32

Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia
Diciembre 2017 VVol.1 No.2 32-38

Articulo

Cuantificacién de la energia especifica aplicada por un bafo ultrasénico mediante el
meétodo de calorimetria y capacidad de disgregacion de lodo anaerobio

PINEDA-MUNOZ, Cuauhtémoc Franciscot, RAMIREZ-VARGAS, Maria del Rocio, MEDINA-
MORENO, Sergio Alejandro, VILLANUEVA-IBANEZ, Maricela, LUCHO-CONSTANTINO, Carlos
Alexander, TELLEZ-JURADO, Alejandro, TREJO-AGUILAR, Gloria Maribel y JIMENEZ-
GONZALEZ, Angélica*

Recibido 2 de Octubre, 2017; Aceptado 13 de Diciembre, 2017

Resumen

Se cuantificé la energia especifica (ES) generada por un
bafio ultrasénico mediante el método de calorimetria,
evaluando los efectos de diferentes parametros de
operacion; Temperatura inicial (TI), tiempo de
sonicaciéon (TS) y volumen de la muestra (VM). Se
determiné que el parametro mas importante fue el VM.
La méxima ES generada fue de 84.2 kJ L-1 y se obtuvo
con un VM de 500 mL, una Tl de 15°C y TS de 10 min.
Finalmente se evalud el efecto de la maxima energia
generada en muestras de lodos anaerobios granulares y
se observé disminucién del tamafio del granulo del lodo
y la disminucion de la concentracién de solidos de cerca
de un 60%. Determinamos que el bafio ultrasénico
genero energia suficiente para estudios con aplicaciones
biotecnoldgicas a nivel sub letal y mantuvo en todos los
ensayos un error experimental menor al 5%.
Consideramos que mas estudios, utilizando equipos
economicos y sencillos como los bafios ultrasénicos
pueden servir como base para entender las interacciones
entre procesos bioldgicos y la sonoquimica.

Ultrasonido de baja frecuencia, Bafio ultrasénico,
Energia especifica, Lodos anaerobios

Abstract

The specific energy (SE) generated by an ultrasonic
bath is quantified by means of the Calorimetry method,
evaluating the effects of different operating parameters;
Initial temperature (IT), sonication time (ST) and
sample volume (SV). It was determined that the most
important parameter was the VM. The maximum is
generated was 84.2 KJ L and was obtained with a VM
of 500 ML, a Tl of 15 °c and TS of 10 min. Finally, the
effect of the maximum energy generated in granulated
anaerobic sludge samples was assessed, and a decrease
in the size of the sludge granule was observed and the
decrease in the concentration of solids of about 60%.
We determined that the ultrasonic bath generated
sufficient energy for studies with biotechnological
applications at sub-lethal level and maintained in all the
trials an experimental error less than 5%. We believe
that more studies, using simple and economical
equipment such as ultrasonic baths, can serve as a basis
for understanding the interactions between biological
processes and Sonoquimica.

Low frequency ultrasound, Ultrasonic bath, Specific
Energy, Anaerobic sludge
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1. Introduccién

El ultrasonido o ultrasonicacion puede definirse
como un sonido con una frecuencia mayor a los
18 kHz 0 20 kHz la cuél es inaudible por el oido
humano (Chisti, 2003; Kwiatkowska, Bennett,
Akunna, Walker & Bremner, 2011; Ojha,
Mason, O"Donnell, Kerry & Tiwari, 2017). Este
fendmeno cuenta con una amplia diversidad de
aplicaciones en la ciencia, en la industria y en la
medicina. Cuando la frecuencia es mayor a 5
MHz, se denomina como ultrasonido de
diagndstico y se utiliza principalmente en la
ultrasonografia médica, por ejemplo el
ultrasonido prenatal. Cuando la frecuencia se
encuentra entre los 20 kHz y los 100 kHz, se
conoce como energia ultrasénica o ultrasonido
de alta energia, en este caso es posible afectar
quimicamente tanto materiales como procesos
(Kwiatkowska et al., 2011; Leonelli & Mason,
2010).

