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RESUMEN

Se ha disefiado y evaluado en laboratorio un reactor anaerobio de membrana (MBR)
utilizando B. clausii para estudiar su influencia en las propiedades microestructurales
del biofouling. EI MBR es una tecnologia empleada en el tratamiento de aguas
residuales que combina un biorreactor con la separacién mediante membranas a baja
presion. Se realizaron evaluaciones rapidas de la filtrabilidad con agua ultrapura,
obteniendo un flujo de 2.80 L/h en las condiciones ensayadas. Para alimentar el
biorreactor en suspension de 25 L, se acopl6 a una membrana ceramica tubular de
ultrafiltracion con soporte de TiO,, utilizando agua residual sintética disolviendo
quitosano de bajo peso molecular (LWC) y albumina de suero bovino (BSA) en una
proporcion de C/P=1.85, donde se obtuvo tres distintas soluciones (C/P, C/P + 0.04uM
CaCOs, C/P + 0.04uM CaCOs + B. clausii). El experimento que incluyé B. clausii mostro
la tasa de pérdida de flujp mas baja. A través del andlisis de las propiedades
estructurales de capa torta, se determiné en los escenarios: C/P y C/P + 0.04uM CaCO3
+ B. clausii que el flujo y la porosidad disminuyé con el volumen de filtrado, demostrando
que estas soluciones promovieron la formacién de una capa de biofouling mas compleja
y rugosa. Al analizar la dimension fractal se encontr6 que la soluciéon que contenia B.
clausii formé conglomerados celulares mas rugosos (2.977 frente a 2.968 y 2.972). Por
lo tanto, se concluye que la adicién de B. clausii aumenta la complejidad y estructura de
la capa de torta durante la formacién de biofouling en periodos prolongados de filtracion.

Palabras clave: reactor, membrana ceramica tubular, ultrafiltracion, Bacillus clausii,
taponamiento



ABSTRACT

A laboratory anaerobic membrane reactor (MBR) has been designed and evaluated
using B. clausii to study its influence on the microstructural properties of biofouling. The
MBR is a technology used in wastewater treatment that combines a bioreactor with low-
pressure membrane separation. Rapid filtrability assessments were conducted using
ultrapure water, yielding a flow rate of 2.80 L/h under the tested conditions. To feed the
25 L suspended bioreactor, it was coupled with a tubular ultrafiltration ceramic
membrane with TiO2 support, using synthetic wastewater by dissolving low molecular
weight chitosan (LWC) and bovine serum albumin (BSA) in a C/P ratio of 1.85, resulting
in three different solutions (C/P, C/P + 0.04uM CaCO3, C/P + 0.04pM CaCO3 + B.
clausii). The experiment that included B. clausii showed the lowest flux loss rate. Through
the analysis of the structural properties of the cake layer, it was determined in the
scenarios of C/P and C/P + 0.04pM CaCO3 + B. clausii that the flux and porosity
decreased with the volume of filtrate, demonstrating that these solutions promoted the
formation of a more complex and rough biofouling layer. When analyzing the fractal
dimension, it was found that the solution containing B. clausii formed rougher cellular
conglomerates (2.977 compared to 2.968 and 2.972). Therefore, it is concluded that the
addition of B. clausii increases the complexity and structure of the cake layer during
prolonged periods of filtration in the biofouling formation.

Keywords: reactor, ceramic tubular membrane, ultrafiltration, Bacillus clausii, biofouling



INTRODUCCION

El agua es un recurso vital cuya contaminacion debido a actividades humanas
representa un desafio critico para lograr un futuro sostenible. Aunque el agua es
renovable, se estima que para el afio 2050 aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial enfrentard problemas crénicos de escasez de agua (Sri Abirami Saraswathi
et al., 2017). La descarga de grandes volumenes de aguas residuales contaminadas
provenientes de diversas industrias conlleva riesgos significativos para la salud de los
organismos vivos. Por lo tanto, es de suma importancia tratar adecuadamente las aguas

residuales antes de verterlas en el medio ambiente (Hosseini et al., 2016).

La tecnologia de biorreactor con membrana (MBR) es utilizada para tratar aguas
residuales, combinando un biorreactor y la separacion por membrana a baja presion.
Los biorreactores que usan membranas se han utilizado ampliamente en el tratamiento
de las aguas residuales municipales e industriales en las ultimas décadas, debido a sus
ventajas de produccion, calidad del efluente y retencién completa de biomasa. (Liu et al.,
2017);(Tan et al., 2019);(N. Yang et al., 2011);(Ruiz Hernandez, 2014). Ademas, el uso
de membranas tubulares de ceramica, ha aumentado debido a su capacidad para evitar

el taponamiento a causa de los sistemas cross-flow (Leong et al., 2014).

En los reactores de membrana sumergida, la membrana se encuentra dentro del reactor
bioldgico y esta en contacto directo con la solucion (Flores Paltan & Velin Sagbay, 2014).
Algunas de las ventajas de los biorreactores con membrana segun (W. Yang et al.,
2006), son: obtencién de un efluente de alta calidad con posibilidades de reutilizacion,
menor espacio requerido para su instalacién, bajos tiempos de puesta en marcha, menor
necesidad de mano de obra para operacién y mantenimiento (Bet-moushoul et al.,
2016). Sin embargo, la ultrafiltraciéon presenta altos costes energéticos y esta limitada
por el ensuciamiento de las membranas, conocido como formacién de capa torta.
(Ganiyu et al., 2015).

