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SOLUBILIZACION DE MATERIALES ORGANICOS EN EL TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con la solubilizacién de material particulado y(o)
coloidal y particularmente, con el tratamiento de aguas residuales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La mayoria del tratamiento de aguas residuales a nivel municipal e industrial se realiza por
medios bioldgicos. El tratamiento biolégico aerdbico de aguas residuales constituye un proceso
en el cual una suspension aerdbica de microorganismos remueve la materia organica contenida
en el agua residual. Los microorganismos son después separados del agua residual tratada,
generalmente, por sedimentacion. Las aguas residuales municipales y la mayoria de las
industriales contienen materia organica tanto soluble como insoluble. La eliminacién de los
componentes solubles la realizan en primer lugar las bacterias. Las dimensiones de las
bacterias oscilan entre 0.5 y 10 micrones de didametro, estando rodeadas por una pared celular
que les da integridad estructural. La pared celular funciona como una barrera semipermeable
que permite el paso de componentes solubles mientras que evita que la traspasen moléculas
de peso molecular aproximado igual o mayor de 5,000 gramos/gramos mole. Por consiguiente,
las bacterias son incapaces de consumir directamente organicos coloidales e insolubles. Por lo
tanto, la eliminacion de material coloidal insoluble constituye un problema en el tratamiento de
aguas residuales. Una via para eliminar estos materiales consiste en su tratamiento fisico, o
sea en la adicién de un agente floculante a las aguas residuales para provocar la aglutinacion
del material coloidal insoluble y su sedimentacion. Otro método consiste en solubilizar los
materiales al adicionar enzimas y(o) bacterias que producen enzimas que solubilizan dichos
materiales. Sin embargo, resulta dificil disolver todos los materiales organicos insolubles y por
lo tanto, existe la necesidad de un proceso perfeccionado que solubilice los materiales
organicos insolubles durante el tratamiento de aguas residuales.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con un método para solubilizar material particulado
o coloidal durante el tratamiento de aguas residuales el cual comprende los pasos de cultivo de
las bacterias aerdbicas en presencia de oxigeno en una solucion activadora que contiene la
fuente de alimento hasta que el nivel de la fuente de alimento descienda lo suficiente para
hacer que dichas bacterias empiecen a producir cantidades acentuadas de enzimas que
solubilizan el material particulado o coloidal, y de esta manera, producir bacterias activadas y
hacer contactar dichas bacterias o enzimas con dicho material particulado o coloidal bajo
condiciones que solubilizan dicho material particulado o coloidal. Cuando los nutrientes
solubles se ha consumidos, las bacterias comienzan a producir cantidades acentuadas de
enzimas extracelulares que solubilizan sustancias organicas insolubles tales como almidones,
grasas y(o) proteinas convirtiendo de esta forma las sustancias organicas insolubles en
componentes solubles que pueden ser usados como fuente de alimento por las bacterias. Si las
sustancias organicas insolubles no estan presentes en el dispositivo activador, las bacterias
continuardn muriendo de inanicién y las enzimas extracelulares se acumularan en el dispositivo
activador. El método es particularmente util para el tratamiento de aguas residuales que
contengan material particulado y(0) coloidal y para la limpieza de conductos que tengan grasas
depositadas en su interior.

