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Resumen

La fibra de agave es un material de desecho de la industria mezcalera aun no
reportada en la literatura como material soporte en el proceso de biofiltracion. Se
establecié como hipdtesis que los factores aire (2), platos de separacion (3) y carga
hidraulica superficial (CHS) producen efluentes que no cumplen los estandares
nacionales e internacionales en la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs,),
coliformes fecales (CF), huevo de helmintos (HH) y sélidos suspendidos totales
(SST). Dos series con tres biofiltros (BF) fueron evaluados, la primera serie se probdé
a una velocidad de aireacion de 0.62 m>m?h™ y la segunda sin aire; cada serie se
empaco con diferente niumero de platos de separacion (4, 8 6 12) a lo largo de la
columna: Los BFs se probaron con cinco CHS 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 y 1.34 m®m™d"’,
estableciendo la temperatura del agua de entrada como covariable, durante 17
meses. Con técnicas de biologia molecular se determinaron las especies
microbianas mas sobresalientes en cada serie de BFs predominando Pseudomonas,
Rahnella, Yersinia, Pandorea, Aeromonas, Stenothrophomonas; Bacillus,
Paenibacillus and Sphingobacterium; Chryseobacterium, Cellulomonas and
Arthrobacter pertenecientes al phylum Protobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes y
Actinobacterias. Resultados estadisticos muestran que los factores temperatura (T),
aire (A), CHS vy las interacciones A*CHS y empaque*aire (FA*A) son
estadisticamente significativos (p<0.05). Se concluye que los biofiltros empacados
con fibra de agave producen efluentes que cumplen con los estandares
internacionales de la USA-EPA y las normas oficiales mexicanas por lo que los
efluentes pueden reusarse en riego agricola y areas verdes, previa desinfeccion.

Abstract

Agave fiber is a byproduct of the mescal industry that has not been reported as
material support in biofiltration processes. This study set as hypothesis that air (2),
separation plates (3), and hydraulic loading rates (HL) (5) would produce effluents
that do not meet set standards for 5 d biochemical oxygen demand (BODs); helminth
eggs (HE), fecal coliforms (FC), and total suspended solids (TSS). Two series of
three biofilters (BF) each were tested; the first one had an aeration rate of 0.62 m*m"
" and no air was fed into the second set. Each of two sets of biofilters was divided
with 4, 8 or 12 acrylic plates installed along the column to reduce compaction of the
material support. All biofilters were run at 0.27, 0.54, 0.80, 1.07, and 1.34 m*m™2d™" HL
using inlet wastewater temperature as a covariable since the experiment lasted 17
continuous months. Polymerase chain reaction, denaturing gradient gel
electrophoresis and ribosomal gene library analyses revealed that species diversity in
biofilm of two series of biofilters was dominated by members of Pseudomonas,
Rahnella, Yersinia, Pandorea, Aeromonas, Stenothrophomonas; Bacillus,
Paenibacillus and Sphingobacterium; Chryseobacterium, Cellulomonas and
Arthrobacter of Protobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes and Actinobacteria phylum.
Statistics results show that factors temperature, air, HL and interactions air*HL and
packing*air are statistically significant (p<0.05). It is concluded that BFs packed with
agave fiber produce effluents that fulfill the national and USA-EPA standard criteria,



except in fecal coliforms, and then the effluents can be used to irrigate agricultural soil
and green areas, after disinfection.
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. Introduccién

El tratamiento de aguas residuales en las localidades alejadas de los grandes
centros de poblacion requiere ser atendido con tecnologia disponible que pueda
adaptarse a las condiciones técnicas, econdmicas y sociales de estos sitios. Ante la
falta de recursos lo mas comun del manejo de las aguas residuales es alejarlas del
sitio de generacidn y descargarlas a cuerpos receptores sin recibir tratamiento
alguno. Si bien es cierto que existen procesos biotecnolégicos con alta eficiencia de
remocion de contaminantes presentes en las aguas residuales (Wagner et al., 2002),
estos procesos exigen una inversion considerable para su construccion y personal

calificado para operacién y mantenimiento.

El proceso de biofiltracion con materiales organicos es una tecnologia que produce
efluentes que cumplen con los estandares, desde el punto de vista tecnologico, con
la gran ventaja de ser flexibles en su operacion (Garzén et al., 2005). El sistema
pude ser modular, lo que permite adaptarlo en funcién de la complejidad del efluente
a tratar, de los objetivos de descarga y del incremento del gasto de la descarga, esto
permite hacer adaptaciones para acondicionar al crecimiento de los generadores de
aguas residuales como es el caso de las comunidades rurales, agroindustrias y de
los propios centros de educacién e investigacion. Se ha demostrado que no
requieren grandes inversiones, son sencillos en su operacion y que las dimensiones
se reducen a una quinta parte de una planta convencional (Garzén Zuhiga et al.,
2008).

El proceso de biofiltracion en materiales organicos se caracteriza por ser un proceso
de crecimiento adherido, esto es, los microorganismos, crecen en superficies
rugosas, formando ahi la biopelicula a diferencias de los cultivos suspendidos como
el caso de lodos activados Debido a que los materiales organicos son porosos, con
alto contenido de huecos o vacios, propicia que a través de cuatro mecanismos
simultaneos actuen sobre los componentes de las aguas residuales a remover. Estos

son 1) filtracion lenta y pasiva, 2) absorcién, adsorcion e intercambio iénico, 3)
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biodegradacion y 4) desinfeccion (Buelna et al., 2011). El control de la carga aplicada
permite un equilibrio entre el crecimiento y el decrecimiento de la biomasa, lo que
conduce a una biodegradacion pasiva de los contaminantes, sin produccién de lodos

biologicos.

Los materiales filtrantes mas utilizados han sido la turba, cascara de madera, virutas
y astillas de madera de diferente tipo de arboles y fibras naturales como fibra de coco
y fibra de palma datilera (Lens et al., 1994; Buelna y Bélanger, 1991; Garzdn.Zufiga
y Buelna, 2011)

La aportacion de este estudio es la innovacion de la fibra de agave como material
soporte de la biopelicula, que aun no ha sido reportado como material de empaque
en el proceso de biofiltracion en la literatura cientifica revisada. Los biofiltros
organicos empacados con este material se evaluan con aire y sin adicién de aire, e
innovando un sistema de platos de separacion a lo largo de la columna con la
finalidad de evitar problemas de funcionamiento como son el taponamiento o
azolvamiento del material de empaque si como la pérdida de carga o presidn del aire
que limite el tiempo de uso de los biofiltros. Debido a que en la literatura no se ha
reportado cual es el al desconocimiento técnico de saber cual era el flujo o carga
hidraulica de operacion 6ptima se propuso evaluar los biofiltros con cinco cargas
hidraulicas aplicando un disefio de bloques subdivididos en un experimento factorial
con una covariable en la temperatura del agua a la entrada de cada BF, a fin de
poder explicar las respuestas estadisticas del proceso de biofiltracion. Asi, bajo estas
condiciones se obtuvieron efluentes que cumplen con estandares nacionales e
internacionales que pueden ser reutilizados en proyectos de irrigacion agricola y de

areas verdes, previa desinfeccion.

Como contribucion adicional al término del estudio, mediante técnicas de biologia
molecular se identificé la comunidad microbiana mas sobresaliente que se encuentra
en mayor proporcion responsables de la remocidon de contaminantes en el agua

residual bajo las condiciones particulares del proceso de bicfiltracion, ya que en la
3



literatura no se reporta comunmente qué consorcios son los que degradan la materia

organica.

[I. Antecedentes

2.1 Tratamiento de aguas residuales.

Los procesos de tratamiento para remover contaminantes especificos, de
acuerdo a las necesidades de reuso de los efluentes de aguas residuales domésticas
e industriales son procesos biotecnoldgicos que han sido aplicados ampliamente
(Wagner et al; 2002). Los procesos de lodos activados en sus diferentes
modalidades, filtros percoladores y reactores anaerobios han sido empleados para
tratamiento de aguas residuales de grandes centros de poblacion (Metcalf y Eddy,
1991; Crites y Tchobanoglous, 1998). Sin embargo, la complejidad de operacion, los
altos costos de inversion y de mantenimiento han limitado su aplicacion a
comunidades rurales y a la pequefia y mediana industria (Buelna, 1994).La
aplicaciéon de sistemas de infiltracion rapida en suelo asi como el uso de humedales y
lagunas de oxidacién en comunidades rurales han obtenido excelentes resultados en
remocion de la DBOs, nitrogeno total (NT), SST y fosforo total (P) (Yi et al.; 2007). La
infiltraciéon en suelo y percolaciéon ha sido uno de los métodos mas sencillos y
economicos (Bomo et al., 2004). La desventaja de estos sistemas es que requieren

bastante terreno, por lo que encarecen su aplicacion (Wilderer et al.; 2000).

El proceso de biofiltracion se ha aplicado desde 1893, a través de los filtros
percoladores, empleando originalmente materiales inertes soporte de la masa
bacteriana como rocas, porcelana y escoria (Metcalf y Eddy, 1991; Ramalho, 1996;
Wilderer et al., 2000; Kennes y Viega, 2002; Hu y Gagnon, 2006; Dorado et al.,
2010). Actualmente, varios tipos y formas de plastico se han venido empleando en la
degradacion aerdbica de la materia organica principalmente por bacterias

heterotréficas (Wick, 2003). Yoon et al. (2008) obtuvo eficiencias de remocion de
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88.5 % de DBOs y 82.9% de SS en biofiltros aerobios con melanina flexible como

material filtrante.

Sin embargo, en las dos ultimas décadas la biofiltracién con material organico ha
cobrado importancia en Canada, Bélgica y Estados Unidos (Garzon y Buelna, 2011);
ya que es un proceso muy versatil para remover contaminantes del aire, agua para
consumo y aguas residuales domésticas e industriales (Buelna, 1994). Powelson et
al. (2006) evaluaron el uso de biofiltros en la remocion de metano en las emisiones
de un relleno sanitario disminuyendo el flujo de emisién de gases de efecto
invernadero, empleando biofiltros con una mezcla de materiales de composta de

hojas y ramas y “pellets” de poliestireno expandido.

Los microorganismos que crecen sobre la superficie de los material filtrante que
actua como soporte se denomina biopelicula (Chaudary et al.; 2003). Estos soportes

pueden ser organicos e inertes (

En los biofiltros el agua residual se alimenta por la parte superior, se infiltra y fluye
hacia la parte baja, al igual que en un sistema de filtro percolador (Metcalf y Eddy,
1991). Es un proceso de filtracion lenta y pasiva debido a que la velocidad de
filtracion es muy baja (<0.5 m/d), y al paso por el medio filtrante los contaminantes
quedan retenidos por mecanismos de adsorcion, absorcion e Intercambio idnico, que
aprovechan los microorganismos para degradar la materia organica (Garzoén Zuniga
et al., 2007; Buelna et al., 2011). La materia organica es transformada a compuestos
como dioxido de carbon, agua y algunos nutrientes como fosfatos y compuestos

nitrogenados como NO3’, NH;" y N», principalmente (Gaudy y Gaudy, 1988).

La aplicacion de biofiltros aerobios se debe a que son sistemas econdmicos,
sencillos y eficiente en la purificacion del agua (Makarevich et al., 2000; Garzén
Zuiiga et al., 2005). Estos se han aplicado para el tratamiento de agua residual en
gastos bajos de unidades habitacionales y hoteles (Chaudhary et al., 2003); para

remover compuestos recalcitrantes en aire (Das Neves et al., 2006; Krishnakumar et
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al., 2007); remocion de herbicidas y antibidticos en biofiltros desnitrificantes

empacados con astillas de madera (llhan et al., 2011).

Con astillas de madera, Lens et al. (1994) obtuvieron una remocién de 72% de SS;
63% de DQO; 97% de DBOs y 64% de N-NH,". Buelna y Bélanger (1991) empleando
turba obtuvieron 98% SS, 96% de DBOs, 87% de DQO y 99% de coliformes fecales.
Garzén Zuaniga y Moeller (2007) en biofiltros aerobios emplearon como soporte
residuos de madera de diferentes especies y obtuvieron una remocién 98.5% de
DBOs. Garzon-Zufiiga et al. (2008) evaluaron la remocion de patdogenos con biofiltros
aerobios empleando astillas de madera y fibras naturales removiendo 98% de DBOs;
99.99% de CF y 96.9% HH. Corley et al. (2006) utilizaron cuatro diferentes fibras de
turba en el tratamiento de agua residual sintética removiendo 96% de DBOs, 86% de
DQO y 94% de SST.

Riahi, (2009) con biofiltros empacados con fibra de palma datilera, obtuvo remocion
de 80.6% de DQO, 57.7% de fosforo y 98% de HH en un tratamiento terciario de
aguas residuales. Buelna et al. (2011) tratando aguas residuales sanitarias
obtuvieron eficiencias promedio de 96% de DBOs, 99% de SS y 90% de N-NTK.

Esta tecnologia ha sido utilizada para remover materia organica y nitrégeno de las
aguas residuales urbanas a través de procesos biologicos de nitrificacion-

desnitrificacion (Galvez et al., 2003).

En cuanto a la fibra de agave es un subproducto de la industria del mezcal,
considerado un residuo sélido sin uso especifico actual. En México en 2007, existian
mas de 64 millones de plantas cultivadas de Agave durangensis destinadas a la
produccion de mezcal (SEDECO, 2008), lo que asegura la materia prima para la
operacion de plantas de tratamiento de aguas residuales. Este proceso produce de
20 a 30% de fibra en base humeda. Esta fibra organica tiene alta area de contacto lo
cual resulta adecuado para el desarrollo de la biopelicula para degradar materia
organica contenida en aguas residuales; esta disponible y no tiene costo ni necesita
de pretratamiento como fresado de corteza y astillas de madera.



En la literatura investigada no se encontraron estudios efectuados con platos de
separacion, solo Chandravathanam y Murthy, (1999) los aplicaron en empaques no
organicos, donde el uso solo es para redistribucién del flujo de agua residual. Garzén
Zuniga et al. (2007) tuvieron problemas de taponamiento después de los primeros 50
dias cuando aplicaron una carga de sélidos suspendidos superficial de 68 g m2d™.
En los biofiltros empacados con material organico el peso del empaque mojado o
humedo contribuye a que se compacte y se supuso que usando placas de

separacion este efecto podria disminuirse o eliminarse.

Por otro lado, la carga hidraulica es una variable critica para el proceso de
biofiltracion ya que esta influenciada por el porcentaje de espacio vacio o huecos del
material filtrante y el tiempo de residencia hidraulico y se caracteriza por una muy
baja velocidad de infiltracidon conocida como velocidad pasiva (Garzén Zuiiga et al.,
2003). Con el manejo adecuado de la CHS, ha sido posible mantener una capa
consistente de la biomasa, mejorando en el funcionamiento y evitando el abatimiento
de los biofiltros (Metcalf y Eddy, 1991). Se usé una CHS de 0.025 y 0.10 m®* m? d”
para una mezcla de cascara, turba y astillas de madera como material de empaque
para tratar aguas residuales domésticas (Lens et al., 1994); quienes probaron CHSs
de 0.3, 0.6 y 1.3 m®> m? d”' usando turba como material de empaque para tratar
aguas residuales domesticas; con arena, silica, vidrio, turba y material geotextil en
aguas residuales domesticas a una CHS de 0.16 m* m? d™' (Hu y Gagnon, 2006).
Esto propicid que en el trabajo de investigacion se decidiera probar cinco cargas
hidraulicas de 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 y 1.34 m® m? d” lo cual incluye nivel bajos,
medio y altos en comparacién con la literatura, asi mismo decidir cual de las cargas
hidraulicas es mas econdémica y técnicamente la mas adecuada para el proceso y

encontrar la maxima CHS que cumple con los estandares normativos.

La funcién de la velocidad de aireacion es proporcionar oxigeno a las bacterias
aerdbicas para la degradacion de la materia organica y completar el proceso de
nitrificacion y la presencia de zonas anoxicas facilita se lleve a cabo el proceso de

desnitrificacion en forma conjunta (Garzén-Zufiiga et al., 2007). Para probar la
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hipotesis de que el aire juega un papel importante en el proceso de biofiltracion, fue
bombeado aire a una serie de tres biofiltros y otros tantos se probaron sin bombear
aire, siendo alimentados los seis al mismo tiempo a un flujo constante de aguas
residuales municipales. Los constituyentes fisicoquimicos y bioldgicos evaluados en
aguas residuales municipales y en los efluentes de cada biofiltro fueron DBOs, DQO,
SST, CF Y HH. La hipétesis principal de este estudio fue que los biofiltros organicos
empacados con fibra de agave produciran efluentes que cumplan con los estandares

para la irrigacion agricola y de areas verdes.

2.2 Estudios de diversidad microbiana.

Es importante mencionar que el conocimiento de la composicion
microbiolégica de la biopelicula en los procesos de biofiltracion con materiales
organicos como soporte y de cualquier proceso bioldgico de tratamiento de aguas
residuales es una de las claves importantes para determinar los factores que influyen
en la eficiencia y la estabilidad de plantas de tratamiento de aguas residuales y
desarrollar estrategias para una actuacion de mejora del proceso (Vanysacker et al.,
2010).

Los efluentes de aguas residuales desempenan un papel importante como fuentes
de contaminacion en ambientes de agua dulce. Estas fuentes no puntuales de
contaminacién se distribuyen ampliamente en las zonas urbanas y agricolas. Asi la
evaluacion de la calidad de agua basado en el estandar es un componente esencial
de programas de vigilancia para la proteccion de la salud humana (Marcheggiani,
2008). Asimismo, las heces del ganado y aguas residuales domésticas son uno de
los principales factores que inducen a la contaminacion de cuerpos receptores,
mientras que la identificacion de la fuente de contaminacion es particularmente

importante en la gestion y control de la contaminacion (Feng et al., 2010).



El conocimiento de la composicion de la comunidad microbiolégica de los procesos
biolégicos de tratamiento de aguas residuales es una de las claves importantes para
determinar los factores que influyen en la eficiencia y la estabilidad de plantas de
tratamiento de aguas residuales. El conocimiento en el entorno fisico de biopeliculas
puede utilizarse para biomejorar los procesos catabodlicas por introduccidn de
elementos genéticos moviles en una comunidad microbiana existente (Wuertz et al.,
2004).

Esto permite desarrollar estrategias para mejorar el proceso y manejar los
parametros de disefio y operacién, como el caso de los procesos de nitrificacion-

desnitrificacion (Vanysacker et al., 2010).

Con el aumento del desarrollo tecnolégico y la aplicacion rutinaria de técnicas
moleculares ha hecho posible llevar a cabo evaluaciones detalladas de la
biodiversidad de las comunidades microbianas acuaticas. Estas ofrecen grandes
oportunidades para investigar como éste parametro responde a diversas tensiones

ambientales (Dorigo et al., 2005).

Con la introduccién de la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizado (DGGE)
y electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) en Microbiologia
ambiental como herramientas moleculares permie comparar la diversidad de
comunidades microbianas y evaluar la dinamica de la poblacién. Los recientes
avances en estas técnicas han demostrado su importancia en la ecologia microbiana
(Muyzer, 1999). La utilizacion de estas técnicas moleculares ha permitido conocer la
formacion de diversas poblaciones microbianas considerando diferentes parametros
de proceso de tratamiento de aguas residuales. Una estimacién de la variabilidad de
la comunidad microbiana en el proceso de lodos activados permitid observar la
correlaciéon entre determinados grupos bacterianos y la eficacia de la eliminacion de

sustancias quimicas (Ziembinska et al., 2007).