Se cree que el ensuciamiento de la membrana en los MBR empieza por la adhesion de
una o mas bacterias y/o floculos en la superficie de la membrana, seguido del
crecimiento y multiplicacion de los floculos sésiles, lo que puede resultar en la formacion
de una capa torta en la superficie de la membrana. (Le-Clech et al., 2006; Meng et al.,
2009).



Los contaminantes inorganicos juegan un papel importante en la formacién de la capa
torta fuertemente adherida a la membrana. Por lo tanto, existe un gran interés en el
desarrollo de sistemas automatizados, como los biorreactores con membrana, que
permitan ampliar el rango de lodos a tratar, mejorar la eficiencia energética en los
procesos de filtrado y controlar el fouling (Montalvan-Estrada et al., 2019);(Park et al.,
2015); (Li et al., 2018).

Por otro lado, la concentracion de carbohidratos y proteinas (C/P) del efluente se
considera un indicador clave para el control de los fendmenos de taponamiento o
ensuciamiento. Dado que su acumulacién disminuye la permeabilidad de la membrana
y favorece la formacion de bloques de construcciéon extracelulares hibridos (Herrera-
Robledo, Arenas, et al., 2011).

En la ultrafiltracién las interacciones entre biopolimeros y carbonato de calcio (CaCOg)
permiten la formacion de una macroestructura hibrida de incrustaciones (irreversible-
fouling) que son componentes estructurales importantes de la capa torta y podrian ser
el origen del ensuciamiento irreversible de las membranas (Herrera-Robledo, Cid-Ledn,
et al., 2011);(Herrera-Robledo & Noyola, 2015); (Houari et al., 2010);(Lin et al., 2010).

Se conoce que el taponamiento es causado por la acumulacion de productos
microbianos solubles (PMS) y otras formas de materia organica como las sustancias
poliméricas extracelulares (SPE) en la fase liquida que son liberados por la lisis celular
de los microorganismos presentes en el licor de la mezcla.(N. Yang et al., 2011). Estos
biopolimeros podrian actuar como un "pegamento” que facilita la formacién de la capa
de limo y contribuye a la resistencia de filtracion de la capa torta. (Oppenheimer-
Shaanan et al., 2016).

Segun (Keren-Paz & Kolodkin-Gal, 2020) en las bacterias Gram-positivas, los amiloides
funcionales producidos por algunos géneros de bacterias como Staphylococcus,
Pseudomonas, Salmonella, Escherichia entre ellos Bacillus, se han identificado como
componentes estructurales de la matrix extracelular (ECM) en una variedad de
biopeliculas bacterias. Recientemente, se revel6 que existe un componente no organico
de las biopeliculas bacterianas, compuesto principalmente por minerales cristalinos de
Ca*2. Estos minerales, podrian actuar como componentes estructurales que mantienen

unidades las estructuras bacterianas.



Estudios anteriores han sugerido que la formacion de esta capa torta en los MBR es un
proceso dinamico (Hong et al., 2013). Por lo que, el éxito de los procesos MBR depende
tanto de un disefio y funcionamiento adecuado, que evallie en tiempo real el
comportamiento del biofouling. En este estudio, resulta relevante incluir a B. clausii, ya
que es una bacteria capaz de precipitar CaCOs (carbohidratos y proteinas). Estos
compuestos pueden ser los principales componentes de la matriz extracelular que
interactta con sales inorganicas dando como resultado incrustaciones mineralizadas
que permanecen incluso después de la limpieza fisica y quimica de las membranas.
(Phillips et al., 2013); (Oviedo, 2020); (Park et al., 2015); (Oviedo, 2020).

En este contexto, el presente trabajo se centr6 en el disefio de un MBR a escala de
laboratorio y la realizacion de ensayos para evaluar la funcionalidad con soluciones con
quitosano de bajo peso molecular y albiumina sérica bovina LWC/BSA, respectivamente.
Estos polimeros base fueron disefiados de la siguiente manera: C/P, C/P + 0.04uM
CaCOg, C/P + 0.04uM CaCOs + B. clausii para comprender en qué medida interactia
B. clausii sobre las propiedades microestructurales del biofouling (resistencias hidraulica
y especifica, flux de permeado, porosidad y dimension fractal durante de filtracion a

presion transmembrana constante).



MATERIALES Y METODOS

Aguas residuales sintéticas y métodos analiticos

Se utilizé la concentracidon mayor de biopolimeros de “C/P” véase Tabla No. 1, siendo
este el proceso mas espontédneo y con la mayor densidad de carga eléctrica. La mezcla
tuvo una concentracion de 233 mg como masa total en 2 L utilizando agua tipo ultrapura.
La densidad de carga eléctrica (ECD) constante de las sales totales fue de 10 mM, C/P,
C/P + 0.04uM CaCOs, C/P + 0.04uM CaCOs + B. clausii densidad (6§ = 950, 1647.5,
1039.53 kg/m®) y tamafo de particula invariable (tamafio = 400, 600, 960 nm),

respectivamente.

Tabla 1: Caracterizacion fisicoguimica de mezclas de biopolimeros.