De manera preferente, la presente invencion esta dirigida a métodos continuos de
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solubilizacion de material particulado o coloidal en el tratamiento de aguas residuales,
comprendiendo los pasos de (a) cultivo de bacterias aerdbicas en un primer tanque de
activacion en presencia de oxigeno en una solucion activadora que contiene una fuente de
alimentacion para una cantidad dada de tiempo hasta que el nivel de alimento caiga lo
suficiente para ocasionar que dichas bacterias comiencen a producir cantidades acentuadas de
enzimas que solubilizan el material particulado o coloidal y de esta forma, producir bacterias
activadas; (b) después cultivar las bacterias aerdbicas en un segundo tanque de activacion,
bajo las mismas condiciones y por la misma cantidad de tiempo que las bacterias en dicho
primer tanque de activacion, mientras continuamente se introducen dichas bacterias activadas
y(0) enzimas en dicho primer tanque de activacion a la zona de tratamiento de residuos
haciendo contactar continuamente dichas bacteria activadas y(o) enzimas con dicho material
particulado o coloidal en dicha zona de tratamiento de residuos bajo condiciones que
solubilizan el material particulado o coloidal; (c) posteriormente, continuar introduciendo dichas
bacterias activadas en y(0) enzimas en dicho segundo tanque de activacion hacia dicha zona
de tratamiento de residuales, haciendo contactar continuamente dichas bacteria activadas y(o)
enzimas con dicho material particulado o coloidal en dicha zona de tratamiento de residuos
bajo condiciones que solubilizan dicho material particulado o coloidal, mientras de manera
simultanea contindan activandose bacterias aerdbicas adicionales en dicho primer tanque de
activacion; y (d) repetir los pasos (b) y (c) segun sea necesario para de esta forma continuar
entregando bacterias activadas y(0) enzimas a dicha zona de tratamiento de residuales. Este
proceso continuo puede emplear mas de dos tanques de activacién, si se desea, con el objetivo
de enviar continuamente bacterias activadas y(0) enzimas a dicha zona de reaccion.

El material particulado y coloidal que puede ser solubilizado incluye materias tales como
grasas, almidones y proteinas. Esta invencion esta especialmente relacionada con la
solubilizacion de material particulado y coloidal que no puede pasar a través de la pared celular
de las bacterias aerébicas, particularmente, aquellas que tienen un peso molecular
aproximadamente igual o mayor de 5,000 gramos/gramos mole, y mas especificamente, con
aquellas que tienen un peso molecular aproximado de al menos 10,000 gramos/gramos mole.

Las bacterias aerdbicas que son aprovechables son aquellas que producen enzimas
extracelulares que solubilizan dicho material particulado o coloidal y que producen cantidades
acentuadas de enzimas extracelulares cuando estan en estado de inanicion, es decir, cuando
son cultivadas en una solucién nutriente y después que la fuente de alimentacién soluble ha
sido consumida. Las enzimas que son utiles para este propoésito incluyen la lipasa que
solubiliza las grasas, la amilasa que solubiliza los almidones y la proteasa que solubiliza las
proteinas. Entre las bacterias aerdbicas adecuadas se incluyen las Pseudomonas que
producen lipasa, las Bacillus que producen amilasa y(0) proteasa. Las bacterias se pueden
usar individualmente o combinadas.

Las bacterias son activadas al ser cultivadas en un ambiente aerdbico y en presencia de
una solucion activadora, lograndose asi la multiplicacion bacterial. Las bacterias se cultivan en
la solucién activadora hasta que la fuente primaria soluble de alimento, como el azucar en el
medio nutriente, se consuma. La cantidad de fuente de alimento soluble, nutrientes, medio de
cultivo y bacterias, preferentemente, se deben seleccionar de manera que la fuente de
alimentacion se consuma en alrededor de 8 a 40 horas, preferiblemente de 16 a 32 horas,
mejor aun inclusive, en 24 horas. La demanda quimica soluble de oxigeno (DQOs) de la
solucion activadora es usualmente al menos aproximadamente de 50 miligramos por litro
(mg/l), generalmente, de 50 a 1000 mg/l, preferiblemente de 100 a 300 mg/l, mejor adn
inclusive, de 150 mg/I.
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Cuando la DQOs de la fuente de alimento soluble cae por debajo de 50 mg/l, las bacterias
se convierten en activas y comienzan a producir cantidades acentuadas de enzimas
extracelulares. Las bacterias son después cultivadas bajo condiciones de inanicién hasta que
se alcance el nivel deseado de produccién de enzimas extracelulares. El cultivo continua bajo
estas condiciones de inanicion por alrededor de 12 a 96 horas, preferiblemente cerca de 16 a
72 horas, mejor aun inclusive, durante aproximadamente 24 a 48 horas. La solucion activadora
que contiene las enzimas, y preferiblemente también conteniendo las bacterias activadas, hace
contacto posteriormente con el material particulado o coloidal para solubizarlo de manera
convencional.

