EVOLUCION DE UN SISTEMA DE LODOS ACTIVOS
SIN APORTE DE ALIMENTACION
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Resumen:

En el presente trabajo se ha estudiado el comportamiento de una unidad de lodos activos durante

uri periodo de tiempo de 21 dias durante los cuales no se realizé aporte alguno de materia organi-

ca al sistema. Se ha observado un descensa en la biomasa presente en el reactor, el cual puede es-
tar relacionado con la degradacion de los componentes intracelulares como consecuencia del me-

tabolismo enddgeno, asi como con la disminucion producida en el valor de fos solidos durante los

cuatro primeros dias. La degradacién de tos lodos durante el tiempo en que se l{eva a cabo el en-

saya, produce un descenso de ia actividad respiratoria y enzimatica de los microorganismos pre-

sentes en el sistema.
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INTRODUCCION

Labiomasa que constituye la unidad de los lo-
dos activos estd constituida por una mezcla com-
pleja de microorganismos, parte de los cuales son
separados en ¢! clarificador secundario v posterior-
mente eliminados mediante diferentes tecnologfas.
Dado el elevado volumen de fangos que se produ-
cen en este tipo de sistemas, existe una necesidad,
tanto econdémica como ecoldgica, de conseguir una
reduccidn de la produccion de lodos debido al cos-
toso y complejo tratamiento que estos implican.

Diferentes autores (Kjelleberg et al., 1987;
Roszak et al., 1987) han demostrado que las bacte-
rias acudticas pueden sobrevivir en condiciones de
escasez de alimento, lo que parece estar controlado
por distintos pardmetros tales como : presencia de
polimeros, estructura de la envuelta celular, perio-
do de preadaptacién o condiciones ambientales ta-
les como 1a temperatura. Esto es debido a que las
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bacterias en condiciones de limitacion de sustrato
bien mueren, bien provocan la lisis de sus células o
bien las poblaciones se adaptan a las condiciones
establecidas persistiendo s6lo las mds resistentes.

Teniendo esto en cuenta, algunos autores
(Jenkins et al., 1989 ; Matin, 1979) han estudiado la
posibilidad de someter a los lodos a una etapa pre-
via de ausencia de alimento antes de enviarlos al di-
gestor de lodos. En esta etapa previa, se produciria
una reduccion de los lodos producidos como con-
secuencia de los fendmenos descritos en el parrafo
anterior. En este sentido, los trabajos realizados por
diferentes autores (Gaudy et al., 1970 ; Reddy et
al.,1983) mostraron que mantener los lodos en con-
diciones aerobias en la cuba de fangos activos sin
adicién de alimentos, y antes de enviarlos al diges-
tor de lodos, no sélo ne modifica la eficacia del
proceso en dicha cuba sino que no se generan nue-
vos lodos. Esto provoca un descenso en la masa se-
ca y un importante descenso de la actividad enzi-
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mdtica, asi como una liberacién al medio de molé-
culas orgénicas (biodegradables o no degradables).

Son escasas las investigaciones en donde se
estudian la secuencia que siguen las distintas po-
blaciones presentes en el tanque de aireacién o la
disminucion de la actividad microbiana que tiene
lugar ante la falta de alimentacion. El objetivo de
este trabajo ha sido estudiar el comportamiento de
una unidad de lodos activos a escala de laboratorio
ante la ausencia de alimentacion, mediante el se-
guimiento de diferentes varables tanto fisico-qui-
micas como microbiolégicas o enzimdticas y que
permitan conocer la secuencia que siguen las po-
blaciones en el sistema, asi como las variaciones de
la actividad microbiana que en €1 tienen lugar.

MATERIAL Y METODOS
Condiciones experimentales

Para realizar los ensayos se ha utilizado un re-
actor de 6 litros de capacidad al que se afiadieron 5
L de lodos activos procedentes de la unidad de lo-
dos activos de la planta de tratamiento de aguas re-
siduales de Jerez de la Frontera (Cédiz, Espafia). La
aireacion al sistema fue suministrada mediante un
compresor de aire Tagus 200 a la velocidad de 4
L/min. La transferencia de aire al medio se realizé
a través de difusores porosos fabricados en acero
inoxidable, los cuales permiten obtener un adecua-
do fraccionamiento de la corriente de salida en bur-
bujas de pequeilo tamafio, favoreciendo la transfe-
rencia de oxigeno al medio y evitando las condicio-
nes de oxigeno limitantes.

