual la tasa de difusién-reaccién es mayor, con cada inyeccion
posterior. Sin embargo, debe llegarse a un punto en donde se alcance un
equilibrio y no pueda aumentarse mas la tasa de difusién-reaccion global.

0.08+
0.06-
. 0.041
Rx (adim) OTIEMPO 1
0.0217 B TIEMPO 2
OTIEMPO 3
O_
CASO 1|CASO 2|CASO 3
O TIEMPO 10.03595| 0.016 | 0.0692
B TIEMPO 2 0.04423| 0.0175 | 0.0742
OTIEMPO 30.04487| 0.0306 | 0.0769

Figura 8.4 Variacion .de la tasa de transporte-reaccion durante los experimentos
dinamicos con inyeccién de pulsos. Valores adimensionales.

Lo anterior permite suponer que el complejo enzimético para el consumo de
sustrato se ha acoplado a cierta cantidad de sustrato, por ello el aumento en la
tasa de transporte-reaccion en todos los casos es mayor. El caso 2 presenta
una tasa de transporte-reaccion menor al caso 1 aunque la velocidad de
recirculacion fue igual para estos dos casos, lo que hace suponer que la mayor
concentracion usada en el caso 2 inhibe su consumo. El caso 3, que se llevo a
cabo a una tasa de recirculacion de 350 ml/min, pero con cambios muy
parecidos en la concentracién de sustrato presenta tasas de transporte-
reaccion mayores y que aumentan en mayor proporcion con cada inyeccion de
sustrato que los dos casos anteriores (ver capitulo 7). Lo anterior nos permite
concluir que al aumentar la tasa de transporte de sustrato, y especialmente de
oxigeno, este Ultimo favorece la regeneracién de ATP y permite mayores tasas
de reacciéon independientemente de su contribucion al transporte de masa
interfacial.
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8.2 La simulacion de la operacion continua del biorreactor

En esta seccion se presenta un andlisis teodrico sobre la operacién de forma
continua del biorreactor, de acuerdo con el modelo homogéneo, de manera que
la cantidad de sustrato que se consume es igual a la cantidad de sustrato que
se alimenta al tanque agitado anexo al biorreactor. Se alimenta oxigeno por la
membrana y se burbujea aire en el liquido. Para realizar estas simulaciones se
utilizé el coeficiente de transporte de masa interfacial estimado para un flujo de
recirculacion de 120 ml/min.

La figura 8.5 muestra las concentraciones de oxigeno disuelto y sustrato en el
liqguido a lo largo de la operaciébn continua, mostrando que el estado
estacionario se alcanza antes de las 10 horas, por lo que los cambios iniciales
en la concentracion de sustrato no se aprecian en esta figura. En esta figura
también se muestra el aumento en el espesor de la biopelicula el cual se lleva
a cabo muy lentamente.
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Figura 8.5 Prediccion de las concentraciones de sustrato y OD en €l liquido y de la
evolucion del espesor de la biopelicula con respecto al tiempo cuando el sistema opera

continuamente, (caso O,- aire: V¥ - Sustrato, B — Oxigeno, ¢ - Espesor biopelicula.
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Las Figuras 8.6, 8.7 y 8.8 muestran los perfiles de concentracion de sustrato,
oxigeno disuelto y tasa de reaccion en el interior de la biopelicula, después de
10, 50 y 100 horas de iniciada la operacién, respectivamente, para el caso
mostrado en la Figura 8.5. En estas tres figuras se observa que aunque en la
fase liquida se mantiene un estado estacionario por medio de la alimentacion
de sustrato y oxigeno, las condiciones al interior de la biopelicula no son
constantes a lo largo del tiempo, por o que no se puede hablar de un “estado
estacionario” en un sistema operando en forma continua en un reactor de
membrana con biopelicula. Comparando estas tres figuras se observa que al
interior de la biopelicula, la tasa de reaccion disminuye con el tiempo y el area
dentro de la biopelicula donde ocurre la reaccion disminuye también. Esto se
aprecia mejor en la figura 8.9 en donde se comparan las tres tasas de reaccién
correspondientes a 10, 50 y 100 horas. Esta disminucion en la tasa de
reaccion se debe a que, al comenzar la operacion, el oxigeno penetra la
biopelicula hasta llegar casi a la mitad del espesor de la misma. De hecho se
sabe que estos sistemas son continuos para el liquido y dinamicos para
biomasa. Al mismo tiempo, el sustrato comienza a difundir en sentido contrario,
hasta alcanzar al perfil de oxigeno y ser consumido por las células. Sin
embargo, el perfil de concentracién de oxigeno al aumentar el tiempo de
reaccion va retrocediendo hacia la membrana, debido a que la biopelicula ha
crecido y el oxigeno se va consumiendo en una region de igual longitud que al
inicio. Esto se aprecia en la figura 8.10 en donde se presenta la variacién en el
perfil de oxigeno dentro de la biopelicula con el tiempo. Esto hace pensar que
el oxigeno es el sustrato limitante en este sistema durante todo el tiempo, lo
cual se acentla al crecer la biopelicula a lo largo de la operacion continua.
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Espesor BP| 0.1cm
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Figura 8.6. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato, OD y Rx al interior
de la biopelicula, después de 10 horas de iniciada la operacion continua: (caso O.-aire), V -