La solucion activadora contiene preferiblemente una fuente primaria y soluble de
alimentacion tales como azucares, acidos organicos, extracto de levadura y aminoacidos, asi
como micronutrientes esenciales tales como sales minerales basicas. Las sales minerales que
frecuentemente estan presentes, incluyen NH,Cl, KH2PO4 y MgSO,. Las células de levaduras
autodisueltas son especialmente utiles para proporcionar la fuente de alimentacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 constituye un diagrama de flujo que representa un sistema preferente para
realizar el proceso de la presente invencion en el cual se utilizan dos tanques de activacién vy,

La FIG. 2 es un grafico donde se muestra el porciento de la DQOs contra el tiempo
reportado por los experimentos en el ejemplo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal y como se muestra en la FIG. 1, la solucién activadora depositada en el tanque de
almacenamiento 2 puede ser de manera alterna enviada por las valvulas 4 y 5 hacia los
tanques aireados de activacion 8 y 10. Las bacterias activadas pueden ser suministradas desde
los tanques 8 y 10, a través de las valvulas 12 y 14, hacia el area donde tendra lugar la
solubilizacién, como por ejemplo, la instalacién de tratamiento de aguas residuales 16.

En una representacion preferida, la solucién activadora y las bacterias se introducen en el
tanque 8 para formar una DQOs inicial de cerca de 120 mg/l. Se realiza el cultivo por cerca de
24 horas en el tanque 8, mientras se oxigena la solucion hasta que el nivel de la DQO soluble
alcance los 50 mg/l. En este momento, el tanque 10 se llena con solucidon activadora y
bacterias de la misma manera que se hizo con el tanque 8 en el instante de tiempo cero.
Durante las proximas 24 horas se continda con el cultivo en el tanque 10 sin descargarlo,
mientras que el tanque 8 se va descargando continuamente hacia la instalacion de tratamiento
de aguas residuales 16. Entonces, en ese instante de tiempo (t=48 horas), el tanque 8 se
reabastece y comienza la descarga del tanque 10 hacia la instalacién de tratamiento de aguas
residuales 16. De esta manera, las bacterias activadas pueden ser enviadas hacia la
instalacion de tratamiento de aguas residuales 16 con un ciclo continuo al alternar el suministro
de bacterias hacia la instalacion desde los tanques 8 y 10 cada 24 horas.

EJEMPLO

Los siguientes experimentos se realizaron para demostrar la capacidad superior que
representa el proceso de activacion para la degradacion de macromoléculas.
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Il. PREPARACION DE LA SOLUCION Y CULTIVO
A. Bacillus de Pura Cepa que Produce Amilasay Proteasa

Se obtuvo Bacillus amyloliquefaciens de la American Type Culture Collection (ATCC)

(Coleccion de Cultivos Tipo de EE.UU.). ElI numero de la cepa del ATCC fue 23842. Esta

5 Dbacterias fueron cultivadas de manera aerdbica en suspension liquida (véase Medio de

Crecimiento Bacterial, parte C, mas adelante) y se preservaron para uso futuro de acuerdo con

los métodos de la patente de EE.UU, No. 3,963,576, la cual ha sido incluida aqui como
referencia.

B. Aerobacter aerogenes de Pura Cepa

10 Los aerobacter aerogenes que no producen enzimas extracelulares (ATCC 13906) fueron
transferidos a un Medio de Crecimiento Bacterial, se cultivaron de manera aerdbica y se
preservaron de acuerdo con los métodos de la patente de EE.UU, No. 3,963,576,

C. Medio de Crecimiento Bacterial

Todos los cultivos ATCC descritos en este documento fueron cultivados a partir de
15 muestras liofilizadas suministrados por ATCC en suspensiones bacteriales acuosas usando los
siguientes medios de crecimiento:

Formulacién de Medio de Crecimiento Bacterial

Quimicos Concentracion (mg/l)
NH,CI 200

KH,PO4 200

MgSO, 50
CH;COONa 750
Extracto de Levadura 750

Los materiales anteriores fueron disueltos en 90% de agua desionizada y 10% de agua de
grifo (para suministrar micronutrientes), ademas fueron esterilizados en autoclave durante 30
20  minutos y a 15 libras de presion de vapor.