C/Pa | [C]b | [P] | Cargas Cargas Cargas ECDf ECDf ECDg
b eléctrica | eléctrica | eléctrica | para[LC] | para total
S S S (66% [BSA] | negati
vinculad | vinculad | vinculad | negativo) o)
asalLCc |asalCd |asa
BSAe
1.85 |3.86 |6.1 |151E-01 | 7.54E-02 | 1.29E-05 | 1.26E-03 | 1.14E- | 8.33E-
E-05 | OE- 07 04
07
Realizado por: Herrera-Robledo, Arenas, et al., 2011.
a Peso a peso
bM
¢ NUmero de cargas eléctricas negativas a lo largo del quitosano, dos por cada monémero de
glucosamina
d Nimero de cargas eléctricas positivas a lo largo del gquitosano, una por cada monémero de
glucosamina

¢ Namero de cargas eléctricas negativas a lo largo de la BSA
f Densidad de carga eléctrica, [ECD] = # cargas mol/g.
9La suma de la ECD negativa de ambos polimeros.



Disefio y construcciéon del MBR

El montaje experimental MBR consistié en un moédulo de membrana de ultrafiltracion
véase Figura No. 1 acoplada a una estructura de adquisicién de datos y control del

sistema. El volumen total del tanque de alimentacion fue de 25 L de capacidad.

La presion aplicada se control6 mediante los softwares Fernhill y una valvula que esta
en la conexién de la tuberia que se conecta a la bomba de diafragma de 120 psi
(Masterflex L/S, Cole Palmer, Vernon Hills, IL), a continuacién, se encuentra un
mandmetro que representa la presion a la que se esta trabajando. La temperatura, luz
y humedad fueron controladas continuamente dentro del reactor mediante sensores en
linea. Estos parametros se pueden observar mediante los softwares Grafana y Fernhil
encargados del andlisis y visualizacion de datos de cédigo abierto, control y adquisicion
del equipo, respectivamente. Sin embargo, estos 3 parametros no fueron considerados
para este trabajo, seran utilizados en la tecnologia de fotocatélisis, como biorreactor.

La membrana utilizada fue una membrana ceramica tubular con soporte de TiO2, de 6
mm de diametro interior, celda de ultrafiltracion FILTANIUM ™ de Tami industries con
area afectiva de 0.0047 m?, longitud 25. 4 cm y tamafio de poro de corte de peso
molecular 300 KDa. El disefio posee una conexién eléctrica que se encuentra en una
caja con dimensiones 60 x 30 x 17 m. El sistema dispone de varios sensores y
actuadores comandados por el PLC, cuya conexion eléctrica se puede observar en el
siguiente diagrama. Internamente en el tablero de control se encuentra una fuente de
24VDC que garantiza el funcionamiento de sensores y actuadores. Estd compuesta por

un sistema de monitoreo en tiempo real.



Vista frontal Vista lateral Vista

Figura 1: Disefio grafico del sistema de reactor MBR a escala
laboratorio.
Realizado por: Albéniz y Morlan, 2023, pag 2.

La estructura del MBR Figura No. 1 se divide en 2 niveles, la primera (A) en el médulo
de tratamiento de agua (caja con membrana tubular), la segunda (B) la adquisicion de
datos y control de sistema.

Unidad de filtracién de membrana

pemee- = ?-- ——-- ioo ..... ‘ S AR S Y
' = |
E Manémetro  Sensor de

presién

* Bomba de j
succion de agua -7

Membrana de
Ultrafiltracion

Alimentacién

Sistema de adquisicion
de datos

agitacion presion

Figura 2: Esquema de la configuracion del reactor con membrana tubular.
Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.




En la Figura No. 2 Se observa el esquema general de la filtracion con membrana
ceramica tubular accionada con presion, los accesorios y equipos que componen el
sistema. El flujo de permeado de la membrana (J) se midié con un pluviémetro en linea
acoplado a un adaptador de entrada de impulsos y un registrador de datos (sensor en
linea 12C, R2332, MQTT, ETHERNET). La presién transmembrana (TMP) se midi6
colocando sensores de presion (LJD, DUOC), en las lineas de alimentacion del ingreso
de la solucién y antes del ingreso de la solucién en la membrana. El reactor funcion6
como un sistema discontinuo sin influente de solucién C/P (con permeado de membrana

reciclado de nuevo al reactor).

Ensayo y validacién

En los ensayos de filtracion cortos se evaluo la resistencia de membrana (Rm), TMP y
flujo de permeado, con 2 Litros de volumen de agua ultrapura en un vaso de
precipitacion. Se evalu6 el flujo de permeado en condiciones anaerdbicas durante 15
min de filtracion. Utilizando el método matematico mencionado por el manual de uso de
membranas se evaluo el flujo de permeado (Qp) considerando etapas cortas de filtrado
en L/h. (Blasi & Grospelly, 2018).

Qp = Vit 1)
Donde, V: representa el volumen de permeado y t, el tiempo de filtracién. Se evalud la
TMP en parametros de entrada (Pe), salida (Ps) y contrapresion permeada (Cp)
expresada en Psi.
TMP = (Pe-Ps)2 - Cp 2

Finalmente, se evalué el flujo de agua en L/h*m? dada por la siguiente ecuacion

_ QpKt
DE 125 =—"1"— (3)

Siendo, Kt el coeficiente de correccion de temperatura (°C) y A el area de la membrana

(m?).