Esto se debe principalmente a un
fendmeno llamado cavitacion, en donde
microburbujas de vapor se forman y explotan de
forma violenta en una fraccién de segundo,
generando radicales libres, corrientes microjets
con una velocidad de hasta 200 mis,
calentamiento local intenso de hasta 4000 °C y
una presion de hasta 1000 atm (Chisti, 2003;
Suslick, 2003; Gogate & Kabadi, 2009). Esta
energia ultrasonica se ha aplicado de forma
exitosa en bioprocesos importantes como; en la
transformacion enzimatica, remediacion
ambiental, fermentacién, digestién anaerobia,
procesamiento de alimentos, sintesis quimica
asistida de enzimas, extraccion de componentes
intracelulares, produccion de biocombustibles,
monitoreo  de  procesos, bio-sensores,
transferencia de material genético y en la
desinfeccion microbiana de agua (Chisti, 2003;
Kwiatkowska et al., 2011; Rokhina, Lens &
Virkutyte, 2009).
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Normalmente estas técnicas aprovechan la
alta energia generada para romper moléculas
pequefias de estabilidad relativamente elevada o
para desintegrar la pared o0 membrana celular de
diferentes microorganismos (Gogate & Kabadi,
2009; Ojha et al., 2017).

Actualmente se estd desarrollando una
nueva linea de investigacion, donde se estudian
los efectos de la energia ultrasénica en células
vivas utilizando ultrasonido a nivel sub-letal,
con la finalidad de modificar el metabolismo
celular, activar enzimas o mejorar la
transferencia de masa de reactivos y productos a
través de la capa limite, membrana o pared
celular (Rokhina, Lens & Virkutyte, 2009; Ojha
etal., 2017).

Existen dos problematicas en el estudio de
este efecto, la primera es la escaza evaluacion de
la energia aplicada. Es decir, la diversa forma de
reportar la energia ingresada a una muestra, la
cual no es necesariamente correcta. Esto causa
que los resultados u observaciones no puedan ser
reproducidos o comparados. En algunos casos se
reporta el valor de la energia eléctrica empleada
por el equipo (P, medida en Watts (W)) sin
embargo este valor es mayor a la energia sonica
aplicada, debido a que depende de la eficiencia
del elemento que genera el ultrasonido
(transductor). Otros trabajos reportan el tiempo
de sonicacion, no obstante la energia generada
no depende Unicamente de este factor. En otras
ocasiones se requieren mas detalles acerca del
equipo utilizado (volumen o area de contacto),
sin ellas es imposible comparar la energia
aplicada entre diferentes equipos.

Idealmente, la energia especifica aplicada
debe evaluarse experimentalmente (Es, medida
en kJ L) (Chisti, 2003), el método més utilizado
y simple es la calorimetria (Mason, Lorimer &
Bates, 1992).
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Este método incluye parametros importantes
como la energia ingresada al medio, el volumen
de la muestra y el tiempo de sonicacién, entre
otros (Foladori, Bruni, Gianni & Giuliano,
2007).

La segunda problematica puede ser el
elevado costo de los equipos de ultrasonido. Los
instrumentos recomendados cuentan con una
sonda, la cual se introduce en el medio liquido
para dispersar el sonido, a pesar de que estos
equipos son eficientes en la generacion de alta
energia, suelen ser costosos, ademas de que
suelen presentar erosion en la sonda por la alta
intensidad energética generada. Una alternativa
en la investigacion inicial de este fendmeno, son
los bafios ultrasonicos. Estos instrumentos son
ampliamente disponibles y son la fuente menos
costosa de irradiacion ultrasonica, su desventaja
es que la energia ultrasonica generada puede ser
insuficiente (Gogate & Kabadi, 2009; Mason &
Peters, 2002), lo anterior se desconoce a
plenitud, debido a la escasez de trabajos que
evallen su desempefio.

El objetivo del presente trabajo fue
cuantificar la energia especifica aplicada por un
bafio ultrasonico mediante el método de
calorimetria. También se evaluaron mediante un
andlisis estadistico tres parametros; el volumen
de la muestra, el tiempo de exposicién a la
sonicacion y la temperatura inicial de la muestra
para establecer un método con aplicacion
biotecnoldgica. Finalmente se evalud el efecto
de la maxima energia especifica generada en
muestras de lodo anaerobio granular para
estimar el efecto del ultrasonido generado por un
bafio sonico, en la disgregacion del lodo y en la
solubilizacion de materia organica.
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2. Metodologia
2.1. Equipo

El instrumento de ultrasonido utilizado fue un
bafio ultrasonico marca Magister Technology
Modelo SB-3200 DTN, el cual se operdé a una
frecuencia constante de 40 kHz. Los
experimentos se realizaron por triplicado,
utilizando agua destilada como muestra.

