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PRESENTACION DE LA TESIS

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de {a operacion en lote
y en continuo de reactores d+ lecho fluidificado inverso en condiciones anaerobias.
Se presenta una breve revis:dn de los conceptos de la digestion anaerobia tanto en
mesofilia como en termofilia, asi co‘mo las caracteristicas de los principales grupos
bacterianos acetoclasticos involucrados en la formacidon de biopeliculas descritos en’
ambas condiciones. Se revisa la capacidad de adaptaciéon a condiciones terrnofilicas
de las bacterias anaerobias.
Igualmente se revisan las co 1diciones que dan lugar a fa formacion de biopeliculas,
los tipos de soportes y equipns que se han utilizado para explotar esta caracteristica
en el tratameinto de agues residuales. En el caso especifico de los lechos
fluidificados se presentan las diferencias hidrodinémica‘s de los sistemas de flujo
ascendente y descendente, algunas aplicaciones para el tratamiento de aguas
residuales y las ventajas y desventajas en el uso de estos prototipos.
El sistema de inmovilizacion en lote y el soporte utilizados en este trabajo fueron
similares a los de Gonzalez et al. (1992). Posteriormente, para llevar a cabo la
experimentacion con reactores continuos, fueron necesarias algunas modificaciones
para mejorar la operacion.
El seguimiento de la inmovilizacién de las bacterias se llevé a cabo a través de la
acumulacién de biomasa en el soporte y de la actividad acetoclastica de las
particulas inmovilizadas a través del tiempo. La técnica para la determinacion de

actividad acetoclastica de Ramirez et al. (1994) se adaptd a las caracteristicas del

soporte utilizado. Adicionalp implementd una metodologia para la

determinacion de la concentration de biomsa inmovilizada
Las determinaciones de proteinas solubles y carbohidratos totales, no dieron
resultados congruentes entre las concentraciones de cada uno de estos

componentes y la proporcidn en que se encuentran en [a biopelicula. Este problema
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habia sido reportado con anterioridad en determir « = e sim 31l ad s

en lodos anaerobios por Fajardo (1987) y Mendoz: , { a1 a{ i+ () ¢ er [i:-

relacion proteinas/carbohidratos resultd ser conp: a0 ¢ es iad s
literatura para algunos lotes de particulas.
La microscopia electrénica de barrido se utilizé: ¢ el anaisis cu tati ¢

biopeliculas. Estas fotografias muestran el tipo ce: ncriiora rriovi zadi 3

lote y algunas diferencias distintivas entre los 5.:v m s masclilic:, aca::
termofilia y termofilico.

Durante la operacion en continuo de estos reatfcre; se ralip.raro
variables de operacion tales como el TRH y constc ienleman e la - arg:
volumétrica y la carga masica. Se comparo6 el efecty le .a altuie del leck ) ¢
capacidad de conversidn y la carga organica vou nélrica aicanzada
sistemas. Ambos presentaron problemas de exp:rsicrn excesiva ebilc
retenido en la fase liquida.

Finalmente este prototipo se utilizd en el traaniento de aguas re: .
municipales, con el objeto de disminuir el contenidc (e (4 materia organie
hasta un nivel que pudiera ser apropiado para ¢l -euso del sgua en rieg
embargo, para esta opcion de tratameinto debera considerarse ur posiref:

para la eliminacion de sélidos, microorganismos patogenos y parésitcs.
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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados de la inmovilizacion de bacteria
anaerobias en particulas de polietileno molido, utilizando un lecho fiuidizado de flujo
descendente operando en lote, asi como en continuo. Con objeto de analizar la
dinamica de formacién de biopeliculas anaerobias se presentan las inmovilizaciones
en lote en mesofilia (35° C) y termofilia (55° C) que se llevaron a cabo durante
periodos de 120 a 135 dias, utilizando como indculo lodos previamente adaptados a
las temperaturas de trabajo.

Utilizando acetato y glucosa como sustratos para la inmovilizacion en resofilia, se
obtuvo un contenido de biomasa expresado como solidos volatiles inmovilizados
(SVI) en las particulas de 17.6 mg SVI/g soporte seco y la actividad acetoclastica
maxima fue de 3.6 g acetato/L-d. En cambid cuando se utilizo acetato solamente, se
encontro que la concentracion de biomasa fue de 1.23 mg/g soporte seco y la
actividad acetoclastica fue de 0.4 g/L-d. Este ultimo lote se mantuvo a 55° C durante
120 dias para adaptarlo a termofilia. Al finalizar este tratamiento, los SVI aumentaron
de 1.2 a 2.9 mg/g de soporte seco y la actividad acetoclastica aumento a
0.5 g acetato/L-d.

La dindmica de inmovilizacion en termofilia se llevo a cabo alimentando los reactores
con los mismos sustratos que en el caso anterior. Se encontré que para ambos
experimentos, la capacidad de acetoclastica de las bioparticulas fue inferior con
respecto a los experimentos mesofilicos, de 0.2 y 0.08 g acetato/L-d. En el primer
caso la maxima cantidad de biomasa fijada fue de 0.9 mg SVI/g soporte seco y en el
segundo de 2.3. De todos los experimentos se obtuvieron imagenes de microscopia
electronica de barrido (MEB) que muestran el tipo de microflora inmovilizada. Los
lotes alimentados con acetato, tanto en mesofilia como en termofilia mostraron
bacterias bacilares del tipo Methanosaeta, colonizando el soporte. El lote mesofilico

adaptado a termofilia, mostrd inicialmente bacilos de extremos planos que




posteriormente cambiaron de morfologia y ademas se inmovilizaron bacterias
cocoides. La inmovilizacion en termofilia con acetato y glucosa mostr6é estructuras
similares alas descritas para el lote inmovilizado en acetato. La inmovilizacion en
mesofilia con acetato y glucosa mostré que bacilos de extremos planos se hallaban
embebidos en la biomasa que colonizé el soporte, principalmente bacterias de tipo
cocoide.

A partir de estos experimentos y dados los resuitados obtenidos durante la
inmovilizacion en mesofilia con acetato y glucosa, se compararon dos reactores
continuos mesofilicos con relaciones altura de lecho/diametro de reactor de 6 y 3,
utilizando estos mismos sustratos. Durante el arranque se operaron a un TRH de
24 horas que posteriormente se varié para analizar la respuesta del biorreactor ai
cambio en esta variable, asi mismo se aumenté la carga organica volumétrica.
Ambos reactores presentaron una restriccion en la operacién debida al flujo
descendente para llevar a cabo la fluidificacion inversa, ya que el biogas producido
en el sistema se retiene en la fase liquida, lievando a una expansién excesiva del
lecho y al desplazamiento de bioparticulas reactivas. Este problema se presentd en
el sistema con mayor altura de lecho, cuando la carga organica alcanzada era de
3 kg DQO/L.d. El segundo fue posible operarlo con 16 kg DQO/L-_d, debido a que la
altura del lecho era menor. Sin embargo, se operaron a cargas masicas de
3.4 y 5.1 kg DQO/kg SVI.d, respectivamente y se encontro que los reactores se
mantienen estables con eficiencias hasta del 96% y relaciones de alcalinidad de
0.75 en promedio. La maxima cantidad de biomasa en el primero fue de
5.2 kg SVI/m® de reactor para el primero y de 13.8 kg SVI/m®, para el segundo.
Finalmente, este prototipo se probd para el tratamiento de aguas residuales de tipo
municipal. El reactor fue alimentado con agua residual de la Universidad Autonoma
Metropolitana-iztapalapa cuya concentracion de DQO presentd variaciones entre
108 y 471 mg/L. Se utilizaron TRH de 3, 2, 1.3 y 0.6 h y consecuentemente las

cargas organicas volumétricas variaron desde 1.7 a 10.4 kg DQO/m*d, con las que
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las eficiencias de remocién disminuyeron del 60 al 44.5%. El metano producido fue el
10% del teorico esperado y el reactor presentd poca expansion. La maxima
concentracion de biomasa en el soporte fue de 3.6 kg SVI/m® de reactor. El reactor
mantuvo un pH de 8.0 y la relacién de alcalinidades no disminuy6 de 0.74, lo que
indica que el sistema e:. estable aun cuando se opero con cargas masicas de
11 kg DQO/kg SVi-d. La operacion a un TRH tan corto como 0.6 h permitio tratar
aproximadamente 92 L/d de agua residual. Debido al flujo descendente, este sistema
no presenta retencion de solidos suspendidos, por lo que deberan considerarse

sistemas de postratamiento.

vii







L]

L]

A by b (Y] b A (Y} .

"

INDICE

Pagina
PRESENTACION DE LA TESIS iii
RESUMEN Y
CAPITULO 1. Generalidades de la digestiébn anaerobia mesofilica
termofilica. Formacion de biopeliculas. Sistemas de tratamiento con biomasa
inmovilizada.

1.1. La Degradacion anaerobia de aguas residuales
1.1.1. Generalidades 3
1.1.2. Sintrofia 6
1.1.3. Las metandgenas mesofilicas 7
1.1.4. Las metanogenas termofilicas y sintrofia 10
1.2. La termoestabilidad
1.2.1. Generalidades 13
1.2.2. Proteinas 14
1.2.3. Acido desoxirribonucleico 15
1.2.4. Lipidos, membrana celular y metacoindritina 16
1.2.5. Capacidad de adaptacion 17
1.3. Formas de agrupamiento
1.3.1. Generalidades 18
1.3.2. Las sustancias exopoliméricas y su composicion 20
1.3.3. La formacion de biopeliculas 25

viii




o
T

Pagina

1.3.4. La influencia del tipo de soporte 28

1.3.5. Biopelicula y metabolismo 29

1.3.6. Estabilidad de las biopeliculas 31

1.3.7. Inmovilizacion de bacterias anaerobias 32
1.4. Los sistemas de tratamiento con biomasa inmovilizada

1.4.1. Generalidades, prototipos y soportes 33
1.5. El lecho fluidificado (LF) |

1.5.1. Antecedentes 34

1.5.2. La hidrodindmica de reactores de lecho fluidificado (RLF) 36

1.56.3. Arranque y operacion de lechos fluidificados 46

1.5.4. Ventajas y desventajas de los lechos fluidificados 50

1.5.5. Los RLF de una y dos etapas 53

1.5.6. Aplicaciones de los RLF 54
1.6. Sumario 55
1.7. Justificacion 58
1.8. Objetivos '

1.8.1. Objetivo general 59

1.8.2. Objetivos particulares 59

CAPITULO 2. Materiales y Métodos

2.1. Reactores operados en lote

2.1.1. Sistema de inmovilizacién 63

2.1.2. Soporte 64




R L

]
‘»

3331333311333 3331113111

Daqina
2.1.3. Inoculos
2.1.3.1. In6culo mesofilico 66
2.1.3.2. Inoculo termofilico 66
2.1.4. Composicion del medio de cultivo de Baich 67
2.1.5. Arranque y operacion de los reactores 68
2.1.6. Determinaciones de actividad acetoclastica y parametros cinéticos 68
2.1.6.1. Preparacion del medio de cultivo en botellas seroldgicas 69
2.1.6.2. Toma de muestras durante los experimentos de inmovilizacién 70
2.1.6.3. Inoculacion de botellas serologicas 70
2.1.6.4. Adicién de sustratos 71
2.1.6.5. Toma de muestra para analisis cromatografico 72
2.1.7. Tecnica para el analisis cromatografico de acetato y de metano
2.1.7.1. Elaboracioén de la curva estandar de acetato 73
2.1.7.2. Elaboracion de la curva estandar de metano 74
2.1.7.3. Calculos de actividad acetoclastica total y especifica 75
2.1.8. Determinacion de biomasa inmovilizada 76
2.1.8.1. Técnica para la determinacion de solidos volatiies inmovilizados 77
(SVI)
2.1.8.2. Técnica para la determinacion de proteina soluble 79
2.1.8.3. Técnica para la determinacion de carbohidratos totales 80
2.1.9. Preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido 81
(MEB)
2.2. Reactores operados en continuo
2.2.1. Dimensionamiento 84
2.2.2. Indculos 87
2.2.3. Soporte 88



Pagina

CAPITULO 3. Inmovilizacién de bacterias anaerobias en mesofilia (35° C) en

2.2.4. Condiciones de arranque 88
2.2.5. Condiciones de operacién en continuo 89 q.‘ i
2.2.6. Analisis 90 .
2.2.6.1. Tecnica para la determinacion de demanda quimica de oxigeno 90
(DQO) X
2.2.6.2. Técnica para la determinacion de calidad del biogas 91
2.2.6.3. Técnica para la determinacién de la relacion de alcalinidades 92 -
2.2.7. Definiciones y caiculos para reactores continuos 93
2.2.7.1. Tiempo de retencion hidraulico (TRH) 93 c" ‘
2.2.7.2. Eficiencia de remocidén de materia organica 94 ‘: 4
2.2.7.3. Carga organica volumétrica - 94
2.2.7.4. Carga masica | | 94 C:" 4
2.2.7.5. Actividad especifica 94 :
2.2.7.6. Caudal de biogas producido 95 & é
2.2.7.7. Caudal experimental de metano 95 q ‘
2.2.7.8. Caudal tedrico de metano 95 .
e !
¢«

el RLFI operado en lote

i

n‘.;.,.,',~ RO
f R -

3.1. Inmovilizacién con acetato y glucosa

E

3.1.1. Dinamica acetoclastica de particulas inmovilizadas 98
3.1.2. Dinamica de acumulacién de biomasa 99 . l
3.1.3. Descripcidon de muestras observadas en MEB 101