Sustrato, B — Oxigeno, ¢ - Tasa de reaccion.
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Figura 8.7. Prediccién de los perfiles de concentracion de sustrato, OD y Rx al interior
de la biopelicula, después de 50 horas de iniciada la operacién continua, (O.-aire). V -

Sustrato, B — Oxigeno, ¢ - Tasa de reaccion.
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Figura 8.8. Prediccion de los perfiles de concentracion de sustrato, OD y Rx al interior
de la biopelicula, después de 100 horas de iniciada la operacién continua: (O,-aire), V -

Sustrato, B — Oxigeno, ¢ - Tasa de reaccion.
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Figura 8.9 Comparacion de los perfiles de Rx calculados al interior de la biopelicula a
diferentes tiempos de operacién continua: (O,-aire). ¥- 10 hrs., B — 50 hrs., ¢ - 100 hrs.
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Figura 8.10 Comparacion de los perfiles de OD al interior de la biopelicula a diferentes
tiempos de reaccion. Sistema continuo (Oz-aire). ¥ -10 hrs, m — 50 hrs, ¢ - 100 hrs.

- 158 -



En la Figura 8.10 se observa que la concentracion de oxigeno al interior de la
biopelicula aparentemente disminuye con el tiempo, aunque la alimentacién de
oxigeno y de sustrato sea continua ya que si bien se ha mantenido la longitud
(adimensional) de la biopelicula, ésta ha crecido, ocasionando el
desplazamiento del perfil de oxigeno hacia la membrana. Esto produce que las
zonas de reaccion se recorran hacia la membrana y disminuyan con el tiempo.
En resumen, es necesario considerar que el espesor de la biopelicula aumenta
de forma continua, lo que contribuye a que el perfil de oxigeno proveniente de
la membrana “retroceda”, con el tiempo.

Concentracion de biomasa y PEC (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor (adim)

Espesor BP 0.3cm
Tiempo de reaccion| 100 horas

Figura 8.11 Perfiles de concentracion de biomasa y PEC al interior de la biopelicula,

después de 100 hrs. de reaccién. Sistema continuo (O-aire). ®- Biomasa, ¢- PEC.

La figura 8.11, muestra los perfiles de concentracion de biomasa y PEC
después de 100 horas de iniciada la reaccion. Como se esperaba, la
concentracion de PEC dentro de la biopelicula es mucho mayor que la de
biomasa.

Uno de los retos méas importantes para la utilizacion de reactores de membrana
con biopelicula adherida es obtener un espesor de biopelicula 6ptimo en el cual
la biopelicula contenga la mayor cantidad de biomasa activa posible dentro de
un espesor que permita la mayor difusién posible de sustratos. Por ello, se
presenta una comparacion tedrica entre la tasa de reaccion de tres biopeliculas
con diferente espesor, y se realizaron simulaciones utilizando el modelo
homogéneo con tres diferentes espesores de biopelicula: 0.1, 0.3y 0.5 cm.

- 159 -



Si consideramos a la concentracion de biomasa como una medida de la
magnitud de la tasa de reaccioén dentro de una biopelicula, podemos comparar
la concentracién de ésta, contenida en diferentes espesores de biopelicula. La
figura 8.12 muestra los perfiles de concentracion de biomasa para tres
diferentes espesores de biopelicula: 0.1, 0.3 y 0.5 cm. De acuerdo con esta
simulacion una biopelicula de 0.3 cm es capaz de consumir mas sustrato que
las otras dos, ya que es la biopelicula que presenta una mayor concentracion
de biomasa y una mayor &rea activa por longitud de biopelicula. Esto se debe
a que en la biopelicula con este espesor se presenta un mejor equilibrio entre
el sustrato que puede consumirse y el que puede transportarse por difusién a
través de ésta. La biopelicula con espesor de 0.1 cm tedricamente consume
menos sustrato debido a que tiene una menor cantidad de células que puedan
utilizarlo, en cambio la biopelicula con un espesor de 0.5 cm presenta
dificultades en cuanto al transporte de masa hacia su interior y aunque tiene
mayor numero de células, ésta no es mas eficiente que la biopelicula con un
espesor de 0.3 cm.

En el capitulo 3.6 se analizé el al consumo experimental de sustrato a
diferentes espesores de biopelicula, comparando biopeliculas de 0.05y 0.2 cm
de espesor, en los cuales se observd un mayor consumo de sustrato en la
biopelicula mas gruesa. De acuerdo con las simulaciones realizadas una
biopelicula de 0.2 cm es mas eficiente que una mas delgada, por lo que la
simulacion corrobora los resultados experimentales presentados en la seccién
4.6.