Para el analisis de la comunidad no-espacial, en el sentido de evaluar cambios en las

poblaciones microbianas en funcién del tiempo o las condiciones ambientales, se
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basa en métodos generales de huellas, como DGGE y polimorfismo de la longitud de
fragmento de restriccion terminal T-RFLP, realizado sobre acidos nucleicos extraidos
de la biopelicula. Estos enfoques han sido mas utiles cuando se combina con la
amplificacion del gen, clonaciéon y secuenciacion para montar un inventario

filogenético de la especie microbiana (Wuertz et al., 2004 y Su et al., 2012).

La técnica de la DGGE es un método robusto para detecciéon de mutacion puntual
que se basa en la reaccién en cadena de polimerasa (PCR), siendo el principio la
alteracion de la temperatura de desnaturalizacion de un producto de la PCR con una
mutacién en comparacion el producto nativo. La PCR realizada sobre el ADN de un
individuo con una mutacion puntual en uno de dos genes dara lugar a una mezcla de
diferentes productos. Se formaran los productos PCR de los genes de tipo original y
el gen mutado (Roelfsema et al., 2009). Estas técnicas son muy utiles en el estudio
de diversidad microbiana ya que se pueden investigar organismos incultivables
(Welsh y McLean, 2007).

Entre los genes que han modificado la microbiologia esta el uso del gen 16S rRNA,
que una molécula relativamente grande, que contiene una informacion considerable y
su tamano es oOptimo respecto a otras moléculas. Puede aislarse en cantidades
relativamente grandes, puede secuenciarse directamente y no estd sujeto a la
transferencia lateral de genes. Para construir arboles filogenéticos se puede partir del
estudio de secuencias alineadas y se puede estudiar el numero de posiciones que
difieren entre si las secuencias de pares de bases; las diferencias entre estos pares
permiten confeccionar una distancia. Asi mismo, se pueden establecer diferencias
entre la cualidad de las secuencias, por ejemplo en qué lugares hay distintas
composiciones y  cual es la naturaleza de estas  diferencias
(http://www.tesisenred.net/bitstream/handle/10803/2394/2.INTRODUCCION.pdf?seq

uence=2). Por lo tanto, este procedimiento basado en el estudio de la secuencia

genética del RNA ribosémico puede emplearse como huella digital para el estudio de
microorganismos. Es la clave para el conocimiento historico de una bacteria que

permite el acceso a otros datos. Uno de los editores del Manual Bergey afirma que el
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conocimiento del gen 16S rRNA actualmente es un ensayo que posee la misma

profundidad taxondmica de la coloracion de Gram.

Okabe et al. (2002) estudiaron la diversidad filogenética de una comunidad de
bacterias nitrificantes en biopeliculas de un proceso de aguas residuales domésticas
y otra de nitrificantes autétrofos crecidos en un reactor de biodiscos (rotating disk
reactors, RDR), donde se caracterizo, por el analisis de la clonacién del 16S rRNA,
para relacionar la actividad nitrificante in situ directamente a la aparicion de

poblaciones de bacterias nitrificantes (

Estudios realizados en procesos de lodos activados variando concentraciones de
acido 2,4-dicloropenoxiacetico (2,4, D) a través la DGGE con fragmentos
amplificados del gen 16S rRNA por la PCR, demostré ser una herramienta que
permite comparar la diferencia drastica de los componentes de la comunidad

microbiolégica cuando estos se modifican (Lee et al., 2005).

Kundu et al. (2012) evaluaron la diversidad de la comunidad microbiana en un
reactor anaerobio a diferentes temperaturas mostrando el mejor comportamiento por
analisis con la PCR- DGGE utilizando amplicones del gen 16S rRNA. Mota et al.
(2012) compararon los fragmentos diferenciados de dos subgrupos de bacterias
reductoras de nitratos en muestras de lodos activados. Fernandez et al. (2008)
determino la formacién, estructura y biodiversidad de multiespecies de una
biopelicula anaerobia crecida dentro de un reactor anaerobio de flujo ascendente
(UASB) alimentado con aguas residuales de una cerveceria usando métodos

hibridacion in situ, la DGGE y clonacion.

Shen et al. (2011) estudiaron la formacion de biopeliculas desarrolladas en tres
reactores airlift para tratar aguas residuales con ampicilina (AMP). La DGGE vy
secuenciacion del gen 16S rRNA se utilizaron para caracterizar la comunidad
bacteriana de las biopeliculas. En reactores de membrana sumergida tratando aguas
residuales municipales fueron operados bajo diferentes condiciones de tiempo de
retencion y flujo. A través del analisis de la DGGE y secuenciacion comparativa del
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rRNA revel6 que diversas y distintas comunidades bacterianas difieren
significativamente de aquella que desarroll6 en la biomasa plancténica sobre la
superficie de membrana de microfiltracion con filotipos de Proteobacteria
(particularmente las subdivisiones alfa y beta) y dominando Bacteroidetes del gen
16S rRNA (Huang et al., 2008).

En otras aplicaciones ambientales de la PCR-DGGE, se ha aplicado para identificar
la composicién bacteriana y arqueas mesofilicas en un biodigestor tratando el
estiércol de cerdo y comparando la consistencia de dos métodos basados en el gen
16S rRNA para investigar la estructura microbiana (Liu et al., 2009). En evaluacion
microbiana en biofiltros que degradan metil etil cetona (Li y Moe, 2004). En la
determinacién de la comunidad bacteriana de un biofiltro empacado con composta
tratando aire contaminado con benceno (Borin, 2006). En analisis de la comunidad
bacteriana en agua de una granja de peces (Peng, 2007). En la identificacion de
bacterias oxidantes del amonio en tratamiento de aguas residuales domesticas (Ebie
et al.,, 2004). También se ha investigado en la determinacion de la comunidad
autoctona metanotrofica del suelo en campos arroceros (Henckel et al., 2000). En
muestras de suelos y sedimentos, investigaron la estructura de la comunidad y la
diversidad en estos entornos, dio informacién sobre los cambios en las poblaciones

bacterianas numéricamente dominantes (Torsvik et al., 1998).

Para el analisis filogenético de las bacterias aisladas se han empleado varios genes
(GomezVillaba et al., 2006). Estos investigadores determinaron los perfiles de la
comunidad microbiana de bacterias amoniooxidantes y desnitrificantes con los genes
amoniaco-monooxigenasa (amoA) y oxido nitroso reductasa (nosZ) y demostraron
que estas bacterias coexistieron tanto en condiciones aireadas como en condiciones
anoxicas. Ziembinska et al. (2009) utilizaron la DGGE combinada con la clonacion y
secuenciacion de 16S rRNA y fragmentos de genes de AmoOA para estimar la
biodiversidad y cambios temporales de la comunidad de un proceso de lodos
activados. Lydmark et al. (2007) examinaron el efecto de las condiciones

ambientales, especialmente la concentracion de amonio, sobre la composicion de la
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comunidad y actividad nitrificante de las bacterias en la biopelicula en una planta
piloto de tratamiento de aguas residuales. La composiciéon de la comunidad se
analizé mediante sondas de hibridacién in situ con fluorescencia de (FISH) asi como
el analisis parcial de genes 16S rRNA y amoA mediante PCR-DGGE vy la
secuenciacion. Song et al. (2006) determinaron estructura de la comunidad
microbiana en lodos anaerobios alternando las condiciones mesofilicas y termofilicas
con perfiles de la PCR-DGGE.

Otro estudio evaludé el desempefio de la nitrificacion y ecologia microbiana de los
lodos nitrificantes de dos plantas de tratamiento de aguas residuales a gran escala,
una tratando aguas municipales y la segunda de efluentes de granja porcina (Whang
et al., 2009). Ito et al. (2007) mediante el empleo de técnicas moleculares, incluyendo
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion terminales, evaluaron los
analisis filogenéticos y las secuencias de clonacién marcados con el 16S rRNA y
grupo especifico funcional del gen amoniaco-monooxigenasa (amoA) las estructuras
de la comunidad microbiana del lodo nitrificante y su importancia para el rendimiento

de nitrificacion.

Las herramientas moleculares también se aplican en el tratamiento de aire. Yin et al.
(2004) evaluaron en tres biofiltros tratando aire contaminado con amoniaco la
diversidad microbiana mediante la DGGE. Una combinacién de analisis de
hibridacién in situ con fluorescencia, microperfiles, DGGE de fragmentos
amplificadas del gen 16S rDNA por PCR y clonacién del gen 16S rRNA se aplicé
para investigar el desarrollo sucesional de la estructura de la comunidad de bacterias
reductoras de sulfato y la actividad de produccion de sulfuro in situ dentro de la
biopelicula creciendo bajo condiciones microaerofilicas y en presencia de nitrato (lto
et al., 2004).

Para el caso de estudios con primers o iniciadores en la PCR ha sido aplicado
ampliamente el empleo del gen 16S RNA en la identificacion de microorganismos en
diferentes ambitos de la ecologia microbiana (Garveba et al., 2001; Ebie et al., 2004;

Goreques et al., 2005; Liu et al., 2008; Morales-Jiménez et al., 2009). Este gen se ha
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empleado para identificacion de bacterias acido lacticas contaminantes de vinos
(Giusto et al., 2007); para seleccion especifica de clones (Middleton et al., 2004),
identificaciones microbiolégicas de bacterias bucales (Li et al., 2006); en
determinaciones bacterianas de heridas crénicas (Dowd et al., 2008); en estudios de

mutaciones causadas por B-Thalassemia (Gorakshakar et al., 1999).

Estos estudios ponen de manifiesto que la DGGE es una herramienta util para
cumplir con el objetivo especifico en esta seccién del estudio para determinar la
comunidad bacteriana de la biopelicula en tres secciones de los biofiltros empacados

con fibra de agave respecto a la altura.

En cuanto a las pruebas mas utilizadas de la fiabilidad de un arbol filogenético
inferido es la prueba Bootstrap de Felsensteins (1985), que es evaluada usando la
técnica de remuestreo de Bootstrap de Efrons (1982). Si hay m secuencias, cada una
con n nucleétidos (o codones o aminoacidos), un arbol filogenético entonces se
puede reconstruir mediante el método de construccidén de arbol. De cada secuencia,
n nucleotidos son elegidos al azar con reemplazos, dando lugar a m filas de n
columnas cada una, constituyendo un nuevo conjunto de secuencias. Un arbol es
reconstruido luego con estas nuevas secuencias mediante el mismo método de
construccion. A continuacion la topologia de este arbol es comparada con la del arbol
original. Cada rama interior del arbol original es diferente del arbol Bootstrap de la
secuencia de particiones que da un puntaje de 0. Todas las otras ramas interiores
reciben el valor 1. Se repite este procedimiento de remuestreo de los sitios y la
reconstruccion posterior del arbol a varios cientos de veces, y se observa el
porcentaje de veces que cada rama interior y se da un valor de 1. Esto se conoce
como el valor de Bootstrap. Como regla general, si el valor de arranque para una
determinada rama interior es 95 o superior, entonces la topologia de dicha sucursal
se considera correcta. La mas reciente incorporacion en MEGAS es una coleccion de
analisis de maxima verosimilitud (ML) para inferir arboles evolutivos, seleccionando

modelos de sustitucién de ajuste perfecto (nucleétidos o aminoacidos), estados de
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inferencia ancestrales y secuencias (junto con probabilidades) y tasas de estimacion

evolutiva sitio por sitio.

2.3 Justificacion

Considerando la normatividad en materia de aguas residuales (NOM-001-
SEMARNAT-1996) (DOF, 1997), se menciona que a partir del 1 de enero del 2010
las comunidades mayores de 2500 habitantes deben contar con un sistema de
tratamiento de aguas residuales. A nivel nacional practicamente no se ha cumplido
con estos compromisos, quiza por falta de opciones tecnoldgicas o vision de los

encargados de resolver el problema.

En relacién a esta problematica el proceso de biofiltraciéon es una alternativa técnica,
econdmica y sustentable que puede ser aplicada para disminuir los efectos de las
descargas de aguas residuales en cuerpos receptores y una forma de hacer uso
eficiente del agua que puede ser aprovechada en actividades productivas para
aquellos sitios donde no se cuenta con sistemas de tratamiento y que son sitios, de
por si, son insuficientes en cantidad y calidad de agua. Con la realizacion de este
experimento se pretende contribuir al conocimiento de la aplicacion de biofiltros
organicos en la remocion de contaminantes presentes en aguas residuales
municipales, en parametros que marcan la calidad sanitaria de los efluentes y la
remocidn de materia suspendida que afecta el funcionamiento y eficiencia de los
biofiltros, asi como la tipificacion de la comunidad microbiana empleando técnicas de
biologia molecular como parte la conformacién de la biopelicula en los biofiltros

organicos empacados con fibra de agave.

Ambientalmente se contribuira a la reduccidn de la contaminacion de cuerpos
receptores por vertimiento de aguas residuales sin tratar y recuperar el agua tratada

para otros usos productivos.
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Finalmente, se desarrollé6 una tecnologia sencilla, eficiente y de bajo costo en el
tratamiento de aguas residuales municipales que compite con otras tecnologias,
innovando el uso de un nuevo material no utilizado con anterioridad para el proceso
de biofiltracion como es la fibra de agave el cual podra ser utilizado por el sector
social bajo condiciones econdomicas, ya que comparado con las tecnologias

mecanizadas estas son muy redituables.

El propdsito inicial de conocer la presencia de los principales y/o mas abundantes
tipos de bacterias responsables del funcionamiento del biofiltro relacionado con la
eficiencia de remocion de los parametros ya descritos le dan soporte técnico al
desarrollo del proceso de biofiltracion con biofiltros empacados con fibra de agave,
que dependiendo de los resultados obtenidos se puede transformar en valor

agregado a este desecho industrial.

Sin embargo, ya con los resultados obtenidos resulta muy interesante describir con
otro angulo la disertacion o el enfoque de dichos resultados. Asi que en primer

término tenemos la siguiente justificacion.

El conocimiento de la comunidad microbiana en este tipo de procesos de
biofiltracion con biofiltros organicos es relevante debido a que, por un lado, no se han
encontrado resultados reportados en la literatura de amplicones secuenciados con el
gen 16S RNA en biopeliculas adheridos en biofiltros empacados con materiales
organicos y menos en la fibra de agave, por lo que cabe la posibilidad de ser

pioneros en esta aportacion cientifica.

Otra y posiblemente mas relevante es que desde el punto de vista econdémico,
ambiental y/o biotecnoldgico cabe la posibilidad de obtener cepas o material genético
de alta relevancia como es el caso de los organismos celuloliticos, nitrificantes o
desnitrificantes ya que tienen alta demanda en los procesos de produccion de
biocombustibles, en los sistemas de tratamiento de aguas residuales a escala real de
grandes volumenes, en procesos de biorremediacion y/o producir material genético

para degradar alguna sustancia téxica especifica o que pudiera ser susceptible al
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ataque de algun organismo promotor de enfermedades que ponen en riesgo la salud

de la poblacién.

2.4 Primera hipotesis
La aplicacién de biofiltros organicos empacados con residuos de fibra de agave de la
industria mezcalera, no mejora sustancialmente la calidad del agua tratada para riego

de areas verdes y no cumple con los criterios que marca la normatividad ambiental.

2.5 Segunda hipotesis
La composicién de la comunidad microbiana presente en la biopelicula desarrollada
en fibra de agave que sirve de empaque de los biofiltros organicos y responsable de

la degradacion de la materia organica presente en aguas residuales es homogénea.

2.6 Objetivo general

Innovar una tecnologia para tratamiento de aguas residuales domeésticas a
base de biofiltros empacados con residuos de fibras de agave proveniente de la
industria del mezcal a fin producir efluentes que cumplan los estandares nacionales e

internacionales para riego agricola y de areas verdes.

2.7 Objetivos especificos
v Evaluar la eficiencia de remocion de materia organica en biofiltros con y sin aire,
entre diferentes niveles de empaque en cinco diferentes cargas hidraulicas

superficiales.
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v' Evaluar la calidad sanitaria del efluente de los biofiltros con y sin aire, entre
diferentes niveles de empaque en cinco diferentes cargas hidraulicas

superficiales que cumpla con los criterios que marca la normatividad ambiental.

v Determinar y comparar la flora microbiana en tres niveles respecto de la altura
del biofiltro organico.
v

lll.  Materiales y métodos

3.1 Construccioén e instalacion de biofiltros.

Dos series de tres biofiltros (BF) cada una, a nivel laboratorio, fueron construidos
con tuberia de PVC hidraulico de 2.0 m de altura y 0.185 m de diametro interno y
0.54 m® de volumen . Fueron cerrados en los extremos con tapas del mismo material.
Se dejo un vacio de 0.10 m en cada uno de los extremos para dar una columna de
1.80 m de material organico empleando la fibra de agave (Agave durangensis) como
empaque. La primera serie se probé con una tasa de aireacién de 0.62 m*m=h™ y la
segunda no recibié bombeo de aire. Esta serie la constituyen los biofiltros BF1, BF2 y
BF3 con 12, 8 y 4 placas de separacion. La segunda serie corresponde a los
biofiltros BF4, BF5 y BF6 con 4, 8 y 12 subdivisiones cada uno. Las subdivisiones
fueron placas inertes de acrilico con perforaciones de V2 de pulgada colocadas con el
objetivo de evitar la compactacién del material soporte cuando se adicione el agua
residual. El procedimiento de relleno de los BF se realizd6 de acuerdo a Garzén
Zuniga et al. (2003) con peso promedio aproximada de 10.1 kg de fibra de agave al

65% de humedad. Cada serie de biofiltros fue evaluada en un periodo de 410 dias.
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El aire fue suministrado a contracorriente del flujo de agua, en la parte inferior de los
BFs con salida en la parte superior. El flujo del aire fue controlado diariamente con un
fluidmetro Dwyer™ de 0-1 SCFH. La caida de presién de cada BF aireado se midié
con manometro formado por una columna de agua con tuberia de silicon en forma de
“U” registrandose el desplazamiento de la columna y midiéndose en mm diariamente.
En la Figura 1 se muestra un diagrama de un biofiltro aireado que es similar a los

BFs sin aire, pero con la omision de la entrada y salida de aire.

Agua residual

Salida de Aire

Bomba
Peristaltica

Fibrade

agave Platos

Entrada

de Aire Medidor

de presion

Efluente

Figura 1 Representacion esquematica de un biofiltro con aire.

3.2 Material de empaque.

La fibra de agave fue proporcionada por la Union Ejidal Productora de Mezcal de
Nombre de Dios, Dgo. Es un residuo solido que se produce después del proceso de
desgarrado y compresion de las pifias cocidas de agave con un contenido de
humedad de 80% aproximadamente. Este material es secado al sol, tamizado en

malla 100 para eliminar los polvos finos y suelo que se arrastra durante el manejo del
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material hasta su uso final. El llenado de los biofiltros y tratamiento de la fibra se hizo

de acuerdo a Garzon Zufiiga et al. (2003).

