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RESUMEN

El empleo de plantas de barros activados es una metodologia ampliamente utilizada en el tratamiento biolégico
de efluentes liquidos. Uno de los problemas que ocurre con frecuencia es el denominado bulking filamentoso,
siendo la cloracion un método de remediacion cominmente utilizado.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del cloro sobre un microorganismo filamentoso
(Sphaerotilus natans) y uno floculante (Acinetobacter anitratus) mediante el empleo de una técnica
respirométrica a los efectos de evaluar la supervivencia relativa de ambos microorganismos.

Los resultados hallados indican que el cloro agregado reacciona con el amonio presente en el sistema
rapidamente formandose cloraminas las cuales son las responsables del efecto inhibitorio. Asimismo, se
propuso una ecuacion cinética para interpretar la accion del cloro sobre S. natans. Se observaron diferencias
importantes en la sensibilidad de los microorganismos estudiados frente a la cloracion. S. natans resultd ser
mas susceptible a la accidn del cloro a dosis bajas que el microorganismo floculante A. anitratus.

Sobre la base de los resultados obtenidos se concluye que la diferente susceptibilidad de S. natans y A.
anitratus
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parecen estar mas expuestos a la accién de los compuestos quimicos oxidantes respecto de los floculantes a
causa de su mayor relacion superficie-volumen y a su ubicacién en los fléculos debido a que se extienden
desde la superficie de los mismos hacia el licor de mezcla (van Leeuwen, 1992).

Cuando se emplea cloro como método no especifico de control del bulking filamentoso debe considerarse la
supervivencia relativa de microorganismos de tipo floculante y filamentoso a las diferentes dosis ensayadas. Si
bien la cloracion es un método muy efectivo en la inhibicidn del crecimiento de microorganismos filamentosos,
no es selectivo ya que afecta también a microorganismos floculantes (Neethling y col., 1985a) y por lo tanto es
muy importante la estrategia de dosificacion del cloro a fin de lograr remediar el bulking sin afectar la
eficiencia de la planta. Usualmente la cloracion se inicia con concentraciones bajas (menores a 5 mg/L en el
tanque de aireacidn) siendo incrementadas segln sea necesario. En diferentes plantas de barros activados
estudiadas por Neethling (1985b) las dosis de cloro empleadas para el control del bulking oscilaron en el rango
de 0.7 a 20 mg/L y se recomienda que las concentraciones de cloro no deben exceder los 35 mg/L. Otros
estudios (Lakay y col., 1988) informan dosis de 8 mgCl,/gSSV para el control de bulking filamentoso. Sin
embargo, la dosificacion de cloro en plantas de tratamiento sigue siendo empirica.

Normalmente en sistemas de barros activados la concentracién de amonio resulta suficiente para que el cloro
libre (HOCI y OCI) se encuentre como cloraminas. Si bien las cloraminas, también denominadas cloro
combinado, tienen menor poder bactericida que el cloro libre presentan la ventaja de ser mas persistentes
(Neethling y col. 1985h).

El efecto del cloro sobre los microorganismos filamentosos y floculantes ha sido evaluado mediante diferentes
técnicas. Se ha propuesto el uso de ATP para medir la actividad microbiana con resultados no concluyentes.
En estudios de cultivos puros de microorganismos filamentosos y floculantes, Neethling y colaboradores
(1985a y 1985b) no pudieron establecer a partir del uso de ATP, si efectivamente los microorganismos
filamentosos son relativamente mas sensibles a la accién bactericida de la monocloramina. En el Gltimo de
estos estudios el recuento en placa fue mucho mas sensible que las medidas de ATP en la determinacion de la
resistencia de las bacterias filamentosas a la cloracién (Neethling y col. 1985b).