0.25

0.2

0.1

0.05

Concentracion de biomasa (adim)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Espesor BP (adim)

Figura 8.12 Comparacion de los perfiles de concentracion de biomasa al interior de la
biopelicula para tres diferentes espesor de biopelicula. Sistema continuo (O-aire). ¥ - 0.1 cm,

m-0.3cm, ¢-0.5cm.
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8.3 Discusién de resultados y conclusiones.

En este capitulo se analizaron los experimentos dinamicos realizados
experimentalmente y se simul6 la operacion continua del biorreactor.

De acuerdo con los experimentos dindmicos se puede concluir que al
realizar la inyeccion de una secuencia de pulsos de una solucién
concentrada de sustrato, aumenta la tasa de reaccion dentro de la
biopelicula, ya que esto se observd en los tres casos analizados.
Desde el punto de vista del metabolismo de estos microorganismos,
esto se debe a que a cada inyeccion consecutiva la maquinaria
enzimética de las células se encuentra mejor adaptada para consumir
determinada concentracién de sustrato, lo cual se confirma al observar
en los resultados experimentales, cémo la tasa de transporte-reaccion
aumenta en mayor escala cuando los pulsos llegan a la misma
concentracion inicial y no a una mayor. También se confirma que la tasa
de reaccion aumenta al aumentar el flujo de recirculacion, y una posible
explicacion esta asociada con un mayor transporte de oxigeno y una
mayor regeneracion de ATP.

De la simulaciéon de un sistema operando continuamente se puede
deducir que aunque en el liquido se observe un estado estacionario,
dentro de la biopelicula no es facil alcanzarlo por diversos factores,
como el crecimiento de biomasa y el aumento en el espesor de la
biopelicula. Estos factores a su vez afectan la magnitud de los perfiles
de concentracion y de reaccién dentro de la biopelicula.

También se puede esperar que en un sistema como el utilizado en este
estudio, un espesor de biopelicula eficiente sea cercano a 0.3 cm, ya
que como se observa en la Figura 8.12 una biopelicula con este
espesor, presenta el mejor balance entre las tasas de consumo de
sustratos y sus transportes difusivos, que conjuntamente producen una
tasa de produccion de biomasa mayor a los encontrados para espesores
mayores y menores.
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Capitulo 9

Conclusiones generales

Las biopeliculas son la mejor manera de utilizar a los microorganismos para
optimizar su desempefio bajo ciertas condiciones, en operaciones como el
tratamiento aerobio de aguas residuales. El entendimiento de la estructura y
del comportamiento de las biopeliculas mediante el uso de modelos, convierte
a éstos en una herramienta para desarrollar alternativas tanto para optimizar
procesos existentes como para desarrollar nuevos procesos.

La hidrodinamica, el transporte de masa y la cinética del sistema llamado
biopelicula, se encuentran intimamente relacionadas por el hecho de que la
mayoria de estas reacciones se encuentran limitadas por difusion
(Lewandowski et al., 1994). Consecuentemente, los perfiles de concentracion
al interior de aquella, estdn determinados por la difusibn molecular y la
conveccién. Por tanto, la aplicacion de estudios fundamentales sobre la
estructura de las biopelicula en el desarrollo de modelos matematicos ayuda a
obtener resultados, cualitativamente mejores, sobre la magnitud de los diversos
procesos que ocurren al interior de una biopelicula. Un modelo que considera
a la biopelicula como un sistema homogéneo requiere de un menor nimero de
parametros a estimar, y aunque predice adecuadamente las concentraciones
en el liquido, no proporciona una explicacién del motivo por el cual la mayoria
de los microorganismos en una biopelicula subsisten, ya que sus predicciones
muestran que existen zonas que no reciben nutrientes. Sin embargo, aunque
un modelo heterogéneo requiere de un mayor numero de parametros de
transporte, cuyo valor es normalmente desconocido, éste describe mejor lo que
los estudios sobre estructura de biopelicula han demostrado
experimentalmente; este modelo predice que el total de la biopelicula recibe
nutrientes a través de los poros y canales dentro de ésta y que éstos estan
llenos de liquido.
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Los resultados experimentales muestran que una biopelicula es mas eficiente
si los nutrientes se proporcionan a contracorriente por ambos lados de la
biopelicula, que si éstos difunden en la misma direccion. Esto se aplica
principalmente al caso del oxigeno ya que en todos los casos es éste el
sustrato limitante.

Un problema dificil de resolver, encontrado en la construccion del biorreactor
de membrana fue que la membrana utilizada no es muy resistente por lo cual
no resulta facil utilizarla en reactores de mayor tamafio. Esta es la razon por la
cual se estudiaron primeramente membranas ceramicas, ya que éstas son mas
resistentes y pudieran utilizarse con mas facilidad en reactores de mayor
escala.