El reactor se mantuvo a temperatura ambiente
(24 £2 °C), y diartamente se midio el pH asi como
la concentracién de oxigeno disuelto presente en el
mismo.

Durante todos los dias que duré el ensayo se
tomd un volumen de muestra de 100 mL para el
andlisis de las variables estudiadas.

Técnicas analiticas empleadas
Identificacion de microorganismos

Para ]a realizacion del andlisis cualitativo de la
poblacién microbioldgica existente en el reactor, se
realizaron observaciones al microscopio 6ptico. Las

muestras se tomaron con una micropipeta, utilizan-
do el objetivo de x100 para el recuento de ciliados y
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metazoos y el objetivo de x400 para el grupo de fla-
gelados. Los ciliados se identificaron siguiendo las
claves de Curds (1982) y Curds et al. (1983). Otros
protozoos se identificaron ufilizando las claves de
Baldwin and Chandler (1966) v Lee er al. (1983).

Deteriinacion de los S6lidos en Suspension
y Demanda Quimica de Oxigeno

La determinacion de los Sélidos en Suspen-

sidn en sus distintas formas (sdlidos totales en sus-

ensién, STS; sélidos voldtiles en suspension,

SVS; sélidos no voldtiles en suspension, SNVS) y

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se realizé

seg(n las indicaciones de los Métodos Normaliza-
dos (APHA, AWWA; WPCF, 1989),

Determinacion de la actividad bioquimica
de los lodos

Recuento de células activas y totales

El control de la poblacién bacteriana (células
activas y totales) presente en el reactor se realizo si-
guiendo las especificaciones del método propuesto
por Griebe et al. (1997}, el cual se basa en el uso
combinado de dos fluorocromos : CTC (cloruro de
5 ciano, 2,3, ditolil tetrazolium ) utilizado para la
determinacion de los microorganismos activos y
DAPI (dicloruro de 4,6-diamidino-2-fenilindol),
para los microorganismos totales.

Brevemente, el método consiste en incubar
las muestras de lodos activos con la sal de tetrazo-
Itam, CTC, a una concentracion 4 mM, durante un
intervalo de tiempe de dos horas, a temperatura
ambiente y en oscuridad. Al cabo de este tiempo, la
reaccidn se interrumpia mediante la adicion de
ImL de formol al 37%.

A continnacién, y debido a la forma de creci-
miento que poseen las bacterias en los lodos acti-
vos, la muestra se introducia en un bafio de ultraso-
nidos (ULTRASONS-H, Selecta de 6 L de capaci-
dad) durante un intervalo de tiempo de 15 minutos,
con el fin de destruir todos los fléculos bacterianos
existentes en la muestra y realizar el recuento de
una manera eficaz y fiable.

Posteriormente, a las muestras se les realiza-
ban las diluciones necesarias para llegar a una con-
centracién de células adecuada para ser contadas,
entre 10 v 10%. El medio de dilucién utilizado fue
agua Milli Q- filtrada a través de un filtro de 0,2 pm
y estéril. Ala muestra diluida se le afiadia DAPI (10



ltg/mL), y se dejaba incubar 4 temperatura ambien-
te y en oscuridad durante un intervato de tiempo de
10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, las
bacterias tefiidas por ambos fluorocromos se reco-
gian por microfiltracién a través de una membra-
na negro de policarbonato de 0,2 um de tamafio de
poro (Millipore GTBP, Ireland). Los filtros se seca-
ban al aire y se montaban con aceite de inmersion
de baja fluorescencia (Laboratorios Cargille, Inc)
sobre un portaobjetos de cristal. El recuento al mi-
croscopio se efectud por triplicado segiin el trabajo
de Schaule et al. (1993).