Ecuaciones querigen el régimen de filtracién a presién transmembrana constante

Las pruebas de funcionamiento se realizaron a una presion constante de 45 psi para las
corridas de evaluacion durante la UF de mezclas de biopolimeros-CaCOs. La presion se
mantuvo constante durante 1800 s y el volumen del permeado se midi6 cada 10

segundos.

Los datos obtenidos, se evaluaron mediante el modelo de resistencias en serie
planteado por (Cheng et al., 1997) para conocer las caracteristicas del ensuciamiento
en términos de dos resistencias (membrana y capa torta). Se utilizé las ecuaciones (4)
y (5) para la evaluacién de los datos experimentales.

AP
— 4
Jv= H(Rm+ Re) @

Donde Jv es el flujo del volumen del permeado (L m2 h?), AP es la presion
transmembrana (Pa), pla viscosidad del permeado (Pa s). R,, y R, son la resistencia
de la membrana y la resistencia de la torta que se esta formando en la superficie de la

membrana (m), respectivamente.

Para determinar el valor de resistencia R,, se sigui6 la ecuacion planteada por (Zuriaga-
Agusti et al., 2013).

__4r (5)
11*]iw

m

Donde, n es la viscosidad de la solucion y J;,, es el flujo inicial de agua pura. Estos datos
se calcularon en una hoja de Excel. Por otro lado, la resistencia hidraulica especifica de

una torta de membrana de espesor L est4 descrita como:

R.=—* (6)

Al tener presentes las ecuaciones (4) y (6) es posible enlazarlas para determinar las
propiedades microestructurales que posee la torta usando el modelo de permeabilidad

gue se muestra en la siguiente seccion.



De acuerdo, con estudios realizados acerca de la filtraciébn de la torta, fue posible
introducir la resistencia especifica de esta en la ecuacion (6) basdndose en la masa.
(Herrera-Robledo & Noyola, 2015). Esto fue posible, debido a que la masa de la torta
esta definida como la resistencia hidraulica de la torta (Rc) (m/kg) por unidad de masa
de la torta (M) y por unidad de superficie de la membrana 4., (Carman, 1934; Ruth et al.,
2022).

A (7a)
Q’M:W RC,

Doénde; 4,, fue determinado experimentalmente por (Blasi & Grospelly, 2018) y M es
proporcional a L. La comparacion de las definiciones (6) y (7a) muestra que las
resistencias hidraulicas especificas R, y a,, estan relacionadas a través de la densidad
de la torta (p).
R, (7b)
ay=—
"
Por otro lado, combinando (4) y (7a) y asumiendo M =C:V, es el producto entre la
concentracion de las particulas de la torta y el volumen de permeado se puede obtener

la expresion a, en términos de valores que pueden medirse facilmente en un

experimento de filtracién:

Ay, (AP Rm) (8)

aM:?{é] —

Jv

La ecuacion (8) se usa para determinar la dependencia de la resistencia especifica de

la torta (m/kg) basada en la masa a,,con respecto al tiempo de filtracién.



Estimacion de la porosidad de la torta segun el modelo de Carman-Kozeny

La ecuacion de Carman-Kozeny (Carman, 1997; Kozeny, 1927) establece que la
resistencia hidraulica especifica de una torta de membrana viene dada por la siguiente

ecuacion:

RCK = K, s (9a)

donde K es la constante de Kozeny y S la superficie especifica de la torta (m2/m3). La
ecuacion (9a) se puede reescribir para especificar la dependencia del area superficial
especifica del tamafio de las particulas, la forma de las particulas y la porosidad de la

torta de filtracion (Kozeny, 1927):

- 1 [6(1-€)12
REK = Ki g5 [ % ] (9b)

Donde (¥ y d.) describen la forma y el tamafio de las particulas que componen la torta
Y se refiere a la esfericidad (1 < g, 1 = y para una esfera) y d, es el diametro de la
esfera (m). La densidad de la torta (p) (kg/m?3), y la porosidad de la torta () (%) estan
conectadas a través de la densidad de las particulas (ps) como p = ps (1- €). Es asi
como, se pueden combinar las ecuaciones (7a) y (9b) para expresar la resistencia
especifica de la torta basada en la masa en funcibn de las propiedades

microestructurales de la torta:

52 1
CK =K, — (10a)
R PN

Se considera que la corriente es una suspension homogénea de particulas esféricas
por lo tanto, la esfericidad y la constante de Kozeny son iguales a 1 y 5 respectivamente

y la ecuacién (10a) se puede reescribir como;

1 1-¢€ (10b)

S =180 —s———
M psd? €3
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Con los valores de a,, de los experimentos de filtracion (véase la ec. 9), la ec, (10b)
puede utilizarse para obtener una estimacion basada en el modelo de Carman-Kozeny

de la porosidad media de la torta, €, en funcion del tiempo de filtracion.

Como polimeros modelo se selecciond el quitosano (LC: 350 kDa, numero de
monomeros de glucosamina = 1953; 15-20% de acetilacion, NR: 448869, Sigma-Aldrich,
MO, EEUU) y la BSA (66,4 kDa, 583 residuos de aminodcidos, pl (punto isoeléctrico) =
4,95; estructura secundaria ~72%, 9048-46-8, Sigma-Aldrich, MO, EEUU), CaCl, 5
mmol; NaHCO3 5mmol, 5 ml de B. clausii todo esto llevandolo hasta un volumen final
de 2 L, hasta obtener 3 soluciones con C/P, C/P +0.04uM CaCOs - C/P + 0.04uM
CaCOgs+ B. clausii.