Otro de los resultados experimentales importantes obtenidos durante este
estudio es el hecho de que el consumo de sustrato aumenta al incrementar la
tasa de recirculacion entre el biorreactor y el tanque agitado. Esto se debe al
aumento en el coeficiente de transferencia de masa interfacial liquido-
biopelicula.

De acuerdo con los experimentos dinamicos llevados a cabo en este trabajo, se
observé un ligero aumento en la tasa de reaccion al realizar inyecciones de
sustrato concentradas a ciertos intervalos en el reactor. Se ha sugerido en este
trabajo que dicho cambio en la tasa de reaccion se debe que el complejo
enzimatico en las células dentro de la biopelicula se va adaptando a las
condiciones de operacion, lo cual favorece el consumo de sustrato a
determinada concentracion en el liquido. Sin embargo también pueden
presentarse mecanismos de induccion enzimatica, lo cual puede ser motivo de
un estudio mas detallado. Lo anterior también sugiere que una estrategia para
la eliminacién de contaminantes en aguas residuales consiste en la operacion
por pulsos con soluciones concentradas de aquellos.

Operar un biorreactor como el utilizado en este trabajo en forma continua
resulta muy complejo debido a que el espesor de la biopelicula cambia
constantemente, al igual que la zona de reaccién, por lo que lograr un
verdadero estado estacionario en cuanto a biomasa en el reactor no es
sencillo. Ademas, otro problema que se presenté con frecuencia es el
taponamiento de las tuberias con biomasa, después de algunas semanas de
operacion, por lo que es necesario tomar en consideracion la limpieza de
tuberias periédicamente. También debe desarrollarse un método eficiente para
controlar el espesor de la biopelicula, de tal manera que se conserve en un
espesor 6ptimo que permita un buen equilibrio entre el transporte de masa y la
reaccion; para lograr este proposito se ha propuesto adicionar cloruro de sodio
en el liquido que aumenta la cantidad de energia utilizada por las células para
mantenimiento y por lo tanto disminuye la cantidad de energia disponible para
producir biomasa.

Para futuras investigaciones resultaria de interés realizar experimentos en un
reactor mas grande con el objeto de tratar de controlar el espesor de la
biopelicula y el taponamiento de las tuberias, el cual fue controlado en los
experimentos manualmente. También resultaria interesante desarrollar un
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modelo que, ademés de tomar en cuenta el movimiento de liquido al interior de
la biopelicula, calculara la tasa de reaccidén conforme a las rutas metabdlicas
mAas comunes en la mayoria de las bacterias que se encuentran en los lodos
activados, en lugar de usar la ecuacion de Monod con doble sustrato limitante.
Otra mejora que se considera realizar al modelo heterogéneo consiste en
determinar los perfiles de velocidad en el liquido externo y en el interior de la
biopelicula, y estudiar como afectan los perfiles de concentracion.
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Nomenclatura

Significado

Ay

Avbub

Avext

Avint

Bimo

Bimg,

Bims

Bims|

Area especifica por unidad de volumen de biopelicula
homogénea.

Area especifica por unidad de volumen de burbujas.

Area especifica por unidad de volumen de biopelicula parte
sélida de biopelicula.

Area especifica por unidad de volumen de la fase liquida de la

biopelicula.
lhnok
Bimo - bpO™Mext
effo
K)oyt ]
Bimo| - {ext'bp0
Derol
[ K
BimS: bp |
effS
Kiext!bpo
Bimg = P
ST D




Biote

BiOts

C oeq
Co
Cogas
CoL
Co
CoLt
Com
Cs
CsL
Csl
CosLt
Deffmo

Defro

Defrol

Defts

Deftsi

Biote =0Kjext aviext

15K int Bvi
BiOtS — bp lint Svint

Dests
Concentracion de oxigeno en equilibrio.
Concentracion de oxigeno en la fase sélida de la biopelicula.
Concentracion de oxigeno en el gas dentro de la membrana.
Concentracion de oxigeno en el liquido en el biorreactor.
Concentracion de oxigeno en la fase liquida de la biopelicula.
Concentracion de oxigeno en el tanque agitado.
Concentracion de oxigeno en la membrana.
Concentracion de sustrato en la fase sélida de la biopelicula.
Concentracion de sustrato en el liquido en el biorreactor.
Concentracion de sustrato en la fase liquida de la biopelicula.
Concentracion e sustrato en el tanque agitado.
Coeficiente de difusion efectivo de O, en la membrana.
Coeficiente de difusion efectivo de O, en la fase sdlida de la
biopelicula.
Coeficiente de difusion efectivo de O, en la fase liquida de la
biopelicula.
Coeficiente de difusion efectivo de sustrato en la fase sélida de la
biopelicula.
Coeficiente de difusion efectivo de sustrato en la fase liquida de
la biopelicula.