3.3 Aguaresidual municipal.

El origen del agua residual municipal fue de la planta de tratamiento de aguas
residuales de la ciudad de Durango, México (PTAR), ubicada a 9 km del Laboratorio,
cuyas muestras fueron tomadas en garrafones de 40 L después del tratamiento
primario (cribado, desarenado, sedimentacién y homogenizacion). El agua residual
se alimentd a cada biofiltro con bombas peristalticas MasterFlex con tuberia de
silicon. Se registro diariamente el flujo y haciendo las correcciones en su momento
para mantenerlo constante. Se probaron los BFs con cinco cargas hidraulicas
superficiales (CHS) de 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 y 1.34 m® de agua residual m2d™" con
flujo de agua residual constante de 5, 10, 15, 20 y 25 mL min™. Un periodo de
adaptacién de los microorganismos de tres meses fue corrido con un flujo de 3 mL
min™ de agua residual en todos los BFs. El objetivo de probar las cinco CHS fue
determinar cual era la mas eficiente en la remocion de contaminantes con la
innovacion de la fibra de agave como material de empaque. El agua residual cruda
fue almacenada en un tanque de 400 L el cual se mantuvo aislado de la temperatura

ambiental, herméticamente tapado para evitar una oxigenacion pasiva.

3.4 Caracterizacion fisicoguimicay bioldgica del agua residual municipal y
los efluentes de los BFs.

El agua residual municipal y los efluentes de los BFs fueron caracterizadas midiendo
el contenido de materia organica con las técnicas de demanda bioquimica de
oxigeno (DBOs) a través del método modificado de Winkler y la demanda quimica de
oxigeno (DQO) por el método de digestion de reflujo cerrado. La calidad sanitaria se

midié a través de la concentracion de coliformes fecales (CF) por el método del
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NMP/100 mL y la determinacion de huevos de helminto (HH) por flotacién con Sulfato
de Zinc. Se complementd con el analisis de sélidos suspendidos totales (SST) por
método gravimétrico de peso seco, ambos de acuerdo a la APHA et al. (1995); a
excepcion de los HH que se realizé de acuerdo a la NOM-003-SEMARNAT-1997
(DOF 1998). El pH y la conductividad eléctrica (CE) se midieron diariamente por
método electrométrico La temperatura (T) del agua de entrada a los biofiltros se
midié diariamente con termdmetro de vidrio Brannan con rango de -5 a 120°C. En el
efluente de cada BF se determinaron estas técnicas cada semana a excepcion de

HH que se analizaron cada 15 dias.

3.5 Proceso de identificacion de los microorganismos.

3. 5.1 Muestreo del material soporte de la biopelicula y conservacién de

muestras.

Las muestras de la fibra de agave, donde se desarrollo la biopelicula, fueron
tomadas por duplicado en tres secciones del biofiltro a 0.35, 0.85 y 1.35 m a lo largo
de la columna midiendo del fondo hacia arriba de los Bfs. El muesteo se realizé en
condiciones asépticas con el apoyo de mecheros Bunsen. El material retirado con
pinzas largas flameadas, fueron colocadas en tubos Eppendorf Falcon estériles de
50 mL, se mantuvieron en refrigeracion y fueron transportadas en hielera hasta el
laboratorio donde fueron almacenados en refrigeracion. El muestreo se realizé a una

carga hidraulica superficial de 1.34 m® agua residual m?d™.

3.5.2 Crecimiento de la poblacibn microbiana en medios de cultivo

especificos.
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Para la identificacion de componentes de la comunidad bacteriana en los BFs se
determind por dos métodos: el primero a través de técnicas microbiologicas
tradicionales que consiste en crecimiento, aislamiento y purificacion de colonias
obtenidas a través de la cuenta total y cuenta de morfotipos que se desarrollaron en
cinco medios de cultivo diferenciales (Figura 4) tomando en cuenta las diluciones se
sembraron por duplicado en 1) agar con tioglicolato para aislamiento de
microorganismos anaerobios, 2) rojo Congo con celulosa para cuantificacion de
microorganismos celuloliticos, 3) medio minimo basal con NH4" como fuente de
nitrégeno para aislamiento de microorganismos desnitrificantes, 4) medio minimo con
NOs™ como fuente de nitrégeno para identificacion de organismos nitrificantes y con

5) agar nutritivo para cuenta total de colonias aerobias.

Se tomo6 una muestra de aproximadamente 250 mg de la fibra de agave y se colocé
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se adicioné 250 uL de agua estéril, se agitd
vigorosamente en un disgregador tipo Vortex durante 10 min. Se centrifugd
(Centrifuga Sorval fresco, Thermo Electron Co, con refrigeracién) 5 min a 13 000 rpm
y finalmente se transfierio el sobrenadante a un tubo de 0.5 mL. Se hacieron las
diluciones para cada experimento, para realizar la siembra en cajas de Petri de cada
dilucion seleccionada por duplicado. Se incubaron a la temperatura y tiempo

establecido para cada método.

El numero de unidades formadoras de colonias (UFC) se contaron los morfotipos
coloniales que crecieron, en cada uno de los medios seleccionados y se describieron
de acuerdo al tamafo, color, elevacion, forma, elevacién, superficie, aspecto, borde,
luz transmitida, luz reflejada, consistencia y pigmento difusible. Finalmente se tifieron
de Gram para describir la morfologia microscopica (forma tamafo relativo o
aproximado, Gram y presencia, posicion relativa y forma de esporas). Tres
ejemplares de cada morfotipo se seleccionaron, resembraron para verificar la pureza

y se conservaron en glicerol al 20% a -70°C
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3. 5.3 Extraccion y comprobacion del ADN con electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

Con las cepas puras se realizd la extraccidon del ADN (anexo 1) con la técnica
descrita por Hoffman y Winston (1987) que se basa en extracciones con solventes
organicos, en este caso con la mezcla fenol/cloroformo. Se comprobd la extraccion
de ADN con electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Se revel6 el gel con bromuro
de etidio y se observa en un transiluminador con luz ultravioleta (Transiluminador UV,
Eagle Eye, Stratagene) obteniendo imagenes que se guardaron en la computadora

para su analisis y resguardo de la informacion.

3. 5.4 Amplificacién y purificacion del ADN con la PCR

Con las muestras positivas de ADN se llevd a cabo la amplificacion del gen 16S
rRNA por PCR y se realiz6 utilizando dos iniciadores universales (primers): Adelante
8 (NVZ-1) (5'-GCG GAT CCG CGG CCG CTG CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-
3") y reverso 1,492 (5'-GGC TCG AGC GGC CGC CCG GGT TAC CTT GTT ACG
ACT T-3') (Relman, 1993) que amplifican un fragmento aproximado de 1484 pb del
gen. Este proceso se llevo a cabo en un termociclador. Las condiciones de reaccion
se muestran en la Tabla 1 y las condiciones operativas de la PCR se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 1 Composicion de la mezcla de reaccion para amplificar el acido
desoxirribonucleico en la reaccion en cadena de la polimerasa en muestras de

morfotipos.
Componente Concentracion (ulL)
Agua estéril de alta pureza Variable*
Regulador 2.5
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MgCl, 2

DNTPs 2
Nvz-1 1
Nvz-2 1
Taq 0.15
Muestra de ADN 2

* Sirve para aforar a 25 uL y depende de la cantidad de muestra y/o del MgCl..

Tabla 2 Condiciones operacionales del termociclador durante la reaccién en cadena
de la polimerasa.

Condiciones Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 7 1
Desnaturalizacion 94 1 35
Alineamiento 60 1 35
Extension 72 2.5 35
Extensidn final 72 1 1

Después de la amplificacion en la PCR, se verific6 nuevamente por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% vy se purificd el kit comercial QlAquick PCR purification kit
(Qiagen, Valencia, CA). Finalmente se realizd la secuenciacién. Las muestras de

cada amplicon se resguardaron en glicerol al 25% a -70°C.

La identificacion de los microorganismos se realizé por similitud y aproximacion
filogenética y se construyeron arboles filogenéticos que permiten apreciar la
ubicacién de las cepas problema en el contexto de las especies actualmente
reconocidas. Estas filogenias se determinaron en primera instancia con ayuda del
programa BLAST para reconocer las especies emparentadas, accediendo a la base

de datos de secuencias de GeneBank y seleccionado las especies en la base de
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datos de TaxBrowser del NCBI. Los alineamientos se realizaron en el programa
SeaView (Gouy et al., 2010) utilizando el algoritmo CLUSTAL X o Muscle. Las
reconstrucciones filogenéticas basadas el el método de distancia se realizaron con
ayuda del programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA 5.05) y el
soporte estadistico de las ramas se ensayd con la técnica de remustreo tipo
Bootstrap (Felsenstein, 1985; Efrons, 1982).

3.6 Extracciéon de ADN metagenémico para la prueba de DGGE.

El segundo método de identificacion de la comunidad microbiana a través de la
secuenciacion del ADN fue a través de la técnica de la electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizado (DGGE), que tiene la capacidad de diferenciar fragmentos
de ADN amplificado con al menos un nucledtido diferente (Roelfsema y Peters, 2008)
y que en ecologia microbiana se utiliza para reconocer tanto a bacterias cultivables

como no cultivables..

Se hicieron extracciones de ADN de 21 muestras que corresponden a 18 sitios de
muestreo de los biofiltros con aire y sin aire, incluyendo una muestra del agua
residual municipal y dos muestras del efluente de cada serie de BFs. EI ADN
metagendmico fue extraido directamente de las muestras presentes en la fibra de
agave con la técnica de extracciéon de ADN descrita por Hoffman y Winston (1987).
Después de la extraccion se confirma la presencia del ADN con una prueba de

electroforesis en gel con agarosa al 1.5%.

3.7 Reaccidén en cadena de la polimerasa y los fragmentos del gen 16S RNA
para DGGE.
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Los iniciadores (primers) P3 (5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG GGC AGCAG-3) y P2 (5-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) fueron usados para amplificar la region 3V del 16S
rRNA bacteriano (Muyzer et al., 1993) y el tamafo aproximado esperado es de 230

pb. La mezcla de reaccion de la PCR se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3 Composicion de la mezcla de reaccion de la reaccidon en cadena de la
polimerasa en la prueba de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizado.

Componente Concentracion (L)
Agua estéril de alta pureza Variable*
Regulador para PCR 25

MgCl, 2

DNTPs 2

Primer P3 1

Primer P2 1

Taq 0.15

Muestra de ADN 2

* Sirve para aforar a 25 pL y depende de la cantidad de la muestra y/o del MgCl,

La Tag DNA polimerasa fue de la compafia Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo,

Brazil.

La reaccion de PCR se llevo a cabo con las condiciones que se muestran en la Tabla

4. El tamano esperado del amplificado es de 240 pb.

Tabla 4 Condiciones de operacion de la reaccién en cadena de la polimerasa en la
prueba de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizado.
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Condiciones Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

Desnaturalizacion inicial 94 7 1
Desnaturalizacion 94 1 35
Alineamiento 55 1 35
Extension 72 2.5 35
Extensidn final 72 10 1

3.8 Desarrollo de la prueba de la DGGE.

Las 21 muestras de ADN purificado se corrieron con protocolo de la técnica de
DGGE descrito por Muyzer et al. (1993), en un —DCode Mutation Detection Systemll
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). La prueba se realiz6 en el Laboratorio de
Ecoldgica Molecular de la Universidad Autbnoma Metropolitana, Campus Xochimilco,

en la ciudad de México D.F.

Los geles de acrilamida al 8% (37:1 acrilamida—bisacrilamida) se formaron con un
gradiente desnaturalizante lineal del 20% al 80%; una solucion 100%

desnaturalizante a una concentracion 7 M de urea y 40% (v/v) de formamida.

Los geles se corrieron a 85 V durante 16 h a 60°C en amortiguador TAE 1x (40 mM
Tris, 20 mM de acetato, 1 mM EDTA).

Las bandas de ADN se visualizaron empleando una técnica de tincién con plata

descrita por Sanguinetti et al. (1994).

Las bandas se recortaron del DGGE y se colocaron en tubos Eppendorf de 500 yL y
se solubilizaron en 30 pL de agua de calidad molecular. Del sobrenadante se

reamplificaron los ADNs como se describié anteriormente.
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3.9 Identificacion de las cepas de microorganismos secuenciadas y andlisis
filogenético.

Las muestras purificadas de ADN de las bandas de la DGGE fueron secuenciadas en
el Instituto de Biologia de la UNAM. Su procesamiento de alineamiento fue analizado

a través de herramientas de bioinformatica

Las secuencias del gen 16S rRNA de los aislados bacterianos se compararon con
bibliotecas taxondémicas del GenBank mediante una busqueda en Basic Local
Alignment Search Tool tipo BLAST (Altschul et al., 1997). Una coleccion de
secuencias taxonomicas se obtuvieron de la pagina del Taxonomy Browser de la
NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root). Las

secuencias obtenidas fueron alineadas con el software CLUSTAL X 2.0.12
(Thompson et al., 1997) y se editaron manualmente con el software BIOEDIT (Bio
Edit Secuences Alignment Editor) (Hall, 1999).

La clave de la cepa que se disefio para identificar a los microorganismos resultantes
de la prueba de la DGGE es de la siguiente forma: como ejemplo pondremos dos
clave de igual numero de muestras (1S2 y 4M7). El primer numero corresponde al
biofiltro, en este caso el 1 corresponde al biofiltro numero 1 que funciono con aire
(BF1) y el siguiente seria el biofiltro 4 (BF4) que funciond sin aire. La letra inmediata
corresponde a la posicion de la muestra respecto a la altura de la columna, en este
caso S sera para la parte superior de la columna, M medio y B bajo,
respectivamente. El ultimo numero sera para la posicion de la banda que fue
recortada de arriba hacia debajo del gel de acrilamida, en este caso 1 sera la banda

del BF1y 7 la banda del BF4, respectivamente.

3.10 Disefio experimental.
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Los efectos a probar fueron Aireacion (2: con aire y sin aire); numero de platos de
separacion 3: 4, 8 y 12 platos y cinco CHSs (5: 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 and 1.34 m> m™
d'1) aplicando un disefio de bloques subdivididos en un experimento factorial con una
covariable en la temperatura del agua a la entrada de cada BF. Las observaciones se

describen por el modelo estadistico lineal

Yi =p+ o+ B+ yic+ o= Bj+ o=y + By + i« B v+ 0Tk €

donde Yj es la iesima observacion en la variable de respuesta tomada bajo jesimo
tratamiento de los factores ai, yj, ¥ Pk ; 1 es el efecto de la media tota; o, es el efecto
del iesimo nivel del factor aire; B; es el efecto de la jesimo nivel del factor places de
separacion; yx es el efecto de la xesimo nivel del factor CHS; ai« Bj, i+, Y Bjyk son
la doble interaccion entre los factores; o« Bk +y; es el efecto de la triple interaccion
entre factores; T es el valor de la covariable (temperatura) obtenido en el k-iesimo

tratamiento ubicado i-esimo bloque ; & es un coeficiente de la covarianza en la
regresion lineal que indica la dependencia de Yju.en Tix Y € es el error aleatorio. El

método estadistico y sus fuentes de variacion fueron evaluados con el software
Statistica V. 7.0.

Las hipétesis a probar son:

1. Ho: a1 = a2 = ...a; contra la Hy: al menos un nivel del Factor a produce un

efecto diferente al de los demas.

2. Ho: B1=B2 = ....pt contra Ha: al menos un nivel del Factor B produce un efecto

diferente al de los demas.
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N

Ho: v1 = y2 = ....yt contra Ha: al menos un nivel del Factor y produce un efecto

diferente al de los demas.
Ho: asp= 0 . Ha: a-p #0
Ho:ay =0 Ha:ay #0
Ho:Ba =0 Ha:Ba #0
Ho:apfp y=0 Ha:apy #0

Ho: 6= 0 la covariable no influye en la variable de respuesta.
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IV. Resultados y Discusion

4.1Composicion del agua residual municipal.

La composicion promedio de los constituyentes fisicoquimicos y bioldgicos del

agua residual municipal empleada para la investigacion se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5 Composicién del agua residual.

Numero de
Parametro Unidades Concentracion +IC
muestras

Demanda Bioquimica de mg/L 269 +7.08 100
Oxigeno

Demanda Quimica de mg/L 643 + 33 106
Oxigeno

Coliformes fecales NMP/100 mL  7.57e06+1.71e06 88
Huevo de helmintos No. HH/L 9+1 26
Sdlidos suspendidos totales mg/L 250 + 20.7 84
pH 7.12+0.05 109
Conductividad eléctrica uS/cm 792429 o4

IC = Intervalo de confianza (o=0.05)

Los constituyentes de la materia organica expresada como DBOs y DQO; CF y SST,
son similares a las sugeridas por Metcalf y Eddy (1991) y estas caracteristicas
pertenecen a un agua residual clasificada como de concentracibn media. Las
muestras de agua fueron tomadas durante el periodo del primer pico de

concentracion masica en la PTAR, de ahi la concentracion alta de materia organica.
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La relacion DQO/DBOs tiene un valor de 2.3 y de igual manera es la reportada por

Metcalf y Eddy (1991). Sin embargo el contenido de SST es ligeramente mas bajo y

esto probablemente se deba a que el tratamiento primario la remociéon de arenas y

material sedimentable sea bien manejado en la PTAR.

En la Tabla 6, se muestran el resultado de las CHS, carga organica superficial (COS)

y la carga superficial de sélidos suspendidos (CSS) en relacién al flujo agua que

permitié el calculo de cada uno de estos componentes. Estos parametros son muy

importantes en el control de los biofiltros empacados con material organico, ya que

afectan la hidrodinamica del sistema (Garzén et al. 2005) y sirven para proyectar el

disefio de instalaciones a niveles mayores dirigidas directamente a campo.

Tabla 6 Parametros de control de biofiltros.

Caudal (mL min™)

Parametro
5 10 15 20 25
Carga Organica Superficial (kg DBOsm™d™") 0,07 0,16 0,26 0,30 0,46
Carga Organica Superficial (kg DQO m?d™) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,09
Carga de Sélidos Suspendidos (kg SST m?d”") 0,05 0,09 0,20 0,21 0,25
Carga Hidraulica Superficial (m® agua residual 027 054 080 107 1,34

m2d™")

4.2 Remocion de materia organica.

421. Remocioén de la DBOS.

El comportamiento de la remocién de la DBOs durante el periodo del estudio se

muestra en las Figuras 2 para los BFs con aire. Durante el periodo de estudio del

proceso, se pudo establecer la carga hidraulica superficial maxima que cumple con
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los estandares nacionales (DOF, 1998) e internacionales que establece la USA-EPA,
(2004) para algunos estados de la unién americana. En esta Figura 5 se observa que
a 0.80 m® agua residual m? d™' cumplen con los 30 mg L' de DBOs que establece la
NOM.

80

CHS (m3m2d)
e— 027 —>e— 054 —3¢ 080 >le—m 107 —><€ 1.34 >

60 1 ——BF1
-8-BF2

1 -=»-BF3

NOM-003-SEMARNAT-1997

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tiempo (dias)

Figura 2 Remocion de la demanda bioquimica de oxigeno en los biofiltros con aire.

En la Figura 3 se muestra el comportamiento de los biofiltros que funcionaron sin aire
en la remocién de la DBOs. En este caso, la eficiencia de remocién para cumplir con
los estandares nacionales e internacionales solo se logré para las CHS de 0.54 y
0.80 m® agua residual m? d”' respectivamente. Existe la posibilidad de que la
diferencia de eficiencia de los biofiltros sin con respecto a los BFs con aire con
respecto a la remocion de la DBO5, sea que requiera mayor tiempo de
acondicionamiento ya que después de tres meses de acondicionamiento se inicié el
registro de los datos para hacer las evaluaciones del proceso, como es el caso que

reportaron Garzén-Zufiiga et al. (2008), que requirié 90 dias de acondicionamiento
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Figura 3 Remocion de la demanda bioquimica de oxigeno en los biofiltros sin aire.