2.2. Disefio de experimentos

Con la finalidad de conocer los efectos de la
temperatura inicial (Ti), tiempo de sonicacion
(Ts) y el volumen de la muestra (Vm), en la
energia especifica (Es) aplicada por el
ultrasonicador, estudiamos cada factor con una
cantidad de niveles (n) distintos, donde n
dependi6 de la operacion préactica del
instrumento. Por lo cual, para T), n=3 (15°C,
20°Cy 25°C), paraVm,n=4 (0.5L,1L,3Ly4
L), yparael Ts,n=11(0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9y
10 min).

2.3. Método de calorimetria

Irradiamos con ultrasonido muestras con un
volumen, temperatura inicial y tiempo de
sonicacion determinado. Durante la sonicacion
medimos la temperatura de la muestra mediante
un potenciémetro Conductronic modelo PC-45
con una precisién de + 0.5°C. Posteriormente
graficamos los datos de temperatura (T) vs
tiempo (t) y ajustamos a la ecuacion de una recta
para estimar el valor dT/dt en el tiempo t=0.
Posteriormente  calculamos la  energia
ultrasénica P mediante (1) (Mason, Lorimer &
Bates, 1992).

P:(?;)XCPXM 1)
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Donde Cp es la capacidad calorifica del
solvente (en J kg*°C?1) y M es la masa del
solvente utilizado (en kg). La intensidad (I, en W
L) y la energia especifica de ultrasonido (Es,en
kJ L?') pueden estimarse con (2) y (3)
respectivamente (Foladori et al., 2007).

1= P ()
VM
E, = I xt 3
Utilizamos (1), (2) y (3), para construir (4).
ES :[dexCPXlet (4)
dt Vy,

Debido a que las variables M y Vu se
refieren a la masa y al volumen de la muestra
respectivamente, la sustituimos por la densidad
de la muestra, que en el caso particular del agua
es de 1 kg L. Finalmente determinamos Es
mediante (5).

ESI(?;jXCthxMV ®)

2.4. Métodos analiticos

Una vez determinadas, las condiciones de
temperatura inicial, tiempo de sonicacion y
volumen de la muestra en donde se obtuvo la
generacion maxima de energia especifica con el
bafio ultrasonico. Se prosigui6 a evaluar el
efecto de esta energia en una muestra de lodo
activado, con la finalidad de evaluar la
disgregacion de lodo granular (disminucion del
tamafio de particulo) y la solubilizacion de
solidos totales y totales volatiles (ST y STV).

El lodo anaerobio granular se obtuvo del
segundo tanque de sedimentacion de la planta
piloto de tratamiento de aguas residuales de la
Universidad Auténoma Metropolitana, en la Cd.
de Meéxico. Previo a la ultrasonicacion, la
muestra de lodo fue diluida y homogenizada en
agua destilada en una relacion 1:1.
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Se estima la fraccion volumétrica del lodo
(%v/v) como pardmetro para medir la
disminucion del tamafio de particula. Paraello se
utilizaron 5 tamices de tamarfio diferente, de tal
forma que el lodo quedd separado en 6
fracciones volumétricas. Los valores de los
tamanos de particula inferior y superior de cada
fraccion se muestran en la Tabla 1. Cada
fraccion volumétrica representa el volumen de
lodo de un intervalo de tamafio especifico con
respecto al volumen total del lodo ultrasonicado.
La concentracion de ST y STV se cuantifico
mediante el método gravimétrico descrito en la
norma mexicana NMX-AA-034-SCFI1-2015.

2.5. Analisis estadistico

Realizamos un andlisis estadistico ANOVA y
comparacion de medias para determinar la
diferencia significativa entre tratamientos,
utilizando los test de Bonferroni, Fisher y Tukey
mediante el software Origin-Pro8.