KK

xi

L
b




Pagina
- )
3.2. Inmovilizacion con acetato
. 3.2.1. Dinamica acetoclastica y acumulacion de biomasa 103
3.2.2. Descripcion de -magenes observadas en MEB 104
'1 3.3. Adaptacion de bioparticulas mésofilicas a termofilia
,1 3.3.1. Dinamica de act'vidad acetoclastica 106
) 3.3.2. Dinamica de acumulacion de biopelicula _ 108
9 3.3.3. Descripcion de imagenes obtenidas en MEB 109
3.4. Determinacion de pa-ametros cinéticos 111
"1 3.5. Discusion : 115
,1 3.6. Conclusiones \ 119
"1 CAPITULO 4. Inmovilizacion de bacterias anaerobias en termofilia (65° C) en
._1 el RLF! operado en lote |
,1 4.1. Inmovilizacion con acetato y glucosa
) 4.1.1. Dinamica acetoclastica de particulas inmovilizadas 123
"1 4.1.2. Dinamica de acumulacion de biomasa 124
4.2. Inmovilizacion con acetato
"1 4.2.1. Dindmica acetoclastica y acumulacion de biomasa 125
.” 4.2.2. Descripcion de muestras observadas en MEB 127
4.3. Comparacion de resultados entre experimentos 129
ol | 4.4. Discusion 132
’ﬂ 4.5. Conclusiones 135
:r‘\
)
.“'
xii
-




Pagina

CAPITULO 5. Arranque y operacion en continuo del RLFI para el tratamiento ' '

de agua residual sintética

| -
5.1. RLFI-1 [ Y

5.1.1. Inoculacion y arranque 139
5.1.2. Operacién en continuo ‘M
5.1.2.1. Evolucion de la concentracion de DQO, carga organica 140 ‘ N 3
volumétrica y eficiencia de remocion
5.1.2.2. Produccién de biogas y composicion 144 ‘: 2 ‘
5.1.2.3. Evolucién del pH y de Ia relacion de alcalinidades 148 ‘L ‘
5.1.2.4. Evolucién de SSV en el efluente y acumulacion de biomasa 149
inmovilizada en el soporte ‘:L l
5.2. Discusion ' 153 .
5.3. RLFI-2 - 3
5.3.1. lnoculgcién y arranque _ - 157 . j
5.3.2. Operacion en continuo
5.3.2.1. Evolucion de la concentracion de DQO, carga organica 159 - j
volumétrica y eficiencia de remocion -
5.3.2.2. Produccién de biogas y composicion 163 - )
5.3.2.3. Evolucion del pH y de la relacion de alcalinidades 165 t— »
5.3.2.4. Evoluciéon de SSV en el efluente y acumulacién de biomasa 166
inmovilizada en el soporte t:
5.4. Discusion 169 .
5.5. Conclusiones 177 =

[ |
v W W N

xiii |




Pagina
g | ,
CAPITULO 6. Tratamiento anaerobio de aguas residuales municipales en el
g | RLFI
g " 6.1. Arranque . 182
- " 6.2. Operacion en continuo
6.2.1. Evolucion de la concentracion de DQO, carga organica volumetricay 182
7 ‘D ' eficiencia de remocion
6.2.2. Produccién de biogas y compaosicion 185
! " 6.2.3. Evolucion del pH y de la relacion de alcalinidades 186
- " 6.2.4. Evolucion de SSV en el efluente y acumulacion de biomasa 188
inmovilizada en el soporte
- | 6.3. Discusion 190
6.4. Conclusiones 197

- ‘| CAPITULO 7. Conclusiones Generales y Recomendaciones

‘ 7.1. Conclusiones Generales 200

v ‘ 7.2. Recomendaciones 202
1 REFERENCIAS 204

Xiv




iNDICE DE FIGURAS

Pagina

Figura 1.1. Etapas y vias metabdlicas involucradas en la digestion anaerobia.

Figura 1.2. Esquema de la formacion de biopeliculas en un soporte inerte
inmerso en una fase liquida.

Figura 1.3. Regimenes de expansion en la fluidificacion ascendente en
sistemas trifasicos.

Figura 1.4. Regimenes de expansion en lechos fluidificados de flujo
descendente en sistemas trifasicos.

Figura 2.1. Esquema del sistema de inmovilizacién alimentado por lote.

Figuras 2.2.a, b, ¢ y d. Imagenes de MEB de particulas de polietileno
utilizadas como soporte.

Figura 2.3. Esquema del procedimiento general para la determinacién de
actividad especifica para particulas plasticas.

Figura 2.4. Esquema del RLFI y del medidor de flujo de biogas que se utilizd
para la operacion en continuo.

Figura 3.1. Consumo de acetato y diramica de actividar! acetoclastica de
particulas mesofilicas inmovilizadas con acetato y glucosa.

Figura 3.2. Cinética de acumulacién de SVI, sintesis de carbohidratos y
proteinas durante la inmovilizacion de células en bioparticulas alimentadas
con acetato y glucosa.

Figuras 3.3.a, b, ¢ y d. Imagenes de MEB de bioparticulas mesofilicas
alimentadas con acetato y glucosa.

Figura 3.4. Consumo de acetato y dinamica de actividad acetoclastica de
particulas mesofilicas alimentadas con acetato.

Figuras 3.5.a, b, c y d. Imagenes de MEB de bioparticulas inmovilizadas en

mesofilia alimentadas con acetato.

5
27

37

40

63
65

82

85

98

99

102

104

105

XV

»
5
A

i :II\*

k,.ﬁ

H
JVIMII\']

4 lli T N

T

=2
jt
R SR O S e S

e
=)

.



44ddddd

P&gina

Figuras 3.6.a y b. Consumo de acetato (a) y dinamica acetoclastica (b) de 107
particulas mesofilicas mantenidas en condiciones termofilicas.

Figura 3.7. Comparacion de actividades especificas antes (35 °C) y después 108
de la adaptacion (55 °C).

Figura 3.8. Evolucion de la concentracion de proteinas. carbohidratos y SVI 109
de bioparticulas adaptadas a termofilia.

Figuras 3.9.a, b, ¢ y d. Imagenes de MEB de bioparticulas mesofilicas 110
adaptadas a termofilia y alimentadas con acetato.

Figura 3.10. Velocidad especifica de tres lotes de bioparticulas a diferentes 112
concentraciones de acetato

Figura 3.11. Linearizacion por la modificacion de Hanes-Woolf para !os tres 113
lotes de bioparticulas obtenidos.

Figura 4.1. Cinética de consumo de acetato durante el periodo de 123
inmovilizacion de particulas termofilicas inmovilizadas con acetato vy
glucosa.

Figura 4.2. Acumulacion de biopelicula en bioparticulas inmovilizadas en 124
termofilia con acetato y glucosa.

Figura 4.3. Cinética de consumo de acetato durante el periodo de 126
inmovilizacion de particulas termofilicas con acetato.

Figuras 4.4.a, b, c y d. Imagenes de MEB de bioparticulas termofilicas 128
inmovilizadas con acetato y con acetato y glucosa.

Figuras 5.1, 5.2 y 5.3. Evolucion de la DQO soluble, de la carga organica 142
volumetrica (Bv) vy de la eficiencia de remocién de DQO durante el
arranque y operacion en continuo del RLFI-1.

Figura 5.4. Evolucién de la produccion de biogas y composiciéon de metano 145
durante la operacion del RLFI-1.

XVi
T S



Sas Gl 2l % L an o ok o PRI P -

-

&

Figura 5.5. Comparacion entre la produccion de metano tedrica y

experimental durante la operacion del RLFI-1. .
Figura 5.6. Evolucion del pH y de la relacion de alcalinidades en el efluente 1

durante el arranque y operacién en continuo del RLFI-1.

V3o

Figura 5.7. Evolucidn de los sélidos suspendidos volatiles durante el arranque 1 ‘ ‘ .

y la operacién en continuo del reactor de RLFI-1. ’

Figura 5.8. Evolucion de biomasa inmovilizada durante la operacién del - ’f ! b
reactor de RLFI-1. ;

Figura 5.9. Relacién entre los datos experimentales y tebricos de la il 'e~ ! F"!
produccién de metano obtenidos durante la operacién del RLFI1-1. ' :» ::‘ ’

Figuras 5.10 y 5.11. Relaciéon entre la eficiencia de remocién de DQO con  ii
respecto a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante la e
corrida del RL."1-1. L

Figuras 5.12 y 5.13. Relaciéon entre la eficiencia de remocion y las cargas 6 ’ L d
organicas aplicadas con respecto a la actividad especifica de las | : -_-_‘
bioparticulas durante la operacién del RLFI-1.

Figuras 5.14, 5.15 y 5.16. Variacién en el influente y efluente de le i1 =
concentracion de DQO, de la carga organica volumétrica (Bv) y de Iz _i_
eficiencia de remocién durante la operacion del RLFI-2. I | v

Figura 5.17. Evolucién de la produccion de biogas y de la proporcion de (i H ..:'
metano respectiva durante la operacién del RLFI-2. i

Figura 5.18. Comparacion de la produccién de metano detectado cor = i« | ! ::‘ﬂ
respecto a la produccion de metano esperado duranie la operacion de e
RLFI-2. ; !"“]

Figura 5.19. Evolucion del pH y de la relacién de alcalinidades del efluent:: 3! =
durante la operacién del RLFI-2.

[ Jouus
i
> I.":_J1
"
T |




- “ »

-

R

o WY W WY WY w e Y Y O W O 9 Y ¥ ¢ ¥ W%

Pagina

Figura 5.20. Acumulacién de biomasa inmovilizada durante la operacion del
RLFI-2.

Figura 5.21. Evolucion de los solidos suspendides volatiles del efluente
durante la operacién del RLFI-2.

Figura 5.22. y 5.24. Comparacion entre el metano producido y el metano
esperado y la relacion entre la produccion de metano con respecto a la
carga organica volumétrica removida durante la operacion del RLFI-2.

Figuras 5.24 y 5.25. Relaciéon entre la eficiencia de remocion de DQO con
respecto a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante la
operacion del RLFI-2.

Figuras 5.26 y 5.27. Relacion entre la eficiencia de remocion de DQO vy las
cargas organicas aplicadas con respecto a la actividad especifica de las
bioparticulas.

Figuras 5.28 y 5.29. Relacion entre !las cargas masicas aplicadas y la
eficiencia de remocion de DQO con respecto a la actividad especifica de las
bioparticulas durante la operacion del RLFI-2.

Figuras 6.1, 6.2 y 6.3. Evolucion de la concentracion de DQO, de la carga
organica volumeétrica (Bv) y de la eficiencia de remocion en influente total y
efluente soluble, durante el periodo de operacion del reactor.

Figura 6.4. Produccion de biogas y fraccion de metano durante el tratamiento
de aguas residuales municipales en el RLFI.

Figura 6.5. Comparacion entre el metano producido y el tedrico expresado
durante el tratamiento de aguas residuales municipales er el RLFI.

Figura 6.6. Evolucion del pH durante el tratamiento de aguas residuales

municipales en el RLFI.

167

168

169

172

172

173

183

185

186

186

Xviii

Lot S o RSP
———e




Pagina

Figura 6.7. Evolucion de la relaciéon de alcalinidades durante el tratamiento
de aguas residuales municipales en el RLFI.

Figura 6.8. Evolucion de los sdlidos suspendidos volatiles en influente y
efluente, durante el tratamiento de aguas residuales municipales en el
RLFI.

Figura 6.9. Evolucion de la biomasa inmovilizada durante el tratamiento de
aguas residuales municipales en el RLFI. ‘

Figura 6.10. Comparacion entre la produccion tedrica y experimental de
metano durante el tratamiento de aguas residuales municipales con el
RLFI.

Figuras 6.11 y 6.12. Relacién entre la eficiencia de remocion de DQO con
respecto a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante el
tratamiento de aguas residuales municipales con el RLFI.

Figuras 6.13 y 6.14. Relacién entre la eficiencia de remocion de DQO, la
carga organica volumétrica (Bv) y la actividad especifica durante el

tratamiento de aguas residuales municipales con el RLFI.

187

188

189

190

191

193

XiX




|
i

dudddddddddddddd

3

¢ 8

’ua

iNDICE DE TABLAS

Pagina

Tabla 1.1. Comparacion de parametros fisiologicos de Methanosarcina spp. y
Methanosaeta spp.

Tabla 1.2. Comparacion de parametros fisiologicos de Methanosarcina
thermophila y Methanothrix thermoacetophila.

Tabla 1.3. Constantes cinéticas de cultivos anaerobios mesofilicos (35° C).

Tabla 2.1. Condiciones de experimentacion, sustratos utilizados vy
concentraciones para los diferentes experimentos de inmovilizacion.

Tabla 3.1. Comparacion de valores de parametros cinéticos Ks y Ky,
obtenidos para las bioparticulas.

Tabla 4.1. Comparacion de actividades globales y especificas, concentracién
de biomasa inmovilizada y composicion de la biopelicula entre condiciones
de inmovilizacion y fuentes de carbono utilizadas.

Tabla 5.1. Carga organica volumeétrica, carga masica, actividad especifica y
velocidad superficial durante las diferentes etapas de operacion del RLFI-1.

Tabla 5.2. Carga organica volumétrica, carga masica, actividad especifica y
velocidad superficial durante las diferentes etapas de operacion del RLFI-2.

Tabla 5.3. Comparacion entre datos experimentales de este estudio y los
datos reportados para lechos fluidificados ascendentes.

Tabla 6.1. Cargas organicas volumétricas carga masicas, actividades
especificas y velocidades superficiales durante las diferentes etapas de
operacion del reactor para tratamiento de aguas residuales municipales.

Tabla 6.2. Concentracion de DQO remanente del tratamiento de aguas

residuales municipales en el RLFI, durante las diferentes etapas de

operacion.

9

11

20
68

114

130

143

162

174

184

194

XX




SIMBOLOS Y 3REVIATURAS

a2 — )
AroGa = 22 (p|2 £ g, Numero de Arquimedes o de Galileo

Y7,

d, = diametro de las particulas, m
Dr = didmetro del reactor, m
g = factor gravitacional, m/s®

Ho = altura del lecho, m

k=k , cinética tipo Monod para consumo de sustrato

S
nx Ks+ S

1 ds ’ g acetato
k=—. —, ivid t Asti i , ————
S actividad acetoclastica especifica g SVi-d

Knax = <=, actividad acetoclastica especifica maxima

ax"Y

x/s
Ks = constante de afinidad ai sustrato, g acetato/L

d -u

p mf " P

H

-, Numero de Reynolds

mf

S = concentracion de sustrato, g acetato/L
U, = velocidad minima de fluidificacion, m/s
U,q = velocidad superficial del gas, m/s

U, = velocidad superficial del liquido, m/s

g Svi

Y,ss = rendimiento de produccion de biomasa por consumo de sustrato, ————
g sustrato

XXi

( CCQ g &

4

B

Lh .- _m_&u ‘_;a__\:‘ L‘

.‘ ){
ot A




(]
]

'\

)
)
)

"y

)
)

)

g |
)
)

-r

-
-

AP = caida de presion, kg/m?