Modelamiento del efecto del radio hidrodindmico y la porosidad

No fue posible calcular el efecto, el radio hidrodinAmico y el tamafio de particula debido
a la falta de un microscopio de fuerza atémica (AFM) en la URAI. Por tanto, para el

modelado se asumieron las siguientes condiciones:

Tabla 2: Tamafio de radio hidrodinamico ¢ asumido para el modelamiento en
ensayos de ultrafiltracion.

Radio hidrodinamico ¢ (m)
Valor Valor Valor
asumido | calculado | asumido
C/P 200 400 800
C/P+ 0.04uM CaCOs 300 600 1200
C/P + 0.04uM CaCOs + B. clausii 480 960 1920

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

Tabla 3: Tamario de particula p asumido para el modelamiento en ensayos de
ultrafiltracién.

Tamafio de particula p (nm)
Valor Valor Valor
asumido | calculado | asumido
C/P 475 950 1900
C/P+ 0.04uM CaCOs 823.75 1647.5 3295
C/P + 0.04uM CaCOs+ B. clausii | 346.51 1039.53 2079.06

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.




RESULTADOS

Evaluacién de los pardmetros de filtracion de la membrana

El flujo de la membrana en el ensayo se estabiliz6 en aproximadamente 2.80 L/h,
después de 15 min del inicio de la filtracion. La TMP se estabiliz6 y permanecio
constante durante la operacién. Se obtuvo una Rm de 1.48E+12 (m?) similar a la
establecida por Tami industries, asi mismo se obtuvo un flujo de agua de 100.421 L/h*m?
para una TMP de 45 psi/310264 Pa a 22°C.

Comportamiento transitorio flujo de permeado y resistencia especifica de la torta
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Figura 3: (A) Pendiente negativa del flujo de permeado volumétrico (J) en relacién con
el volumen de permeado. (B) Resistencia especifica de la capa torta.
Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

En la Figura No. 3, A. Se observa una disminucién significativa del flujo a lo largo del
volumen de filtrado en los tres casos. Se puede notar claramente que el flujo de liquido

se mantuvo constante durante las primeras etapas del proceso de filtracion.

Por otro lado, al considerar la soluciéon que contiene C/P junto con una concentracion
adicional de 0.04 pM CaCO3, se pudo apreciar un descenso en la velocidad del flujo de
liquido. Aunque esta disminucién no puede ser considerada insignificante, es importante
destacar que fue méas bien leve y no impacté de manera drastica en el proceso de

filtracion hasta después de haber pasado los primeros 200 mililitros del liquido a filtrar.
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La resistencia (Figura 3B) se mantuvo constante a partir de los 50 mL de filtrado similar
a lo ocurrido con el flujo. La solucién con C/P + 0.04uM CaCO3; no demostro resistencia

en etapas tempranas de filtracién y tampoco después de largos periodos.

Tabla 4: Evolucion de la tasa de pérdida de flujo en funcién del volumen de permeado en
pruebas de UF membrana tubular (300 kDa).

Volumen de permeado (mL)
Vp50 | Vp100 | Vp200 | Vp300 | Vp400
Flux 3) |cCIP 028 (027 [026 [026 |0.25
(m®m?s) [ C/P + 0.04uM CaCOs 075 | 066 |064 |[059 |0.54
C/P+0.04uM CaCOs+ B. claussi | 0.07 |[0.05 [0.04 [0.04 |0.04

Cddigo del experimento

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

Se registraron reducciones significativas del flujo inicial (entre el 50% y el 75%) en
etapas tempranas en todas las condiciones de filtrado mencionadas en la Tabla No. 4.
No obstante, en el caso de la solucién que contenia la bacteria, se observé una notable
estabilidad del flujo a partir de los 400 mL de permeado, manteniéndose constante a lo

largo del periodo de filtracion.

Tabla 5: Propiedades microestructurales en las pruebas de UF membrana (300 KDa) con
3 distintos escenarios.

Propiedades microestructurales de la capa torta en pruebas de UF
Cédigo del Flujo Flujo de Resistencia | Resistencia Porosidad
experimento inicial | estado de la capa | especifica [Egp]d
[Jo]a estacionario | torta [Rss]b | masica [aM]c
[Jss]a
C/P 0.28 0,27 2,62E-13 1,80E+16 3,98
C/P+ 0.04uM 0.76 0.35 2,18E-12 4,350E+13 17,89
CaCOs
C/P+ 0.04puM 0.09 0,07 7,05E-14 1,09E+16 2,56
CaCOs+ B. claussi
Unidades: 2(m3/m?/s), b((m-1), ¢(m/kg), 9(%)

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.
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La Tabla No. 5 muestra los diferentes valores de algunos criterios relevantes
encontrados sobre las propiedades microestructurales de la torta formada a partir del
efluente de un biorreactor con membrana operativo. Se detalla condiciones de flujo
umbral que marca una zona de bajo ensuciamiento (Etapa inicial UF) y una zona de alto
ensuciamiento (Estado estacionario de UF), asi como la resistencia especifica de la torta
en estado estacionario (ss), resistencia especifica masica (resistencia de la torta) y la
porosidad (% de poros de la capa torta).