D. Compuesto Activador

Se prepardé un stock de compuesto activador como se describe a continuacion:

Quimicos Concentraciéon (mg/l)
Extracto de Levadura 15

NH,CI 4

KH,PO, 4

MgSO, 4

Agua destilada 1 litro

E. Medio Macromolecular

Se prepardé una solucion conteniendo una macromolécula organica como fuente de carbono
25  primario tal y como se describe a continuacion:
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Quimicos Concentracion (mg/l)
Caseina 150
Almidén soluble 150
MgSO, 10
NH,CI 50
KH,PO, 10
Extracto de Levadura 10
CH5COONa 10

Los materiales anteriores fueron disueltos en 90% de agua desionizada y 10% de agua de
grifo (para suministrar micronutrientes), ademas fueron esterilizados en autoclave durante 30
minutos y a 15 libras de presion de vapor.

F. Estandarizacion de las Suspensiones Bacteriales

Las suspensiones bacteriales acuosas (de las partes A y B) fueron colocadas en placas de
recuento estandarizadas para determinar la poblacion bacterial viable. Después, se afiadio
agua desionizada esterilizada en autoclave a cada suspension para ajustar la concentracién de
células viables a 1x10°® células/cc.

II. ENSAYO INICIAL DE DEGRADACION MACROMOLECULAR
A. Introduccioén

Las suspensiones de Bacillus y Aerobacter fueron reaccionadas aerébicamente con el
medio macromolecular. Tanto la caseina como el almidéon soluble poseen un peso molecular
mayor de 10,000 gramos/gramos mole. Para que las bacterias crezcan en caseina y almidon
soluble, los compuestos de alto peso molecular deben ser solubilizados a compuestos de bajo
peso molecular, de manera que estos compuestos puedan pasar a través de la pared celular
bacterial.

Asumiendo que ocurra la solubilizacion, las bacterias absorberan los aminoacidos, péptidos
y azucares que son liberados por la solubilizacion. A continuaciéon se usa un filtro de 0.45
micrones para separar las bacterias del medio de crecimiento, hasta que todos los restantes
componentes del medio inicial de crecimiento pasen a través del filtro de 0.45 micrones.
Definiendo el DQO (DQOs) como DQO del filtrado, el DQOs de la mezcla de reaccion debe
cambiar durante el curso del crecimiento aerdbico. Si las bacterias producen amilasa y
proteasa que originan la solubilizacién de las macromoléculas, las bacterias absorberan los
compuestos de bajo peso molecular lo que resulta en hidrdlisis enzimatica haciendo decrecer el
DQOs en el tiempo. Si las bacterias no producen las enzimas extracelulares adecuadas, el
DQOs no cambiara al pasar el tiempo.

B. Procedimiento

Las siguientes mezclas de reaccion fueron preparadas como se describe a continuacion:

Recipiente de Reaccion A Recipiente de Reaccion B

Medio macromolecular 990 mi 990 ml
Suspension de Bacillus 10 ml --
Suspensién de Aerobacter -- 10 ml

Recuento bacterial inicial 1x10° células/cc 1x10° células/cc
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Cada recipiente de reaccion fue oxigenado y se realizaron mediciones en el tiempo de la

DQOs, de la densidad optica (D.O.) y del recuento de células.