Recientemente se ha empleado la medicion de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR, “oxygen uptake
rate”), también llamada respirometria, como un indicador de la actividad de microorganismos aerobicos (Ros,
1993; Vanrollehem y col., 1994). Las medidas respirométricas estan basadas en cambios en la concentracién
de oxigeno disuelto (OD) en un cultivo debido a la respiracion aerébica de los microorganismos presentes. La
respirometria ha sido empleada en estudios de contaminacién de aguas, con el consecuente disefio y desarrollo
de una amplia variedad de instrumentos respirométricos. La mayoria de éstos fueron desarrollados para
determinar DBO y posteriormente fueron utilizados para medicion y analisis de aguas de desecho y estudios
cinéticos de biodegradacion de compuestos quimicos en barros activados, siendo por lo tanto de gran utilidad
en el control y optimizacion de los procesos operacionales de las plantas de tratamiento aerébico, asi como en
la deteccion de sustancias toxicas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la supervivencia relativa de microorganismos filamentosos y
floculantes frente a la cloracion utilizando una técnica respirométrica.

MATERIALES Y METODOS

Como microorganismo filamentoso tipico se utilizé una cepa de Sphaerotilus natans ATCC #29329 obtenida
de American Type Culture Collection. La cepa floculante, que fue identificada como Acinetobacter anitratus,
fue aislada de una planta de tratamiento de efluentes por barros activados escala laboratorio.

El medio utilizado en el cultivo de los microorganismos se detalla a continuacién: acido citrico monohidrato
3480 mg/L, (NH,4),SO4 1000 mg/L, MgS0O,.7H,O 400 mg/L, CaCl,.2H,0O 50 mg/L, KH,PO, 250 mg/L,
Na,HPO,.12H,0 1000 mg/L, vitamina Bj, 100 pg/L, FeSO,7H,0 15 mg/L, ZnS0O,7H,0 5 mg/L,
MnS0O,.H,0 3 mg/L, CuSO,4.5H,0 0.75 mg/L, CoCl,.6H,0 0.15 mg/L, (NH4)sM0;02,.4H,0 0.5 mg/L, BO3H;
0.1 mg/L, IK 0.1 mg/L. La esterilizacion se realizé mediante autoclave a 121°C durante 45-60 minutos. La
vitamina B, se esteriliz por filtracion con membranas Millipore HA de 0.45 um y se agreg6 al medio
previamente esterilizado.




Los microorganismos fueron cultivados en un reactor de flujo continuo a 30°C con velocidades de dilucién
comprendidas entre 0.07 y 0.36 h™, con control de pH, temperatura y oxigeno disuelto.

Teniendo en cuenta que el medio de cultivo empleado contenia amonio en su compaosicién, se evalud la
cinética de formacion de cloraminas en las condiciones experimentales de los ensayos de toxicidad realizados.
Para ello se realizaron mezclas de medio de cultivo con hipoclorito de sodio obteniendo una relacidn inicial de
0.04 moles de Cl, por mol de amonio y se determiné cloro total y cloro libre mediante un kit comercial (Hach)
en funcidn del tiempo (1, 5, 10 y 15 minutos) a temperatura ambiente y en dos condiciones de pH: 7 y 8.

Los ensayos de toxicidad del cloro frente a las diferentes cepas se realizaron en un respirémetro que consistia
en un biorreactor conteniendo un electrodo de oxigeno (YSI Modelo 58) con cierre hermético, un aireador,
agitacion magnética y control de temperatura. Los datos fueron adquiridos mediante un microprocesador con
una frecuencia de 1 Hz.

A partir de un cultivo en estado estacionario, se colocaron 20 mL del mismo en el respirémetro, se agreg6 1
mL de una solucion de &cido citrico (3.5%) neutralizada con NaOH vy la mezcla fue aireada hasta llegar a
condiciones saturantes de oxigeno disuelto. Luego la aireacion fue detenida y se registré la concentracion de
oxigeno en funcion del tiempo. La pendiente de la recta obtenida corresponde al OUR ool (mgOz.L'l.h'l).
Luego de la determinacion de OUR o, €l electrodo de oxigeno fue retirado del respirémetro para permitir el
agregado de diferentes vollmenes de una solucién de hipoclorito de sodio (550 mg Cl,.L™). El rango de
concentraciones estudiado fue de 2.7 a 13.1 mg Cl,.L™; dichas concentraciones han sido informadas por van
Leeuwen (1992) para el control del bulking en sistema de barros activados. El efecto tdxico fue evaluado para
diferentes tiempos de contacto sin aireacion y el cloro remanente fue neutralizado con tiosulfato de sodio. El
cultivo fue aireado para realizar la medicidn de la velocidad de consumo de oxigeno luego del tratamiento con
cloro (OUR,0). El porcentaje de inhibicidn sobre los microorganismos producido por el cloro agregado fue
evaluado mediante la siguiente expresion:

% Inhibicidn = 100*(OUR snirol - OURc10r0) / OURontrol (1)

Las dosis de cloro fueron expresadas como mgCl,/gSSV. La concentracion biomasa se determiné mediante la
absorbancia de los cultivos a 620 nm contra agua destilada como blanco y transformadas a unidades de sélidos
suspendidos volétiles a través de una curva de calibracién previamente realizada. Las soluciones de hipoclorito
de sodio fueron preparadas diariamente la concentracion de cloro libre y total fue determinada cada hora por
medio de Kits especificos para detectar cualquier disminucion en la concentracion de cloro.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética de formacién de cloraminas

Durante los ensayos cinéticos de formacion de cloraminas se observé que el cloro se combinaba rapidamente
con el amonio presente en el medio en las condiciones de temperatura y pH estudiadas. Para tiempos mayores
a 1 minuto el cloro combinado resulté ser del 85 al 90 % del cloro oxidante total, sin observarse cambios
significativos para tiempos mayores (Fig.1) en los niveles de pH estudiados. Por otra parte, la concentracion de
cloro total permanecid constante; esto indica que las cloraminas no reaccionan con el citrato u otros
compuestos presentes en el medio de cultivo.

Segun Palin (1949), la distribucién de cloraminas se encuentra gobernada por las velocidades relativas de
formacion, las cuales son funcion de las concentraciones relativas de cloro y amoniaco, asi como con el pH y la
temperatura. Para concentraciones equimolares de cloro y amoniaco, temperatura de 25°C y pH entre 7y 8, el
porcentaje de la dicloramina es menor al 2%. Asimismo, debe considerarse que el tricloruro de nitrégeno solo
se forma cuando el pH es inferior a 4.4. Por lo tanto, en el presente trabajo, mas del 98% del cloro combinado
corresponde a la monocloramina.




Figura 1. Porcentaje de cloro combinado en funcion del tiempo.
(A)28°C,pH=7,(v)26°C,pH =8

Cinética de inactivacion de Shaerotilus natans por cloracion

En la Figura 2 se presenta una curva respiromeétrica tipica donde se observa un marcado efecto en la velocidad
de consumo de oxigeno en un cultivo puro de S. natans debido al cloro agregado, manifestado por una menor
pendiente en la curva 2 respecto a la curva 1.
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Figura 2: Efecto de la cloracion sobre la velocidad de consumo de oxigeno
para Sphaerotilus natans: (1) OURgntrol, (2) OURoro

Asumiendo que una parte de las cloraminas actia frente a la biomasa que se detecta mediante técnicas
respirométricas mientras que el resto oxida a la materia organica disponible, se propusieron las siguientes
ecuaciones cinéticas:
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donde N es la concentracion de biomasa que se detecta mediante técnicas respirométricas, [CI] corresponde a
la concentracién instantanea de cloraminas y t el tiempo.

La integracion de ambas ecuaciones conduce a la siguiente expresion:

N _ Kt e 1 exn(e
o= nk, [C1,]" {1-exp(-kz nt)} @)

donde No es la concentracién inicial de biomasa detectada por el método respirométrico y [Clo] la
concentracion inicial de cloraminas. El tiempo fue expresado en minutos y los valores de N/No se calcularon a
través de los datos respirométricos segiin como N/No = OUR 410 / OURontrol-

La ecuacion (4) fue ajustada a los datos experimentales por regresion no lineal utilizando el programa Sigma
Plot (Fig. 3); los parametros obtenidos fueron: k1 = 0.0055, k2 = 0.0778 min* y n = 1.419. Como puede
observarse en la Figura 4, se encontré una buena correlacién (r* = 0.917) entre los datos experimentales y los
calculados mediante la ecuacion (4).