Evolucién de la porosidad

A (B)
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Figura 4: Comportamiento de la capa torta y porosidad de la capa: (A) Resistencia de la
capa, (B) Evolucién de la porosidad.
Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

En la Figura No. 4 se muestra el comportamiento de la capa torta y la variacion de la
porosidad con respecto al volumen de permeado. En las tres condiciones, se observa
un desarrollo constante de la torta. Los valores de resistencia de torta Fig. 4A muestran
que en la condicién con B. clausii, la resistencia de la capa crece en etapas tempranas
de la filtracion hasta alcanzar un estado estacionario, mientras que las demas
condiciones permanecen estacionarias desde etapas tempranas (50 mL). Fig. 4B, la
porosidad aumentd con el volumen de filtracion hasta llegar a un estado estacionario a
partir de los 500 mL. En el escenario (C/P + 0.04uM CaCO3), la porosidad aumento con
el volumen de filtracion, lo cual indica un efecto contrario al observado al agregar
B.clausii.
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Figura 5: Impacto del modelado con respecto al radio hidrodinamico de la particula

al evaluar 3 distintas condiciones.
Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

En la Figura No. 5 se representa el andlisis del impacto del tamafio del radio sobre la
porosidad de la capa. Se observa que a medida que el radio hidrodindmico se hace mas
pequenio, la porosidad aumenta a lo largo del volumen de filtrado en todos los casos. Al
incrementar el tamafio del radio hidrodindmico, se observa una tendencia general a la
disminucion de la porosidad en todos los casos. No obstante, en la situacion especifica
de la solucioén con B. clausii, tanto el menor como el mayor tamafio aparente del radio

hidrodinamico convergen hacia el valor calculado a partir de una filtracion de 200 mL.
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Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

En la Figura No. 6 se muestra la relacion logaritmica entre la masa depositada y el
grosor de la capa torta que representa la dimensién fractal (Ar). Se puede inferir que a
mayor volumen de permeado se depositan mayores cantidades de particulas en la
membrana. En la Tabla No. 6, se observa que, para todas las condiciones de analisis,

se encontraron altas dimensiones fractales de las tortas.

Tabla 6: Analisis de dimensidn fractal y densidad de materia organica acumulada.

Log (mg)
Log (nm) | C/P C/P + 0.04 uM CaCOs3 C/P + pM CaCOs+ B. clausii
2.9 4.002 NA NA
4.0 39.047 NA 47.342
4.25 68.646 74.012 83.072
4.5 119.019 188.861 145.503
4.75 209.517 318.237 257.925
5.0 NA 561.875 449.418
Ar4->5 3.020 3.068 2.977
Ar global | 2.972 2.968 2.977
Unidad: adimensional

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.
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De acuerdo con los valores de Ar presentados en la Tabla No. 6 se observo la alta
acumulacion de materia organica en la solucion con B. claussi en comparacién con las
soluciones que contenia sales y Unicamente C/P (2.977 frente a 2.968 y 2.972). La
solucién con C/P + 0.04 uM CaCOs3; mostré una dimension fractal menor a nivel

global. Por otro lado, la adicién de B. clausii en la solucién resulté en una dimensién
fractal mayor y constante en el tiempo. Ademas, al evaluar la Ar en el rango 4 a 5 se

determind que la condicion que incluia CaCOg; presentd la mayor acumulacion de masa.
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Figura 7: Impacto de la densidad de las particulas sobre la dimension fractal. (A)
Solucién C/P, (B) Solucién con C/P + 0.04uM CaCOs, (C) Solucion con C/P
+ 0.04uM CaCOs B. clausii.

Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

En la Figura No. 7 se puede apreciar que la variacion de la densidad de las particulas
tiene un impacto significativo y proporcional en la dimension fractal en los experimentos
de ultrafiltracion. Se observa que a medida que la densidad de las particulas disminuye,

las dimensiones fractales también disminuyen. Por otro lado, cuando se aumenta la
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densidad de las particulas, la dimensién fractal tiende a aumentar. Este patrén se

observa en todos los casos analizados.

C/P + 0.04puM CaCO, C/P + 0.04pM CaCO; + B. clausii

c) Solucién de nutrientes

Solucion de nutrientes
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Figura 8: Gréficos de corte lateral de membrana a) Superficie de la membrana,
b) Microoganismos y SPE c) Solucién de nutrientes.
Realizado por: Garcia, Lizeth, 2023.

La Figura No. 8 representa graficamente como se observaria la estructura de la capa
torta, luego de evaluar con distintas condiciones experimentales, entre las que destaca
en la figura la estructura al agregar sales y al agregar una bacteria, considerando los
efectos de los parametros como el tamafio y densidad de las particulas, la concentracién
de la suspension y las condiciones de flujo.