Tasa especifica de respiracion (SOUR)

La tasa especifica de respiracion se realizé por
triplicado utilizando un electrodo de membrana. El
procedimiento seguido ha sido el siguiente: 50 ml
de muestra se introdujeron en un frasco provisto de
un agitador magnético en su interior para facilitar la
total homogeneizacidn de la muestra. A continua-
cién se introdujo un electrodo de oxigeno (Mod
CRISON 0X1330), protegicndo el contenido de la
botella de 1a atmdsfera por medio de un tapén de
rosca sellado con silicona, de forma que se evitara
la transferencia de oxigeno hacia la muestra. Los
valores de oxigeno disuelto se registran desde que
se estabiliza la lectura hasta que éste alcanz6 un va-
lor de 1 mg/l.

Para el calculo de la tasa de consumo se re-
presenta el tiempo frente a las lecturas de oxigeno
disuclto (mg/l), y se determina la pendiente de 1a
recta de ajuste éptimo. Esta inclinacién representa
la tasa de consumo de oxigeno en miligramos por
litro y minuto.

Para calcular la tasa especifica de respiracion
se hace uso de la expresién de Awong et al., (1985):
Donde :

) 1440 xR (1)
SOUR = ——

SOUR=Tasa Especifica de Respiracién (mgO,/gSVS-d)
R=Tasa de consumo de oxigeno (mgO./l-min)
C=Concentracién de biomasa de la muestra(gSVS/)
RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion inicial de los lodos

La composicién inicial de los lodos aparece
en laTabla 1. En ella se puede observar que los s6-

Solidos en Suspensién , g/l

lidos voldtiles en suspension se sitiian en un valor
de 1.97 g1, que representa el 75 % de los soélidos to-
tales en suspensién presentes en el reactor. Estos
valores estdn en concordancia con los que se suelen
encontrar en la bibliografia para los sistemas de lo-
dos activos (Metcalf & Eddy, 1981)

STS (g/L)
SVS (g/L)

N¢ Células Totales (cel/mL)
N2 Células Activas (cel/mL)
OUR (mgO,/L-min)
SOUR {mgC,/g SVS.d)
OD (mgQ,/L)

Tabla 1. Composicién inicial de los lodos

Los valores de tasa de respiracion, OUR, (0.4
mg O, /L-min) y tasa especifica de respiracion,
SOUR, (292.4 mgO, /gSVS-d) también son indica-
tivos de un buen estado de la poblacién microbiana
del sistema. De la poblacidn total existenie en el re-
actor al inicio del ensayo, 3-10° células/mL., el 43,4
% de la misma corresponde a poblacién activa.

Comportamiento de las variables de control

Durante los 21 dias que duré el ensayo en el
reactor ha tenido lugar un descenso continuado de
s6lidos totales en suspension hasta un valor del 75
% del inicial, tal y como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucidn de los sdlidos en suspensién contenidos en el
reactor a lo largo del ensayo

En ella se distinguen tres zonas bien diferenciadas.
La primera hasta el cnarto dia y en la que se produ-
ce el mayor descenso del valor de la variable. Este
descenso, que fue seguido ademds por controles al
microscopio 6ptico, estuvo causado por la muerte
de rotiferos y nematodos, como consecuencia de la
falta'de materia orgdnica disponible en el reactor. A
continuacién, en el intervalo de tiempo comprendi-
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Demanda Quimica de Oxigeno disuetta, mgO, /L

do entre los dias quinto y décimo, se vuelve a pro-
ducir un descenso aunque menos acusado. En la dl-
tima fase, que ocupa los tltimos diez dias, la dismi-
nucidén de la concentracidn de sélidos voldtiles en
suspension es ya muy lenta, obteniéndose una pen-
diente muy inferior a la de las etapas anteriores.

Este descenso en el valor de los sdlidos totales
en suspension estd provocado por el descenso de
los sélidos volatiles en suspension, ya que como se
observa en la Figura 1, los sélidos no volatiles en
suspension permanecen practicamente constantes.
Estos resultados estin en concordancia con los ob-
tenidos por otros autores (Gaudy et al., 1970 ;
Reddy et al.,1983) que observaron un descenso en
la masa seca en el reactor durante los ensayos en
ausencia de alimentacion.