42.2. Remocion de DQO.
El comportamiento de la remocion de la DQO en los biofiltros con aire se muestra

en la Figura 4. Este parametro no esta normado por ninguna agencia, sin embargo
es muy importante identificarlo ya que cuando se encuentra en altas concentraciones
es un indicio que el sistema de recoleccidon de aguas residuales esta recibiendo
aguas de origen industrial, y los operadores y/o supervisores de la operacion de la

planta tomaran la decision de hacer inspeccion sobre las descargas industriales.

Aun y cuando no esta normado el parametro de la DQO, existe literatura lo reporta,
como medida de comparacion en cuanto eficiencia de remocion de materia organica
en el tratamiento de aguas residuales, sobre todo en proceso fisicoquimicos

(Yunusov, 2011)
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Figura 4 Remocion de la demando quimica de oxigeno en los biofiltros con aire.
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Figura 5 Remocion de la demando quimica de oxigeno en los biofiltros sin aire.
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4.2.3. Resultados del analisis de covarianza.

Para hacer la evaluacion estadistica del estudio sobre las variables dependientes
DBOs, DQO, CF y SST se utilizé el andlisis de covarianza (ANCOVA) donde los
efectos a evaluar fueron aire, empaque y carga hidraulica superficial estableciendo la
temperatura del agua de entrada a los biofiltros como covariable, haciendo el analisis
con el software Statitica V 7. En la Tabla 5 se resumieron todos los efectos y las tres

interacciones dobles y la interaccion triple.

Tabla 5 Resultados de analisis de covarianza de cada uno de los parametros de
evaluacion de los biofiltros empacados con fibra de agave

EFECTOS DBOs DQO CF SST
Intercepto 0.000000 | 0.000000 | 0.940533 | 0.026419
Temperatura 0.606378 | 0.005208 | 0.049154 | 0.182976
Aire 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.768951
Empaque 0.029426 | 0.000027 | 0.398867 | 0.849359
Carga Hidraulica (CH) 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.035388
Aire*Empaque 0.482549 | 0.361467 | 0.716268 | 0.082669
Aire*CH 0.000000 | 0.000059 | 0.000221 | 0.289097
Empaque*CH 0.859457 | 0.048228 | 0.406499 | 0.601669
Aire*Empaque*CH 0.569055 | 0.552125 | 0.887584 | 0.819095

4.3 Efecto aire.

4.3.1.

El factor aire fue estadisticamente significativo en DBOs, DQO y CF con una

Efecto aire sobre la remocién de materia organica.

p=0.001 para cada uno de los parametros, excepto para SST.




Los BFs con aire removieron mejor la DBOs ya que producen efluentes con una
concentracién promedio de 22.0+2.3 mg L™ (a=0.05) y los BFs sin aire produjeron
efluentes con 24.0+1.9 mg L-1, ambos para una CHS de 0.8 m® m? d”' cumpliendo
con los criterios de descarga establecidos por la USA-EPA, 2004 y la norma NOM-
003-SEMARNAT-1997 (DOF, 1998), donde el valor maximo permitido es de 30 mg L
' de DBOs vy el reuso de los efluentes satisface los criterios para riego agricola y
areas verdes. Para CHS por encima de 0.80 m® agua residual m2d” produce

efluentes que exceden el limite establecido que requiere los objetivo de este trabajo

La eficiencia de remocion promedio de DBOs a esa CHS fue de 92.0% para los

biofiltros aireados y 90.9% de eficiencia para los biofiltros no aireados.

Para la DQO no hay estandares normados y las concentraciones promedio y
eficiencia de remocion para una CHS de 0.8 m® m™? L™ fueron 128+10 mg L™ (79.7%)

y 240+34 mg L' (62%) para BFs con aire y BFs sin aire, respectivamente.

Las eficiencias registradas de la DBOs y DQO son mas bajas que las encontradas
por Buelna y Bélanger (1991) quienes emplearon cuatro fibras de turba obteniendo
96 y 87% de DBOs y DQO, respectivamente. La diferencia de eficiencia esta influida
por que las concentraciones de su agua residual partieron de 77 mg L' de DBOs yen
este estudio la concentracion fue 3.5 veces mayor. Lens et al. (1994) emplearon
corteza y turba y obtuvieron 97% de DBOsy 63% de DQO de remocion partiendo de
una concentracién de 168 y 252 mg L' de DBOs y DQO, aqui la diferencia de
concentracion de estos parametros fue 1.6 veces para la DBOs y 2.6 veces para
DQO. Garzon Zuiiiga et al., (2008) emplearon mezclas de astillas de maderas de
arboles tropicales y fibras naturales y obtuvieron 98.5% de DBOs en una zona
tropical. Los resultados son superiores a los encontrados por Yoon, et al. (2008)
quienes obtuvieron 88.5% de DBOs empleando material no organico, en este caso la

melamina como soporte de biopelicula.

En las Figura 6 se observa el comportamiento del efecto aire sobre la eficiencia de
remocion de la DBOs para las dos series de biofiltros.
37



36

DBO; (mg L™

22 1

20 : :
con aire Sin aire

Figura 6 Efecto aire sobre la remocion de la demanda bioquimica de oxigeno en las
dos series de biofiltros.

Esta Figura muestra claramente las diferencias que existe entre las dos series de
biofiltros resaltando los biofiltros aireados que cumplen con los estandares
nacionales (DOF, 1998) e internacionales (USA-EPA, 2004).

En la Figura 7 se muestra el efecto aire sobre remocion de la DQO en las dos series
de biofiltros. Al igual que la anterior los biofiltros con aire son mas eficientes en la
remocién de la materia organica expresada como DQO y como ya se mencioné la

normatividad ambiental en México no esta normada.
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Figura 7 Efecto aire sobre la remocion de la demanda quimica de oxigeno en los

Con aire

biofiltros.

Sin aire

En la Tabla 6 se muestran el analisis de medias donde se demuestra que existen

diferencias significativas entre los biofiltros con aire y sin aire, donde el 1 significa los

biofiltros con aire y 2 los biofiltros sin aire

Tabla 6 Analisis de medias del efecto aire sobre la DBO5 en las series de biofiltros.

Prueba LSD ; variable DBO5s (DATOS DBO) Grupos Homogéneos,

o = .05000 Error: entre medias MS = 48.276, gl = 569.00

Aire DBOs 1 2
1 1 23.92201 il
2 2 32.00347 e
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En cuanto a la interaccion aire*CHS tuvo efecto significativa sobre la DBOs, DQO y
CF (P=0.001)

4.3.2. Efecto aire sobre la remocion de coliformes fecales.
En la Figura 8 se observa el comportamiento de los biofiltros con aire durante el
estudio, donde se muestra que este parametro alcanza una eficiencia de 99.99%
que equivale a 4 unidades logaritmicas y que son suficientes para alcanzar los
estandares nacionales (DOF, 1998) e internacionales (USA-EPA, 2004, para
algunos estados de la uniéon americana, a la carga hidraulica mas baja probada que
fue de 0.27 m® m™d™". Esta eficiencia esta por arriba de la reportada por Buelna y
Bélanger, 1991, quienes obtuvieron dos unidades logaritmicas menos (99%) a una

carga hidraulica superficial de 0.30 m> m?d™” en biofiltros empacados con turba.
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Figura 8 Remocion de coliformes fecales durante el periodo de estudio de los
biofiltros aireados.

En la Figura 9 se muestra la remocion de los coliformes fecales de los biofiltros sin

aire durante el periodo de estudio.
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Figura 9 Remocion de coliformes fecales durante el periodo de estudio de los
biofiltros sin aire.

En esta serie de biofiltros sin aire no fue efectiva la remocién de coliformes fecales
para alcanzar los 1000 NMP.100 mL™" que marca la NOM-003-SEMARNAT-1997, ya
que obtuvieron una eficiencia de remocion de 99.9%.con la CHD mas baja de 0.27

m> m?2d™".

Sin embargo con 0.80 m®> m? d”' de CHS se obtuvo una eficiencia de 99.95% (3
unidades log) en los BFs con aire y 99.56% (2 unidades log) con los BFs sin aire,

respectivamente.
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La eficiencia encontrada es similar a la obtenida por Garzén Zuiiga et al. (2008) con
99.9% de remocion de CF a una CHS de 0.3 m® m2d™ empleando astillas de madera

y fibras naturales.

En la Figura 10 se observa el efecto aire sobre la remocion de los coliformes fecales

durante la fase experimental.
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Figura 10 Efecto aire sobre la eficiencia de remocion de coliformes fecales en las dos
series de biofiltros.

En ésta se aprecia la diferencia significativa en la remocion de los coliformes fecales
por el efecto aire en las series de BFs, donde los biofiltros con aire son mas
eficientes que los BFs sin aire, pero ninguno alcanza el valor que marcan las
estandares, por lo que los efluentes tendran que tener un tratamiento de desinfeccion

antes de reutilizarlos par riego agricola.
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En la Tabla 7 se muestran que el efecto aire en la remocion de los coliformes fecales
es estadisticamente significativo ya hay diferencias entre los biofiltros con aire (1) y

los biofiltros sin aire (2) y el mejor entre ellos son los biofiltro con aire.

Tabla 7 Prueba de medias del efecto aire sobre la remocién de coliformes fecales en
las dos series de biofiltros

Prueba LSD; variable CF (DATOS CF), o = 0.05000
Error: entre medias MS = 4546E6, gl = 497.00
Coliformes
Aire 1 2
fecales
1 1 34102.34 R
2 2 82726.25 FHRE
1 biofiltros con aire 2 biofiltros sin aire
4.3.3. Remocioéon de huevos de helminto.

La eficiencia de remocién de huevos de helminto fue de 98% para los BFs con
aire y 100% para los BFs sin aire. Con estos valores se cumple con los criterios de la
NOM-003- SEMARNAT-1998. Las dos series de BFs son eficientes en hasta la mas
alta CHS de 1.34 m®* m? d”" y 0.46 kg DBOs m™? d”' de carga organica superficial
(COS). Estos resultados son bastante similares a los reportados por Riahi (2009),
quien obtuvo una eficiencia de remocion de 98%para HH usando fibra de palma
datilera en un tratamiento terciario de aguas tratadas con BFs de 0.55 m de alto y
0.10 m de diametro. Garzon Zuhiga et al. (2008) obtuvieron 96.93% de HE con
biofiltros aerobios de una agua residual domeéstica. El limite maximo permitido es de
<1 HH L-1 por la NOM-003-SEMARNAT-1997.

434. Efecto aire en la remociéon de SST.
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La remocion de los SST durante el estudio se muestra en la Figura 11 para los

biofiltros aireados.
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Figura 11 Remocion de sdlidos suspendidos totales en los efluentes de los biofiltros
con aire.

En la Figura 11 de los biofiltros con aire aparentemente no tuvieron un
comportamiento de una cinética de remocion tipica donde se observa casi siempre
lineas continuas. Sin embargo la concentracién promedio obtenida en los BFs con
aire es de 91.9% y de 93.4% de eficiencia promedio de remocion de SST en los BFs
sin aire (Figura 12). Este comportamiento obedece a que durante la etapa de estudio
fue frecuente obtener en algunas ocasiones fracciones muy finas en la trampa

hidraulica colocada a la salida de cada biofiltro que era basicamente fraccion de fibra

de agave degradada.
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Figura 12 Remocion de sélidos suspendidos totales en biofiltros sin aire.

La concentracién promedio de SST en BFs con aire fue de 19.7+3.3 mg L
(¢=0.05), que se obtuvo a una CHS de 1.07 m* m?d "y 0.30 kg DBOs m? d"' de COS
y para BFs sin aire se obtuvo 16.0+3.2 mg L” con la maxima CHS en esta
investigacion de 1.34 m®> m? d' y 0.46 kg DBOs m? d' de COS. La NOM-003-
SEMARNAT-1997 establece como limite maximo permisible 30 mg L™ de SST. Las
eficiencias son superiores a la obtenidas por Lens et al. (1994) quienes reportaron
72% de eficiencia usando astillas de madera; y mas bajo que el reportado por Buelna
et al. (2011) quienes alcanzaron 95% de SST y Buelna y Bélanger (1991) con 98%
de SST. La fibra de agave al final del periodo de estudio presenté mayor degradacion

en los BFs con aire que los de sin aire.

En la Figura 13 se observa el efecto aire sobre la remociéon de los SSt en las dos

series de biofiltros.
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Figura 13 Efecto aire sobre la remocion de sdélidos suspendidos totales en las series
de biofiltros.

Tabla 8 Prueba de medias del efecto aire sobre la remocién de sdlidos suspendidos
totales.

LSD test; variable SST Homogenous Groups, a = .05000
Error: Between MS = 132.26, df = 479.00

Aire SST 1
2 2 20.29881 a
1 20.36706 i

Tanto en la Figura 14 como en la Tabla 8 indican que no hay diferencias

significativas por efecto aire sobre la remocién de sélidos suspendidos totales.
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4 4Efecto empaque.

El efecto empaque fue estadisticamente significativo en la remocién de DBOs
(p=0.029) y DQO (p=0.001) ver Tabla 5, como se muestra en la Figuras 14 y 15,
respectivamente. El efecto de la interaccion CHS*empaque fue estadisticamente
significativo en la remocion de DQO (p=0.048). Después de la aplicacion de 0.80 m?
m2 d” de carga hidraulica la eficiencia de remocién de la DQO ya no hay diferencias

significativas (Figura 12).
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Figura 14 Efecto del empaque en la remocion de la demanda bioquimica de oxigeno
en las dos series de biofiltros.
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Figura 16 Efecto de la interaccion carga hidraulica superficial*empaque en la
remocién de demanda quimica de oxigeno.

En la Figura 16 se observa que para cada empaque hay diferencias estadisticamente
significativas y que se muestra en la Tabla 9 con el analisis de medias del efecto de
la interaccion empaque*CHS en las dos series de biofiltros empacados con fibra de

agave.

Tabla 9 Efecto de la interaccion empaque*carga hidraulica en la remocion de la
demanda quimica de oxigeno en las dos series de biofiltros.

LSD test; variable COD (DATOS COD SC) Homogenous Groups, alpha = .05000 (Non-Exhaustive
Search) Error: Between MS = 4042.5, df = 641.00

Empaque | CHS | COD 1 [ 2345678109
6 |8 027 |76.7273 |~

1|4 027 |951061 |~

11 [ 12 027 |101.9697 | ***

12 [12 0.54 | 155.6667

2 |4 0.54 | 160.7917

7 0.54 | 161.0312

3 |4 0.80 | 183.8611

8 |8 0.80 | 191.7778

4 4 1.07 | 207.8438

5 |4 1.34 | 214.4844

9 |8 1.07 | 222.8438

13 |12 0.80 | 227.8889

10 |8 1.34 | 238.2187
14 [ 12 1.08 | 245.3438
15 | 12 1.34 | 264.0000

4 5Factor carga hidraulica superficial.

En la Tabla 10 se muestra la ANCOVA donde el efecto de la carga hidraulica
superficial fue estadisticamente significativa en la remocion de DBOs, DQO y CF
(p=0.001) y SST (p=0.035), y la interaccién aire* CHS para DBOs, DQO y CF

(p=0.001), respectivamente.
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Tabla 10 Efecto Carga hidraulica sobre los parametros de evaluacion del proceso de

biofiltracion
EFECTOS
DBOs DQO CF SST
Intercepto 0.000000 0.000000 | 0.940533 | 0.026419
Temperatura 0.606378 0.005208 | 0.049154 | 0.182976
Aire 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.768951
Empaque 0.029426 0.000027 | 0.398867 | 0.849359
Carga Hidraulica (CH) 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.035388
Aire*Empaque 0.482549 0.361467 | 0.716268 | 0.082669
Aire*CH 0.000000 0.000059 | 0.000221 0.289097
Empaque*CH 0.859457 0.048228 | 0.406499 | 0.601669
Aire*Empaque*CH 0.569055 0.552125 | 0.887584 | 0.819095

El efecto de la interaccion CHS*aire en la remocion de DBOs se muestra en la Figura

17. El cambio abrupto en la direccion de la pendiente en biofiltros sin aire de DBOs

después de 0.80 m® m? d”', se puede explicar como la maxima capacidad de los

biofiltros para cumplir con la Norma, asi también la reduccion potencial en el grosor

de la biopelicula debido a las fuerzas de tension del esfuerzo cortante hidrodinamico

al paso del agua residual, lo cual tiende a reducir la eficiencia de remocién de los

biofiltros (Cohen 2001). La eficiencia de remocién de ambas series de biofiltros

disminuye constantemente al incrementarse la CHS.
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Figura 17 Efecto de la interaccion carga hidraulica superficial*aire en la remocion de
la demanda bioquimica de oxigeno en las dos series de biofiltros. (Medias con las

mismas letras no hay diferencias significativas).

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la ANCOVA en la relacion DQO/DBO
donde el intercepto, aire, CHS y la interaccion aire*CHS son estadisticamente

significativos.
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Tabla 11 Resultados de la ANCOVA de la relacion demanda quimica de
oxigeno/demanda bioquimica de oxigeno

Univariate Tests of Significance for DQO/DBOS5 (Datos DQO_DBO) Sigma-restricted
parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Intercepto 242.208 1 242.2081 | 25.37987 | 0.000001
Temperatura 0.432 1 0.4315 0.04522 0.831698
Aire 398.979 1 398.9791 | 41.80717 | 0.000000
Empaque 28.869 2 14.4344 1.51252 0.221392
CHS 822.769 |4 205.6921 | 21.55353 | 0.000000
Aire*Empaque 23.604 2 11.8020 1.23667 0.291263
Aire*CHS 262.639 |4 65.6599 6.88019 0.000022
Empaque*CHS 134.592 8 16.8240 1.76291 0.082085
Aire*Empaque*CHS | 101.315 8 12.6644 1.32705 0.227487
Error 4628.509 | 485 9.5433

El efecto de la interaccion CHS*aire en la relacion DQO/DBOs se muestra en la
Figura 18. Durante las primeras dos CHS, no existe diferencia estadistica en la
relacion DQO/DBOs en ambas series de biofiltros, pero arriba de la CHS de 0.8 m®
m? d" hay una diferencia estadisticamente significativa entre biofiltros aireados y no
aireados, siendo los primeros que obtienen una menor proporciéon de DQO/DBOs,
También se observa una tendencia de la relacion DQO/DBOs a disminuir hacia el
valor inicial de la DQO/DBOs de 2.3 debido a la pérdida de eficiencia de remocion del

sistema.

En la Tabla 12 se muestra el analisis de medias donde se muestra el efecto de la
interacciéon air*CHS en la relacion DQO/DBOS siendo el mejor el BF aireado en la
CHS de 1.34 m®m2d™.
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Figura 18 Efecto de la interaccion en la relacibn demanda quimica de
oxigeno/demanda bioquimica de oxigeno para los biofiltros con aire y sin aire.
(Medias con las mismas letras no hay diferencias significativas).

Tabla 12 Prueba de medias para el efecto de la interaccion aire*CHS en la relacién
demanda quimica de oxigeno/demanda bioquimica de oxigeno.