C. Resultados

Recipiente de Reaccion A Recipiente de Reaccion B
Horas de
Reaccion DO. DQOs Clj?eclllento DO. DQOs Recmljento
e células de células

0 0.04 425 1x10° /cc 0.03 425 1x10° /cc

4 0.04 410 -- 0.05 420 --

8 0.04 400 -- 0.05 420 --

12 0.08 360 -- 0.04 420 --

16 0.10 320 -- 0.04 420 --

20 0.12 280 -- 0.04 410 --

24 0.15 250 -- 0.04 410 --

30 0.22 150 -- 0.03 400 --

36 0.32 40 3x10° /cc 0.02 400 0.2x10° /cc

Estos datos muestran que el Bacillus que produce proteasa y amilasa degradd el medio
macromolecular, mientras que el Aerobacter sin produccién de enzimas extracelulares no lo
hizo.

lIl. PREPARACION DE LA SUSPENSION BACTERIAL ACTIVADA

Las suspensiones bacteriales fueron preparadas como sigue:

Agua de grifo 931 ml
Compuesto activador 9ml
Suspensién de Aerobacter -
Suspensién de Bacillus 60 ml

La suspensiéon fue oxigenada. Los cambios que ocurrieron durante la reaccion fueron los
que siguen:

Horas de Oxigenacién DQOs (mg/l) Recuento de células Viables
0 150 6x10°
4 120 -
8 50 --
12 30 --
18 35 --
24 25 -
30 40 -
36 35 2x10°

La activaciéon se define como el proceso de aireacion de bacterias que producen
exoenzimas en un caldo nutriente hasta el momento en que dichas bacterias comienzan la
produccion de un alto nivel de exoenzimas. Una suspension bacterial activada se defina como
aquella que ha sido cultivada aerébicamente hasta que la DQOs ha descendido hasta 50 mg/l o
menos. Se tomaron muestras de esta suspension a 2, 4 y 24 horas de su activacion y fueron
usadas en los ensayos de degradacion macromolecular que siguen.
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IV. USO DE LA SUSPENSION BACTERIAL ACTIVADA PARA ACELERAR LA
DEGRADACION MACROMOLECULAR

Se prepararon los siguientes recipientes de reaccion para comprobar la capacidad de bajas
dosis de suspension bacterial activada para acelerar la degradacion macromolecular:

A B C D
Suspensién de Aerobacter 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Suspensién de Bacillus - -- -- --
Muestreada a:
a. 2 horas de aireacion -- 0.01 mi -- --
b. 8 horas de aireacion -- -- 0.01 mi --
c. 24 horas de aireacion -- -- -- 0.01 ml

Volumen del Medio
Macromolecular (ml)

Los cambios en la DQOs de los recipientes anteriores durante el curso de la reaccion
aerobica se dan a continuacion:

DQOs Restante en los Recipientes en Reaccion

Horas de la Reaccion Aerdbica

A B C D
0 425 425 425 425
9 420 420 345 320
18 420 400 180 165
21 405 390 150 145
24 405 380 110 120

La FIG. 2 es un resumen de los resultados en el cual se muestra el porciento de reduccion
de la DQOs contra el tiempo para los cuatro recipientes de reaccion.

El grafico muestra que:
1. La adicion de Aerobacter solo no reduce la DQOs.

2. La adicion de 10 ppm de Bacillus activado por cuatro horas (antes que la DQOs en el
tanque de activacion fuera agotada) mejord la reduccion de la DQOs cerca del 5% en
24 horas.

3. Tanto para 8 horas como para 24, el Bacillus activado, cada uno de los cuales tenia la
DQOs menor de 50 mg/l cuando fueron tomadas las muestras del tanque de activacion,
mejoraron la reduccion de la DQOs en alrededor del 70%.

Es importante hacer notar que 10,000 ppm de Bacillus inactivo origind una reduccién de la
DQOs en aproximadamente un 40% en 24 horas (segun se analiza en el Ejemplo de la Seccién
II, parte C), mientras que el 70% de reduccion se logré en 24 horas con la adicién de solo 10
ppm de Bacillus activado.