Flujo de recirculacion entre el biorreactor y el tanque agitado.
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Kibub

kIext

Kiint

Ko

Ko

Ks

Ks

Mg
Ruf
Rpec

Rx

Vr

V1

Coeficiente de transferencia de masa en la interfase gas-
membrana.

Coeficiente de transferencia de masa en la interfase liquido-
burbuja.

Coeficiente externo de transferencia de masa en la interfase
liquido-biopelicula.

Coeficiente interno de transferencia de masa interfacial en la
interfase liquido soélido dentro de la biopelicula.

Constante cinética de saturacion de Monod para Oxigeno.

K

*

Ko =

Constante cinética de saturacion de Monod para sustrato.

Espesor de biopelicula, >0 a cualquier tiempo.
Espesor de biopelicula @ t=0.

Espesor de la pared de membrana.

Constante de mantenimiento de oxigeno.
Constante de mantenimiento de sustrato.

Tasa de reaccion total en la biopelicula.

Tasa de reaccion de polimeros extracelulares.
Tasa de reaccion de biomasa.

Tiempo.

Volumen de biorreactor.

Volumen de tanque agitado.
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X Concentracion de biomasa en biopelicula.

y Coordenada axial en la biopelicula.

Y pecio Coeficiente de rendimiento de oxigeno a PEC.

Y pecis Coeficiente de rendimiento de sustrato a PEC.

Y pecix Coeficiente de rendimiento de biomasa a PEC.
Y02 Coeficiente de rendimiento de oxigeno a biomasa.
Yxis Coeficiente de rendimiento de sustrato a biomasa.
z Coordenada axial en membrana.

Abreviaturas:

BP:  biopelicula

DO: oxigeno disuelto

PEC: polimeros extracelulares.

O: oxigeno

S: sustrato

Letras griegas:

as X
O~ «
CoeqYx/0
as = X0
CsoYx/s
b =akghays
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Br
B

HMmax

Pof

by =akiay

bt =dKibub@vbub

|
q="rr
lm
I
2 p
d2="P
I

Fraccion sdlida de la biopelicula

. Deffo
Aqn=
I:)efme
. Derol
o=
Deffom
" _ Destor
Olm=
M Degts
. D
AS _ effOm
Deffs

Tasa maxima de crecimiento.

Densidad de biopelicula (g/ml)

_VrR
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Tabla 1.

Apéndice 1.

Resultados experimentales

13. Apéndice 2

1. Resultados experimentales de difusiéon a través de
diferentes membranas.

Resultados experimentales de difusion de aire a través de la
membrana de silicon en ausencia de reaccion.

Oxigeno Disuelto en mg/l

TIEM PO
(min)
0.0
2.0
3.0
4.0
6.0
8.0
9.0
10.0
12.0
14.0
15.0
16.0
18.0
20.0
210
24.0
26.0
27.0
28.0
30.0
32.0
33.0
34.0
36.0
39.0
40.0
420
45.0
46.0
48.0
50.0
51.0
52.0
54.0

FLUJO 0.35
(ml/min)
0.0
0.0
0.77
0.78
0.84
0.91
0.97

1.04
1.091

1.13
1.26
131

1.37
1.39

1.45
1.48

1.56
1.59

1.57

FLUJO 0.6

(ml/min)
1.10
141

1.54

1.86
1.93
2.05

2.16
2.24

2.22
2.38
245

2.54
2.58

2.70

2.89

2.84

FLUJO 1.0
(ml/min)
0.81
0.93
1.43
1.79
1.79
1.89
2.13

217
2.24

2.32

2.78

2.78
3.12

3.12
3.16

31
3.06

3.07

FLUJO 2.0
(ml/min)
0.00
0.9467

1.08
121
1.46

1.61
1.74
197

2.08
2.20
2.25

2.55
2.65

2.83
2.94
3.16

3.19
3.30

3.60
3.72

3.87
3.92
3.98

4.07
4.12




56.0
58.0
60.0
62.0
63.0
66.0
68.0
69.0
72.0
75.0

1.58

161
1.70

1.68
1.67

4.15
4.22
4.26
4.33

4.40
4.53

4.56
4.63

Tabla 2. Resultados experimentales de difusion de aire a través de membrana
de fibra hueca (hollow fiber).