3. Resultados y discusién

Se evaluaron los efectos del tiempo de
sonicacion (Ts), del volumen de la muestra (Vi)
y de la temperatura inicial (T\) en la energia
especifica (Es) generada con un bafio
ultrasoénico.

3.1. Efecto del tiempo de sonicacion

En la Fig.1 mostramos el efecto del Ts en la Es
generada por un bafio ultrasnico, con un
volumen de muestra de 500 mL y una
temperatura inicial de 20°C. Observamos un
efecto lineal donde cada minuto de exposicion a
la sonicacion generd 7.33 kJ L. Por otro lado
el analisis ANOVA y la comparacion de medias
de Tukey, Bonferroni y Fisher mostraron que 1
minuto de sonicacion es tiempo suficiente para
generar una Es con diferencia significativa
(p<0.05).
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Ademas calculamos el error experimental,
el cual se mantuvo entre 2.4 %y 4.9 %.

3.2. Efecto del volumen de la muestra

En la Tabla 2 y en la Fig. 2 presentamos los
valores de P, I, Es y el gradiente de temperatura
(dT/dt) de muestras irradiadas con ultrasonido
con diferente Vwm.

Observamos que P, |, Es y dT/dt,
incrementaron en la medida que el Vwm
disminuyd. En la Fig. 3 presentamos el ajuste de
Es vs Vi, con un R?=0.995, donde observamos
un efecto potencial, descrito por (6). Este
pardmetro presentd el mayor efecto de los tres
evaluados. Por otra parte estimamos un
incremento de 15.44 kJ L™ si disminuimos el Vi
de 500 mL a 400 mL

E, =43.311xMv % (6)

Mason et al., (1992) reportd el efecto
contrario al utilizar un sonoreactor de sonda
(Undatim a 20 kHz). En sus experimentos P
incremento proporcionalmente al Vv (Obtuvo 84
W, 95 W'y 120 W en muestras de 50 mL, 100 ml
y 200 mL respectivamente). Las diferencias
entre los resultados pueden deberse al uso de
diferentes equipos y/o al uso de diferente
intervalo de estudio. Se ha reportado que la
cavitacion se genera principalmente en los
primeros 2 cm a 5 cm de contacto con el
instrumento (Gogate & Kabadi, 2009), por lo
tanto se pueden considerar la generacién dos
zonas, una con alta ocurrencia de cavitacion y
otra con poca o nula.

Cuando el Vv se incrementa por encima de
la zona de cavitacion, la Es se perdera en la zona
donde no hay cavitacion (Como se aprecia en
nuestros resultados). Por otro lado, al disminuir
el Vm por debajo de la zona de cavitacion, la
misma cavitacion sera el factor limitante, por
ejemplo, cuando el Vv sea 0, la Es serd 0
también.
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El analisis estadistico de comparacion de
medias  (p<0.05) indicaron  diferencia
significativa entre cada tratamiento, con
excepcion de 3 L y 4 L de Vm donde no
observamos diferencia significativa de acuerdo a
los test de Bonferroni y Tukey. Para estos
experimentos calculamos un error experimental
entre 1.1 % y 4.9 %.

3.3. Efecto de la temperatura inicial

A continuacion presentamos los efectos de la T
en dT/dt (ver Fig. 4) y en Es (ver Fig. 5)
utilizando una muestra con Vm = 500 mL vy
Ts=10 min. Ademaés en la Tabla 3, mostramos
los valores de P, | y Es. Observamos un efecto
lineal con R?=0.98, donde la energia especifica
incrementa en 1.757 kJ Lt al disminuir la T; en
1°C.

Los analisis de ANOVA (p<0.05) y de
comparacion de medias de Tukey y Fisher
indicaron diferencia significativa entre cada T;.
La desviacion estandar para la Es vari6 entre 1
k] Lty 1.8 kJ L%, lo cual representa un error
experimental de s6lo 3% al 5%.

La disminucién en la energia especifica
puede deberse a que, al incrementar la T, se
incrementa la presion de vapor del agua, lo cual
disminuy6 la generacién de microburbujas de
vapor y por ende el efecto de cavitacion Mason
etal., (1992).