DISCUSION

Filtracion de la membrana

Este patron de comportamiento (flujo de permeado, enfrentamiento al ensuciamiento)
ha sido identificado anteriormente por (Defrance & Jaffrin, 1999) en situaciones donde
se mantienen una velocidad de flujo constante y el flujo viene impuesto principalmente
por la bomba de permeado. Lo que sugiere que el MBR esta siendo operado en
condiciones de bajo flujo (Howell, 1995), lo que es de esperar, debido a que mantiene
un flujo fiable antes de que se produzca un ensuciamiento irreversible a largo plazo. Los
sistemas MBR comerciales a escala real que utilizan un retrolavado de membranas
automatizado y frecuente han registrado un flujo de 45 litros por metro cuadrado hora.
(Miller et al., 2008).
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Por otro lado, al evaluar los valores de flux (J) que se alcanzan aproximadamente entre
200 - 400 mL de permeado corresponden al estado estacionario Figura 3A, y refleja la
consolidacién de una torta en la superficie de filtracion. Este valor también permite
identificar el flux critico que marca una zona de bajo ensuciamiento a una transicion
hacia un alto ensuciamiento. Sin embargo, no asegura un crecimiento fractal. (Flores
Paltan & Velin Sagbay, 2014).

En los tres casos, se observa una disminucion de la a;, Figura 3B con respecto al
volumen de filtracién, lo que indica evidentemente un crecimiento fractal o capa torta
sobre la membrana. Estudios anteriores (Amjad et al., 2015;0zofor et al., 2021) han
sefialado este fendbmeno como el resultado del crecimiento de la estructura fractal de la
torta después de largos periodos de filtrado. Por otro lado, (Amjad et al., 2015)
informaron acerca de una tendencia opuesta atribuyendo este comportamiento a la
compresion de la torta. En este estudio, las condiciones experimentales dieron lugar al
crecimiento de la capa torta estructuralmente fuerte, compacta e irreversible en 2

escenarios con; C/P y C/P+ 0.04uM CaCOs; + B. clausii.

Al sobrepasar los 400mL de filtrado, la a,, entra en un estado estacionario irreversible a
lo largo del volumen de filtrado. Aunque la resistencia de la torta aumenta con el tiempo,
reflejado en la disminucion del flujo de permeado, la porosidad muestra tendencias
opuestas. Esto sugiere que se desarroll6 una estructura mas compleja y rigida en la
capa incrustante al agregar una bacteria, debido a las asociaciones de biopolimeros y
cationes son los que dan lugar a bloques mineralizados de SPE (Herrera-Robledo et al.,
2010).

Varios estudios han demostrado que la mineralizacion biolégica puede producir
biominerales por interaccion organico-mineral que mejoran las propiedades mecanicas
del biofouling. De acuerdo con esta hipétesis se puede afirmar que los compuestos
inorganicos que se encuentran en la solucién podrian ser susceptibles de precipitacion
en sitios especificos dentro de la matriz SPE y esto podria actuar como sitios epitaxiales
para una mayor cristalizacion heterogénea, provocando un ensuciamiento irreversible y
con mayor compresibilidad. (Villarreal-Ramirez et al., 2009); (Mann 2001; (Reyes-
Grajeda et al. 2002). En la mezcla que contiene B. clausii la porosidad resulté menor en
comparacion con los otros escenarios; la adicién de la bacteria y sales no modifica la

tendencia a que se desarrolle una torta.
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Evolucion de la porosidad

En la Figura No. 4, en la mezcla que contiene B. clausii la porosidad resulté menor en
comparacion con los otros escenarios, esto demuestra que la adicién de la bacteria y
sales no modifica la tendencia a que se desarrolle una torta. Estos resultados
concuerdan con estudios anteriores (Ozofor et al., 2021) que atribuyen el aumento inicial
de la porosidad de la torta al empaquetamiento aleatorio de las particulas en la superficie

de membrana.

La concentracion de la solucién detallada en la Tabla No. 1, que tiene una mayor fuerza
ibnica, debe conducir a un tamafio ain menor de las particulas primarias, es decir es
mas probable la formacién de compuestos idnicos. Esto es de esperar, ya que segun
(Amjad et al., 2015) los agregados muy ramificados y sueltos, caracterizados por
dimensiones fractales bajas, tienen mas probabilidades de reestructurarse en
agregados apretados en condiciones de mayor floculacion.

En el estudio mencionado, agregados conformados por material organico-inorganico de
alginato y calcio forman tortas mas porosas y gruesas en comparacion con el alginato
solo, y que su permeabilidad se compensa por la masa depositada en la torta, o que
resulta en una resistencia general mas elevada. A partir de esto, se puede concluir que

a mayores relaciones LWC/BSA (mayor cantidad de proteinas), la porosidad disminuye.

La porosidad de la torta se puede dividir en dos niveles jerarquicos: porosidad de las
particulas primarias, la porosidad intra-agregada (de los floculos que componen la torta)
y la porosidad inter-agregada (correspondiente a los huecos entre los floculos) (Amjad
et al., 2015).

A medida que aumenta el volumen de permeado, Figura No. 4 se estima la formacién
de fléculos en la torta. Los floculos al contener huecos en su estructura pueden
experimentar un efecto de relleno o “filler’debido a la secrecion de SPE por parte de B.
clausii, lo que reduce la porosidad. Segun, (Oppenheimer-Shaanan et al., 2016) la
acumulacién de CaCOs dentro de las arrugas y la formacion de arrugas demuestran que
la mineralizacién dentro de las arrugas de B. clausii probablemente ocurre en un
ambiente intracelular tamponado y controlado de modo que estos flGculos van a permitir
el paso de las particulas entre ellas, provocando un proceso de inter-agregacion. (Keren-
Paz & Kolodkin-Gal, 2020); (Mifio & Robledo, 2022).
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A altas concentraciones, las sales ejercen efectos especificos sobre las proteinas,
dando lugar a la desnaturalizacion de las proteinas, asi como en su salinizacion
(precipitacion o cristalizacién)(Arakawa & Timasheff, 1984). Los aditivos afectan a la
solubilidad y estabilidad de las proteinas. Es decir, cuando se inyecta sales a una
solucion con biopolimeros, tienden a inactivar las cargas del polimero volviéndolo

soluble en la solucién (Herrera-Robledo, Arenas, et al., 2011).