¢ = fraccion de gas vy liquido
& = fraccion de gas
& = fraccion de liquido

volumen de las particulas

e -1 . > - . .
p.mf volumen del lecho expandido fraccion de espacios vacios

superficie de una esfera

= — . , esfericidad relativa
> superficie de la particula

lmax = velocidad de crecimiento maximo, d™

L = viscosidad, g-cm/s
Ps = densidad de las particulas, kg/m®

P1 = densidad del liquido, kg/m®

xXii






"\

D!

T

D!

" A

-

Jd 4

o

d

1 ' Generalidades de la digestion
anaerobia mesofilica y
termofilica. Formacion de
biopeliculas y sistemas de
tratamiento con biomasa

inmovilizada

El tratamiento bioldgico de aguas residuales por via anaerobia se ha
extendido en México desde 1987 debido la aplicacion de la Legislacion Ambiental
promulgada por el Gobierno Federal para el tratamiento de desechos. En 1985 se
produjeron 232 m’/s de aguas residuales municipales y 168 m’/s de aguas
residuales industriales y se trataban el 20% y el 12% de estos volumenes
respectivamente, con bajas eficiencias. Esta falta de capacidad instalada para
tratamiento abre la posibilidad para la introduccion de sistemas de bajo costo, con

tecnologias avanzadas y capaces de tratar varios tipos de efluentes, como son los
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Capitulo 1. Generalidades de ia uigestion anaerobia...

digestores anaerobios. De estos, actuaimente se tienen 75 reac:cres de lecho de
lodos de flujo ascendente (UASB) tratando el 0.57% de las aguas residuales
totales generadas y 3.4 % de las aguas tratadas. Contrariamente a Europa y
Estados Unidos, en México el 43.5% de los reactores anaerotics se utilizan para
el tratamiento de aguas negras (Monroy et al., 1997).

A pesar de la complejidad microbioldgica de este proceso, es ampliamente
conocido el hecho de que los microorganismos involucrados en la digestidon
anaerobia son capaces de agruparse en consorcios bacterianos complejos vy
degradar sintroficamente los contaminantes disponibles en las aguas.

En este Capitulo se revisan algunas de las transformaciones y las interacciones
sintroficas que se presentan en la digestion anaerobia, las caracteristicas
fisiologicas generales de los principales grupos de bacterias metandgenas:
Methanosaeta y Methanosarcina, asi como la analogia de las mismas en mesofilia
y termofilia. Se revisan los factores que proveen la termoestabilidad.

lgualmente se aborda la capacidad natural de agrupamiento de estos
microorganismaos para la formacién de biopeliculas, la funcion de las sustancias
exopoliméricas y la complejidad del proceso.

Finalmente se revisa la utilidad que representa en sistemas de tratamiento esta
caracteristica y especificamente se describe el sistema de interés de este trabajo,
el lecho fluidificado, asi como los regimenes de expansion y algunos fundamentos
de la bhidrodinamica del sistema y las caracteristicas que los hacen

comercialmente competitivos con los sistemas de biomasa suspendida.
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1.1. La Degradaciéon Anaerobia en Aguas Residuales

1.1.1. Generalidades

La degradacion anaerobia de materia organica es un proceso que involucra varias
vias metabdlicas y que se lleva a cabo en la ausencia de oxigeno, nitrato y sulfato
como aceptores de electrones. Depende de interacciones tréficas bacterianas

complejas, las cuales resultan en la produccion de CO2 y CH4, como productos

finales de la reduccion del carbono.

Se realiza a través de tres pasos en serie que incluyen la hidrdlisis de compuestos
organicos complejos y de alto peso molecular disueitos en el agua residual como
proteinas, carbohidrato, lipidos y compuestos aromaticos o amidicos, por medio
de enzimas extracelulares. Posteriormente, a partir de mentacion de las
moléculas pequefias formadas en el paso anterior, s« otendran piruvato,
succinato, lactato y etanol asi como acidos grasos volatiles como el formato,
acetato, propionato, n- e iso-butirato y en algunas ocasiones n- e iso-valerato y
caproato. Los &cidos grasos y alcoholes se degradaran a acetato por B-oxidacion.

Los acidos como el propionato y el butirato seran transformados a acetato, Hz y

CO2 por oxidacion anaerobia de acuerdo a las reacciones 1.1y 1.2.

CH3CH2COO- + 6 HoO — CH3CO0~ + 2 HCO3™ + 2 H* +6 Ho (Ec. 1.1)

AG® = 152 kJ/mol
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

CH3CHCH2COO- + 2 HpO — 2 CH3COO™ + H* +2 Ho (Ec. 1.2)
AG® = 48.1 kd/mol
El acetato, se transforma en la tercera y L’Jltimé etapa a metano, que es el
producto final en este pro:eso, como se muestra en la ecuacion 1.3. A partir de
este sustrato se formaran aproxirﬁada‘mente dos terceras partes del metano total, _
ya que es el principal precursor de la metanogénesis en reactores anzerobios

(Jeris y McCarty, 1965; Sm.th y Mah, 1966 y 1980).

CH3COO~ + HpO —» CHy + HCO3~ + 0.5 ATP (Ec. 1.3)

AG® = - 31 kd/mol

El Hp y CO» en una reaccion de oxido-reduccion, formaran la tercera parte

restante del metano, como se muestra en la siguiente ecuacion.

4 Hy + HCO3 + H¥=>CHy + 3 HoO + ATP (Ec. 1.4)

\

AG® = -135.6 kJ/mol
En este esquema de metabolismo anaerobio intervienen grupos troficos de
bacterias que viven en interdependencia mutua formando consorcios bacterianos.
Este proceso, descrito en la Figura 1.1, es en general lento ya que depende de
varios factores, tales como el pH, la temperatura, la concentracion de materia

organica. Adicionalmente, los tiempos de retencion celular en digestores
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anaerobios son prolongados, debido a la baja tasa de crecimiento de los

microorganismos metanogénicos.
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Figura 1.1. Etapas y vias metabdlicas involucradas en la digestion anaerobia.
BHA, bacterias homoacetogénicas; BSR, bacterias sulfato-reductoras; BMA,
bacterias metanogénicas acetoclasticas; bacterias sintréficas OHPA, bacterias
sintroficas acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno; BMH, bacterias
metanogénicas hidrogenotréficas (tomado de Garcia, 1990).
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

1.1.2. Sintrofia

Los microorganismos que forman el consorcio metanogénico comprenden tres
grupos de bacterias, las primeras son bacterias hidroliticas fermentadoras de
carbohidratos simples y poliméricos, asi como bacterias proteoliticas y lipoliticas,
facultativas y bacterias acidogénicas que utilizaran los sustratos provenientes de
la primera etapa para producir acidos grasos volatiles. Lz;s segundas son las
bacterias homoacetogénicas y las acetogénicas productoras obligadas de
hidrogeno (OHPA, "obligated hydrogen producer acetogenic bacteria"), que al
oxidar los acidos de mas de dos carbonos producen ademas de &cido acético,
hidrégeno, que serd removido en la siguiente etapa por las bacterias
metanogénicas hidrogenotrofas que lo utilizan para reducir el CO, y producir una
tercera parte del CH,. Esta relacion sintréfica se conoce como "transferencia de
hidrogeno entre especies" (Bryant et al., 1967).

En los ambientes anaerobios, el flujo de carbon y de electrones durante la
descomposicion organica es regulada de tal forma que las presiones parciales de

hidrégeno se mantienen en niveles muy bajos, ya que el Hy es un inhibidor para

4

varias especies de bacterias quimicheterétrofas anaerobias. La remocion

metabdlica del Hy hace posible que otros compuestos tales como alcoholes,

acidos grasos y compuestos aromaticos se  vuelvan  sustratos
termodinamicamente disponibles para el catabolismo microbiano (Zeikus, 1979).
El umbral minimo de tolerancia de hidrogeno para bacterias metanogénicas

hidrogenotréficas varia de 2 a 10 Pa (Cord-Ruwish et al., 1988).
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La presion parcial de hidrégenc o potencial redox derivado de este proceso
también regula la degradacion de los acidos de mas de dos carbonos a acido
acético. Esta sintrofia entre las bacterias OHPA y las hidrogenotrofas regula la
digestion anaerobia. Cuando el proceso es estable no existe acumulacion de
acidos y la concentracion de acido acético es de 0.1 a 0.3 g/L. Un incremento en
la concentracion es indicativo de un cambio de carga organica en el influente o de
que el proceso estd operando a su maxima capacidad. Si el hidrégeno se
acumula, los acidos también se acumularan y la ultima eta}pa donde se lleva a
cabo la metanogénesis se vera inhibida rapidamente por la disminucion del pH
(Henze y Harremoés, 1983).

En esta Ultima etapa, la metanogénesis, se encuentran también las bacterias
acetoclasticas metanogénicas que consumen el acetato y lo transforman a

metano, proporcionando las dos terceras partes restantes.

1.1.3. Las metandgenas mesofilicas

El reino de las Archaeobacterias a las cuales pertenecen las bacterias
metandgenas representa la tercera linea de descendencia en la evolucion de la
vida, ademas de los procariontes comunes o eubacterias y los eucariontes. Estos
microorganismos pueden encontrarse en ambientes terrestres o acuaticos, en
condiciones anaerobias, de hipersalinidad, en ambientes hidrotérmicos o
geotérmicos y como simbiontes en el tracto digestivo de animales. Este reino

consiste de bacterias aerobias, anaerobias estrictas y facultativas que utilizan los

" AAANRN N NN NN




'

"
-

Yy My I|I‘
w v v e v v v

o

sy N » Qg ’q

Capitulo 1. Generalidades ae 1. v.g¢sticn anaerobia...

tienden a agregarse en cumulos tipicos de filamentos enr>z=: . _2s células
individuales son de extremos planos y miden de 0.7 a 1.2 pm de diain=troyde 2 a
6 pm de largo, son no fluorescentes y presentan alta afinidad por el acetato pero
baja velocidad de crecimiento en este sustrato.

El género Methanosarcina comprende bacterias de tipo cocoide, que forman
agregados de formas irregulares llamados pseudosarcinas,'cuyo cgiametro puede
variar de 1-1000 pum, con una pared comun envolviendo una masa apretada de
celulas con un arreglo desordenado. La pared celular contiene una capa de
proteinas adyacente a la membrana celular y fuera de esta capa se encuentra una
capa de exopolimeros compuesta por polisacaridos y al menos 5% de proteinas.
Son fluorescentes, presentan alta velocidad de crecimiento y baja afinidad por el
acetato (Konig y Stetter, 1989; Jetten et al., 1992; Ferry, 1993; Speece, 1996).

En la Tabla 1.1 se presentan las constantes cinéticas de crecimiento de estos
microorganismos.

Tabla 1.1. Comparacién de parametros fisioldgicos de Methanosarcina spp. y
Methanosaeta spp. (tomado de Jetten et al., 1992).

[ 1Methanosarcina spp. [Methanosaeta spp.
Fisiologia Generalizada Especialista
Substratos H,-CO,, metanol, acetato

metilaminas, acetato
Hmax (@) 0.3 0.1

Tiempo de duplicacién (d) 0.5-2 1-12
Yys (g biomasa/mol acetato) 2.1 1.4
Ks (mM) 3.0 0.5
Umbral de utilizacion de acetato 0.2 a 1.2 mM 7a70uM

9
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sustratos  disponibles  quimiolitoautotréficamente,  organotréficamente  y
organotréfica facultativamente. Pueden ser mesdfilos o termdfilos incluyendo
termofilos extremos que crecen a mas de 100° C (Xo6nig v Stetter, 1989).

Las bacterias productoras de metano mesdfilas son anaerobias estrictas y se
conocen 68 especies descritas, de las que el 77% son hidrogenotrofas, el 14%
acetotrofas y el 28% metilotrofas y solamente 3% utilizan hidrogeno para reducir
directamente el metanol a metano. La clasificacion taxonémica comprende 3
ordenes, 7 familias y 20 géneros. Ademas se han descrito 5 géneros bacterianos
asociadas a ias metandgenas en la transferencia sintréfica de hidrogeno (Garcia,
1990).

De estas bacterias metanégenas se reconocen dos géneros importantes que son
las que se encuentran con mayor frecuencia en estos sistemas: Methanosarcina
cuyas especies tienen la capacidad de degradar acetato y una variedad de
sustratos para la produccion de metano y Methanosaeta' que es acetoclasta
obligada. Ambas son reconocidas por tener la capacidad de utilizar Unicamente el
acetato como fuente de energia y carbono, es decir, son los (nicos géneros de
metanégenas capaces de catabolizar este sustrato (Jetten et al., 1992).

El género Methanosaeta comprende bacterias que crecen en forma de bacilos
cortos o de filamentos muy largos y flexibles formados por varias células, que

permanecen juntos debido a una estructura envolvente en forma de tubo hueco y

! Anteriormente conocida como Methanothrix. Ya que esta especie permanece como de validez
dudosa (Wayne, 1994), en lo sucesivo se tratara como género Methanosaeta (Patel y Sprott, 1990;
Boone, 1991) excepto cuando la literatura especifica indique explicitamente Methanothrix.

e

28
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Se puede apreciar el caractei especifico hacia un sélo susirato de la dltim:: que
crecera a mas bajas conceniraciones que sis comensal Mcthanosar iig, anaioq
al que se presenits en condicizries rmesofilicas.

Por otro iadc. Ahring vy Westerrnann {1984) describieron el bacilc TAW
("thermophilic acetate-utilizing methanogen”), que forma filamentos de varios
individuos, es metanogénico-acetoclastico y termofilo, capaz de utilizar también
formato, fluoresce durante la utilizacién de H2-CO2 y probablemente representa
un génerc nueva.