LSD test; variable DQO/DBOS (Datos DQO_DBOs) Homogenous Groups, alpha =
.05000 Error: Between MS = 9.5433, df = 485.00

Aire | CHS DQO/DBOs 1 2 3 4 5 6 7

5 |1 1.34 |4.66987 el

6 |2 0.27 [4.94370 Rk | ke

1 |1 0.27 5.43135 k| ek

4 |1 1.07 5.93688 kxk P

3 |1 0.80 6.72309 ok o
10 | 2 1.34 7.44051 [ kkk

2 1 0.54 8.06507 *kkk HHkk HHkk

9 2 1.07 8.27443 Kk Kk

7 |2 1.07 9.01218 *rrE ——
8 |2 0.80 10.21966 e
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El efecto de la interaccion CHS*aire en la remocion de CF se muestra en la Figura
19. Antes de la CHS de 0.80 m® m? d” la eficiencia de remocién de los CF fue
constante con 4 y 3 unidades logaritmicas en los biofiltros aireados y no aireados,
respectivamente. La eficiencia de remocion de CF disminuye cuando la CHS
aumenta. Para el uso de irrigacién agricola y areas de verdes, los efluentes requieren
una desinfeccion previa para alcanzar los limites maximos permisibles de 1000 NMP

100 mL™ para irrigacién 6 <200 NMP 100 mL™" para riego de hortalizas.

2.5E5

2E5 | f

1.5E5 7

1E5 4

50000 -

Coliformes fecales (MPN.100 mL™")

a7 a == Aire =7 - Sin aire
0 T ; . . .
0.27 0.54 0.80 1.07 1.32

Carga Hidraulica Superficial (m®m2d™)

Figura 19 Efecto estadistico de la interaccidn carga hidraulica superficial*aire en la
remocidon de coliformes fecales (Medias con las mismas letras no hay diferencias
significativas).

En la Tabla 13 se muestra el analisis de medias de la interaccion aire*CHS donde el

mejor efecto se tuvo en los filtros con aire en la carga hidraulica de 0.27 m®* m? d™
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Tabla 13 Efecto de la interaccion aire*CHS sobre la remocién de coliformes fecales

en los biofiltros organicos.

LSD test; variable FC (DATES FC) Homogenous Groups, alpha = .05000 Error:

Between MS = 4546E6, df = 497.00

Air CHS CF 1 2 3 4
1 1 0.27 846.9 e
3 1 0.80 1671.2 e
2 1 0.54 2024.5 e
6 2 0.27 15903.2 e
7 2 0.54 25648.3 e e
8 2 0.80 26159.8 e e
4 1 1.07 45203.4 e
5 1 1.34 124021.9 e
9 2 1.07 124942 1 i
10 2 1.34 190038.4 e

4 .6Efecto de latemperatura como covariable.

El analisis de ANCOVA mostré que el efecto temperatura fue estadisticamente
significativa en la remocion de DQO (p=0.005) y CF (p=0.049).

El efecto temperatura en la eficiencia de remocién de DQO (Figura 20) tiene una

tendencia creciente a medida que aumenta la temperatura y el mayor efecto se

obtuvo a los 29°C.
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Figura 20 Efecto temperatura en la eficiencia de remocién de demanda quimica de
oxigeno en las series de biofiltros con aire y sin aire.
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Figura 21 Efecto temperatura en la eficiencia de coliformes fecales en las series de
biofiltros con aire y sin aire.

4.7pHy conductividad eléctrica.

El valor promedio registrado de pH fue 7.12+0.05 para el agua residual municipal,
7.2410.04 para los efluentes de los biofiltros aireados y 7.00+0.03 para los efluentes
de los biofiltros no aireados. Estos resultados son estadisticamente diferentes
(a=0.05). Si el pH permanece constante, una calidad saludable de la biopelicula se
mantiene en la fibra de agave, lo cual mejora la capacidad de adsorcion de los

microorganismos (Cohen 2001).

El promedio de la conductividad fue de 736+14 uS cm™ en el efluente de los
biofiltros, y el valor permitido es de 3000 uS cm™. Por lo tanto los efluentes pueden
ser reusados en el riego agricola y areas verdes sin el efecto de ocasionar la

salinidad del suelo.

Finalmente, durante el desarrollo de esta investigacion, los biofiltros aireados no
mostraron problemas de obstruccidén en el material soporte; una maxima pérdida de
presion de 4 mm de la columna de agua fue registrada durante los diez y siete meses
que durd el experimento mientras que otros investigadores reporta pérdidas de
presion alta cuando los materiales organicos tienen menos de 60% de huecos o
espacio vacio (Schmidt et al. 004). Las placas de separacién colocadas dentro de los
biofiltros probaron la hipotesis de que la caida de presion del aire no afecta la
eficiencia del proceso de filtracion. Una caracteristica importante que se observo
durante el manejo de los efluentes de los biofiltros es que estos no presentaron

olores desagradables.
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4.8 Cuantificacion de microorganismos en medios de cultivo especificos.

4.8.1. Extraccion de ADN de muestras de las series de biofiltros.

Después de realizar el cultivo de las diferentes muestras en cinco medios de cultivo
diferentes, se obtuvieron 56 morfotipos. En la Figura 1 se muestra la presencia del

ADN puro de algunas muestras antes de la amplificacion.

) w28 3 a4 5 6 - 8 9% 107 1. 32m .fHN P
M 3MT3 3MC5 3SN2 4 28 E25 3M1 4BT2 4S10 3M9* 24  4BC1 4M3

d Bt Bl g e 0 P PN B &=

Figura 22 Presencia de ADN puro de muestras de morfotipos antes de la
amplificacion del gen 16S rRNA.

4.8.2. Cuenta de microorganismos por fraccion extraible.

En la Tabla 14 se muestran la cantidad de microorganismos anaerobios, celuloliticos
y desnitrificantes expresada como el numero de unidades formadoras de colonias

(UFC) por gramo de fibra de agave, donde se desarrollé la biopelicula y se
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obtuvieron con cinco medios de cultivo diferentes, que da una diversificacion en

funcién de los nutrientes seleccionados.

Tabla 14 Concentracion de los diferentes microorganismos que conforman la

biopelicula.
No. UFC /g de fibra de agave
. Posicién en
Tipo de la columna
biofiltro del BF Anaerobios +DE Celuloliticos +DE Desnitrificantes +DE
Superior 2.07E+09 1.12E+08 3.09E+09 7.03E+07 3.13E+07 5.62E+08
CON AIRE Media 5.61E+08 1.80E+08 7.14E+08 4.23E+07 2.54E+06 1.06E+08
Baja 1.56E+07 8.00E+05 2.32E+08 1.04E+08 2.94E+05 3.20E+08
Superior 7.73E+08 1.57E+09 1.50E+08 5.49E+07 1.25E+08
SIN AIRE  Media 2.08E+07 2.23E+06 1.48E+07 4. 77TE+05 1.32E+05 5.25E+06
Baja 1.95E+08 6.25E+07 4.41E+09 1.88E+08 6.06E+07 6.25E+08
EF2 (BF A) 3.00E+05 2.50E+07 2.80E+07 7.00E+07
EF5 (BF SA) 4.45E+07 1.40E+08 1.50E+08 3.40E+08 1.40E+07
DE= desviacién estandar EF2= Efluente de BF con aire EF5= Efluente de BF sin aire

Esto resultados se obtuvieron en la etapa final del estudio, respecto de la carga
hidraulica superficial de 1.34 m® m? d'. La presencia de microorganismos
anaerobios en los biofiltros con aire infiere que existen zonas andxicas (zonas con
baja concentracion de oxigeno disuelto) que ocasiona se lleve a cabo el proceso
nitrificacion-desnitrificacion que favorece la remocidn de compuestos nitrogenados
encontrados en proceso de lodos activados (Peng y Qi, 2007). Esto sugiere que es
importante adentrarse en la evaluacion de este proceso, ya que estudios a nivel

laboratorio son muy escaso (Pathak et al., 2007).

En la Tabla 15 se muestran el complemento de los tipos de organismos encontrados
las concentraciones respecto a aerobios y nitrificantes obtenidos por el método de

fraccioén cultivable.
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Tabla 15 Concentracion de diferentes microorganismos que conforman la biopelicula.

Tivo de Posicién en UFC/g de fibra de agave
la columna
biofiltro del BF  Aerobios +DE  Nitrificantes  +DE
Superior 8.92E+08  1.26E+09  1.31E+09  9.14E+07
CON AIRE Media 4.66E+08 1.80E+08 2.00E+08 8.47E+06
Baja 1.40E+08 8.00E+06  5.60E+07  5.60E+06
Superior 7.67E+09  1.25E+08 7.11E+08  1.75E+08
SIN AIRE  Media 2.70E+07  4.77E+06  2.45E+07
Baja 8.37E+09 3.28E+09 2.66E+09 2.03E+08
EF2 (BF A) 1.80E+07  1.30E+06  9.35E+05  6.00E+04
EF5 (BF SA) 2.30E+08  1.00E+06  4.15E+07  1.20E+07

DE= desviacion estandar EF2= Efluente de BF con aire EF5= Efluente de BF sin aire

Comparando la cantidad de microorganismos aerobios y los anaerobios estos ultimos
se encuentran diez veces mas alta la concentracion en la parte superior de los
biofiltros con aire, después de 15 mese de operacién. Una explicacién podria ser que
el material de empaque cada vez es mas compacto y las zonas andxicas se
incrementan, lo que podria estar relacionado con la baja eficiencia en remocion de

coliformes fecales.

En la Figura 24 se muestra la diversidad de poblacién microbiana en los tres sitios
del biofiltro con aire donde predomina en la parte superior la presencia de
microorganismos celuloliticos. Esto obedece principalmente a que la materia
organica que contiene el agua residual cruda es rica en estos este tipo de
compuestos y conforme se va degradando en compuestos mas simples, monémeros,

la concentracion también disminuye.

60



BF CON AIRE
—o—Mo. Anaerobios —4—Mo. Celuloliticos —e—Mo. Desnitrificantes

-+ Mo. Aerobios - & Mo. Nitrificantes
1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

Concentracién de microorganismos (UFC/g de fibra de agave)

1,00E+05 ‘ T
2 3

Uipeier 2 2l Posicion en la columna

Figura 23 Concentracion promedio de microorganismos en tres secciones de los
biofiltros con aire.

Debido a que durante la descarga del agua residual en los biofiltros, la acumulacion
de materia organica en suspension y los propios soélidos suspendidos totales influyen
para que se forme una capa relativamente gruesa, esto podria contribuir al
crecimiento zonal de anaerobios que es microambiente iddneo para que se
desarrolle este tipo de organismos (Gaudy y Gaudy, 1988). Otra caracteristica de la
cuenta elevada de microorganismos anaerobios comparada con las otras
poblaciones que el agua residual cruda es rica en este tipo de microorganismos,
debido a que la concentracion de oxigeno disuelto es cero (Ramalho, 1996). De ahi
que los procesos anaerobios para tratamiento de aguas residuales con alta carga
organica expresada como DQO, sean recomendable (Metcalf y Eddy, 1991). En los
procesos anaerobios su funcién principal de los organismos que ahi se desarrollan

es la descomposicion de polimeros en mondmeros (Gaudy y Gaudy, 1988).
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Respecto a los microorganismos desnitrificantes, estos son facultativos heterotrofos
que requieren carbono organico como fuente, son responsables de la reduccion de
los nitratos a nitrégeno atmosférico. Su baja concentracién en la biopelicula en la
parte baja del biofiltro, podria deberse a la presencia de oxigeno disuelto en la parte
baja de la columna del biofiltro, al cual es susceptible. El oxigeno presente en las
moléculas del nitrato es suficiente para que pueda realizar el proceso de
desnitrificacion aunado a una estabilidad del pH, donde es recomendable entre 7 y 8
unidades. Las aguas residuales suministradas a los biofiltros se mantuvieron en este
rango por lo que este parametro no tuvo ningun efecto sobre el proceso de

desnitrificacion.

Es importante destacar la presencia de microorganismos nitrificantes ya que por ser
un sistema aireado la presencia del oxigeno favorece el desarrollo del proceso de
nitrificacion dentro de los biofiltros organicos empacados con fibra de agave. Su
funcién principal es oxidar y transformar los compuestos nitrogenados a nitratos
(NO3) y agua (proceso de nitrificacion). Por otro lado, la presencia de
microorganismos desnitrificantes actuan sobre los nitratos para transformarlos es

compuestos estables como es el N, y H,O (proceso de desnitrificacion).

Finalmente, la concentracion de los microorganismos aerobios son mas bajos que los
anaerobios en la parte superior del biofiltro aun y cuando hay suministro de oxigeno,

lo cual viene a ratificar que el agua residual cruda no tiene oxigeno disuelto.

En la Figura 25 se muestra la concentracion de los diferentes tipos de
microorganismos en los biofiltros sin aire, expresados como el numero de UFC/ g de
fibra de agave, con un comportamiento muy especial respecto de los mostrados en

los biofiltros con aire.

En las cinco poblaciones diferentes determinadas en la biopelicula se observa tienen
en la parte superior de la columna una concentracion elevada de cada uno de ellos,
los cuales disminuyen la concentracion casi con la misma pendiente o velocidad y al

llegar al centro de la columna del biofiltro sin aire, practicamente se mantienen
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constantes. Sin embargo, conforme va desciende el agua en tratamiento, ambas
poblaciones reinician su crecimiento hasta casi igualar la concentracion inicial. En
funcién de este comportamiento podemos asegurar que en ambos biofiltros con aire
y sin aire se lleva a cabo el proceso de nitrificacién —desnitrificacion lo cual favorece

en la calidad del efluente.

Por otro lado, esta dinamica de crecimiento poblacional podria explicar por qué la
remocion de coliformes fecales no es tan eficiente en este tipo de BFs sin aire

comparado con los BFs con aire.

1,00E+12 BFS SIN AIRE
—&—Mo. Anaerobios —4—Mo. Celuloliticos —&—Mo. Desnitrificantes
1,00E+11 4 -+ Mo. Aerobios —m Mo. Nitrificantes

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08 -

1,00E+07 4

1,00E+06

1,00E+05

Concentracion de microorganismos (UFC/g de fibra de agave)

1,00E+04

2 3

1 Superior 2 Media 3 Baja L
Posicién en la columna

Figura 24 Concentracion promedio de microorganismos en tres secciones de los
biofiltros sin aire.

En cuanto a la alta concentracion de microorganismos en el efluente de los biofiltros
fue mayor en una unidad logaritmica en los biofiltro sin aire que los biofiltros con aire.
La causa de estas diferencias es que la biopelicula podria haber llegado al proceso

inverso de la adhesion (des adhesion) (Cohen, 2002) o estar lavandose por los
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esfuerzos cortantes hidrodinamicos causada por la alta carga hidraulica superficial
(1.34 m*m2d™).

Tabla 16 Concentracion de microorganismos presentes en el efluente de los
biofiltros.

Efluente de los biofiltros

Tipo de microorganismos Con aire Sin aire

UFC/g de fibra de agave

Anaerobios 3.00E+05 4 45E+07
Celuloliticos 2.50E+07 1.40E+09
Desnitrificantes 2.80E+07 3.40E+08
Aerobios 1.80E+07 2.30E+08
Nitrificantes 9.35E+05 4 15E+07
4.8.3. ldentificacion de microorganismos de la fraccién cultivable por
dendrogramas.

En la Figura 26 se muestra la diversidad de amplicones del gen 16S rRNA aislados
de la fibra de agave donde se desarrolla la biopelicula de donde se identificaron los
siguientes géneros bacterianos: Bacillus licheniformes, B. suptilis, B. circulans,
Lysinibacillus sp, Paenibacillus sp y Chryseobacterium meningosepticum.

pertenecientes al Phylum Firmicutes.

En la Tabla 8 se muestra la clave de la cepa, microorganismo presuntivo y el
porcentaje de identidad mas préxima del GenBank. A fin tener referencia de los
microorganismos presuntivos, ademas de algunas citas publicadas de ese género en

particular, para consulta a las bibliotecas del GenBank.
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Figura 25 Arbol filogenético de los amplificados con el gen 16S rRNA aislados de la
biopelicula de los biofiltros con y sin aire en los diferentes medios de cultivo con 1000
replicas (prueba de Bootstrap) correspondientes al Phylum bacteriodates y
Firmicutes.

En la Figura 26 las amplificaciones del gen 16S rRNA de las cepas de Bacteriodates

muestra que la historia evolutiva fue inferida mediante el método Neighbor-Joining
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(Saitoy y Nei, 1987). El arbol éptimo con la suma de la longitud de la rama es igual a
0.15322893. Los valores de “Bootstrap” en el cual asocia a da uno de los taxas
agrupados después de 1000 repeticiones se muestran junto a las ramas
(Felsenstein, 1984). El arbol se dibujo a escala, con longitudes de rama en las
mismas unidades que los de las distancias evolutivas empleadas para inferir el arbol
filogenético y son en las unidades del numero de sustituciones base por sitio. La
variacion de velocidad entre sitios se model6 con una distribucibn gamma (parametro
de la forma = 1). El analisis involucré 10 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron
todas las posiciones que contiene vacios y falta de datos. Hubo un total de 405
posiciones en el conjunto de datos final. Se realizaron analisis evolutivos en MEGAS
(Tamura et al., 2011).

En la Tabla 17 se muestra la lista de microorganismos presuntivos con la clave
asignada y el porcentaje maximo de identidad obtenidos con apoyo de bibliotecas del
Taxonomy browser del NCBI. Se anota la bibliografia reportada cuando se dispone

asi como los sitios donde se aislaron.
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Tabla 17 Lista de microorganismos presuntivos amplificados con el 16S rRNA que
pertenecen al Pyilum Bacteriodates y Firmicutes aislados de los biofiltros organicos.

Maximo %

Cepa  Microorganismo presuntivo de Medio donde se aislo*
ANVN4 Bacillus licheniformis 99 No determina sitio de aislamiento
HM753626 http://www.ncbi.nln.nih.gov/nuccore
4MN2 B. licheniformis JN391533 % Etr‘:p?/lljv(\allvc\)/iv.sna(igé:lm.nih.gov/nuccore/320584229
4MN3  Bacillus subtilis AY881638 98 No publicado
4MO2  B. circulans NR042726 100 Tolerantes al Boro en cenizas de volcanica
30 Lysinibacillus sp. FN397524 99 Heces fecales humanas (Hoyles et al., 2012)

Aislado en humanos, no publicado

MK Paenibacillus sp. AM162316 100 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/82940479

Chryseobacterium joostei

3 AY468479

98 Ambientes acuaticos (Bernardet et al. 2005)

Chryseobacterium

M2 meningosepticum AJ704543

98 Ambientes acuaticos (Bernardet et al. 2005)

*Se buscé en Taxonomy browser http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/82940479

Los amplificados con el gen 16S rRNA identificados en el dendrograma de
Bacteridates y Fimicutes son localizados en la parte media de los biofiltro organicos
empacados con fibra de agave sin aire y son identificados como desnitrificantes, que
también fueron reconocidos por la DGGE, como son Bacillus licheniformes y B.
subtilis, mientras que B. circulans es un anaerobio; Lisinibacillus sp. es celulolitico,
mientras que Chryseobacterium joostei y C. meningosepticum son dos bacteria

conocidas como desnitrificantes.