Se estima que la solucion (C/P) y la solucién (C/P+ 0.04uM CaCOs + B. clausii) forman
una torta mas compleja y rugosa, debido a su menor porosidad. Estas condiciones
pudieron haber sido resultado de agregados de tamafio de entre 400-800 um o a en la

formacién de nuevas estructuras tridimensionales al unir moléculas entre si.

Si tenemos una condicion libre de sales y bacterias Figura No. 5, al parecer
tedricamente si se modifica el radio hidrodinAmico puede ocurrir en teoria es probable
que se formen estructuras mas compactas y densas en la capa de torta (Lee et al.,
2005).

Dimension fractal

La dimensién fractal Figura No. 6 de C/P + 0.04 uM CaCOg3 sugiere que la capa formada
es mas delgada que las capas formadas en las demas condiciones, algo similar expuso
(Lee et al., 2005b), este fendbmeno puede dar lugar a una compresion de la torta menos
severa, debido a que los enlaces entre las particulas se rompen mas facilmente por el
mayor grado de solapamiento de los floculos. Mientras que la solucién que contenia
bacteria present6 una dimension fractal mayor. Esto se debe probablemente a la
formacion de cristales entre los iones Ca*? y Na* cargados positivamente, en presencia
de un exceso de superficies cargadas negativamente en este caso que contiene una
bacteria (Phoenix & Konhauser, 2008).

El resultado arrojado al evaluar del rango de 4 a 5 fue elevado para la solucién con C/P
+ 0.04uM CaCOs. Esto sugiere que una alta densidad de materia en la torta genera

agregados de particulas estables que se estan depositando en la membrana (Ozofor
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et al., 2021); (Lee et al., 2005) expuso algo similar en sus experimentos, indicando que
la distribucién del tamafio de los floculos puede afectar en la resistencia especifica

media de la torta.

En la Tabla No. 4 se evidencia la formacion de conglomerados celulares mas rugosos
y complejos con la solucion que contenia B. claussi debido a que es mas cercana a 3.
La dimension fractal es una medida de la rugosidad del limite de la agrupacion celular.
Una dimension fractal mas grande indica una superficie mas irregular de agrupaciéon
celular. En el espacio tridimensional, la dimension fractal varia de uno a tres. Siendo 3

el valor con mayor complejidad y rugosidad de las particulas (Gomez, 2020).

Cuando la densidad de particulas en la capa de torta es baja Figura No. 7, es decir,
cuando las particulas estan dispersas, es mas probable que se formen estructuras
suaves y menos complejas, lo que resulta en una menor dimension fractal. Esto sugiere
una menor eficiencia de retencion de particulas y una mayor permeabilidad en la capa
de torta. Por el contrario, cuando la densidad de particulas es alta, es decir, las particulas
estan mas cercanas y se agrupan, es probable que se formen estructuras rugosas y
complejas, lo que conduce a una mayor dimensién fractal. En este caso, la capa de torta
puede tener una mayor eficiencia de retencion de particulas, pero también una menor
permeabilidad (Amjad et al., 2015).

CONCLUSIONES
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El reactor automatizado realizado en este trabajo demostré un flujo estable de 2.80 L/h
con una TMP constante. Esto indica que operar el MBR en condiciones de bajo flujo,
controlado por la bomba de permeado, es beneficioso para mantener un flujo confiable
y prevenir el ensuciamiento irreversible. La adicion de B. clausii afecta las propiedades
microestructurales de la capa de torta de la membrana durante ultrafiltracion de una
suspension multicomponente (organico-mineral). Esto se evidencid mediante la

dimension fractal mayor (2.977 frente a 2.968 y 2.972).

La presencia de bacterias y la adicion de CaCOs tienen un impacto en la disminucién
del flujo durante la filtracion. Se sugirié que la mineralizacion biologica y la interaccién
organico-mineral podrian ser responsables de la formacién de una capa mas compacta
y de menor porosidad. Las adhesinas superficiales, como las proteinas asociadas a
biopeliculas, pueden mediar en las interacciones célula-célula y célula-tejido dentro de
la biopelicula, proporcionando cohesion y complejidad a la capa de torta. Por lo tanto,
parece razonable concluir que la adicién de B. clausii brindé mayor complejidad a la

capa torta durante la formacién de biofouling a largos periodos de filtracion.

En resumen, este trabajo demostr6 que el flujo de permeado, la porosidad de la torta y
la dimensién fractal son pardmetros importantes para considerar en la filtracién de
membrana en un sistema MBR. Estos resultados contribuyen al entendimiento de los
procesos de ensuciamiento y proporcionan informacion relevante para el disefio y la

operacién de sistemas de MBR.
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