A su vez, Zinder y Koch (1984) describieron un cocultivo terméfilo, sintréfico,
acetato-oxidante e hidrogenotréfico, en donde el acetato es inicialmente oxidado a

H2-CO2 y después estos productos son reducidos a CHy. El primer paso se lleva

a cabo por medio de un bacilo acetato-oxidante (AOR, "acetate-oxidizing rod") no
fluorescente y‘ el segundo por un metandgeno hidrogenotréfico,
Mgthanobacterium, sp. cepa THF ("therrhophilic hydrogenotrophic fluorescent
rod"), fuertemente fluorescente. El bacilo AOR depende del bacilo THF para

mantener la concentracion de Hp baja y el metanégeno depende del AOR para su

sustrato.
Al igual que en mesofilia, en cocultivos sintréficos obligados que llevan a cabo

transferencia de hidrégeno entre especies, la presion parcial de Ho debe ser tal

que las reacciones de las especies involucradas sean termodinamicamente
favorables. Si es muy baja, la reaccion para consumidores de hidrégeno es

desfavorable; si es muy alta, la reaccion de los productores de hidrégeno también

12
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es desfavorable (AG>0). Para Methanobacterium THF, el umbral de hidrdgeno se
encontro en 14 Pa (Lee y Zinder, 1988).

Ademas de los grupos de bacterias metanogénicas terméfilas descritas por Zinder
(1990); Garcia (1990) describe fisiolégicamente 13 especies incluidas en 3
ordenes, 5 familias y 6 géneros. La temperatura 6ptima de estas bacterias varia
desde los 50° hasta los 110° C, como es el caso de Methanopyrus, sp.

Es importante mencionar que el maybr problema de los sistemas termofilicos,
reside en el bajo rendimiento neto debido a arranques lentos y a la lentitud para
responder y tolerar variaciones de carga organica, cambios de sustrato o adicion
de sustancias téxicas (Zinder, 1990). Sin embargo, la velocidad de producciéon de
metano es 25 a 50% mas alta que eﬁ mesofilia y es independiente de la

temperatura en un intervalo de 50 a 70° C (Henze y Harremoés, 1983).
1.2. La Termoestabilidad

1.2.1. Generalidades

La estabilidad térmica de las bacterias termofilicas es debida a varios factores
inscritos en la informacion genética que es transcrita durante la sintesis de
proteivnas,kenzimas, lipidos, acidos nucleicos, compqnentes de la pared celular.
Para adaptarse, sus macromoléculas deben mantener su estructura y funcionar a

altas temperaturas (Sundaram, 1986; Lowe et al. 1993).
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Se consideran dos mecanismos moleculares exclusivos de las bacterias termofilas
para tolerar altas temperaturas: diferencias intrinsecas en estructuras
macromoleculares y la presencia de cofactores termoestabilizadores, e. g. las
terméfilas extremas producen poliaminas, terminas y esperminas especificas que
estabilizan el sistema de sintesis de proteinas y protegen a las macromoléculas

de las altas temperaturas (Zeikus, 1979; Lowe et al., 1993).

1.2.2. Proteinas

En general, la termoesfabilidad de las proteinas de los termdfilos se refleja en
cambios sutiles en la secuencia de aminoacidos. La secuencia modificada de
aminoacidos resulta en cambios en la estructura interna de la proteina y en
numerosas interacciones intre;moleculares: interacciones hidrofébicas, puentes de
hidrégeno, puentes disulfuro, uniones metalicas, glicosilacion. No hay evidencia
de aminoacidos novedosos presentes en proteinas de metandgenos termofilicos
extremos (Zeikus, 1979; Sundaram, 1986; Lowe et al., 1993).

Estas interacciones hacen a las proteinas mas resistentes a la desnaturalizacion
quimica (solventes orgéniéos, detergentes, agentes proteoliticos y pH extremos) y
térmica y también hace a las enzimas mas "rigidas”, e. g. los sitios activos son
mas ordenados y son poco adaptables a sustratos diferentes, lo que resulta en
una alta especificidad y por lo tanto son deficientes como catalizadores a baja

temperatura (Zeikus, 1979).
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Existe evidencia de que los metanégenos producen proteinas resistentes a
cambios térmicos subitos en respuesta a temperaturas elevadas, conocidas como
"proteinas de choque" y también pueden producir proteinas tipo chaperonina para
mantener la estabilidad de otras macromoléculas. También acumulan en el
citoplasma celular en altas concentraciones, el metabolito 2,3-ciclodifosfoglicerato
que utiliza como contra-ién al K* (KcDPG) que probablemente estabiliza a las
proteinas, aunque el papel especifico de este compuesto no ha sido dilucidado

(Lowe et al., 1993; Zinder, 1993).

1.2.3. Acido desoxirribonucleico

El ADN de los microorganismos termofilos no tiene una composicion de bases
relevante que de indicios de estabilidad a la temperatura. El contenido de citosina
y guanina es variable e in vitro, el ADN puede ser facilmente estabilizado por
puentes salinos con fuerza idnicas moderadas (con soluciones 0.1 M de Mg+2).
Sin embargo, el trans RNA contiene mas guanina y citosina en la region de bases
especificas pareadas que provee mas enlaces hidrégeno y por lo tanto mayor
estabilidad a la temperatura. Igualmente, el ADN puede contener mas timidina
tiolada que provee mayor fuerza de agrupamiento en el interior de la molécula
(Zeikus, 1979).

Una caracteristica exclusiva de las arquibacterias termofilas, es la presencia de

una topoisomerasa, la girasa reversa. La presencia de esta macromolécula esta

relacionada al crecimiento en temperaturas altas, en particular superiores a 70° C,
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y produce superespirales positivas en el ADN, lo cual estabilizaria la molécula
haciéndola méas compacta por el mayor nimero de giros o superenrollamiento
(Lowe et al. 1993).

El ADN también puede ser estabilizado por el cDPG y por proteinas tipo histona
(HMf) que se unen de manera no especifica al ADN aumentando la resistencia a

la temperatura de desnaturalizacion (Zinder, 1993).

1.2.4. Lipidos, membrana celular y metanocoindritina

Los lipidos de la membrana celular de terméfilos extremos contienen mas acidos
grasos saturados y de cadena recta que los meséfilos. Esto permite a las
bacterias termofilicas crecer en altas temperaturas proveyendo el grado correcto
de fluidez requerido para el funcionamiento de la membrana.

Ldas bacterias metandgenas y otras arquibacterias tienen lipidos isoprenoideos
con enlaces etéreos; los grupos de los extremos de la molécula se unen de
manera covalente formando una molécula tetraetérea. Igualmente existen
reacciones exclusivas de las arquibacterias, de condensacién entre isoprenoides
superiores que pueden describirse como cabeza/cabeza, cola/cola y cabeza/cola
que resulta en una monocapa de lipidos, lo que mantiene unida e integra a la
membrana (Lowe et al., 1993).

Los mesdfilos y los termdfilos pueden alterar la composicion de acidos grasos

especificos de los lipidos de la membrana en respuesta a la temperatura de
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crecimiento para alcanzar o mantener una viscosidad en la membrana constante
en un proceso llamado adaptacién homeoviscosa (Zinder, 1993).

La capa exterior de heteropolisacaridos o metanocoindritina de microorganismos
termdfilos como Methanosarcina thermophila, provee agrupamiento y
estabilizacion a la temperatura y a la presion osmoética, probablemente debido a
que se trata de polimeros anidnicos con un gran nimero de puentes de hidrogeno

(Zinder, 1990).

1.2.5. Capacidad de adaptacion

Debido a la escasez y las condiciones extremas a las que se han encontrado y
aislado las bacterias termofilicas, se ha optado por usar inoculos mesofilicos
adaptados a termofilia. Se ha reportado que [os granulos anaerobios mesdfilos
pueden funcionar como acarreadores efectivos de bacterias termofilicas durante
las primeras etapas de adaptacién al incremento en la temperatura, aunque a
largo plazo, los granulos se desintegran perdiendo su estructura compacta, se
vuelven floculentos y se tiene el lavado de sélidos en reactores, lo que disminuye
la capacidad de conversion (van Lier et al., 1992; Rintala et al., 1993). La
desintegracién es debida probablemente a la muerte por alta temperatura de la
mayoria de los microorganismos que sintetizan la matriz organica que forma el
granulo.

Es entonces evidente que la termofilicidad s6lo puede estar codificada en la

informacion genética de las células. Esto puede llevar a la conclusién de que las
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bacterias anaerobias mesofilas adaptadas a termofilia, inicialmente se aclimatan a
la temperatura, lo que las hace muy activas, aunque después, la actividad
especifica decae y la capacidad de granulacion se pierde. Y solamente después
de muchas generaciones de células, los microorganismos adquiriran los
mecanismos moleculares especificos que daran lugar a la termoestabilidad y a la
actividad bioldgica y sera cuando estén compietamente adaptadas a las nuevas

condiciones, que las bacterias muestren capacidad de granulacion.

1.3. Formas de agrupamiento

1.3.1. Generalidades

Como se describié anteriormente, la digestion anaerobia es un proceso de varias
etapas en el que interviene un gran numero de bacterias, que mantienen
asociaciones e interrelaciones de flujo de sustratos y productos; por lo que
naturalmente tienden a estar agrupadas en consorcios bacterianos, tales que les
permiten estar cerca unas de otras segun sus necesidades metabdlicas.

Ha sido ampliamente reconocido que Methanosaeta es la bacteria que interviene
inicialmente en la formacién de esta agrupacion porque forma filamentos largos,
que se enredan para formar estructuras, que propician la fijacion de las demas
bacterias asociadas (Gorris et al, 1989; Zellner et al., 1994). Por ejemplo,
Methanosarcina crece en cumulos tipicos de 4 6 mas células, en ocasiones

incluidos en los filamentos de Methanosaeta (Robinson et al.,, 1984). Estos
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arreglos dan como resultado la formacion de granulos y biopelicul: U

estructuras se mantienen unidas debido a la secrecion de < ; nci:

exopoliméricas (EPS, "exopolimeric substances"), formadas principaln r » - -
polisacaridos y proteinas, de naturaleza quimica compleja, que pro ¢ 1
matriz en la cual los microorganismos estaran inmersos (Guiot, 1992).

De acuerdo con Henze y Harremoés (1983), en lodos granulares, se 1 .ideri

que de toda la biomasa existente, expresada como solidos volatiles (kg ¢ //rr-

i

s6lo el 50% esta activa ya que el resto es material exopolimérico y te | 2n 52

8
W

encuentra material inerte atrapado. Se puede calcular que la veloc
remocion de sustrato de lodos anaerobios es de 1 kg DQO/kg SSV-  ue s2

traduciria en la maxima carga masica aplicable a estos sistemas. Depen ¢ do 2

r—

los sustratos y del tipo de reactor se han reportado cargas de 3 a 7 k;; [ 20.kg
SSV y en la mayoria de los casos se encuentra entre 0.5 y 2.0 kg DQC. k; S&V/,
pero se ha calculado que si toda la materia organica fuera :ihmesa

biolégicamente activa se podrian alcanzar cargas de 10 a 15 kg DQ: 'l S5'

(Henze y Harremoés, 1983; Vifas, 1994). Se ha demostrado que en «lizesto es

anaerobios las bacterias anaerobias estrictas constituyen la poblacion rinante

poooole

y que las metandgenas representan el 10% de la microflora total (Garcia, 11430)

Se conoce que la capacidad de degradacion en los sistemas biologicos: Cepende
de la concentracion de biomasa presente. En algunos prototipos de Ie:cctores
como los de biopelicula, en los que se desconoce la concentracion de la jiomasa

se desconocen estos valores.
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Las constantes cinéticas y de crecimiento tipicas para cultivos anaerobios que se
muestran en la siguiente Tabla, son ios que se han utilizado para efectuar los
calculos anteriores.

Tabla 1.3. Constantes cinéticas de cuitivos anaerobios mesofilicos, 35° C (tomado
de Henze y Harremoés, 1983).

Parametro Kmax Y max Mx = Mmax Ks
Velocidad de | Coeficiente maximo Y max Constante
crecimiento de rendimiento Maxima tasa de de
especifico | (kg SSV/kg DQO) | remocion de sustrato afinidad
maximo kg DQO/kg SSV-d | (kg DQO/m®)
(@ biomasa activa

Cultivo 100 % 50%

Bacterias 2.0 0.15 13 7 0.2

acidégenas

Bacterias 0.4 0.03 13 7 0.05

metanégenas

Cultivo 0.4 0.18 - 2 1 -

combinado :

1.3.2. Las sustancias exopoliméricas y su composicion

Los microorganismos que intervienen en los procesos de digestion anaerobia
tienden a formar consorcios estructurados y estratificados, ya que sintetizan
sustancias exopoliméricas (EPS), llamadas también glicocalix bacteriano que
provee una matriz que mantiene a las células unidas entre si o adheridas a una
superficie. Se define como cualquier componente fuera de los elementos
integrantes de la pared celular, formado de polisacaridos altamente hidratados y
glicoproteinas globulares y se encuentra en la parte exterior de la membrana de
las células Gram negativas y del peptidoglicano de las células Gram positivas.
Costerton et al. (1981) clasifican los glicocalices en dos tipos: (1) como capas en

forma de S, compuestas de un arreglo regular de subunidades de glicoproteinas
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localizado en la superficie celular, y (2) como capsulas compuestas de una matriz
fibrosa en la superficie celular, que puede variar en espesor y pueden ser
descritas como:

(a) capsula rigida, muy estructurada, que excluye particulas ajenas a su
composicion y se tifie con tinta de la India o negrosina;

(b) flexible, que es bastante deformable y no excluye particulas;

(c) integral, que esta intimamente asociada a la superficie celular;

(d) periférica, que permanece asociada con las células pero puede estar
acomodada como un desecho en el espacio entre la pared y la membrana celular
conocido como menstruum.

Las capsulas pueden estar constituidas por homopolimeros simples o
heteropolimeros complejos compuestos de wuna amplia variedad de
monosacaridos tales como hexosas, 6-desoxihexosas, polioles, acidos uronicos y
aminoazucares como los mas importantes y el fosfato, formato, piruvato vy
succir;ato pueden estar presentes como sustituyentes. También se ha observado
que las protuberancias celulares tales como los pili 6 spinae, o fracciones de
estos pueden formar parte del glicocalix o estar inmersos en este.