La velocidad con la que los solidos totales en
suspension (STS) desaparecen del sistema se co-
rresponde con una ecuacién de primer orden con
una constante de velocidad de 0.081 d*!, no obstan-
te, y como se ha comentado anteriormente, si se
consideran sélo los cuatro primeros dias, en los que
el descenso es muy réapido, la constante de veloci-
dad es de 0.14 d*!, valor superior al que otros auto-
res han determinado en sus trabajos : 0.073 d'! para
Urbain et al. (1993), 0.057d"! para Benedek et al.
(1972) y 0.048 d! para Kim et al. (1990) .

Los valores de 1a DQO del contenido del tan-
que de aireacién experimentan un comportamiento
andlogo al de los s6lidos totales en suspensidn, pa-
sando de un valor inicial de 1993 mgQ,/L hasta 686
mgQ./L, lo que supone una reduccion del 65 %.
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Figura 2. Evolucién de la Demanda Quimica de Oxigeno disuelta y
Carbono Organico Disuelto def contenido del tanque de aireacion
durante el experimento,

La evolucién de la cantidad de materia orgé-
nica soluble del sistema fue seguida a través de la
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Carbono Organico Disuelto, mgC/L

medida de Demanda Quimica de Oxigeno disuelta
(DQO) y del Carbono Organico Disuelto (COD)
(Figura 2). El maximo que experimentan ambas va-
riables entre los dias 4 y 9 se corresponde con la li-
beracién al medio de la materia organica contenida
en el protoplasma celular como consecuencia de la
muerte de Jos microorganismos superiores. De es-
{os polimeros orgénicos, constituidos fundamental-
mente por proteinas y polisacdridos, son elimina-
dos aquéllos que son mas ficilmente degradables
por lo que posteriormente se produce una disminu-
cion del valor de la DQOd y COD del sistema. Los
niveles de estas variables registrados al final del en-
sayo se deben a moléculas organicas que pueden ser
consideradas como refractarias en las condiciones
en que se harealizado este experimento. Estos resul-
tados indican claramente que se estd entrando en una
fase de metabolismo enddgeno que trae como con-
secuencia un descenso en el contenido de sélidos.

o]
Tiempo, d

Figura 3, Variacién del valor del pH del sistema de lodos activos.

El pH del contenido del reactor experimentd
importantes variaciones durante el intervalo de
tiempo en el que se desarrolld el ensayo. Mientras
los constituyentes de los lodos son degradados, el
pH se incrementa desde 7.53 hasta 8.43 entre los
dias 0 y 2 v luego decrece hasta un valor de 6.80 el
dia 21 de ensayo (Figura 3).

El incremento inicial del pH podria ser el re-
sultado de la liberacidén de amonio al medio, pro-
vocado por la hidrélisis de proteinas. La acidifica-
cién que se produce en el sistema a partir de los
dos dias de inicio del ensayo, ha sido observada
por diferentes autores (Jenkins et al., 1989 ; Ur-
bain et al., 1993 ) y constituye el principal incon-
veniente de los procesos de digestién aerobia ; la
causa de esta acidificacién podria estar en el meta-
bolismo hidrolitico (produccidn de dcidos grasos
voldtiles), o en las reacciones de nitrificacion que
se producen en el sistema.



Actividad microblana del sistema de lodos
activos

Las observaciones realizadas al microscopio
y con la utilizacién de la distintas claves citadas an-
teriormente en el apartado de material y métodos,
han servido de ayuda para deteriinar el estado de
la poblacion y los cambios a los que se ve sometida
la microbiota de los lodos activos en el ensayo, ade-
mds de contribuir a explicar la evolucidn de los pa-
rdmetros anteriores (S6lidos en Suspension, De-
manda Quimica de Oxigeno, etc.).