TIEMPO

(min)
0.0
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0
60.0
70.0
80.0
90.0
100.0
120.0

Oxigeno Disuelto en mg/I

FLUJO DE AGUA
1 (ml/min)
0.92
0.94
1.56
1.91
2.12
2.28
2.36
2.39
2.42
2.45
2.50
2.52

FLUJO DE AGUA
2 (ml/min)
0.2
1.75
2.02
2.32
2.41
2.45
2.54
2.55
2.50
2.45

2.58
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2. Resultados experimentales a diferentes flujos de
recirculacion

Tabla 3. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto con
flujo de recirculacion de 20 ml/min y alimentacion de aire a través de la
membrana

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO
(h) (a/) (mg/l)
0.0 0.7422 5.2
18.5 0.6880 0.7
21.0 0.6800 0.5
45.0 0.6700 0.1
71.0 0.4241 0.1

Tabla 4. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O disuelto con
flujo de recirculacion de 60 ml/min y alimentacibn de aire a través de la
membrana

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO

(h) (a/) (mg/l)

0.0 0.7878 2.78
18.5 0.5907 0.16
24.0 0.5548 0.15
46.5 0.364 0.15
70.0 0.2505 0.15
95.5 0.0873 3.8

Tabla 5. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O disuelto con
flujo de recirculacion de 120 ml/min y alimentacion de aire a traves de la
membrana

Tiempo Conc. Sustrato 02 disuelto
(h) (g (mgll)
0.0 1.3479 4.84

24.25 0.7557 0.00
47.25 0.3268 0.00
70.00 0.0000 0.00
70.00 0.0210 0.15
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Tabla 6. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O disuelto con
flujo de recirculacion de 350 ml/min y alimentacion de aire a través de la
membrana

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO

(h) (a/) (mg/l)

0.0 0.7878 2.91
21.0 0.5923 1.00
45.0 0.4200 5.10
46.5 0.3150 5.10
71.0 0.2196 5.10
92.0 0.1877 5.10

Tabla 7. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O disuelto con
flujo de recirculacion de 30 ml/min y alimentacion de O, a través de la
membrana y burbujeo de aire por el liquido

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO
(h) (a/) (mg/l)
0.0 0.7535 2.25
1.0 0.7000 1.50
2.0 0.6800 1.76
3.0 0.6500 2.21
4.0 0.6500 0.85
5.0 0.6380 0.83
6.0 0.6300 0.77
7.0 0.6111 0.63
8.0 0.5910 0.10
10.0 0.5702 0.03
24.7 0.3198 0.23

Tabla 8. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto con
flujo de recirculacion de 120 ml/min y alimentacion de O, a través de la
membrana y burbujeo de aire por el liquido

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO
(h) (a/) (mg/l)
0.0 0.7233 2.50
0.25 0.6127 8.04
0.5 0.5841 8.62
1.0 0.5443 9.20
2.0 0.5332 8.25
3.0 0.5145 5.69
4.0 0.5096 4.66
5.0 0.5017 3.93
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6.0 0.4429 1.34

7.0 0.3957 0.44
8.0 0.3395 0.43
8.67 0.2811 0.39
22.6 0.0000 6.12

Tabla 9. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O disuelto con
flujo de recirculacion de 350 ml/min y alimentacion de O, a través de la
membrana y burbujeo de aire por el liquido

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO
(h) (a/) (mg/l)
0.0 0.6983 2.50
0.5 0.5549 8.62
1.0 0.4484 9.20
2.0 0.4424 8.25
3.0 0.4316 5.69
4.0 0.3872 4.66
5.0 0.3298 3.93
6.0 0.3092 1.34
7.0 0.2902 0.44
8.0 0.2147 0.43

8.67 0.1639 0.39

3. Resultados experimentales a diferentes concentraciones
iniciales.

Tabla 10. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 0.8 g/l, alimentacion de aire a través de
la membrana.

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO

(h) (a/) (mg/l)

0.0 0.7878 2.91
18.5 0.7261 1.00
24.0 0.5263 5.10
46.5 0.4977 5.10
70.5 0.0500 5.10
95.5 0.0000 5.10
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Tabla 11. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 1.4 g/l, alimentacion de aire a través de
la membrana.

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO

(h) (a/) (mg/l)

0.0 1.3794 4.34
21.5 1.2580 1.75
45.5 0.7625 1.45
71.5 0.5542 0.95
92.5 0.1877 1.3

Tabla 12. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 2.0 g/l, alimentacion de aire a través de
la membrana.

TIEMPO CONC. SUSTRATO O, DISUELTO

(h) (a/) (mg/l)
0.00 2.0120 4.60
24.25 1.4279 1.14
47.25 0.8535 0.00
74.25 0.6780 0.00
93.75 0.3266 1.75
128.75 0.0348 3.90

Tabla 13. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 0.27 g/l, alimentacion de O; a través de
la membrana y burbujeo de aire por el liquido.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 0.2756 2.5 0.0000
0.60 0.2557 9.3 7.22
1.00 0.2549 8.9 7.51
2.00 0.2504 6.8 9.14
3.00 0.2310 1.2 16.18
4.00 0.2300 1.0 16.55
5.00 0.2300 1.0 16.55
6.00 0.2234 1.0 18.94
8.00 0.2215 1.0 19.63
10.50 0.2200 1.0 20.17
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Tabla 14. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 0.7 g/l, alimentacion de O, a través de la
membrana y burbujeo de aire por el liquido.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 0.6983 3.5 0.0000
0.50 0.5549 3.88 20.53
1.00 0.4484 3.05 35.79
2.00 0.4424 2.67 36.65
3.00 0.4316 1.41 38.19
4.00 0.3872 0.82 44.55
5.00 0.3298 0.05 52.77
6.00 0.3092 0.05 55.72
7.00 0.2902 0.05 58.44
8.00 0.2147 0.05 69.25
8.67 0.1639 0.05 76.53

Tabla 15. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto
con concentracion inicial de sustrato = 2.6 g/l, alimentacion de O, a través de la
membrana y burbujeo de aire por el liquido.