La EPS vista al microscopio presenta varias formas: de cubierta deigada o goma
periférica, grandes areas de material fibroso rodeando a las células, matrices
fibrosas no organizadas, estructuras tipo fimbriae o acumulacién de material

amorfo encogido entre las células.
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Sin embargo, el analisis de la EPS por microscopia electrénica de barrido o de
transmision es dificil. Debido al alto grado de hidratacion de las cadenas de
polisacaridos, se tiene una fuerte condensacion de las estructuras durante la
preparacion de muestras, por la deshidratacion y la congelacion requeridas, lo que
resultara en estructuras deformadas e imagenes distorsionadas. También se ha
reportado que las bacterias cultivadas in vitro, tienden a perder la capacidad de
formarlo. Es decir, el glicocalix no ha podido observarse o estudiarse en la forma
en que se encuentra en la naturaleza.
La relacidon del glicocalix con la pared celular eé entonces particularmente
importante. Se ha demostrado que los cationes bivalentes tienen un papel
importante en la unién de las capas S de glicocdlix a la pared celular, lo que
puede constituir un mecanismo general de unién. Asi como las interacciones de
las estructuras terciarias de los polisacaridos que estdn en las moléculas
lipopolisacaridicas con los polisacaridos del glicocalix {Costerton et al., 1981).
La mayoria de los exopolisacaridos se producen a nivel de la membrana
citoplasmatica e involucran nucleétidos azucarados como precursores vy
acarreadores lipidicos poliprendlicos, en un proceso similar al d; Ia‘\si‘ntesis de-
lipopolisacéridos.
Como una excepcion, para los cocci Gram positivos la sintesis del glicocalix es
diferente, ya que sus polimerasas exopolisacaridicas se localizan en la superficie

celular o en el menstruum, debido a que los nucleétidos azucarados o los lipidos
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acarreadores no estan involucrados en la sintesis de los homopolimeros. Ademas
requieren sacarosa y otros disacaridos como donadores de grupos glicosilicos.

La formacion de los glicocalices esta regulada por los factores fisiolégicos que
afectan la sintesis de sus componentes. La formacion de la capsula es favorecida
generalmente por las relaciones C/N altas, mientras que la sintesis que depende
de donadores extracelulares de grupos glicosilicos, depende de la concentracion
de disacaridos. También se ha demostrado que la concentracion de iqnes afecta
la sintesis de la capsula, y las condiciones fisicas tales como el crecimiento sobre
solidos o en liquidos influencia la cantidad y composicion quimica de los
hexopolisacaridos producidos.

Las bacterias metandgenas presentan una amplia diversidad en los constituyentes
de sus envolturas celulares que se pueden agrupar en tres categorias:
pseudomureina, glicoproteinas o capas de proteinas y heteropolisacaridos (Jones
et al., 1987).

En sistemas de tratamiento tanto anaerobios como aerobios, existen numerosos
reportes y discrepancias en contenido y composicion de las sustancias
exopoliméricas de lodos. Urbain et al. (1993) y Schmidt y Ahring (1994) sugieren
que tales discrepancias son debidas a que se han utilizado varios metodos de
extraccién tales como, desprendimiento con agitacion, sonicacion, calor, lavados
con sosa, centrifugacion. Urbain et al. (1993) extrajeron el exopolimero de varias
muestras de lodos activados y encontraron mas proteinas que DNA y que

polisacaridos. Esto contradice los estudios de Sato y Ose (1980) que encontraron
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Capitulo 1. Generalidades de la digestioén anaerobia...

mas acidos nucleicos que proteinas y polisacaridos y el de Horan y Eccles (1986)
que encontraron mas polisacaridos que acidos nucleicos y proteinas.

En granulos anaerobios se ha determinado que las sustancias exopoliméricas
representa del 0.6 al 20% de los SSV (Shen et al.,, 1993; Dolfing et al., 1985;
Morgan et al., 1990; Grotenhuis et al., 1991; Guiot et al., 1991) dependiendo del
método de extraccion, de los métodos de analisis y del tipo de lodo examinado.

En un estudio comparativo de composicion de efluentes y temperatura de
operacion de reactores UASB, Schmidt y Ahring (1994) encontraron que las EPS
de granulos de reactores alimentados con sustratos simples metanogénicos o
acetogénicos tales como acetato, propionato y butirato contenian cantidades
menores de polisacaridos, que los reactores alimentados con aguas residuales
complejas (e. g.: fabricas papeleras, de azlcar y de alimento para peces), en
condiciones mesofilicas o termofilicas. Consecuentemente, la concentracion de
sustancias exopoliméricas era menor. Sin embargo, la concentracion de proteinas
y polisacaridos fue significativamente mas alta en mesofilia que en termofilia,
independientemente del sustrato, asi como la concentraciébn de sustancias
exopoliméricas.

Por otro lado, Guiot (comunicacién personal, 1993) considera que en biopeliculas
en general se encontraria alrededor de 62% de proteinas, 12% de carbohidratos y
el resto de materiales tales como ADN, lipidos y minerales atrapados en la matriz

exopolimérica.
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1.3.3. La formacion de biopeiiculas

Ya que las bacterias en la naturaleza tienden a estar rodeadas de esta matriz
polianidnica gruesa, altamente ordenada y continua, cuya composicion variara con
respecto a los sustratos disponibles presentes, debe esperarse una influencia
profunda en el acceso de moléculas, iones y protones hacia la pared y la
membrana citoplasmatica.

Las bacterias quedan inmersas en esta matriz, donde desarrollan su metabolismo,
se reproducen y mueren y las mantiene "pegadas” unas a otras en agrupaciones
y/o consorcios, les confiere la propiedad de formar microcolonias autoadherentes
o biopeliculas y en general un crecimiento persistente en un nicho favorable.
También es una forma de proteccion contra compuestos toxicos (e.g. metales
pesados) y agentes antibacterianos (e.g. surfactantes, bacteriocinas,
bacteriéfagos, anticuerpos, antibiéticos, protozoarios y otras células fagociticas).
Esta tendencia a formar agregados celulares ya sea en forma de granulos o
biopeliculas, tanto en mesofilia como en termofilia, se presenta de forma natural
en el momento en que se ponen en contacto con una superficie suficientemente
rugosa y/o porosa que permita la adhesion.

Las superficies en ambientes acuosos naturales presentan una alta concentracion
de nutrientes organicos e inorganicos, lo que promueve la adhesién bacteriana.
Una vez que se han establecido en la superficie, las bacterias producen grandes

cantidades de EPS, lo que posteriormente constituira una especie de resina de
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intercambio, de area superficial muy grande que concentrara los sustratos y
nutrientes cerca de las céluias, al quedar adsorbidos en esta superficie.

La fijacion bacteriana iniciai a una superficie inerte, debe vencer las fuerzas
electrostaticas de repulsion entre la superficie que actuard como soporte de la
biopelicula y la célula bacteriana. Las grandes extensiones de la célula en forma

de fibras de glicocalix, pili O spinae, suficientemente largos para alcanzar la

superficie exterior de la pared celular, pueden actuar como puente en el espacio

entre ia bacteria y la superficie y permitir que fuerzas de atraccién tales como
puentes de hidrégeno y formacién de iones pareados inicien la adhesién.

La agregacion de microorganismos requiere una tensién hidrodinamica o agitacion
minima, para que las colisiones entre células den inicio a la agregacion. Este
proceso tiene bases fisicoquimicas y bioguimicas descritas ampliamente por
Verrier et al. (1988), van Loosdrecht et al. (1990) y Guiot (1992). El desarrollo de
biopeliculas involucra varios pasos individuales distinguibles:

(1) la adsorcion de moléculas organicas a la superficie del soporte,

(2) el transporte de ceélulas a la superficie,

(3) 1a adhesidn de las células a la superficie o unas a otras,

(4) la produccién de sustancias exopoliméricas para la formacion de la matriz de la
biopelicula,

(5) la colonizacién y desarrollo de la biopelicula por crecimiento bacteriano y

(6) la desunién de particulas de biopelicula causada por esfuerzos cortantes del

fluido en el que estan suspendidas.
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Algunos de estos procesos se muestran en el siguiente esquema, en donde se
propone la interaccion de algunos compuestos tales como iones dibasicos, grupos
hidréfobos, materia organica, proteinas y sustancias exopoliméricas, para mostrar
asi la complejidad del proceso de formacién de biopeliculas. Igualmente, se

muestran algunas de las posibles estructuras que muestran las sustancias

exopoliméricas, como se describidé en 1.3.1.

l .
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Figura 1.2. Formacién de biopeliculas en un soporte inerte inmerso en una fase
liguida, mostrando algunos de los pasos propuestos por Guiot _(1992).
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1.3.4. Influencia del tipo de soporte

Para promover la adhesion de estos microorganismos, las caracteristicas del
soporte juegan un papel importante en la adhesién inicial, ya que para el
establecimiento de una primera capa bacteriana se requiere que el soporte tenga
poros o cavidades que provean zonas con poca agitacion en las cuales las
bacterias puedan fijarse inicialmente.

Igualmente, se debera tomar en cuenta la composicién quimica del soporte y la
afinidad de las bacterias al mismo, como es el caso de las bacterias
metanégenas. Ya que Verrier et al. (1988), observaron que presentan diferentes
grados de afinidad por los tipos de materiales a los que pueden adherirse tales
como politetrafluoroetileno (PTFE), polipropileno (PP), polietileno (PE), polivinil
cloruro (PVC), poliacetal -(PAC) y poliamida (PAM). En ese estudio se encontro
que Methanosarcina mazeii no se adhirid a ningun soporte debido a que forma
aglomerados semiesféricos y a la naturaleza hidrofilica de los exopoliméros que
excréta, por lo que la adhesion inicial de esta bacteria es debida a uniones
electrostaticas.  Contrariamente,  Methanothrix = soehngenii se  adhiere
preferentemente a superficies hidrofébicas tales como PTFE, PP y PE y la unién
inicial se dara por fuerzas hidrofébicas. Debido a que este microorganismo forma
flamentos de varios individuos, se ha encontrado que es la bacteria que
inicialmente se fila a una superficie y que Methanosarcina generalmente esta

atrapada en la red formada previamente por Methanosaeta (Henze y Harremoés,
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1983; Robinson et al., 1984, Verrier et al., 1988; Heijnen et al., 1989; Sanchez et

al., 1994).

1.3.5. Biopelicula y metabolismo

La formacion de biopelicuias por bacterias anaerobias permite el acomodo o
estratificacion de acuerdo a sus necesidades de interdependencia en cuanto a la
utilizacién de sustratos y produccion de productos. De esta forma las bacterias
acetoclasticas e hidrogenotrofas metanogénicas estaran cerca de las bacterias
productoras de hidrégeno y de acetato (Guiot, 1992).

Las biopeliculas presentan grandes areas de transformacién, con mayores
concentraciones de biomasa activa por unidad de volumen de reactor, ya que se
utilizan soportes porosos 0 con cavidades que ademas presentan una gran
resistencia mecanica y a cambios en régimen hidraulico.

El crecimiento bacteriano en las biopeliculas toma lugar a expensas de la energia
producida durante la degradacion de la materia organica. Shapiro y Switzenbaum
(1984), demostraron que la velocidad de acumulacion de biopelicula anaerobia se
incrementa conforme aumenta ia concentracion de materia organica suministrada
a los reactores. La remocion de los sustratos de la fase liquida se lleva a cabo
inicialmente por la adsorcion de estos a la superficie de la biopelicula, considerada
como una reaccion de primer orden. Posteriormente se tiene la difusion de los

reactivos al interior de la biopelicula para ser aprovechados por los
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Cesitulo 1. Generalidades de ia digestion anaerobia...

microorganismos y también el flujo difusivo a través de la biopelicula de los
productos del metabolisme hacia el exterior.

Es decir, después de ia solubilizacidn se tienen sustratos que se pueden difundir
en la biopelicula donde el siguiente pasa en la secuencia de degradacion, es la
produccion de 4cido aceético que sera reducido en la fase metanogénica a metano.
Cuando la concentracion de metano es baja, el transporte hacia afuera de la
biopelicula serd por difusidn, para lo cual debe existir un gradiente y una
acumulacion de gas. Si el liquido alrededor esta supersaturado entonces el
metano se desalojara en forma de burbujas (Henze y Harremoés, 1983; Kitsos et
al., 1992).

Se han propuesto varios modelos matematicos para la explicacion de este
proceso, que distinguen entre la fase acidogénica y la fase metanogénica del
proceso de digestibn anaerobia, con sus respectivas constantes cinéticas. Se
considera que estos procesos obedecen a la Ley de Fick, debido a o delgado de
las biopeliculas, que ofreceran poca resistencia a la difusion.

La profundidad a la que el sustrato penetra la pelicula_ depende de la velocidad de
flujo de la fase liquida, la concentfacién de sustrato, los coeficientes difusivos de
reactivos y productos y la velocidad de utilizacién del sustrato por la biomasa.

Las transformaciones corresponden a reacciones de orden cero, de primer orden
o de tipo Monod, pudiendo distinguir en todos los casos entre la fase acidogénica
y la metanogénica porque los sustratos y productos de cada fase son diferentes

asi como los parametros cinéticos (Henze y Harremoés, 1983). Kitsos et al. (1992) |
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encontraron que la velocidad de consumo de acetato era lineal con respecto al

espesor de biopeliculas en formacion de hasta 800 um.

1.3.6. Estabilidad de las biopeliculas

Las biopeliculas son sistemas sumamente fragiles, ya que aun después de la
inmovilizacion irreversible de células o bioinmovilizacién, se puede tener pérdida
por desprendimiento masivo o por erosion.