En la Figura 27 se observa el dendrograma de los amplicones con el gen 16S rRNA
donde se identificaron los géneros de Cellulomonas parahominis, C. Hominis y

Arthrobacter sp., perteneciente al Phylum Actinobacterias.
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ChominHE801269 Cellulomonas hominis \
ﬁ{ CparahAY 655732 Cellulomonas parahominis
3B03-nvz1

CspJQ259397 Cellulomonas sp
?r— EhormJQ660194 Enterobacter hormaechei >
AsulfoJN662538 Arthrobacter sulfonivorans
— AhumNR041546 Arthrobacter humicola

% 32 CEPA FINAL
WD— ArspFJ378036 Arthrobacter sp
851 ArpolyNR026192 Arthrobacter polychromogenes j

100

Actinobacterias

Figura 26 Arbol filogenético de la amplificacion del gen 16S rRNA aislados de la
biopelicula de los biofiltros con y sin aire en los diferentes medios de cultivo, con
1000 replicas (prueba de Bootstrap) correspondientes al Phylum Actinobacterias. La

barra representa el 1% de cambios entre las frecuencias.

En la Figura 27 las amplificaciones del gen 16S rRNA de las cepas del Phylum
Actinobacterias muestra que la historia evolutiva fue inferida mediante el método
Neighbor-Joining (Saitoy y Nei, 1987). El arbol 6ptimo con la suma de la longitud de
la rama es igual a 0.15322893. El porcentaje de replicadas de arboles con la
asociacién de taxas se agrupan juntos en la prueba Bootstrap (1000 repeticiones) y
se muestran junto a las ramas (Felsenstein, 1984). El arbol se dibujé a escala, con
longitudes de rama en las mismas unidades que la de las distancias evolutivas
empleadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método de Tajima-Nei (Tajima y Nei, 2011) en las unidades del numero
de sustituciones de base por sitio. La variacién de velocidad entre sitios se modeld
con una distribucion gamma (parametro de la forma = 1). El analisis involucré 10
secuencias de nucleodtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contiene vacios y
falta de datos. Hubo un total de 405 posiciones en el conjunto de datos finales. Se
realizaron los analisis evolutivos con MEGAS (Tamura et al., 2011). En la Tabla 18 se
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describe el tipo de microorganismo, porcentaje de identidad y el sitio donde fue

aislado.

Tabla 18 Lista de microorganismos presuntivos de las amplificaciones del gen 16S
rRNA aislados en la biopelicula de los biofiltros y cultivados en diferentes medios de
cultivo.

Microorganismo Maximo
Cepa resSntivo % de Medio donde se aisl6
P identidad
3803 Cellulomonas hominis 99 Degradador de hidrocarburos en suelos
HE801269 No hay publicacion.

Degradador de ésteres de acido Phtalico

32 Arthrobacter sp FJ378036 99 (Liang et al., 2010)

3B0O3 clave de identificacién: 3 = aerobio; B= bajo; O=nitrificante; 3= No. amplicon

De los dos microorganismos identificados con dendrograma de Actinobacterias estos
tienen alta relevancia ambiental y biotecnoldgica, el primero (Cellulomona hominis)
es un microorganismo desnitrificante, localizado en la parte baja de los biofiltros
aireados, tiene importancia ambiental ya que es degradador de hidrocarburos por lo
que puede ser un amplificado de gran potencial biotecnoldgica para coadyuvar a la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos. El segundo es el
amplificado de Arthrobacter sp también desnitrificante tiene la caracteristica de ser
degradador de ésteres del acido pthalico, componente basico de los plasticos que
produce flexibilidad y su produccion biotecnolégica podria aplicarse como un
catalizador en los rellenos sanitarios para acelerar la degradacién de los plasticos
(Liang et al., 2010).

Respecto a los amplificados del gen 16S rRNA del Phylum Proteobacterias (gamma

y alfa) se muestran en la Figura 28. Debido a que el tamafo grafico del arbol
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filogenético es grande, se fragmentd en cuatro secciones. La composicion de la
comunidad bacteriana estd dominada por gran cantidad de a-Proteobacteria y B-
Proteobacteria, con una cantidad menor de Bacteriodates, similar a los resultados

obtenidos en un tratamiento de aguas residuales industriales por Reid et al. (2008).
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Figura 27 Arbol filogenético, fraccionado en cuatro secciones, de la amplificacién del
gen 16S rRNA aislados de la biopelicula de los biofiltros con y sin aire en los
diferentes medios de cultivo, con 1000 replicas (prueba de Bootstrap)
correspondientes al Phylum Protobacteria. La barra representa el 2% de cambios
entre las secuencias

En la Figura 28 las amplificaciones del gen 16S rRNA de las cepas de Protobacterias
(gamma y alfa) muestra la historia evolutiva de los amplificados inferida mediante el
método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). ). El arbol éptimo con la suma de la
longitud de la rama es igual a 1.07480292. El porcentaje de replicas de arboles en el
cual asocia los taxas se agrupan juntos en la prueba Bootstrap (1000 repeticiones) y

se muestran junto a las ramas (Felsenstein, 1984). Las distancias evolutivas se
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calcularon utilizando el método de Tajima-Nei (Tajima y Nei,1984) y son en las
unidades del numero de bases de sustitucion por sitio. La variacion de velocidad
entre sitios se model6 con una distribucion gamma (parametro de la forma =1). El
analisis involucré 84 secuencias de nucleotidos. Se eliminaron todas las posiciones
que contenian vacios y falta de datos. Hubo un total de 412 posiciones en el conjunto

de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGAS5 (Tamura et al., 2011).

Los microorganismos presuntivos de la Tabla amplificados con el gen 16S rRNA
resultantes del analisis filogenético pertenecientes al phylum protobacterias destacan
las  siguientes  géneros Pseudomonas, Chryseobacterium, Pandorea,
Stenotrophomonas y Rahnella, con sus diferentes variedades, que mas adelante se
destaca la importancia ambiental y biotecnologica que por sus especificaciones
descritas en la biblioteca de la NCBI, merecen ser descritas y que se muestran en la
Tabla 19.

La importancia de la identificacién de los microorganismos no es solo conocer su
nombre sino la aplicacién que se puede dar posterior a este informe de tesis, como
es el caso de algunos microorganismos que se localizan en la parte media de la
columna del material de empaque de los biofiltros aireados (BF3) en la asociacion de
organismos nitrificantes-desnitrificantes Stenotrophomonas sp. y Chryseobacterium
indologenes, junto con Pseudomona putida quienes son organismos necesarios
especializados para lograr una eficiencia de remocion de compuestos organicos
nitrogenados en los procesos de tratamiento de aguas residuales y que a través de

proceso biotecnoldgicos se puede logra su produccion masiva.

Otra aplicacién biotecnoldgica seria la produccion de compuestos antimicrobianos a
través de las cepas de Rahnella sp. (organismo nitirfficante) y Pseudomonas
protegens (aerobio) quienes potencialmente estan identificados como agentes de

control antimicrobiano de plantas (Remette et al., 2011).
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Tabla 19 Lista de microorganismos presuntivos en

la fraccién cultivable y

amplificados con el gen 16S rRNA encontrados en la biopelicula de los biofiltros
empacados con fibra de agave y que pertenecen al phylum Protobacteria.

Maximo %
Clave de . . . o . L,
Microorganismo presuntivo de Sitio donde se aislo y la publicacion
la cepa . .
identidad
3BT1 Pseudomona sp. AM989292 99 Asociacion con filésfera (Beherndt et al., 2003)
Produce antimicrobianos para biocontrol de plantas
3M1 P. protegens AJ417073 99 (Remette et al., 2011)
Chryseobacterium .
3M2 meningosepticum AJ704543 9 No publicado
3M4 Chryseobacterium 08 Desnitrifcante en reactor anoxico removedor de
indologenes HQ259684 fosfatos
3M5 P. putida HQ587188 09 Alta .cape.:\mda de remocioén de fosforo no hay
publicacion
3M8 Pandorea sputorum 99 Suelo y pacientes con esputo con fibreosis quistica
NR_028751 (Coenye et al., 2000)
3M9 P. fluorescens GU198119 99 Agua de rio/no publicado
Stenotrophomonas ) . L
3MO3 maltophilia FJ888386 99 Precurso de fiebre porcina/no hay publicacion
3MT1 P. aeuroginosa DQ683361 99 No publicado
Stenotrophomonas sp. . . C
3MT2 Q925936 99 Transforma amonio a nitratos/No hay publicacién
3S3 P. mororei FM955889 99 Glaciares, no hay publicacion
4B6 P. fraji NR024946 100 No publicado
4BT3 P.poae NR028986 99 (Beherndt et al., 2003)

1 P. reactans GQ354528 99 Coloniza las raices en trigo, no hay publicaciéon
5F0O2 Rahnella sp. JQ522978 97 Agente control antimicrobiano, no hay pubicacion
5FO3 Rahnella sp. JQ522978 98 Agente control microbiano no hay pubicacién

E21 P poae AB495132 100 Cultivos hidroponicos/(Tani et al., 2011)
E22 P poae N_R028986 99 CUItivos hidroponicos/(Beherndt et al., 2003)
E24 P. fragi NR_024946 99 No publicado

Clave de identificacion: primer no. 3 = BF con aire y 4= BF sin aire; S= superior; B= bajo; S= superior
O=nitrificante; T= anaerobio; ultimo no.3= No. Amplicon.
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Una vez identificados los microorganismos con el apoyo de los arboles filogenéticos,

se hace un andlisis de la posicion que guardan en la columna del biofiltro y en la

Tabla 20 se enlistan los que pertenecen a los biofiltros con aire y en la tabla 21 los

microorganismos de los biofiltros sin aire.

Tabla 20 Microorganismos clasificados segun la posicién en la columna del biofiltro

con aire.
Posicion Tioo de
enel Cepa Microorganismo . P . Phylum
) microorganismo
biofiltro
Pseudomonas protegens . i
3M1 AJA17073 Aerobios Protobacteria
Chryseobacterium o .
3M2 meningosepticum AJ704543 Desnitrificante Protobacteria
Chryseobacterium indologenes o .
3M4 HQ259684 Desnitrificante Bacteriodetes
3M5 P. putida HQ587188 Aerobios Protobacteria
3M8 Pandorea sputorum NR_028751  Desnitrificante Protobacteria
Media 3M9  P. fluorescens GU198119 Aerobios Protobacteria
3MO3 Stenotrophomonas maltophilia Nitrificante Protobacteria
FJ888386
3MT1 P. aeuroginosa DQ683361 Anaerobio Protobacteria
3MT2 Stenotrophomonas sp JQ925936 Anaerobio Protobacteria
Chryseobacterium joostei — .
3v4 AY468479 Desnitrificante Bacteriodetes
Chryseobacterium _— .
3M2 meningosepticum AJ704543 Desnitrificante Bacteriodetes
3BO3 Cellulomonas hominis HE801269 Desnitrificante Actinobacteria
Baja 32 Arthrobacter sp. FJ378036 Desnitrificante Actinobacteria
3BT1 Pseudomona sp. AM989292 Anaerobio Protobacteria

Clave de identificacion: primer no. 3 = BF con aire; S= superior; B= bajo; S= superior O=nitrificante; T=
anaerobio; ultimo no.3= No. Amplicon.
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Tabla 21 Microorganismos clasificados segun la posicidén en la columna del biofiltro

sin aire.
Posicion Tioo de
enel Cepa Microorganismo _lpode Phylum
) microorganismo
biofiltro
4351 Pseudomonas sp. Aerobios Protobacteria
4S5 Pseudomonas putida Aerobios Protobacteria
Superior 4S6  Pseudomonas sp. Aerobios Protobacteria
4S10 Buttiauxella sp. Aerobios Protobacteria
4S11 Pseudomonas fluorescens Aerobios Protobacteria
4MN4  Bacillus licheniformis HM753626  Desnitrificantes Firmicutes
4MN2 B. licheniformis JN391533 Desnitrificantes Firmicutes
Media
4MN3  Bacillus subtilis AY881638 Desnitrificantes Firmicutes
4MO2 B. circulans NR042726 Nitrificantes Firmicutes
Baja 4BN1 Rahnella sp. Desnitrificantes ~ Protobacteria

Clave de identificacion: primer no. 4= BF sin aire; S= superior; B= bajo; S= superior O=nitrificante;N=
desnitrificante; ultimo no.3= No. Amplicon.

4.9 Identificacion de componentes de la poblacion bacteriolégica a través
de la DGGE-PCR con ampliacion del gen 16S rRNA en muestras de los
biofiltros orgénicos.

En la Figura 29 se observa la presencia del ADN puro de algunas muestras
obtenidas a través de la extraccion con la técnica Hoffman y Winston (1987) que se
van a amplificar con el gen 16S rRNA con la PCR-DGGE.
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DGGE.

Se observa que la concentracion de ADN en cada muestra es diferente y en esta
etapa, antes de amplificarlas, se buscd la dilucibn adecuada para obtener los

resultados en la amplificacion.

4.9.1 Técnica de la DGGE

En la Figura 30 se observa el corrimiento de la prueba de la DGGE con 21 muestras

obtenidas de las tres posiciones de cada biofiltro empacado con fibra de agave.

En cada pozo del gel desnaturalizado se observa una gran cantidad de bandas que
pertenecen a diferente tipo de microorganismos. Para el recorte de bandas se
eligieron las que tuvieron mayor concentracion de ADN pero que para el analisis final
de identificacion del microorganismo se hara a través de un analisis exhaustivo con
lo que se podra definir con mayor precision cada uno de ellos, lo cual forma parte de

un trabajo de refinacién no contemplado en este trabajo.
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Figura 29 Imagen de las bandas obtenidas 21 muestras con la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizado.

En la Figura 31 se observa el recorte de las bandas, de donde se obtuvieron 60
bandas las que posteriormente fueron amplificadas con el gen 16S rRNA con la PCR

y purificadas para finalmente secuenciarlas.
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Figura 30 Recorte de bandas del gel desnaturalizado en la técnica de la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizado.

Después de la secuenciacién y amplificaciones de gen 16S rRNA de las muestras
aisladas en cada banda y analizadas en bibliotecas de la NCBI, finalmente se
obtuvieron 43 amplicones por la técnica PCR-DGGE. 24 muestras pertenecen a los

biofiltros aireados, 16 a los BFs sin aire y 3 a la muestra de agua residual.

En la Tabla 22 y 23 se muestran los organismos que se obtuvieron con la prueba de
la DGGE presentes en los biofiltros organicos aireados. En la Tabla 24 se enlistan los
microorganismos de los biofiltros que operaron sin aire. En la seccién de material y
métodos se menciond el por qué no hay igual numero de bandas para cada sitio del

biofiltro.
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Tabla 22 Listado de microorganismos presentes en las ampliaciones del gen 16S
rRNA aisladas de la biopelicula de los biofiltros organicos con aire con la técnica de

la DGGE.
Cepa Microorganismo Sitio de aislamiento Referencias Phylum . %
identidad
Staphylococcus xilosus Barro de tanques No hay I
152 HQ238663 productores de licores publicacion Firmicutes 100
Staphylococcus aureus No hay N
1S3 IN390832 Garganta publicacion Firmicutes 95
283 Bacillus senegalensis AB110415 Degrada fenol ar)aerobla en No hay i Firmicutes 99
sedimentos de rios publicacion
285 Clostridium magnum GU129927 Trelxtamlerjto anaerobiode  No h.ay . Firmicutes 98
paja podrida publicacion
Clostridium aciditolerans Sedimento de wetlans con L
2S5 NR_043557 aguas acido sulfatadas Lee et al.(2007)  Firmicutes 9%
. No hay -
381 Staphylococcus sp.GU595344  Suelos pobres de nutrientes o Firmicutes 93
publicacion
Staphylococcus pettenkoferi Heridas y sangre en Trllzsch et al., _
352 AF322002 humanos 2002) Firmicutes %3
Staphylococcus Estudios microbiologicos _—
382 pseudolugdunensis EF053371 clinicos Tang etal,, 2008 Firmicutes 93
Staphylococcus pettenkoferi Heridas y sangre en No hay A
353 pasassio humanos publicacién Firmicutes 94
Staphylococcus pettenkoferi Heridas y sangre en Trilzsch et al., -
384 AF322002 humanos 2002) Firmicutes 8
385 Bacillus pocheonensis FN870348 Sedlmentos dcidos bacteria Gischkat et al., Firmicutes 84
cicladora deFe 2010
Staphylococcus pettenkoferi No publicado
M3 phy us p En heridas infectadas Trilzsch et al. Firmicutes 98
AF322002
(2002)
Staphilococcus gallinarum . - No hay _
3m1 JQ409528 No hay informacién publicacion Firmicutes 99
Staphylococcus gallinarum . . No hay _
3M2 AB727358 No hay informacion publicacion Firmicutes 86
No hay _
3M3 Staphylococcus sp.JF513164 En suelo, tolerante a sales L Firmicutes
publicacion
Staphylococcus gallinarum . . No hay _
3v4 Q409528 No hay informacion publicacién Firmicutes 99
Staphylococcus aureus No hay _—
2B1 GU213356 Humanos publicacion Firmicutes 98
2B2 Staphylococcus sp. JQ687114  Agua de mar No hay . Firmicutes 97
publicacion
2B3 Staphylococcus aureus Fermentaciones No hay Firmicutes 99
JQ726637 publicacion
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Tabla 23 Listado de microorganismos presentes en las ampliaciones del gen 16S
rRNA aisladas de la biopelicula de los biofiltros organicos con aire con la técnica de

la DGGE.
Cepa Microorganismo Sitio de aislamiento Referencias Phylum , %
identidad
2B4 JSQtjggélggoccus gallinarum No hay reporte ggb::igdén Eimioutes o
2B5 JSthp;?gﬁ:occus aureus No hay reporte ,;Sb:]izdén Eirmicutes o5
2B6 J?\lt;a;?)gys/;cz:occus aureus Piel humana sana 'p\)lL?brI]iiZcién Firmicutes 94
oB7 J?\lt;ﬁ)gzllso(;:occus aureus ;?::;?.:S de la boca con lr:lsbrrizdén Firmicutes o7
AR7 Flavobacterium sp. HQ675251 Fija carbon inorganicoen  Swan et al. Bacteriodetes 82

aguas profundas (2011)

B= Bajo; AR=agua residual

De los 24 amplificados obtenidos de los biofiltros con aire, 11 ejemplares se
localizaron en la parte superior de los biofiltros, 6 en la parte media y 7 en la parte
baja. De los primeros, 6 revisten importancia ambiental y biotecnolégica como es el
caso de Bacillus senegalensis que tiene aplicaciones en la degradacién de fenoles
en aguas de rio por lo que su aplicacion tiene una expectativa en el tratamiento de

aguas residuales industriales que tienen como desecho este tipo de compuestos.

En cuanto a Clostridium magnum es un amplificado que tiene una aplicacion sobre la
degradacion de compuestos celuloliticos por lo que explotacion biotecnoldgica es de
considerarse para otros estudios de investigacién. Con Bacillus pocheonensis este
amplificado tiene la capacidad de oxidar el fierro en aguas acidas, por lo que su
aplicacion en aguas residuales de la industria minera tiene un potencial digno de

tomarse en cuenta.

Por la complejidad de la materia organica presente en las aguas residuales es comun
la presencia de bacterias infecciosas, que en un momento dado podria inferirse que

las aguas residuales de unidades hospitalarias o de rastros estan siendo vertidas al
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sistema de alcantarilado de la ciudad de Durango y que las autoridades

responsables deben hacer vigilancia para evitar estas descargas.