TIEMPO SUSTRATO O.D. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 2.6396 2.68 0.0000
0.50 2.1703 7.99 17.78
1.66 2.0991 8.05 20.47
2.00 2.0689 7.25 21.62
3.00 2.0679 7.03 21.66
4.00 2.0622 6.06 21.87
5.00 2.0553 4.55 22.14
6.00 1.9448 3.64 26.32
7.00 1.9389 3.14 36.54
11.00 1.8963 1.18 38.16

-185-



4. Resultados experimentales a diferentes formas de
suministro de O,

Tabla 16. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto,
alimentando aire a través de la membrana.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %

0.00 1.3479 4.84 0.00
24.00 0.7575 0.00 0.44
47.25 0.3268 0.00 0.75
70.00 0.0000 0.30 1.00

Tabla 17. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto,
alimentando aire a través de la membrana y aire en el liquido.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %

0.00 0.4850 1.85 0.00

1.00 0.4427 0.18 0.0872
2.00 0.4406 0.88 0.0915
3.00 0.4359 0.55 0.1012
8.50 0.4349 0.74 0.1033
9.00 0.3503 1.11 0.2778
11.80 0.2728 3.70 0.4375

Tabla 18. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto,
alimentando O, a través de la membrana.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 0.5767 2.00 0.00
1.00 0.4953 18.00 14.11
2.00 0.4173 20.00 27.64
3.00 0.3665 36.45
4.00 0.3564 38.20
6.00 0.3288 42.98
11.80 0.3063 46.89
13.00 0.2728 52.70
23.50 0.1325 77.02
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Tabla 19. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto,
alimentando O, a través de la membrana y aire en el liquido.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 0.6549 2.47 0.00
1.00 0.5600 3.52 14.49
3.5 0.3300 4.25 49.61
4.75 0.1936 4.08 70.43
23.5 0.0100 4.2 98.47

Tabla 20. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto,
alimentando aire en el liquido.

TIEMPO SUSTRATO OD. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.00 0.5395 1.24 0.00
0.50 0.2839 9.03 51.85
1.00 0.2672 9.85 54.68
2.00 0.2291 8.00 61.14
3.00 0.2235 7.00 62.93
7.00 0.2098 6.30 64.42
9.00 0.2053 5.00 65.18
11.80 0.1418 4.55 75.95

5. Resultados experimentales de experimentos dindmicos

Tabla 21. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto, en
experimento dinamico alcanzando la concentracion inicial, flujo 120 ml/min.

TIEMPO SUSTRATO O.D. CONVERSION
(h) (a/) (mg/l) %
0.0000 0.15380 3.8800 0.0000
0.25000 0.11970 11.000 22.170
0.50000 0.10670 12.000 30.620
1.0000 0.10000 12.410 30.620
1.5000 0.098300 11.050 36.080
2.0000 0.081900 9.1500 46.740
2.2500 0.17100 7.4700 0.0000
2.5000 0.15220 6.6400 10.990
3.0000 0.12600 6.0500 26.320
3.5000 0.099800 5.2000 41.640
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4.0000
4.0100
4.0800
4.2500
4.5000
5.0000
5.5000
6.0000
7.0000
8.0000

0.093600
0.15456
0.13880
0.13310
0.12880

0.096900

0.087700

0.065900

0.033700

0.010500

5.0000

4.9500

5.1500
5.8000
6.8000
8.2000
11.270

45.260
0.00000
10.197
13.880
16.670
37.300
43.260
57.360
78.200
93.210

Tabla 22. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto, en
experimento dinamico alcanzando una concentracion mayor a la inicial, flujo

120 ml/min.

TIEMPO
(h)
0.0000
0.2500
0.5000
1.0000
1.5000
2.0000
2.0800
2.2500
2.5000
3.0000
3.5000
4.0000
4.0800
4.2500
4.5000
5.0000
5.6700
6.0000
7.0000
8.1670
10.870
23.000
24.000

SUSTRATO
(g/l)
0.089000
0.075900
0.073700
0.071300
0.070600
0.073000
0.15760
0.15080
0.14110
0.13690
0.12800
0.12400
0.26730
0.23340
0.21800
0.21510
0.21090
0.20850
0.20680

0.19550
0.16570
0.15190

OD.
(magll)
4.5000
6.3000
6.2900
6.3100
6.3100
6.3700
6.4900
6.3900
6.3900
6.3300
6.3600
6.3300
6.2900
6.2400
6.3000
6.3100
6.2800
6.2600
6.1900
6.0000
5.2200
3.3000
3.8400

CONVERSION
%
0.0000
14.720
17.190
19.890
20.670

0.0000
4.3150
10.460
13.130
18.780
21.320
0.0000
12.680
18.440
19.530
21.100
22.630
22.640
20.095
26.860
38.000
43.170
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Tabla 23. Resultados experimentales de consumo de sustrato y O, disuelto, en
experimento dinamico, flujo 350 ml/min.