Figura 3. Efecto de la dosis de cloro aplicada y el tiempo de contacto en la biomasa determinada
por el método respirométrico. (O) Datos experimentales (—) Ecuacion 4.
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Figura 4. Valores calculados mediante la ec. (4)
en funcién de los valores experimentales (r? = 0.917)

Efecto del cloro sobre microorganismos filamentosos y floculantes

En la Figura 5 se presenta el porcentaje de inhibicion después de 10 minutos de contacto para S. natans y A.
anitratus en funcién de las diferentes dosis de cloro expresadas como mgCl,/gSSVo. Como se puede observar,
a bajas dosis de cloro se encontré una mayor inhibicién para S. natans que para el microorganismo floculante.
Sin embargo, para dosis mayores el efecto inhibitorio sobre A. anitratus fue mayor que para S. natans.

Tradicionalmente se ha considerado que el control del bulking filamentoso en barros activados por cloracién se
fundamenta en que los microorganismos filamentosos parecen estar mas expuestos a la accion del cloro
respecto de los floculantes debido a que los primeros se extienden desde la superficie de los floculos hacia el
medio. Sin embargo, en el presente trabajo se estudiaron cultivos puros donde no se observo formacion de
floculos y por lo tanto, la diferente sensibilidad de los microorganismos frente a la cloracion es una
caracteristica intrinseca de los mismos que no tiene en cuenta los procesos difusionales de las cloraminas
dentro de los fléculos.

Los resultados hallados ponen en evidencia la necesidad de evaluar correctamente el efecto toxico del cloro en
los diferentes microorganismos presentes en cada caso particular a fin de planificar una estrategia adecuada
para el control del bulking filamentoso por cloracién en plantas de tratamiento de efluentes por barros
activados. Dicha estrategia deberia estar basada en la identificacion de los microorganismos responsables del
bulking filamentoso a fin de agregar la cantidad minima de cloro requerida para conseguir su inhibicidn,
minimizando el impacto del tratamiento en los microorganismos floculantes. Para ello es necesario contar con
la informacion especifica para cada microorganismo asi como evaluar la accién inhibitoria del cloro en los
barros considerando los procesos difusionales.




Figura 5. Inhibicion de la respiracion en funcion de la dosis de cloro aplicada
(A) Sphaerotilus natans (v) Acinetobacter anitratus.

CONCLUSIONES

Se modeld en base a ecuaciones cinéticas el efecto de las cloraminas sobre la biomasa cuantificada a través de
técnicas respirométricas.

La técnica respirométrica empleada permitié evaluar la toxicidad del cloro sobre cultivos puros de un
microorganismo filamentoso (Sphaerotilus natans) y uno floculante (Acinetobacter anitratus).

Se encontraron diferencias en la sensibilidad de los microorganismos estudiados frente a la cloracidn, siendo
ésta una caracteristica intrinseca de los mismos. S. natans resultd ser mas susceptible a la cloracion respecto a
A. anitratus para dosis de cloro inferiores a 11 mgCl,.gSSV™y por lo tanto, las dosis de cloro aplicadas para el
control del bulking filamentoso causado por S. natans deben estar por debajo de este valor.

Sobre la base de los experimentos realizados se concluye que la diferente susceptibilidad de S. natans y A.
anitratus frente al cloro es un aspecto importante a tener en cuenta en el disefio de una estrategia dptima de
control del bulking filamentoso.

Los estudios realizados se completaran en una préxima etapa teniendo en cuenta los procesos difusionales que
ocurren cuando los microorganismos forman parte de los fléculos que aparecen en plantas de barros activados.
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