Tabla 24 Listado de microorganismos presentes en las ampliaciones del gen 16S
rRNA aisladas de la biopelicula de los biofiltros organicos sin aire con la técnica de la

DGGE.
Cepa  Microorganismo Sitio de aislamiento Referencias Phylum %
identidad
Pseudomonas putida Tratamiento terciario de L .
451 Q995481 aguas residusles No hay publicacién Protobacteria 100
4S2 Bacillus anthracis JF975598  Degrada compuestos Azo No hay publicacién Firmicutes 100
Parvibaculum lavamentivorans Degrada surfactantes .
482 CPO00774 lineales Schleheck et al. (2000) Alfaprotobacteria 89
4S6  Boseavestrisi JQ689184  ~\9uas minerales No hay publicacién  Alfaprotobacteria 91
embotelladas
Degrada de polisacaridos
Bacteroidetes bacterium para aplicar en producciéon Martinez-Garcia et al. .
556 jFagsi61 de biocombustibles y  (2012) Bacteriodetes 85
biremediacién
4m7 Methylosinus sp. ABO07840 Degrada metano No hay publicacién Alfaprotobacteria 90
Methyloferula stellata . .
5M10 FR686345 Turbas acidas Vorobev et al. (2011)  Alfaprotobacteria 91
5M2 Staphylococcus sp. GU595344 Sue.los pobres de No hay publicacién Firmicutes 89
nutrientes
Salinisphaeraceae bacterium  Agua salada degradadora L, )
54 GU452538 de alcanos No hay publicacion Protobacteria 89
5M6 Labrys sp HM149537 Suelo degrada insecticidas No hay publicacién Epsilonprotobacteria 81
5Mm7 Parvibaculum sp FN430653 Reductor de nitratos Bléthe y Roden, (2009) Epsilonprotobacteria 96
Methylocapsa palustris Fija nitrogeno .
5M8 AJ563927 atsmosférico Dedysh et al. (2004)  Alfaprotobacteria 99
5MO  Dongia mobilis FJ45532 Tratamiento de aguas |3, ¢ 51 (2010) Alfaprotobacteria 94
residuales
5B3 Ornithinibacillus sp HQ433455 Agua salada No hay publicacion Firmicutes 90
6B3  Glycomyces sp. JQoo1gsg ~ ouclo extremadamente i\ o icacion  Actinobacteria 91
haloalcalinos
6B4  Sulfurospirilum sp. Ay135396 = Ofros aerobios reductor oy ot 51 2003 Epsilonprotobacteria 93
de sulfatos
Macellibacteroides fermentans Aguas residuales en ) .
AR3 HQ020488 reactor anaerobio Jabari et al., 2011 Bacteriodetes 99
AR4 Chryseobacterium sp. Proteoliticas en leche Hantsis y Halpern, Bacteriodetes 2

EF204452

cruda (2007)
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La discusion del contenido de los microorganismos resulta muy interesante desde
cualquier punto de vista que se quiera abordar y que por lo tanto sera complejo
abarcar al maximo. El 60% de los amplificados tiene un maximo porcentaje del 95%
de identidad por lo que muchas de las cualidades de microorganismos encontradas
en las bibliotecas de la NCBI, predicen que se tiene un potencial biotecnolégico y
cientifico para desarrollar futuros proyectos. En los amplificados de los biofiltros sin
aire tienen el mayor potencial ambiental y biotecnologico que los biofiltros aireados.
Destaca que ningun amplificado en los biofiltros sin aire tenga cualidades del area de

la salud.

Todos los amplicones de los biofiltros sin aire en la prueba de la DGGE tienen una
aplicacién de eventos de interés ambientales y biotecnolégico como su aplicacion en
tratamiento de aguas residuales con colorantes ya que son degradadores de
compuestos Azo, en el tratamiento terciario de aguas residuales, degradadores de
detergentes, celulosa, metano, fijadores de nitrégeno, reductor de sulfatos, reductor
de nitratos, degradador de insecticidas, degradador de polisacaridos para produccion
de biocombustibles y de hidrocarburos para biorremediacion de suelos

contaminados, entre muchos.

En cuanto a la eficiencia de remocion de los diferentes contaminantes en los biofiltros
empacados con fibra de agave y la presencia de estos microorganismos no se puede
inferir su presencia sobre este aspecto debido a que las muestras fueron analizadas
en la ultima etapa del estudio con una carga hidraulica superficial de 1.34 m®m™d”’,
donde los efectos de los esfuerzos cortantes hidrodinamicos estan afectando la
estabilidad de la biopelicula que se ve reflejado en la baja eficiencia de remocion de
DBOs y coliformes fecales (Cohen, 2002).
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V. Sugerencias y recomendaciones

Estudiar el efecto flujo de aire cuando menos con tres flujos diferentes y monitorearlo

en los sitios de muestreo de la biopelicula.

Determinar la comunidad bacteriana después del proceso de adaptacién de los
biofiltros y al final de cada carga hidraulica superficial para establecer la dinamica del

desarrollo de la biopelicula.

Determinar la eficiencia del proceso de nitrificacion-desnitrificacion en las dos series

de biofiltros organicos midiendo la concentracion de nitratos, amonio y gas nitrégeno.

Hacer un tratamiento combinado de las aguas residuales en serie de un proceso de

biofiltracion aire-sin aire y/o al inverso para evaluar la calidad del efluente.

Hacer mediciones de los componentes de la materia organica en los tres puntos de
referencia para determinar cual es la altura efectiva de la columna empacada para

optimizar el proceso.

Identificar con mayor precisiéon los amplificados con el gen 16S rRNA aislados en las
diferentes secciones de los biofiltros con técnicas mas precisas que coadyuven a

este logro.

Desarrollar proyectos de biotecnologia con algunos amplificados que vaya en

beneficio de ambientes contaminados.

Rescatar los amplificados que no dieron respuesta con los software con otros mas

potentes.
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VI. Conclusiones

Las eficiencias de remocion de los biofiltros con aire y sin are fueron
estadisticamente significativos. Temperaturas entre 27 a 30°C favorecen la remocion
de los constituyentes medidos. Los platos de separaciéon ayudaron a mantener
estable la fibora de agave como material soporte por largos periodos de tiempo
manteniendo la presién sin variacion durante el periodo experimental de 17 meses, y
el efecto de los platos de separacion probablemente requiera mas tiempo para
probar su hipoétesis. Los biofiltros empacados con fibra de agave tuvieron una alta
eficiencia en la remocion de la DBOs para cargas hidraulicas superficiales de hasta
0.80 m®* m? d™, y los efluentes cumplieron con las normas internacionales (USA-EPA
2004) y la norma mexicana (DOF 1998) para riego agricola y de areas verdes. Los
huevos de helminto y los sélidos suspendidos totales cumplieron con la calidad de
los estandares de calidad hasta 1.34 m® m? d” de carga hidraulica superficial. La
innovacion de emplear fibra de agave como soporte de la biopelicula es una
alternativa eficiente, simple y econémica para el tratamiento de aguas residuales
domesticas y municipales de pequefos generadores, y los efluentes pueden ser
utilizados en proyectos de irrigacién agricola y de areas verdes, asi también pueden

ser vertidos en lagos artificiales, previo tratamiento de desinfeccién.

La identificacion de la comunidad microbiana de los biofiltros empacados con fibra de
agave se logré con la amplificacion de los aislados con la PCR-DGGE utilizando
como iniciador el gen 16S rRNA que son las herramientas molecular que permite la
identificacion de los microorganismos sin realizar cultivos. Se identificaron 29
amplificados aislados de la fraccién cultivable y 43 con la DGGE-PCR pertenecientes
al Phylum Protobacteria (alfa, gamma y beta), Actinobacteria, Bacteriodetes y
Firmicutes. Algunos amplificados poseen especificidad sobre degradacion de
compuestos celuloliticos, hidrocarburos, insecticidas, alcanos, sulfatos, metano,

nitratos y fosfatos a partir de los cuales se pueden desarrollar proyectos
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biotecnoldgicos para resolver problemas ambientales en las matrices agua, suelo y

aire.
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VIll.  Anexos

Anexo 1

Método de extraccion de ADN cromosdmico.

1. Se toman 250 mg de la muestra de fibra de agave y se pone en un microtubo
Eppendorf de 1.5 mL y se adiciona 200 pL de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH
8.0; EDTA 1 mM; NaCl 10 mM; SDS 1% Tritdon X-100 2%) para un rompimiento
quimico y se adiciona perlas de vidrio (0.5 g). para rompimiento mecanico. Estas
deberan recuperarse al final del proceso de extraccion. Posteriormente se

adicionaron 200 uL de Fenol-cloroformo-isoamilico 25:24:1

2. La muestra se agita en un vortex durante 5 min. Hacer 5 repeticiones, dejando los

tubos 1.0 minuto en hielo antes de volver a agitar.

3. Aplicar un choque térmico de 60°C durante 5 min y después mantenerlo en un
ultracongelador a -70°C durante 5 min. Repetir por segunda ocasién. Se realizo el
choque térmico en una incubadora térmica AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet. Hacer

un Spin de 1.0 min a 13 000 rpm.
4. Se adicionar 200 pL de regulador TE pH8. Centrifugar 10 min a 13 000 rpm

5. La fase acuosa se coloca en un tubo nuevo y se adiciona 200 pL de cloroformo:

alcohol isoamilico 24:1 Agitar en vortex 1.0 min y centrifugar 10 min a 13 000 rpm.

6. Separar la fraccibn acuosa a un nuevo tubo y adicionar 1.0 mL de alcohol

isopropanol y dejar precipitar a -20°C durante toda la noche (12 horas).
7. Después de la incubacion se centrifuga a 13,000 rpom durante 10 min.

8 Eliminar el sobrenadante y lavar con 1.0 mL de etanol al 70%. NO VORTEX
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9. centrifugar durante 5 min y eliminar el sobrenadante. Dar un spin. Evaporar en un

concentrador a 45°C de 15 a 20 min.
10 Resuspender la pastilla en 50 yL de agua estéril de alta pureza. Homogenizar.

En adelante la manipulacion de las muestras con el ADN extraido deberan

permanecer en hielo.

Notas a la técnica.

Las muestras (Ms) que contienen fibra de agave de preservan en hielo y se

transportan al laboratorio.

Las Ms se toman con pinzas esterilizadas procurando reducir el tamafio sea lo mas
pequefa posible utilizando tijeras esterilizadas colocandolas en un tubo de plastico
de 1.5 mL.

Observaciones:- Las Ms en adelante se ponen en hielo inmediatamente después de

prepararlas.
Se adiciona una cantidad “prudente” de microperlas de vidrio.

A las Ms se le adiciona 200 pL de Solucion de Lisis y 200 yL de una solucion de

Fenol:Cloroformo:lsoamilico 25:24:1

Observaciones:- Es conveniente calentar el bafio seco a 60°c después del paso 1, ya

que tarda en alcanzar la temperatura deseada.
Las Ms se agitan 5 veces por 1.0 min en el Vortex.

Se hace un choque térmico calentando 5 min a 60°C. Se sacan del bafio seco y se
meten al Ultracongelador durante 5 min a -70°C. Repetir nuevamente el choque

térmico.

Se les da un Spin a los tubos. (consiste en meterlos a la centrifuga hasta que alcance

la maxima velocidad de 13 000 6 14000 rpm y parar manualmente la centrifuga)
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Adicionar 200 pL de solucion TE pH8.
Centrifugar 10 min a 12000 rpm.

Pasar la fase acuosa (Es la que se encuentra en la parte superior) a un nuevo tubo y

rotular.

Observaciones:- es muy importante cuidar no arrastrar la fase mas pesada ya que el

fenol interfiere en el éxito del resultado final.
Adicionar 200 pL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. Agitar con vortex.
Centrifugar 10 min a 12000 rpm. Separar la fraccién acuosa a nuevo tubo y rotularlo.

Adicionar 1.0 mL de alcohol Isopropanol y se deja precipitar a -20°C minimo 2 horas

o toda la noche no se alcanza a continuar con la rutina.

Centrifugar 5 min a 12000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

Adicionar 1.0 mL de Etanol al 70% (para lavar).

Centrifugar 5 min a 12000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

Dar un Spin. Vaciar el exceso con la micropipeta. Dejar evaporar de 15 a 20 min.
Adicionar 50 yL de H20 estéril. Homogenizar. Poner en hielo las muestras. Vortex.
Centrifugar 5 min a 14 000 rpm

Después de este procedimiento ya se tiene la extraccion del ADN. Para comprobar

su presencia se corre un proceso de electroforesis empleando gel de agarosa.
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ANEXO 2
Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

Pesar 1.5 g de agarosa y disolver en la Solucién de TAE 1X. Fundir la agarosa en el

microondas durante 45 a 60 seg.

El TAE 1X, se preparo a partir de una solucion concentrada (TAE 50X), poniendo 20

mL de este concentrado por 980 mL de agua destilada.

ANEXO 3
Preparacion del gel en el sistema de electroforesis.

Poner la base sobre la bandeja donde se formara el gel procurando que esta se
encuentre completamente horizontal; este a su vez debera estar entre una base de
acrilico el que cuenta con dos tornillos para hacer que la burbuja quede
completamente centrada. Poner los separadores del gel y los cepillos para hacer las
perforaciones o pozos donde se adiciona la muestra. Sellar los extremos de la base
con la agarosa fundida. Dejar enfriar y adicionar la agarosa procurando quede al raz

de la base.
Dejar enfriar (10 min aproxmte).

Retirar los separadores y adicionar la solucion de TAE 1X, dejando inundado el gel.

Retirar finalmente los peines.

Adicionar las muestras a analizar.

ANEXO 4
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Preparacion de las muestras para la electroforesis en gel

Poner en una “gradilla” o en papel Parafiim 1 uyL del regulador de carga (glicerol-

xilencianol- Azul de bromofenol-agua).

En el primer pozo siempre se pone el marcador de 1 k pb 6 100 pb el cual ya

contiene el regulador.
Tomar la muestra (3 pL) de los tubos y mezclar con el regulador.

Colocar cuidadosamente la muestra en el 2° pozo del gel tratando de no rebose fuera

de éste.

Cada vez que se vaya a adicionar una nueva muestra se DEBERA CAMBIAR de

puntilla.

Conectar la corriente poniendo el polo positivo en extremo opuesto al punto de
depdsito de la muestra. El polo negativo se conecta en el extremo de los pozos de la

muestra. Esto obedece a que el ADN tiene carga (-) negativa.

Procurar que la muestra corra hasta 1.0 cm antes de la segunda serie de pozos.
Sacar y tefir o revelar en una solucion de Bromuro de Etidio. De 20 a 25 min.
Sacar con mucho cuidado el gel y checarlo en el transiluminador.

Grabar en la computadora la imagen para su interpretacion y procesamiento.
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ANEXO 5

Procedimiento para la replicacion en PCR.
Una vez extraido el ADN, las Ms se les da el siguiente tratamiento.

Preparar una solucién con los siguientes componentes:

Componente Conc.(uL)
Agua variable*
Buffer 25
MgCI2 2063
DNTP’s 1
mar-01 1
mar-02 1

Taq 0.2
DNAmuestra 162

"Sirve para ajustar a 25 pL, y depende de cuanta muestra y/o MgCl, se ponga.
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20 material support in biofiltration processes. This study set as hypothesis that air (2),

21 separation plates (3), and hydraulic loading rates (5) would produce effluents that do not
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series of three biofilters each were tested; the first one had an aeration rate of 0.62 m3 m-2h-
24

125 ; and no air was fed into the second set. Each of two sets of biofilters was divided with 4,
26 8, and 12 acrylic plates installed along the column to reduce compaction of the material
support. All biofilters were run at 0.27, 0.54, 0.80, 1.07, and 1.34 m3 m-2 d-1 27 hydraulic

28 loading rates (HL) using environmental temperature as a covariable since the experiment
29 lasted 17 continuous months. The agave fiber improved water quality parameters since

30 effluents met Mexican and USA-EPA standards to irrigate agricultural and green areas
when using HL smaller than 0.8 m3 m-2d-131 . In addition, the biofiltration process was

32 dependent on temperature, air, and HL*air interaction effects.
33

34 Keywords: Biofiltration, healthy quality, low filtration rate, organic filter media.
35

36 1 Introduction

37 Developing countries have problems with the handling of wastewater causing

38 contamination of receiving streams as groundwater, rivers and others. This problem is

39 common for low volume generators of wastewater in rural areas, micro industry and

40 schools far from town. Adaptation of technology and innovation is needed to install,

41 operate and maintain suitable treatment plants for these sites that do not need high qualified
42 employees to handle the wastewater treatment processes. Biofiltration using organic

43 materials has been studied and applied at full scale in the last two decades for the treatment

44 of polluted air and municipal and agro-industrial wastewater for his high removal efficiency
45 (Cohen 2001; Hu and Gagnon 2006; Garzon-Zuiiga et al. 2007), security, low investment

and operating cost of the process with 0.078 m3m-2 d-146 of HL (Buelna et al. 2011). Support
Manuscript
Click here to download Manuscript: manuscript Vigueras.doc

materials used include peat, bark 47 and woodchips of pine and tropical trees, fiber of sugar
48 cane and date-palm fibers. Even though biofilters have been used for many years, it is still
49 difficult to explain theoretically all the biological processes occurring during the filtration

50 (Chaudhary et al. 2003).
51

52 During the operation of a biofilter, the wastewater is fed at the top, infiltrates through the

53 support media and flows down, as in a trickling filter (Wik 2003); they are characterized by
low filtration-flow rate of less than 0.5 m3 wastewater m-2 d-154 , which favors retention of

55 organic matter and pollutants by adsorption, absorption and ion exchange mechanisms

56 (Lens et al. 1994; Buelna et al. 2011).
57

58 Biofilters were applied for the treatment of drinking water using granular activated carbon
59 as filter media (Wahman et al. 2011); to remove herbicides, pesticides and antibiotics in
60 sewage (Ilhan et al. 2011) and organic matter and nitrogen in urban wastewater by

61 nitrification-denitrification processes (Galvez et al. 2003). Other researchers have used the
62 biofiltration to remove hydrogen sulfide and livestock odors from gas-phase (Gabriel and
63 Deshusses 2003; Schmidt et al. 2004). Using woodchips, Lens et al. (1994) obtained a
removal efficiency of 97% of BODs, 63% of COD; 72% of TSS and 64% of NH4

+64 -N.