TIEMPO (H) SUSTRATO (G/L) OD. (MG/L) CONVERSION

(h) (g/l) (mg/l) %
0.0000 0.48840 3.5000 0.0000
0.25000 0.42790 5.5200 12.390
0.50000 0.40270 5.7400 17.540
1.0000 0.37080 4.5600 24.070
1.5000 0.36350 3.8500 25.570
2.0000 0.35000 3.3200 28.330
2.0830 0.46500 3.4800 0.0000
2.5000 0.42900 3.0500 7.7400
3.0500 0.32810 2.7600 29.440
3.5000 0.32050 2.6500 31.070
4.0000 0.31490 2.3700 32.280
4.2500 0.45710 2.1200 0.0000
4.5000 0.43490 1.9900 4.8570
5.1700 0.39350 1.8800 13.910
5.5000 0.35370 1.6800 22.620
6.0000 0.32250 1.6600 29.440
7.0000 0.29480 1.0000 35.510
21.000 0.099800 0.050000 78.167

6. Resultados experimentales de determinacién de peso
seco.
Tabla 24. Resultados experimentales de medicion de biomasa después de
desprendida la biopelicula, después de 4 meses aproximadamente.

CAJA PESO SIN PESO CON  PESO BIOMASA
BIOMASA BIOMASA

9 9 (¢)]

1 32.70 g 33.03 g 5.44
2 40.29 g 40.53 g 3.21
3 40.78 g 41.01 g 3.32
4 41.58 g 41.729 2.43
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Apéndice 2

Estudio estructural de membrana polimérica utilizada en los experimentos
con biopelicula



C:\x1\USR\cac\D-1234\eds\MEMBRANA. spc
Label : AMGPC3-3

kv:25.0 Tilt:0.0 Take-off:36.2 Det Type:UTW+ Res:128 Tc:50

FS : 3616 Lsec : 115 2-Apr-2003 12:45:21

| CR H AccV  Spot Magn  Det wp b——m—— 6 pm

\ 260kVv 35 6000x GSE 103 Torr MEMBRANA

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

| Element Wt $ At $ K-Ratio 2 A  F

| C K 31.36 47 .88 0.0528 1.0221 0.1645 1.0004
0 K 38.36 39,38 0.0806 1.0066 0.2088 1.0004

| AlK 1.07 0.65 0.0069 0.9407 0.6728 1.0163
SiK 29,22 17.09 0.2236 0.9688 0.7900 1.0000

| Total 100.00 100.00

| Element Net Inte.  Bkgd Inte. Inte. Error  P/B
C K 8.37 0.70 3.48 11.91
| 0K 38.37 0.52 1.52 73.73
AlK 5.65 0.83 4.46 6.79
| siK 175.76 0.94 971 187.65



Apéndice 3

Técnicas para la preparacion de muestras analizadas en el microscopio
electronico de barrido

Para obtener las muestras a analizar por microscopia electrénica de barrido se
procedio a desprender tres pequefias porciones de biopelicula del reactor, las
cuales fueron tratadas con el siguiente método con el propésito de fijarlas,
eliminar de ellas toda el agua y montarlas para poder ser observadas en un
microscopio electrénico de barrido marca JEOL, modelo JSM-5900 LV a cargo
del Dr. José Sepulveda Sanchez de la Universidad Autonoma Metropolitana-
Iztapalapa.

Metodologia:
Primeramente se llevd a cabo una fijacion de las muestras con

glutaraldehido durante 72 horas.

Posteriormente se cortaron las muestras para obtener tres pedazos muy
delgados que pudieran se observados posteriormente.

Los pedazos cortados se lavaron 8 veces con un liquido amortiguador
de fosfato de amonio.

Se llevé a cabo una post-fijacion con tetradxido de osmio al 1% durante
2 horas.

Las muestras se deshidrataron, lavandolas sucesivamente, dos veces
con soluciones de acetona al 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %.

Posteriormente se llevd a cabo una desecaciéon a punto critico de las
muestras para eliminar la acetona y cualquier otro liquido que pudieran
contener las muestras.

Las muestras se colocaron en un soporte de aluminio con carbon
adhesivo.

Por ultimo se cubrieron con carbdén y oro al vacio para poder ser
conservadas y observas en el microscopio electrénico.
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