Consideramos que el bafio ultrasonico
presentd una adecuada reproducibilidad en la
energia sonica aplicada. De acuerdo a Foladori
et al., (2007), 100 kJ L es suficiente energia
para romper granulos o floculos bioldgicos y
para eliminar microorganismos. Por lo tanto, la
energia especifica generada a 15°C (84.2 kJ LY),
permite un amplio intervalo para evaluar los
efectos del ultrasonido a nivel sub-letal en
celulas vivas e incluso en granulos bioldgicos.
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3.4. Efecto de la ultrasonicacion en la
disgregacion de granulos anaerobios

Se evallo la capacidad de un bafio ultrasénico
para disminuir el tamafio de particula y para
solubilizar solidos totales y solidos totales
volatiles de una muestra de lodo anaerobio
granular. Utilizando la méxima energia
especifica evaluada (84.2 kJ L™).

En la Fig. 6 se muestra la disminucion del
tamafio del granulo medido como fraccién
volumétrica. Se observo que las fracciones I, 11,
I, 1V y V, redujeron su porcentaje v/v en un
10%, 10%, 5%, 6% y 2% respectivamente. Las
fracciones con mayor reduccion fueron las de
mayor tamafio (I y Il), y quienes presentaron
menor reduccién fueron las de menor tamafio.
Esto puede explicarse debido que, particulas de
mayor tamafio estardn mas expuestas a ser
atacadas por las microburbujas de cavitacion, en
comparacion con una particula de menor
tamafio. Ademas, las particulas de mayor
tamafio al reducirse, incrementaran a las
fracciones volumetricas de las fracciones de
menor tamafio. En este caso, la fraccion
volumétrica VI (< a 74 micras) incrementd su
fraccion desde 13% en el control hasta 32% con
el tratamiento ultrasénico (Datos no graficados).

3.5. Efecto de la ultrasonicaciéon en la
disminucién de sélidos totales y soélidos
totales volatiles

En la Fig. 7 se muestra la disminucion de
solidos totales y solidos totales volatiles debido
la ultrasonicacion de lodos anaerobios
granulares mediante un bafio ultrasonico. Se
observdO una elevada disminucion de la
concentracion de solidos al aplicar ultrasonido
en comparacion con el control (lodo sin
tratamiento). Alcanzando una reduccion en la
concentracion de solidos totales de 58.2% y una
disminucion de solidos totales volatiles de
59.6%.
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Elbesbishy, Hafez y Nakhla, (2011),
evaluaron el porcentaje de disminucion de
material particulado en desechos organicos,
solidos  suspendidos totales 'y  sélidos
suspendidos volatiles y cuantifico una reduccion
del 9% y del 7% respectivamente después de la
sonicacion, utilizando un ultrasonicador de
sonda.

Los resultados de la disgregacion de lodos
y de la solubilizacion de sélidos indican que la
energia especifica aplicada fue suficientemente
fuerte para disminuir de manera significativa la
concentracion de solidos y el tamafio de las
particulas. Estos resultados indican que el bafio
ultrasonido puede utilizarse como modelo para
evaluar tratamientos ultrasonicos en sistemas
biologicos.
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5. Conclusiones

Se cuantifico la energia especifica generada por
un bafio ultrasonico y se evaluaron los efectos
del tiempo de sonicacion, del volumen de la
muestra y de la temperatura inicial. Observamos
que la energia especifica incrementa con; la
disminucion de T; y Vi, y con el incremento de
Ts. ElI mayor efecto fue el Vm, seguido de Ts 'y
finalmente T,. La mayor cantidad de energia
generada fue de 84.2 kJ L y se obtuvo a una
temperatura inicial de 15°C, un volumen de
muestra de 500 mL y un tiempo de sonicacion de
10 minutos.
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Se evaluo el efecto de la méxima energia
especifica generada en muestras de lodos
anaerobios granulares y se observd una
reduccion del tamafo de particula del 10% v/v
de la fraccion de mayor a 2000 micrometros.
Ademas se observd una disminucion de los
solidos totales y de los sélidos totales volatiles
de casi 60%.

Los resultados fueron reproducibles y los
tratamientos presentaron diferencia
significativa. Determinamos que el bafio
ultrasénico genera suficiente energia para
estudiar los efectos del ultrasonido en células
vivas y granulos anaerobios a nivel sub-letal.
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