La erosion por esfuerzos cortantes hara que se desprendan pequefas fracciones
de biopelicula y en este caso, el espesor de la biopelicula del soporte estara
controlado por el mecanismo de regeneracion de los microorganismos y por el
~ tamanio y densidad del soporte inerte en combinacion con la velocidad superficial
del fluido. Es decir, estaria controlada por el equilibrio que existe entre la
velocidad de reproduccién de la biomasa y la velocidad de desprendimiento por
los esfuerzos cortantes debidos al flujo del fluido (Henze y Harremoés, 1983;
Nikolov y Karamanev, 1987; Guiot, 1992).

El desprendimiento masivo es la pérdida de grandes fracciones de biopelicula y la
consecuencia es un cambio de espesor, dafio y debilitamiento de la estructura de
la matriz de la biopelicula, asi como una variacion en la cantidad de solidos
retenidos en el soporte y de la actividad especifica del sistema. Este tipo de
desprendimiento se ha relacionado con una gran produccion de gas, cambios de
presion osmoética, cambios de pH, presencia permanente de téxicos y depredacion

celular, entre otros.
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1.3.7. Inmovilizaciéon de bacterias anaerobias

Stronach et al. (1987) comprobaron que en mesofilia, la adicidon de polimeros
sintéticos floculantes, puede mejorar la retencion de biomasa durante la
inmovilizacion, pero aparentemente interfiere en el proceso de evolucion de una
poblacion bien a‘daptada, estable y con buena actividad metanogénica.

Gorris et al. (1989) encontraron que la formacién de biopeliculas anaerobias
mesofilas sobre arena en un lecho fluidificado y la composicién de las mismas, es
independiente del tipo de indculo utilizado y en la composicion bacteriana de la
biopelicula predomina Methanothrix con un 72% de la biomasa total, en menor
grado Methanosarcina y Methanobacterium en un 10%.

En reactores mesofilicos cuyo soporte fue arena y sobre la que se inmovilizaron
cepas puras de bacterias fermentativas y metanogénicas, existe evidencia de que
Methanosarcina barkerii se adhirid a la biopelicula después de que ésta estuvo
formada pof Clostridium amalonaticus y Pseudomona aeruginosa, indicando
probablemente que estas bacterias en cultivo puro no tienen la capacidad de
inmovilizarse por la pérdida de la produccion de EPS de los cultivos in vitro
mencionada anteriormente (Meier-Schneiders et al., 1993).

Como antecedente de inmovilizacion de bacterias anaerobias en un reaétor de
lecho fluidificado inverso (RLFl) se tiene un solo trabajo en el que se ha
comprobado experimentalmente por Gonzalez et al. (1992), que el polietileno de
baja densidad molido hasta fracciones de tamafio pequefio (0.25 a 0.6 mm) puede

ser colonizado facilmente y es un soporte inerte para este proceso.
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La inmovilizacion en este material se llevé a cabo utilizando un reactor de lecho
fluidificado inverso en el cual se manejaron bajas velocidades verticales de flujo
(2 m/h) y se obtuvo una colonizacion importante de bacterias acidogénicas,
acetoclasticas y metanogénicas, en condiciones mesofilicas, con las actividades

tréficas inherentes a estas.
1.4. Los Sistemas de Tratamiento con Biomasa Inmovilizada

1.4.1. Generalidades, prototipos y soportes

Las biopeliculas inmovilizadas en soportss inertes se manejan en una amplia
variedad de configuraciones de reactores tales como los de filtro anaerobio, discos
rotatorios y lechos fluidificados (Henze y Harremoés, 1983).

En estos sistemas de tratamiento, los soportes que se han utilizado son: piedra,
grava, arena, sepiolita, carbon éctivado, B_iolite®, anillos y esferas de ceramica y
vidrio sinterizado y poroso, tubos plasticos y corrugados (Flocor R®), formas
especiales de plastico (Hyflow® y Bioeco®), paneles modulares y tubulares de
plastico (Bionet®), mallas de acero o de plastico, poliuretano reticulado (PUR®),
polietileno, PVC y Teflon®, estos tltimos sélo en sistemas experimentales.

Con los sistemas de crecimiento inmovilizado es posible obtener tiempos de
retencion celular mayores a 15 dias, por lo que estos reactores se pueden operar

con tiempos de retencion hidraulica cortos.
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En el tratamiento de aguas resi_duales toxicas, estos sistemas ofrecen ventajas en
comparacién con los sistemas de crecimiento suspendido. Para sistemas de
toxicidad cronica, la capacidad de retencion de biomasa en sistemas inmovilizados
permite la aclimatacion al sustrato toxico antes de que la toxicidad dé lugar al lavado
de la biomasa activa. Para sistemas con toxicidad transiente, los sistemas con carga
hidraulica alta proporcionan la elucion rapida de los toxicos, debido a la reduccion
drastica de los tiempos de retencion (Guiot, 1992).

La mayor ventaja del tratamiento anaerobio, que es la baja generacion de biomasa,
es una desventaja en estos sistemas, ya que en general, los reactores de biopelicula
requieren tiempos de arranque tipicos de 1 a 2 meses y al menos 4 a 6 meses para
alcanzar una operacion estable a altas cargas orgéanicas (Henze y Harremoés, 1983,

Gorris et al., 1989; Heijnen et al., 1989; Zellner et ai., 1994).
1.5. El Lecho Fluidificado

1.5.1. Antecedentes

El reactor de lecho fluidificado (RLF) para tratamiento de aguas residuales, es un
prototipo que se ha utilizado recientemente debido a las ventajas que presenta sobre
otros sistemas. Antes de 1984, solamente se encontraban a nivel laboratorio o piloto
y después de esta fecha se empezaron a utilizar a es.cala industrial (Heijnen et al.,

1989). Desde entonces y. hasta 1990 se tenian operando 65 reactores comerciales
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con soporte en Estados Unidos y Europa. En Estados Unidos, la primera patente
concedida a un lecho fluidificado con soporte, se asigné en 1974 a Ecolotrol Inc.
para la desnitrificacion de aguas residuales (Sutton y Mishra, 1991). Cabe sefialar
que los lechos fluidificados anaerobios, también se han utilizado extensamente
desde entonces para {a remocion de nitrégeno de aguas residuales municipales con
fines de abastecimiento.

Una de las compafiias mas interesadas en los lechos fluidificados para el tratamiento
de desechos ha sido General Motor Corporation, particularmente en el sistema
OXITRON® desarrollado por Dorr-Oliver Inc., para la remocién de compuestos
organicos volatiles (VOC's) provenientes de la pintura automotriz de las plantas de
ensamblado, asi como de las aguas residuales de plantas metalurgicas. Finalmente,
el uso se ha extendido desde la remocion de amonio de plantas empacadoras de
pescado, tratamiento de residuales de cerveceras y de aguas negras, al tratamiento
de residuales que contienen compuestos organicos complejos provenientes de la
industria metallrgica, quimica y petroquimica (Sutton y Mishra, 1991).

Los soportes utilizados han sido arena, arcilla, perlas de vidrio poroso, tierra de
diatomeas, ademas de soportes mas ligeros como el poliuretano (PUR®) y el Biolite®
(la densidad aparente de éstos se encuentra entre 1.1 y 1.2 kg/ma), que se han
disefiado especificamente para estos sistemas con el objeto de reducir los gastos de
fluidificacion. También se han utilizado resinas de intercambio ibnico y carbon

activado granular como soportes activados para mejorar los procesos de remocion
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Capitulo 1. Generalidades de la digestién anaerobia...

de contaminantes. Los menos apropiados han sido probablemente el carbon y la

arena, debido a que son los mas pesados (Speece, 1996) y de ahi la necesidad de

disefiar soportes mas ligeros.

1.5.2. La hidrodinamica de los reactores de lecho fluidificado

Estos sistemas consisten de reactores de dos y tres fases (séiido-liquido, sélidb-gas
y liquido-sdlido-gas), er las que el lecho de particulas de sopo&e se expande con
una corriente de liquido y/o de gas, de tal forma que las particulas siempre se
encuentran suspendidas y no tienen una‘ posicion fija en el lecho, pero se mueven
facilmente en los alrededores y cada ura tiende a permanecer localizada dentro de
un pequefo volumen de la cama (Henze y Harremoés, 1983 y Kunii y Levenspiel,
1991).

La aplicacion de gas a los lechos fluidificados en ambas configuraciones, sirve para
aumentar la turbulencia y el mezclado pero también para disminuir la densidad del
lecho, con lo que el gasto de fluidificacién se disminuye (Fan et al., 1982; Muroyama
y Fan, 1985). En estos sistemas se requiere de separadores trifasicos para separar
el liquido del soporte y del gas (Sutton y Mishra, 1991 y Holst et al., 1997).

El flujo del liquido puede ser ascendente, que es la fluidificacion tradicional en la que
se usan soportes mas pesados que el agua, por lo que se requeriran altas

velocidades de liquido y de gas para alcanzar la fluidificacion.
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Cuando las velocidades de gas y de liquido aplicadas son bajas, se obtiene un lecho
fijo, si estas aumentan se obtendra un lecho expandido y posteriormente un lecho

fluidificado, como se muestra en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Regimenes de expansién en la fluidificacidén ascendente en sistemas
trifasicos en donde la magnitud de la velocidad superficial del gas (Ug) y del liquido
(Ug) definen el tipo de régimen de fluidificacion.
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

En este caso se alcanzan las condiciones de fluidificacién particulada y el lecho se
expande suavemente sin la turbulencia conocida como ﬂgidiﬁcacién agregativa o de
arraétre, que se presenta cuando las burbujas grandes de gas arrastran una estela
de particulas de tamafio pequefio que salen del lecho (Muroyama y Fan, 1985). Este
régimen se debe principaimente a una alta velocidad de gas y de liquido,
representada en la Figura 1.3 en el extremo superior derecho.

Contrariamente, en la fluidificacién inversa, se obtienen dos modos de operacion
variando la cantidad de liquido en la columna. Una es la fluidificacion con el liquido
como fase continua en donde la corriente de liquido es descendente, ya que los
soportes utilizados son mas ligeros que el liquido, como el poliestireno, el
polipropileno, el polietileno (la densidad aparente de estos soportes varia de 75 a
930 kg/m3) y flotan. Las particulas estan suspendidas o flotando en el liquido y el
control del nivel del liquido se hace en la parte superior del reactor.

La segunda es donde la fase continua es el gas, en donde las particulas son
irrigadas por el liquido desde la parte superior del reactor y el gas fluye desde la
parte inferior entre los espacios vacios de las particulas que permanecen
practicamente inmoviles, es decir, se mantienen suspendidas por la corriente
gaseosa. En este caso el nivel de liquido se controla en la parte inferior del sistema
(Fan et al., 1982).

La baja densidad de los soportes utilizados en este prototipo facilitan la fluidificacion,

porque las velocidades de flujo a que son operados estos reactores son menores, o
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cual, eliminaria el alto costo usual de los equipcs de bombeo en el caso de raactores

industriaies (Fan et al., 1982; Karamanev y Nikolov, 1992 y Krishnaia et ai., 1993).

En la Figura 1.4. se muestra diagramaticamente la fluidificacién en lechos inversos.

e

En esta Figura se muestran ambos regimenes de fluidificacion: uno cuando la fase

Bt

continua es el gas (extremo superior izquierdo) y cuando la fase continua es el

liquido (extremo inferior derecho).

En el primero, con bajas velocidades se obtiene un sistema semejante a un filtro

44 dAa

percolador. El gas fluye solamente por los espacios libres entre las particulas y el

liquido resbala sobre la superficie de estas. Lo mismo sucede con el contacto

11

turbulento que corresponde a un tipo de iilidificacion y que se presenta cuando se

'y

aplica mayor velocidad de gas y liquido a la cama.

Cuando la fase continua es el liquido, los regimenes de expansion son diferentes.

Aplicando velocidades altas de liquido y de gas, se obtiene el desplazamiento de las

Al

particulas del lecho o lo que se conoce como transporte particulado (Fan et al.,

LN

1982), que se presenta en funcion de la densidad de los soportes utilizados.

Con altas velocidades de liquido pero bajas velocidades de gas se alcanza la
fluidificacion, debido a que como se menciond anteriormente, el gas disminuye la
densidad del lecho y solamente se requiere una corriente suave de liquido para

llevar el sistema a estas condiciones.

Cabe mencionar que Fan et al. (1982) reportan que existe una transicion entre los

~AmAAN O ARNARNRAQAQAQQR QN

AL Xt Al g

regimenes debido a la transicidon entre las fases continuas.
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Figura 1.4. Regimenes de expansion en lechos fluidificados de flujo descendente en
sistemas trifasicos (adaptado de Fan et al., 1982).

Sin embargo, en la fluidificacion descendente se ha reportado que existen
problemas de retencién de gas dentro del reactor debido al régimen de fluidificacion.

Las burbujas al ser menos densas que el liquido y que el soporte, tienden a subir
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y aumentar de tamarfio durante la ascension, comigscen en burbujas méas grandes
que tienen una fuerza de flotacior mayor. =i: ia fluidificacion descendente, las
burbujas de tamafo pequefo tardan mes liempo en alcanzar tamafios
suficientemente grandes debido al flux descendente del liquido y permanecen mas
tiempo en el lecho, disminuyendo efectivamente la densidad del mismo pues forman
una dispersion con el liquido, pero lo expanden en exceso y evacuan las particulas
de soporte reactivo (Fan et al., 1982; Karamanev y Nikolov, 1992 y Krishnaia ef al.,
1993). En este caso la fraccion de burbujas atrapadas o la fraccidbn ocupada en el
lecho por el gas, &, no se ve afectada con un aumento de la velocidad superficial del
liguido, U, (Fan et al., 1982).