La poblacién que existia en el sistema al ini-
cio del ensayo era la caracteristica de una nmidad de
lodos activos, con la presencia de todos los grupos
funcionales tipicos de estos sistemas. En los prime-
ros dias del ensayo, los lodos del reactor adquieren
un aspecto gelatinoso no presentando una buena se-
dimentacidn en el decantador. Las observaciones al
microscopio permitieron determinar una reduccion
considerable del ndmero de individuos pertene-
ciente a los grupos de organismos superiores, apa-
reciendo sélo protozoos ciliados sésiles del género
Vorticella, habiendo desaparecido otras formas de
protozoos ciliados sésiles coloniales de los géneros
Epistilys © Zoothamnium. A continuacidn, entre el
quinto y décimo dia, los lodos toman un color os-
curo y en el decantador se observa el sobrenadante
turbio, como consecuencia de la considerable dis-
minucion que se ha producido en la poblacion de
ciliados sésiles y la aparicién de los grupos de fla-
gelados y de ciliados arrastreros, en particular la es-
pecie Aspidisca cicada. Estos organismos se han
identificado utilizando las claves de Curds (Curds,
1982;1983).

Hacia el décimo dia del ensayo los individuos
que se establecen en el sistema son ciliados libres
nadadores {principalmente pertenecientes a la espe-
cie Coleps hirtus), los cuales son capaces de consu-
mir todo tipo de microorganisimo, y flagelados de
pequeno tamafio, ademds de algunos individuos de
la subclase Suctoria (Curds, 1982:1983). Estos or-
ganismos son tipicamente oportunistas y se han
desarrollado aprovechando las condiciones creadas
en el reactor.

Este proceso de eliminacion de algunos gru-
pos de microorganismos y la evolucion de la pobla-
cidn en el reactor son las respuestas a las condicio-
nes de inanicién creadas en el sistema, las cuales
han sido descritas por diferentes autores (Urbain ef
al., 1993).

OUR ,mgO 2 /(L-min}

Al final del ensayo, la poblacidén existente en
el sistema ha desaparecido casi completamente,
apareciendo floculos dispersos con muy poca acti-
vidad.

La tasa de respiracion, cuyos valores aparecen
representados en la Figura 4, tiene un comporta-
miento andlogo al de los Sélidds en Suspensién (Fi-
gura 1) y la Demanda Quimica de Oxigeno del re-
actor. Asi, en los cuatro dias primeros del ensayo,
existe un fuerte descenso de la actividad respirato-
ria como consecuencia de la desaparicidn de los or-
ganismos superiores. A partir del sexto dia, la tasa
de respiracion no experimenta practicamente varia-
cién alguna hasta el final del ensayo, lo que indica
la baja actividad que tienen los pocos organismos
que quedan en el sistema. Este comportamiento es
andlogo al obtenido por Teuber y Brodish (1977)
que obtienen un descenso de hasta un 88% de la ac-
tividad respiratoria en los tres primeros dias de su
experimento, aunque es diferente al que obtuvieron
Horan y Shanmugan (1986), quienes determinaron
un descenso de la actividad respiratoria del 60 % a
los 7.5 dias del inicio del ensayo y un 80 % a los
12.5 dias.
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Figura 4. Evolucian de la tasa de respiracion (OUR) en el ensayo sin
aporte de alimentacion.

El descenso de la actividad respiratoria
(OUR) puede modelarse como un proceso de pri-
mer orden con un valor de la constante de veloci-
dad de 0.175 ¢!, pudiéndose calcular el valor de es-
ta variable por medio de Ia ecuacion:

OUR = 0.318¢C%17 )

En la Figura 5 aparecen representados los va-
lores obtenidos de 1a tasa especifica de respiracion.
La tendencia es irregular y distinta a la observada
en las variables anteriores. Asi, después de un des-
censo, el sistema recupera su actividad debido a la
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N¢ Células totales/mi