Por ultimo, existen otros beneficios asociados a la mejora de la solubilizacién de coloides vy
particulas. Estos beneficios resultaran obvios a aquellos que son expertos en la materia,
incluyendo el incremento de la capacidad de carga organica aparente de ciertas plantas de
aguas residuales, la reduccion de la generacion de sedimentos, especialmente cuando los
sedimentos (antes del tratamiento con la presente invencion) sustancialmente estan integrados
por compuestos organicos coloidales y particulados de baja gradacion.
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Reivindicaciones:

1. Un método para la solubilizacion de material particulado o coloidal durante el
tratamiento de aguas residuales, que comprende los pasos de:

cultivo de las bacterias aerdbicas en presencia de oxigeno en una solucién activadora que
contiene una fuente de alimento hasta que el nivel de la fuente de alimento se haga
demasiado bajo para hacer que dichas bacterias empiecen a producir cantidades
acentuadas de enzimas que solubilizan el material particulado o coloidal, y de esta
manera, producir bacterias activadas y

hacer que hagan contacto dichas bacterias activadas o dichas enzimas con dicho material
particulado o coloidal bajo condiciones que solubilicen dicho material particulado o
coloidal.

2. El método de la reivindicacién 1, en la que dichas bacterias son cultivadas en dicha
solucion activadora hasta que la DQO soluble en dicha solucién cae por debajo e 50 mg/I.

3. El método de la reivindicacion 1, en la que dichas bacterias activadas y enzimas hacen
contacto con las aguas residuales que contienen dicho material particulado o coloidal.

4. El método de la reivindicacion 1, en la que dichas bacterias activadas y enzimas se
introducen en un conducto que contiene grasas como dicho material particulado o coloidal.

5. El método de la reivindicaciéon 1, en la que dichas bacterias producen amilasa y(o)
proteasa.

6. El método de la reivindicacion 1, en la que dichas bacterias producen lipasa.

7. El método continuo para solubilizar material particulado o coloidal durante el tratamiento
de aguas residuales que comprende los pasos de

(a) cultivo de bacterias aerdbicas en un primer tanque de activacion en presencia de
oxigeno en una solucién activadora que contiene una fuente de alimentaciéon para una
cantidad dada de tiempo hasta que el nivel de alimento caiga lo suficiente para
ocasionar que dichas bacterias comiencen a producir cantidades acentuadas de
enzimas que solubilizan el material particulado o coloidal y de esta forma, producir
bacterias activadas;

(b) después cultivar las bacterias aerdbicas en un segundo tanque de activacion, bajo las
mismas condiciones y por la misma cantidad de tiempo que las bacterias en dicho
primer tanque de activacién, mientras continuamente se introducen dichas bacterias
activadas y(0) enzimas en dicho primer tanque de activacion a la zona de tratamiento de
residuos haciendo contactar continuamente dichas bacteria activadas y(0) enzimas con
dicho material particulado o coloidal en dicha zona de tratamiento de residuos bajo
condiciones que solubilizan el material particulado o coloidal;

(c) posteriormente, continuar introduciendo dichas bacterias activadas en y(o) enzimas en
dicho segundo tanque de activacion hacia dicha zona de tratamiento de residuales,
haciendo contactar continuamente dichas bacteria activadas y(o) enzimas con dicho
material particulado o coloidal en dicha zona de tratamiento de residuos bajo
condiciones que solubilizan dicho material particulado o coloidal, mientras de manera
simultanea continlan activandose bacterias aerdbicas adicionales en dicho primer
tanque de activacion; y
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(d) repetir los pasos (b) y (c) segun sea necesario para de esta forma continuar entregando
bacterias activadas y(0) enzimas a dicha zona de tratamiento de residuales.

8. El método de la reivindicacion 7, en la que la cantidad de tiempo dada es de 8 a 40
horas.

9. El método de la reivindicacion 7, en la que la cantidad de tiempo dada es de 16 a 32
horas.

10. El método de la reivindicacién 7, en la que cantidad de tiempo dada es de 24 horas.

* k k % %