En el analisis hidrodinamico de lechos fluidificados se requiere el conocimiento de
varios parametros que determinaran las caracteristicas hidrodinamicas del lecho. En
este caso se utiliza la ecuacion de Ergun para predecir, a partir de valores
expe'rimentales de caida de presion con respecto a velocidades superficiales del
liquido, la velocidad minima de fluidificacion, U, y los valores de fraccion de

espacios vacios que ocupan cada una de las fases involucradas, tales como el

liquido, & , el gas, & y las particulas & mr La Uny, fisicamente es la fluidificacidn sin

arrastre de particulas y la &, ,r, el grado de expansion del lecho en esta condicion

(Muroyama y Fan, 1985; Kunii y Levenspiel, 1991).
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

La ecuacion de Ergun representa fisicamente un balance de fuerzas, ya que se basa
en la suposicidon de que la fuerza de arrastre del liquido que se mueve a una
velocidad superficial minima de fluidificacion es igual al peso de las particulas en el
lecho durante la fluidificacion ascendente, o a la fuerza de flotacidn que ofrecen

durante la fluidificacion descendente,

[Fuerza de arrastre ejercida [Peso de las particulas
sobre las particulas ~ o lafuerza de flotacion
por el liquido o el gas] ejercidal
1.75 150 (1-¢, . d> p, - p.
——(Re)Z, + 3( e ) e),, = — ! (p|2 P39 (Ec. 1.5)
gp,mf * ¢s gp,mf * ¢s ‘ /j

donde el grupo de la derecha es conocido como el numero de Arquimedes, aunque
algunos autores lo refieren como el numero de Galileo (Kunii y Levenspiel, 1991).

La funcién de arrastre, /, esta definida como
= para 2 <Re<500 (Ec. 1.6)

por lo que representa una relacion entre el peso de las particulas (fluidificacion
ascendente) o la fuerza de flotaciéon de las mismas (fluidificacion descendente) y la
energia cinematica del liquido.

Considerando el balance anterior, las condiciones minimas de fluidificacién quedan

expresadas como,

AP
H =P p)1-¢) (Ec. 1.7)
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en donde la caida de presion en el lech es igual al peso de las particulas.

Cuando el liquido es la fase continua vy la densidad de la particula, ps, es menor que
la del liquido, p, la fluidificacion se witiene por el flujo del liquido en contra de Ia
fuerza de flotacion neta de las particulas (Fan et al., 1982; Muroyama y Fan, 1985;
Kunii y Levenspiel, 1991; Karamanev y Nikolov, 1992). En este caso, que es el del
reactor de lecho fluidificado inverso (RLFI), la fuerza aplicada por el peso de las

particulas se reemplaza por la fuerza de flotacion,

AP

go—=(p|—ps)(1—8) (Ec. 1.8)

En el estudio de la hidrodinamica de lechos fluidificados se utilizan tres grupos de
correlaciones para precisar la bondad de la prediccion de la U Las que relacionan
la expansion del lecho, &,, con respecto a las velocidades superficiales, Uy, como la
de Zaki y Richardson, que es la mas popular por ser la mas simple (Fan et al., 1982;
Muroyama y Fan, 1985).

Las que relacionan la expansion del lecho, &, con el coeficiente de arrastre, f, el

Numero de Arquimedes y el Numero de Reynolds como los modelos de
Ramammurthy-Subbaraju y de Riba-Couderc (Fan et al., 1982; Muroyama y Fan,
1985).

Y las que relacionan la aitura de la cama expandida con las variables de operacion

del sistema tales como el diametro de particula d.. |2 sensidad de las particulas, ps ,
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la densidad del liquido, Py la velocidad del liquido, U, como la de Wen y Yu (Fan et
al., 1982; Karamanev y Nikolov, 1992).
En el analisis del RLFI, Fan et al., (1982) concluyen que los datos experimentales en

un sistema solido-liquido-gas, no pueden ser representados satisfactoriamente por
las correlaciones disponible:s que relacionan & ¥ Ug y por la ecuacion del coeficiente

de la funcion de arrastre, mas que con una varianza del 15%. Para las demas
correlaciones la varianza es de 25%,‘ Es decir, el mejor ajuste se obtiene con la
correlacién de Zakiy Richarc son.

En cuanto a estudios de hicrodinamica en RLFI se tienen tres solamente. El primer
planteamiento fue hecho por Fan et al. (1982), en e‘! gue se estudio el régimen
hidrodinamico en sistemas solido-liquido y solido-liquido-gas para esferas de
polietileno y polipropileno con diametros de 4.76 a 10.1 mm, densidades aparentes
de 388 a 930 kg/m3 y una L/D del reactor de 35. Plantearon las correlaciones que
mejor describian el sistema, que son las de Zaki y Richardson, modificadas por estos
autores, asi como un "mapa" de las diferentes etapas de expansion que se tienen en
el lecho durante la fluidificacidon, que se mostro en la Figura 1.4. Las velocidades de
fluidificacion que encontraron estuvieron entre 5.5 y 6.4 m/h con velocidades de gas
que variaron en la misma magnitud.

Posteriormente, Karamanev y Nikolov (1992) caracterizaron hidrodinamicamente el
sistema solido-liquido-gas para esferas de espuma de poliestireno con didmetros de

1.31 a 7.24 mm y densidades aparentes de 75 a 854 kg/m® y una L/D del reactor de
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16. Las conclusiones a las que llegeron despues de la aplicacion de correlaciones
fueron similares a las de Fan et al. (1982), las velocidades de fluidizacion que
encontraron variaron de 2.3 a 3.0 m/h,

Krishnaiah et al. (1993) en un reactor de tres fases con L/D de 23 y esferas plasticas
de 125 y 19.9 mm de diametro y densidad aparente de 135 a 248 kg/m’,
propusieron una correfacion que describe la velocidad minima del liquido en la
fluidizacion que relaciona el coeficiente de arrastre, f, el NGmero de Arquimedes vy el
Numero de Reynolds y que correlaciona los datos experimentales y los obtenidos de
la simulacién en forma lineal. Las velocidades minimas de fluidizacion encontradas
fueron de 2.1 a 2.2 con una velocidad de gas de 33.7 a 56.1 m/h.

Garcia-Calderén et al. (1997), encontraron que la veloéidad minima de fluidizacién
para un reactor con particulas de perlita molida con un diametro de 0.968 mm vy
densidad de 213 kg/m3, era de 2.3 m/h y las velocidades superficiales medidas
correspondieron al modelo de Zaki y Richardson.

Cabe mencionar que en todos los casos sefialados anteriormente, las bajas
velocidades de fluidificacion obtenidas son debidas también a la aplicacion de un gas
para disminuir la densidad del lecho, excepto en el caso de Garcia-Calderon et al.
(1997), en donde las particulas inmovilizadas producen el gas en el lecho mismo.
Como se menciond anteriormente, el RLFI, presenta problemas de retencion de gas

y se tiene la siguiente correlacion obtenida por Fa~ 3t al. (1982), que predice la

fraccién de gas atrapado en el lecho, g, = 0.322 £"*(U,, /U,)"".
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

Este tema, es de interés ya que se tienen algunos estudios recientes en reactores
fluidificados anaerobios con biopelicula activa, uno de ellos llevado a cabo por
Setiadi (1995), en un reactor con un didmetro menor a 5 cm, utilizando como soporte
arena y alimentando con agua residual sintética. Encontrd una correlacion para la
expansion del lecho que relaciona el Niumero de Reynolds y el Numero de Galileo de

manera exponencial, 0 sea, ¢ = 1.72Re”*® Ga®'™, la cual predice este parametro con

exactitud.

Otro estudio similar que predice la retencion de cada fase en el reactor es el de Yu y
Rittmann (1997) en el que utilizan correlaciones ya conocidas. Concluyen que la
presencia de biopelicula en el soporte afecta el valor del factor de arrastre y obtienen
una correlacién para expresar este fenomeno. En este mismo sentido se tiene el
estudio hecho por Garcia-Calderon et al. (1997) en el que encuentran que para
particulas con densidad de 213 kg/m3, la velocidad terminal de las particulas, U,
disminuye de 65 m/h para particulas sin biopelicula a 27 m/h para particulas que han
acumulado 72 pm:,d’e biopelicula, factor que influye en la expansion de lechos

inversos, ya que la velocidad terminal de particulas menos densas que el agua es

debida a la fuerza de fiotacion.
1.5.3. Arranque y operacion de lechos fluidificados

En general, durante el arranque de RLF se inoculan con lodos de alta actividad

metanogenica y contenido de soélidos volatiles. La inoculacion se hace adicionando
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30 a 60% en volumen y el reactor se cierra durante varios die: o semanas, para
permitir que las bacterias inoculadas estén en contacto con el seporie el mayor
tiempo posible. Otra estrategic es inocular & rezctor continuamente con
sobrenadante de digestores anaerobios junto con el agua residual a tratar y
aparentemente los tiempos de arranque disminuyen, pero para reactores de gran
escala no es practico por los grandes volumenes de sobrenadante requeridos
(Heijnen et al., 1989).

Las dimensiones clasicas de los RLF o la relacién L/D, varia de 20 a 30 veces, para
evitar el arrastre de particulas fuera de la zona de fluidificacion, es decir, la longitud
del reactor contempla una zona de "desenganche” de particulas. Esta se caracteriza
actualmente por un ensanchamiento en el didmetro de la columna, que permite que
las particulas disminuyan'su velocidad terminal y regresen al lecho, 1o que ha
permitido reducir esta relacién, economizando en la inversién de la construccién, asi
como =l uso dé soportes menos pesados.

La expansion del lecho esta controlada por la velocidad vertical del fluido y para
lechos fluidificados se considera que debe de estar entre 30 a 50", pero puede
alcanzar hasta un 100%. Ya que en lechos fluidificados se utilizan tiempos de
retencién cortos, la expansion del lecho se obtendra con una alta tasa de
recirculacion, que permitira el uso de velocidades superficiales de liquido de 10 a 30

m/h en lechos ascendentes. La velocidad de sedimentacion de las particulas
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Capitulo 1. Generalidaces de la digestion anaerobia...

utilizadas como soporte en este caso, que puede ser de 150 a 300 m/h, influye
también en la magnitud de las velocidades necesarias para la expansion.

En el caso de los lechos descendentes, las velocidades pueden variar de 2 a 12 m/h
y en la literatura no esta reportado el valor de la fuerza de flotacién de muchos de los
soportes utilizados.

Existe amplia informacién respecto a los lechos fluidificados de flujo ascendente,
pues son prototipos que se han utilizado desde la década de los setenta. Estos
reactores permiten la acumulacion de una gran cantidad de biomasa en el soporte,
de cerca de 40 kg/ma, debido a que las particulas utilizadas tienen diametros tipicos
de 0.2 a 0.8 mm, lo que representa grandes superficies para la adhesion, con 2000
m?/m?* en promedio pero que puede alcanzar hasta 8000 m?m>. El espesor de las
biopeliculas varia de 60 a 200 yum para soportes entre 0.3 y 0.5 mm y con remocion
de carga organica de 40 kg/m3-d. Las biopeliculas son mas compactas cuando los

tiempos de retencion se encuentran entre 4 y 40 horas. Pero en general, se ha

reportado que a mayores cargas organicas, mas gruesa es la biopelicula (Shapiro y

~Switzenbaum, 1984). También se considera que las altas velocidades superficiales

del liquido y el gas aplicado producen suficientes esfuerzos cortantes como para
controlar el espesor de la biopelicula, pero si la friccion dinamica entre particulas no
es suficiente, eventualmente la biopelicula crece y cambia la densidad del soporte.
En reactores ascendentes en los cuales se ha tenido un crecimiento excesivo, el

diametro efectivo de las particulas se incrementa y la densidad se reduce, lo cual
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resulta en una expansion del lecho iyor gue la debida a la fluidificacion y las
particulas pueden ser transportadas fuera del reactor, por lo que se requieren
medios mecanicos para controlar el espesor de la biopelicula.

Se han utilizado una serie de sistemas para separar la biopelicula del soporte.
Sutton y Mishra (1991) reportan que todos los sistemas comerciales conocidos
utilizan una bomba en la cual se lleva a cabo esta separacion. También se utilizan
mallas gravitacionales con barras en forma de cufias con un sistema de lavado por
aspersion, asi como separadores hidraulicos internos solos o acoplados con ciclones
externos.

Debido a esto y a las relaciones L/D que se usan, se pueden alcanzar capacidades
de tratamiento mas altas que en otros reactores, desde 20 a 100 kg DQO/m*d en
equipos muy compactos (Henze y Harremoés, 1983; Heijnen et al., 1989; Ehlinger,
1994 y Holst et al., 1997).

Los perfiles de aplicacion de carga que se han utilizado durante el arranque para
estos reactores son dos: el primero conocido como el perfil de maxima eficiencia en
el que se aplica una carga organica baja de 1 kg/m3-d y una carga masica de 0.1 k
DQO/kg SSV-d con un tiempo de residencia de 1 dia. La carga se duplica cuando se
ha alcanzado la maxima eficiencia. La segunda estrategia es conocida como el
maximo perfil de carga en el que se aplican altas cargas organicas, considerando la
carga masica que el reactor puede tolerar, con ur tiempo de retencion de 1 dia. La

carga se aumenta nuevamente aun cuando el nivel de remocion sea bajo (de 1500 a

49

L
5
-
A
P

e 3
r.___j
“
o3
P 4 -~
R £ 1
g
o
c =
k]
¢ =

ﬁ

"

< VU % W W WO W O | O

!



»
»
»

w 9

N Py My m Ny N g =p

(i

Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

2000 mg/L de &cidos grasos en el efluente). En este caso se adiciona alcali para
controlar ia acidificacion del reactor por sobrecarga, por lo que este tipo de arranque
es mas costoso.

En el caso de reactores de 2 etapas se tiene que las cargas se elevan hasta obtener
una acidificacion completa de la primera etapa y se han reportado de hasta 100

kg/m3-d (Heijnen et al., 1989).

1.5.4. Ventajas y desventajas de los lechos fluidificados

La principal ventaja que presenta el concepto de lecho fluidificado biolégico es la
reduccion en el tamafio del reactor debido a la alta eficiencia volumétrica asociada
con el desarrolio de una alta concentracion de biomasa en el soporte (Sutton vy
Mishra, 1991). También presentan algunas otras ventajas con respecto a los
reactores convencionales de biomasa suspendida tales como:

(1) los esfuerzos altos debidos a la fluidificacion por friccion con el liquido o friccion
dinamica entre particulas, seleccionan biopeliculas compactas y delgadas. En el
caso de reactores anaerobios las biopeliculas estaran dominadas por bacterias
metandgenas debido a la acidogenia preferencial en las capas periféricas;

(2) tienen alta capacidad de depuracion;

(3) mejoran el mezclado de liquidos y la turbulencia alrededor de las particulas

facilita la difusion del sustrato en la biopelicula;
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(4) altas concentraciones instantérizas de toxicos en el influente no causan efectos
tan fuertes sobre la biopelicula dehid> al regimen de mezclado;

(5) la fluidificacion lava facilmente todas las particulas sélidas inertes finas,

(6) no hay retencion de sélidos suspendidos y por consiguiente no existen problemas
de taponamiento (Henze y Harremoés, 1983, Heijnen et al., 1989 y Guiot, 1992).