SOUR, mgO 2 /(g5VS-d)

aparicién de los individuos oportunistas que apro-
vechan las condiciones creadas para desarrollarse.
El descenso que se produce desde el dia siete hasta
el dia veintiuno se debe a procesos de canibalismo,
y los microorganismos que quedan en el reactor se
alimentan de los productos celulares procedentes
de la lisis de los individuos que han sido eliminados
anteriormente.
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Figura 5. Evolucidn de fa tasa especifica de respiracion (SOUR) a lo
largo del ensayo sin aporte de alimentacion.
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Figura 6. Evolucidn del ntimero de células (totales y activas) duran-
te el ensayo sin aporte de alimentacién,

En la Figura 6 se representan los resultados
obtenidos de los recuentos de células totales y acti-
vas. Ambas variables siguen un comportamiento
bastante similar: existe un descenso exponencial
entre los dias (0 y 7 del ensayo que coincide con el
descenso experimentado por los sélidos y luego un
descenso menos acusado hasta el final del ensayo.
Esto puede deberse a que se estd produciendo la de-
gradacién y muerte de los microorganismos que es-
tan en el reactor, siendo mayor la pendiente que re-
presenta a la poblaci6n activa que la que representa
la poblacién total.
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N2Células activas/ mL

% CEhulas Activas

El descenso exponencial presenta una cons-
tante de velocidad de 0.123 dia! para la poblacion
total existente en el reactor, y de 0.261 dia”! para la
poblacién activa. Estos valores son similares a los
encontrados por Urbain et al. (1993), pero muy di-
ferente al de Mason et al. (1987) que obtuvieron en
su trabajo en el estudio de lalisis celular un valor de
0.05h.
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Figura 7. Porcentaje de poblacion activa presente en el sistema en
la experiencia sin aporte de materia orgénica.

El porcentaje de poblacién activa que ha ido
permaneciendo en el reactor a lo largo del ensayo
aparece representado en la Figura 7. Inicialmente la
poblacidn activa presente en el reactor es bastante
importante, representa el 43.4% de la poblacién to-
tal, como correspondia a un sistema de lodos acti-
vos, pero ésta comienza a descender desde el pri-
mer dfa ante la escasez de materia orgdnica que
existe en la unidad. Después del quinto dia, la po-
blacién activa experimenta de nuevo una fuerte re-
duccion liegando a valores inferiores al 5% de la
poblacidn total, porcentaje que se mantiene hasta el
final del ensayo. Este porcentaje corresponde a
aquellos organismos que necesitan menos energia
para sobrevivir y que la obtienen de los sustratos
que adn permanece en el reactor.

CONCLUSIONES

Del ensayo realizado sin ningtn tipo de apor-
te de materia orgdnica se puede concluir que:

* La unidad de lodos activos experimenta una
reduccidn del 73 % en el valor de los s6lidos totales
en suspensién presentes en el sistema, lo cual se
debe a la lisis celular como consecuencia de la des-
aparicién de los microorganismos ante la falta de
alimentacién; la poblacion activa es la encargada
de degradar las protefnas y los polisacédridos que se
excretan al medio.



* Ante la situacion creada por la ausencia de
alimentacion externa al reactor, la microbiota exis-
tente en el mismo cambia, apareciendo organismos
oportunistas muy diferentes a los que se suelen en-
contrar en el sistema de lodos activos.

* Los valores de las medidas de actividad dis-
minuyen durante el periodo de escasez de alimento
al que son sometidos en la realizacion del experi-
mernilo; concretamente, la tasa especifica de respira-
cién al final del ensayo se sitiia en valores muy ba-
jos (147 mgO,/gSVS-d), y solamente el 3,67% de
la poblacién existente en el sistema se encuentra en
un estado activo.

LISTA DE SIMBOLOS

STS Sélidos totales en suspension
SVS  Solidos Volitiles en suspension
SNVS Solidos No Volitiles en Suspension
DQO  Demanda Quimica de Oxigeno
CTC  Cloruro de S ciano, 2,3, ditolil tetrazolium
DAPI  Dicloruro de 4,6-diamidino-2-fenilindol
SOUR Specific Oxygen Uptake Rate
(Tasa Especifica de Respiracion)
OUR  Oxygen Uptake Rate (Tasa de Respiracion)
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