65 Buelna and Bélanger (1991) using peat obtained efficiencies of 96% of BODs, 87% of
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66 COD, 98% of TSS, and 99% of FC. Garzon-Zuiiga et al. (2008) assessed the removal of
67 pathogens with aerobic biofilter using woodchips and natural fiber and removed 98.5% of
68 BODs; 99.99% of FC and 96.93% of HE. Riahi et al. (2009) used a biofilter packed with
69 date-palm fiber to obtain a removal of 80.6% of COD, 57.7% of phosphorous (P) and 98%
70 of HE in a tertiary treatment of wastewater. Garzon-Ziiiga and Buelna (2011), treating

71 sanitary wastewater in a biofilter packed with jacaranda and tabachin woodchips without
72 aeration, obtained average efficiencies of 97% of BODs, 71% of COD, 95% of TSS, 93%
73 of N-NTK; 4 log units of FC and 100% of HE. Hu and Gagnon (2006) using peat in

74 domestic wastewater treatment at field-scale were obtained 90% of BODs removal
efficiency with an organic loading rate (OL) of 0.07 kg BODs m-2d-175 , smaller than the used

in our study of 0.30 kg BODs m-2d-176 .
77

78 The literature review shed light into the biofilter high removal efficiency for several

79 chemical and physical constituents. However, some problems using biofilters have yet to be
80 investigated. Questions such as: (a) is the agave fiber an efficient material support to treat
81 municipal wastewater effluents?, (b) can the packaging material support compact, clog and
82 pressure drop in water during the carrying out of a long-term experiment?, (c) what is the
83 maximum hydraulic load the agave fiber can support with effluent outputs that meet set

84 standards?, (d) is the pumped air component an important factor in the biofiltration

85 process? These questions were solved in this study by using agave fiber as a material voids
86 media for the growth of microorganisms (biofilm) in the biofiltration process that has not
87 been investigated in other studies and it is available in high amounts in Durango, Mexico.
88 The fiber is a byproduct of the agave mescal industry, and comes mainly from Agave

89 durangensis, plants that grows in Durango, Mexico. In 2007, there were 64 million plants
90 cultivated for the mescal industry in Durango, Mexico (SEDECO 2008). This process

91 produces 20 to 30% of fiber in wet base as a solid waste. This organic fiber has a very high
92 contact area which makes it suitable for the development of bacterial biofilm to degrade
lorganic matter contained in wastewater; it is 93 available at no cost and does not need

94 pretreatment as bark and woodchip milling.
95

96 In the literature searched there were not studies performed with separation plates, which are
97 commonly used in non organic packages (Chandravathanam and Murthy 1999), where the
98 use is to redistribute the flow. Garzon Zuiiiga et al. (2007) had problems of clogged after
the first 50 days when the applied TSS load 68 g m-2d-199 In biofilters, where organic matter
100 is used as packaging, the weight of the wet package contributes to the compacting and was
101 thought that using separation plates this could be diminished. Separation plates set within
102 biofilters tested the hypothesis of pressure drop in water as well as in the biofiltration

103 process efficiency.
104

105 The hydraulic loading rate is a critical variable for biofiltration as it influences the voids of
106 filter material and the hydraulic residence time and is characterized by a very slow
filtration

107 rate (Garzon Zuiiga et al. 2003). By properly managing the HL, it has been possible

108 maintain a thinner biomass layer consistently; improve in performance and to avoid the
sloughing (Metcalf and Eddy 1991). It has been used a HL of 0.025 and 0.10 m3 m-2d-1 109 for
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110 a mixture of bark, peat and woodchips as packaging for domestic sewage (Lens et al.
1994); a HL 0f 0.03, 0.06 or 1.3 m3m-2d-1 111 using peat as packaging and municipal

112 wastewater (Buelna and Bélanger 1991); with silica sand, crushed, glass, peat, and
geotextile in domestic wastewater 0.16 mz m-2d-1 113 of HL (Hu and Gagnon 2006). It was
decided to use five hydraulic loads, 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 and 1.34 m3 m-2 d-1 114 which include
115 low medium and high HL levels, to decide which of the HL was economic and technically
116 more adequate to the process, to find the maximum loading rate to produce effluents that

117 meet set standards.
118

119 The function of aeration rate is providing oxygen to aerobic bacteria for degradation

120 organic matter and complete nitrification process and the presence of anoxic zones

121 facilitates in the denitrification process (Garzon Zuiiga et al. 2007). To test the hypothesis
122 that air plays a key role in the biofiltration process, air was pumped to a set of three and no
123 air was fed to the remaining three biofilters. Evaluated physical, chemical, and biological
124 constituents in municipal sewage and biofilter effluents were BODs, COD, TSS, FC and
125 HE. The main hypothesis of this study was that organic biofilters packed with agave fiber
126 would produce effluents that meet set standards for the irrigation of agricultural and green

127 areas.
128

129 2 Material and Methods

130 2.1 Biofilters setup

131 Two series of three laboratory-scale biofilters (BF) were built with PVC pipe of 2.0 m in
height and 0.185 m of internal diameter (ID), with an inside volume of 0.054 m3132 . The

133 extremes of each biofilter were closed with a tight lid. Columns were divided with acrylic
134 perforated plates in order to avoid the agave fiber to compact during the application of
135 wastewater. The number of plates was 4, 8 and 12 at each of two series of biofilters. The
136 first series includes the biofilters BF1, BF2 and BF3 with 12, 8 and 4 divisions,
respectively. One set of three biofilters was aerated at a rate of 0.62 m3 m-2h-1137, to supply
1the oxygen required for aerobic 138 microorganisms. The airflow was introduced to the
column

from the bottom and was measured and controlled daily with a Dwyerrm 139 flow meter of 0-1
140 SCFH. The air pressure drop of each aerated reactor was determined with a U-shaped

141 silicon tubing manometer through the displacement of a water column; where

142 measurements were recorded in mm daily. The second set of biofilters did not receive

143 pumped air and they were left as controls and corresponded to biofilters BF4, BF5 and
BF6

144 with 4, 8 and 12 plates, respectively. Figure 1 sketch one of the BF used to support the
145 agave fiber, with inlets and outlets. The BFs with no air supplied have not air inlet and

146 pressure drop.
147
148

149 Figure 1 Agave fiber biofilter setup.

150 2.2 Packing material

151 Each BF was packed with 10 kg of agave fiber, with 65% of moisture content. Biofilters
152 with 4 acrylic divisions had 2.5 kg of fiber in each division; biofilters with 8 divisions had
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153 1.25 kg each division and biofilters with twelve divisions had 0.833 kg each division. The
154 BF filling procedure with agave fiber was carried out according to Garzon-Zuiiga et al.

155 (2003).
156

157 2.3 Wastewater influent

158 Sewage used as influent of the biofilters was taken after primary treatment (screening,

159 sedimentation and homogenization) of the wastewater treatment plant (WWTP) of the city
160 of Durango, México. The wastewater influent was pumped at the top of each biofilter with
peristaltic pumps using MasterFlext™ 161 silicon tubing. Five hydraulic loading rates: 0.27,
0.54, 0.80, 1.07 and 1.34 m3 m-2d-1 162 were applied during seventeen months, run with a
constant flow of 5, 10, 15, 20 or 25 mL min-1163 . An adaptation period of three months was
used discharging a flow of 3 mL min-1 164 at the top of each biofilter in order to start the

165 microorganism’s adaptation to the system. The objective of tested five HL was found
which

166 is the most effective in the removal with the novel filter material of agave fiber. A 400 L
167 polyethylene tank buried served as the wastewater storage and had a hermetic cup to

168 minimize the air entry to the system that could result in passive wastewater oxygenation.
169

12.4 Influent and effluent physic, chemical and biol 170 ogical characterization.

171 Influent and effluents were physically and chemically characterized by the content of

172 organic matter with the techniques BODs through the modified Winkler method and the
173 COD by Closed Reflux Colorimetric method. The healthy quality was measured through
174 the concentration of FC by the method of the Most Probable Number in 100 mL and the
175 determination of HE by flotation with Zinc sulfate. Analysis of TSS was measured by the
176 gravimetric method of dry weight. These techniques were carried out according to the
177 APHA (1995) methodology, except HE that was analyzed according to NOM-003-

178 SEMARNAT-1997 (DOF, 1998). These chemical analyses were performed weekly with
179 the exception of HE that was analyzed every fifteenth days. The pH and EC were
measured

180 by the electrometric method. Inlet wastewater temperature (T) was measured daily with a

181 Brannan glass thermometer (-5 to 120°C).
182

183 2.5 Experimental design

184 Aeration (2: with and without air), number of plates in the filtration column (3: 4, 8 and 12
plates) and hydraulic loading rate (5: 0.27, 0.54, 0.80, 1.07 and 1.34 m3 m-2d-1185 ) were tested
186 applying a strip plot design in a factorial experiment with one covariate. It is known that
187 wastewater treatment depends on temperature (T), but in this study was not controlled, and
188 then it acts as a covariate in this experimental design. The observations are described by
the

189 linear statistical model.
190

191 Yijki = p + ot + Bj+ yit o * Bj+ ot * yk+ Bj = yk+ oui * Bj * yk + O Tijk £ €iji

192

193 where Yijki is the Ith observations on the response variable taken under the ijkth treatments
of
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194 the ai, vj, and Pk factors; p is the overall mean effect; aiis the effect of the ith level of the
195 air factor; Bjis the effect of the jth level of separation plates factor; y«is the effect of the kth
196 level of HL factor; i * Bj, aii * yk, and Bj*ykis the double interaction between factors; a.i * Bk
197 =yj is the effect of the triple interaction between factors; T is the temperature factor

198 covariable; 0 is a linear regression coefficient indicating the dependency of Yijki.on Tijk. and
199 &ijki is the random error. The statistical method and its sources of variation were evaluated
200 with the Statistica V. 7.0 software.

201

202 3 Results and discussion

203 3.1 Wastewater influent characterization

204 Average physicochemical and biological constituents of untreated municipal wastewater
205 during the experimental period of seventeen months are shown in Table 1.

206 Concentration of organic matter expressed as BODs and COD; FC and TSS are similar to
207 the quality parameters provided by Metcalf and Eddy (1991). Wastewater samples were
208 taken during the first peak mass loading in the WWTP, period of time that usually has high
209 content of organic matter. The COD/BODs ratio was 2.3, a common ratio obtained for

210 municipal wastewater (Metcalf and Eddy 1991). However, the TSS content is relatively
211 small, probably due to a good operation in the removal of grit and sedimentable solids

212 during primary treatment.
213
1215 Table 1 Physicochemical and biological characterization of raw wastewater.

216
217

218 3.2 Air factor

219 The air factor was statistically significant in BODs, COD and FC (p=0.001) respectively,
220 unlike TSS. Aerated biofilters removed better BODs since they produced effluents with an
average of 22+2.3 mg L-1221 (a=0.05) and biofilters without air produced effluents with
24.0£1.9 mg L-1, both for a HL of 0.8 m3 m-2d-1 222 and these two figures meet the USA
(USA-EPA 2004) and Mexican Norm of 30 mg L-1 223 (DOF, 1998) for irrigating agricultural
224 and green areas. Average removal efficiency of BODS at this HL was 92.0% for biofilters
treated with air and 90.9% for biofilters with no air. HL above 0.8 m3 m-2 d-1 225 produced

226 effluents exceeding the BODs concentration required for these objectives.

227

There are not set standards for COD and the average removal efficiency at an HL of 0.8 m3 228
m-2 L-1 was 79.7% (128+10 mg L-1) and 62% (240+34 mg L-1229 ) for aerated and unaerated
230 biofilters, respectively. The recorded efficiencies are higher than those encountered Buelna
231 and Bélanger (1991) using peat as biofilm support, whom obtained 96 and 87% of BODs
232 and COD, respectively. Lens et al. (1994) used bark and peat and reported 97%, but

233 reported a removal efficiency of 63% COD; Garzon Zuiiiga et al, (2008) using mixtures of
234 tropical trees woodchips and natural fibers, obtained a removal efficiency of 98.5% BODs,
235 in a tropical zone of Mexico.

236

237 With respect to CF, biofilters do not remove all bacteria and standard effluents do not meet
238 set standards for irrigation. Average removal efficiency of fecal coliforms was 99.99% (4
log unit) and 99.9% (3 log unit) with the lowest HL of 0.27 m3 m-2d-1239, in aerated and
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unaerated BFs, respectively. However with 0.80 m3 m-2 d-1 240 of HL an efficiency of 99.95%
241 (3 log unit) is obtained in aerated biofilter and 99.56% (2 log units) for unaerated BFs. The
242 recorded efficiency is higher than the reported by Buelna and Bélanger (1991), who used
243 peat and obtained 99%, and similar to the obtained by Garzon-Zuiiga et al. (2008) with

244 99.9% of FC removal using woodchips and natural fiber.
245

246 The removal efficiency of helminth eggs was 98% for the BFs with air and 100% for
unaerated BFs up to the highest HL of 1.34 m3 m-2d-1and 0.46 kg BODs m-2d-1247 of OL.
248 These results are quite similar to those reported by Riahi (2009), who obtained a removal

249 efficiency of 98% for HE using date-palm fiber in a tertiary treatment with smaller
1

biofilters (0.55 m height and 0.10 m of internal di 250 ameter). Garzon-Zuiiga et al. (2008),
251 obtained 96.93% HE with aerated biofilters in domestic wastewater. The maximum
allowed

limit is <1 HE L-1252 by the NOM-003-SEMARNAT-1997.
253

The average TSS concentration in biofilters with air was 19.7+3.3 mg L-1254 (0=0.05), that is

equivalent to 91.9% removal efficiency in a HL of 1.07 m3 m-2d-1 and 0.30 kg BODs m-2 d-
255

1of OL; and 16.0+3.2 mg L-1256 (93.4% removal efficiency) without air, both with the highest
HL used in this study of 1.34 m3 m-2d-1 and 0.46 kg BODs m-2d-1 257 of OL. The Mexican
Norm allows a maximum concentration level of 30 mg L-1258 of TSS. Efficiencies are higher
259 to those obtained by Lens et al. (1994) who reported 72% of TSS removal using

260 woodchips; and lower than the reported by Buelna et al. (2011), who reached 95% of TSS
261 and Buelna and Bélanger (1991) with 98% of TSS. Agave fiber at the end of the study

262 period was more degraded in biofilters with air than in biofilters without air.
263

264 3.3 Packing factor

265 The packing effect was statistical significant in the removal of BODs (p=0.029), COD
266 (p=0.001), TSS (p=0.007) and the HL*packing effect was statistically significant in the
267 removal of COD ((p=0.048) as it is shown in Figure 2. After the application of a HL of

0.80 m3 m-2d-1 268 the removal efficiencies of COD are not statistically different.
269
270

271 Figure 2 HL*Packing effect in the removal of COD
272

273 3.4 Hydraulic Loading Rate Factor

274 The HL effect was statistically significant in the removal of BODs, COD and FC
(p=0.001)

275 and TSS (p=0.004), and the interaction air*HL for BODs, COD and FC (p=0.001). The

276 HL*air interaction effect of removal of BODs is shown at Figure 3. The abrupt change on
the slope direction in biofilter without air of BODs after 0.80 m3 m-2d-1277, could be explained
278 as the maximum capacity of the biofilters to meet the Norm, as well as a potential
reduction

279 in the biofilm thickness (detachment) due to the hydrodynamic shear stress forces, which
280 tends to reduce removal efficiency of biofilters (Cohen 2001). The removal efficiency of
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281 both series of biofilters keeps decreasing constantly when increasing HL.
282

1285 Figure 3 HL *air interaction effect on the removal of BODs in two series of biofilters

286 (Means with same letter are not significantly different).
287

288 The HL *air effect in the COD/BOD:s ratio is shown at Figure 4. During the first two HLs,
289 there is no statistical difference in the COD/BOD:s ratio of both biofilter series, but above
0.8 m3m-2d-1290 of HL there is a statistically significant difference between aerated and

291 unaerated, being aerated biofilters the ones that obtain a smaller COD/BODs ratio. Also it
is

292 observed a tendency of the ratio COD/BODs to diminish towards the initial COD/BODs

293 ratio of 2.3 due to the loss of removal efficiency of the system.
294
295

296 Figure 4 HL*air interaction effect on the COD/BOD:s ratio for biofilters with air and with

297 no air fed (Means with same letter are not significantly different).
298

The HL*air interaction effect in the removal of FC is shown in Figure 5. Before of 0.80 m3
299

m-2d-1300 of HL the removal efficiencies of FC was constant with 4 and 3 log units in aerated
301 and unaerated BFs, respectively. The FC efficiency removal decreases as HL increases.
For 302 use in irrigation of agricultural and green lands, effluents requires disinfection to
obtain the 303 set standard of <1000 NMP 100.mL-1 for general irrigation or <200

NMP.100mL-1 for raw 304 eaten vegetables.

305
1

307 Figure 5 Hydraulic load*air interaction effect statistical on the removal of fecal coliforms

308 (Means with same letter are not significantly different).
309

310 3.5 Covariate temperature effect

311 The ANCOVA analysis showed the temperature effect was statistically significant in the
312 removal of COD (p=0.005), FC (p=0.049) and TSS (p=0.001). Removal efficiency of
COD

313 has an increasing trend as temperature increases; the higher temperature effect was
obtained

314 at 29°C and maximum removal efficiency of BODs is obtained between 27 and 29°C,

315 characteristic of mesophilic microorganisms (Metcalf and Eddy 1991 and Datta and Allen

316 2005). This factor should be considered for the design of a wastewater treatment plant.
317

318 3.6 Evaluation of pH and electrical conductivity.

319 The average recorded pH was 7.12+0.05 for municipal wastewater; 7.24+0.04 for effluents
320 of BF with pumped air and 7.00+0.03 for effluents of BF without pumped air. These
results

321 are statistically different (a=0.05). If pH remains constant, a healthy biofilm growth is

322 promoted in the agave fiber, which improves the ability of adsorption of microorganisms
323 (Cohen 2001).

324
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Average electrical conductivity was 736+14 pS cm-1325 in effluent, and the allowed value in
NOM-003-SEMARNAT-1997 is 3000 uS cm-1326 . Therefore the effluent can be reused in the

327 irrigation of agricultural and green areas without the effect of soil salinity.
328

329 Finally, during the development of this research, the aerated biofilters did not show

330 clogging problems on the material support; a maximum pressure drop of 0.4 mm of water
331 column was recorded during the seventeen months that lasted the experiment, while other
332 research on this issue report a higher pressure when this have less of 60% voids (Schmidt
et

333 al. 2004). In addition, unpleasant odors in effluents were not present during this study.
334

3354 Conclusions

336 Removal efficiencies for biofilters with air and no air were statistically significant. High
337 temperature favors the removal of measured constituents. Separation plates helped to

338 maintain stable the fiber support for longer periods of time maintaining similar pressures
1during the experimental period of 17 months, 339 and the effect of separation plates probably
340 required more time to test this hypothesis. Biofilters packed with agave fiber as material
support had a high efficiency on the removal of BODs for HL of up to 0.80 m3 m-2d-1341, and
342 effluents meet the USA (USA-EPA 2004) and Mexican Norm (DOF, 1998) for the

343 irrigation of agricultural and green lands. Helminth eggs and TSS meet the quality
standards up to 1.34 m3 m-2d-1 344 of HL. Biofilters packed with agave fiber as material

345 support is an efficient, simple and economic alternative for the treatment of municipal and
346 domestic wastewater treatment of small-scale generators, and effluents can be reused in
347 irrigation projects of agriculture and green areas, as well as effluents can be safely

348 discharge into lakes, after a disinfection treatment.
349
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Figure 1 Agave fiber biofilter setup.

Figure

Figure 2 HL*Packing effect in the removal of COD

Figure

Figure 3 HL*air interaction effect on the removal of BODs in two series of biofilters
(Means with same letter are not significantly different).

Figure

Figure 4 HL*air interaction effect on the COD/BODs ratio for biofilters with air and with
no air fed (Means with same letter are not significantly different).

Figure

Figure 5 Hydraulic load*air interaction effect statistical on the removal of fecal coliforms
(Means with same letter are not significantly different).
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Table 1 Physicochemical and biological characterization of raw wastewater.
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