La falta de retencion de sdlidos tiene como consecuencia también la falta de
remocion de solidos suspendidos, debido a los cortos tiempos de retencion
utilizados, que impiden que la materia particulada del agua se adsorba a la superficie
de la biopelicula para ser degradada en moléculas lo suficientemente pequefias
como para difundirse en ella. Por lo que es necesaria la e_!iminacién de sdlidos del
eﬁuente para obtener agua de mejor calidad (Ehlinger, 1994 ‘y Holst et al., 1997 ).
Algunos problemas que presentan los lechos fluidificados estan relacionados al
arranque de los reactores, debido a que la formacion de la biopelicula es un proceso
lento, como se menciond anteriormente. También influye el alto consumo de energia
debido a las altas tasas de recirculacioén utilizadas para expandir el lecho.

Con respecto a los aditamentos mecanicos criticos que aumentan el valor de la
inversion en estos sistemas se tienen los distribuidores de liquido para obtener una
fluidificacion uniforme en reactores a escala industrial, los cuales son costosos y no
funcionan totalmente, ya que presentan problemas de taponamiento con particulas
presentes en la corriente de entrada o por el asentanisiito de particulas de soporte

en el difusor, en el caso de soportes mas densos que el agua.
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

Los distribuidores deben tener tres caracteristicas importantes: mantener una
distribucion uniforme de flujo en el sistema, prevenir el taponamiento de los orificios

debido a cuerpos extranos del influente o por el soporte y mantener condiciones de

~distribucion del influente sin turbulencias, de tal forma de favorecer la acumulacion

uniforme de biomasa en el soporte del reactor (Sutton y Mishra, 1991 y Holst et al.,
1997).

Los problemas de inmovilizacidon prolongada se han solucionado con estrategias de
arranque para reducir los tiempos. Se han desarrollado soportes como el Biolite®,
poroso y de forma ovalada para mejorar las caracteristicas hidrodinamicas del
sistema con respecto a la arena y otros soportes con densidad mayor.

El disefio y operacidn de estos reactores es complejo, ya que requieren de una serie
de aditamentos para mantener una fluidificacion uniforme, boquillas a presién para
evitar taponamiento en los difusores, controladores de flujo, sensores de presion
para controlar la expansion del lecho, sensores de nivel de liquido, etc. Con respecto
a la capacidad de conversion del reactor requieren separadores gas-liquido-solido
para recuperar las particulas que eventualmente salen del lecho, sensores de
temperatura, de pH, analizadores de biogas y su composicion, etc. (Fan et al., 1982;
Henze y Harremoés, 1983; Heijnen et al., 1989; Kunii y Levenspiel, 1991; Sutton y

Mishra, 1991, Ehlinger, 1994; Holst et al., 1997).
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1.5.5. Los RLF de una y dos etapas

En el tratamiento de aguas !csiduales se ha reconocido la enorme ventaja de
separar las etapas de la digestion anaerobia en acicngeénica y metanogénica en
reactores de biomasa suspendida como los UASB (Ghosh et al.,, 1985). En los
lechos fluidificados se ha aplicado este sistema a nivel industrial y se ha encontrado
que la etapa acidogénica resiste altas cargas organicas (4 a 6 veces mas que el
reactor metanogénico) sin que los problemas de acidificacion representen una seria
perturbacion del sistema, pues la etapa metanogénica esta controlada respecto a la
concentracidon de acidos volatiles que se alimentaran, por lo que se obtienen
actividades hasta 3 veces mas altas que cu:ndo se utilizan reactores de una etapa.
Esto a su vez implica una alta produccién de metano (Henze y Harremoés, 1983;
Heijnen et al., 1989).

Al controlar la cantidad de acidos suministrados en el reactor metanogénico, el
control del pH en esta etapa se hace innecesario y se tiene un menor consumo de
alcali. De esta forma, la respuesta a picos de cargas organicas afectan poco la
estabilidad del proceso global debido a que se reciben en la etapa acidogénica, que
en este aspecto es mas estable que la metanogénica y debido al control en la
concentracion de la alimentacion a la etapa metanogénica, el efecto del exceso de
carga puede ser considerado transitorio. También se ha reportado la estabilidad de

estos sistemas a cambios sUbitos en tiempo de retencidon hidraulico y temperatura.
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

Esto mismo sucede en sistemas de una sola etapa, ya que la alta tasa de
recirculacion diluye rapidamente estas variaciaones (Heijnen et al., 1989).

Las actividades especificas encontradas en los reactores de dos etapas son de 0.8 y
de 2.0 g DQO/g SSV.d para la etapa acidogénica y metanogénica respectivamente,
mientras que para reactores dé una sola €tapa es de 0.7 g DQO/g SSV;d.‘La
desventaja del tratamientc en dos etapas es la doble inversion en dos reactores y su
equipamiento, aun cuando por consideraciones econémicas se construyen con las

mismas dimensiones (Heijiien et al., 1989).

1.5.6. Aplicaciones de los; RLF
La aplicacion de los lechos fluidificados clasicos en el tratamiento anaerobio de
aguas residuales esta referida de manera extensa en la literatura (Henze vy

Harremoés, 1983; Heijnen et al., 1987, Sutton y Mishra, 1991 y Holst et al., 1997) y

- se revisd el uso que se le ha dado a los rectores industriales en secciones

anteriores.

Una aplicacion que se le ha dado al RLFI y la Unica de la que se tiene referencia, es
la de Nikolov y Karamanev (1987), que plantean un sistema de tres fases, mesofilico,
para la remocién de sulfatos de efluentes liquidos con Thiobacillus ferrooxidans
inmovilizado en esferas de espuma de poliestireno, con alimentacién de aire como la
fase gaseosa por la parte inferior del reactor y la alimentacién del influente por la

parte superior, de manera similar a un filtro percolador, como se describié en 1.5.2.
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La primera aplicacion semindustrial ¢ue se ha hecho de este prototipo se construye
en Sofia, Bulgaria por Karamanev y Nikolov (1996), como un tratamiento de aguas
residuales con lodos activados ianVi“ZG(‘iOS en esferas de poliestireno, en un
arreglo de tanques en serie constitulag por & reactores. El arranque se llevé a cabo
con un TRH de 7.5 h y posteriormente al disminuir este parametro a 0.8 h
encontraron que solo tres tanques eran suficientes para remover la mayor parte de la
carga organica, concluyendo que estie prototipo es efectivo en el tratamiento de

aguas residuales con alta eficiencia volumétrica y estabilidad de Ia biopelicula.

&
o

1.6. Sumario

En este Capitulo se han revisado los conceptos principales de la digestion
anaerobia en mesofilia y termofilia y la capacidad de los microorganismos
anaerobios para formar conglomerados debido a las asociaciones sintroficas de las
que dependen para su subsistencia. Existe una teoria madura alrededor del proceso
de inmovilizacion debida a una amplia investigacion en la bioquimica y fisicoquimica
del proceso. con este desconocimiento y aunado a las caracteristica de estos
microorganismos, se han desarroliado tecnologias con biomasa inmovilizada.

Dentro de estas tecnologias especificaments, se ha visto que el uso de la
fluidificacién mejora fos mecanismos de transporte de masa fluido/particula a

expensas de una mayor agitacion local. Este hecho en principio permitiria el disefio
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Capitulo 1. Generalidades de la digestion anaerobia...

de equipos mas compactos y eficientes, pero con un gasto de energia mayor debido
a las tasas de recirculacion requeridas.

Por otro lado, desde el punto de vista operacional, algunos aspectos de los lechos
fluidificados inversos han sido estudiados en el campo de la Ingenieria de Reactores.
Algunos estudios reportan relaciones semiempiricas para Corrpborar la bondad de la
prediccion de la velocidad minima de fluidificacion, asi como relaciones
semiempiricas para determinar la expansion del lecho y la retencion del gas en este
prototipo, mientras que otras describen configuraciones basicas para posibles
aplicaciones tecnolodgicas.

De los principales aspectos presentados en este Capitulo se tiene que:

a) Las bacterias anaerobias presentan caracteristicas metabolicas singulares por las
cuales se han clasificado en una familia diferente. Estas bacterias se pueden adaptar
a condiciones extremas de temperatura por medio de cambios quimicos en
macromoléculas, conservando sus funciones metabdlicas.

b) La agrupacion de células en conglomerados sintroficos hace posible el incremento
de los tiempos de retencion celular y favorece la disminucion de los tiempos de
operacion. La operacion de los sistemas de tratamiento con estas agrupaciones
favorece la estratificacion de los microorganismos segun la interdependencia de
sustratos, lo que favorece la conversion dentro de la biopelicula.

c) Las tecnologias de fluidificacion son una excelente alternativa para mejorar los

mecanismos de transporte fluido/particula en procesos biotecnologicos de
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tratamiento de aguas residuales. Se debe recordar que con frecuencia, la
transferencia de masa es el mecanismo mas lento y por lo tanto el paso restrictivo en
reactores de biomasa suspendida, tales como los UASB.

d) En particular, la fluidificacion inversa permite la reduccion de los gastos de
fluidificacion debido al uso de particulas plasticas como soporte inerte, ya que la
densidad de algunos plasticos pueden alcanzar ordenes del 20% de la densidad del
agua.

e) Los reportes en la literatura acerca del comportamiento de los sistemas
fluidificados inversos son escasos, debido a que es una tecnologia naciente, sin
embargo, existe potencial para la aplicacion al tratamiento de aguas residuales

utilizando equipos compactos debido a los cortos TRH a que pueden ser operados.
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1.7. Justificacién

La inmovilizacién de bacterias termofilicas anaerobias no esta documentada y
no se conoce la dinamica de inmovilizacion y la actividad metanogénica especifica
de bacterias termofilas en sistemas inmovilizados.

Igualmente, el RLFI solamente ha sido operado como sistema de inmovilizacion y de
remocion de contaminantes en condiciones aerobias y mesofilicas anaerobias.

Los estudios hidrodinamicos reportados hasta ahora para el RLF|, han sido hechos
con particulas esféricas de gran tamafo. Es decir, son sistemas ideales y
predecibles, al presentar pocas interacciores entre particulas, que modifican los
perfiles hidrodinamicos de comportamiento del reactor.

En esta falta de estudios es donde radica la importancia de este trabajo, ya que se
contempla realizar el estudio comparativo de la dinamica de inmovilizacion de
bacterias anaerobias mesofilas y el efecto del incremento de la temperatura durante
la adaptacién a termofilia, asi como la inmovilizacion de bacterias termdfilas en un
soporte plastico (PE de baja densidad molido), en un sistema de inmovilizacion
similar al de Gonzalez et al. (1992).

Igualmente, se plantea estudiar el efecto del TRH y cargas volumetricas en la
operacion en continuo de estos reactores y determinar la respuesta del sistema a

estos cambios.
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1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo General.

7
e

e

Estudio de .a dinamica de inmovilizacién de bacterias anaerobias mesofilas y

termofilas en particulas de polietileno de baja densidad en un reactor de lecho

fluidificado inverso.

g Qu
1.8.2. Objetivos particulares "
1.8.2.1. Evaluacion de la dinamica y la-calic=d de formacién de las _biopeliculas en

condiciones de meso y termofilia, y de biopeliculas mesofilicas adaptadas a
I

termofilia en RLFI operados en lote.

1.8.2.2. Estudio de la capacidad de remocién de carga organica de las particulas

inmovilizadas\en RLFI operados en continuo con agua residual sintética y aguas
/———-——_—‘——‘" .

residuales municipales.
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2 Materiales y Métodos

En este Capitulo se presentan los materiales, metodologias y técnicas
analiticas utilizadas durante este trabajo para el seguimiento y andlisis de los
reactores operados en lote y en continuo.

En la primera seccidén se describe el sistema de inmovilizacion, el tipo de soporte
utilizado, los inégulos empleados tanto en mesofilia como en termofilia, el medio de
cultivo y la forma de inoculaciéon, arranque y operacién de los sistemas para los
reactores utilizados en la inmovilizacidon en lote. Se describe en detalle la
metodologia para las determinaciones de actividad acetoclastica, desde la
preparacion del medio hasta la toma y andlisis de las muestras utilizando

modificaciones a la técnica planteada por Ramirez et al. (1994).
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Capitulo 2. Materiales. metodologias y técnicas analiticas...

Se encontrara en la seccion 2.1.7. la metodologia seguida para la determinacion de
la cantidad de biomasa inmovilizada. Ya que se trabajo con un soporte nd poroso,
fue posible desprender la totalidad de la biopelicula por sonicacion y determinaria
con una modificacion de la técnica para Solidos Suspendidos indicada en el
Standard Methods (1988). La concentracion de biomasa se expreso finalmente como
Solidos Volatiles Inmovilizados (SVI) y este valor se relaciond a la cantidad de
soporte seco utilizado.

Para la obtencion de una suspension de material exopolimérico, se siguid una
metodologia similar a la de Guiot et al. (1991) y Schmidt y Ahring (1994).
Considerando que la biopelicula estaria formada en mayor cantidad por
carbohidratos y proteinas se implemento una técnica para la determinacion de estos
componentes segun Sedmark y Grossberg (1977) y Dubois et al. (1956),
respectivamente.

Finalmente se siguio la metodologia de Zellner et al. (1994) para la preparacion de
muestras para microscopia electrénica de barrido, eliminando la acetona como
deshidratante y secando con liofilizador, debido a la fragilidad de las biopeliculas
obtenidas.

En la segunda seccion se revisa en detalle el dimensionamiento, el arranque y la
operacion de los reactores continuos. Se propone el parametro conocido como la
relacion de alcalinidades, que relaciona la alcalinidad de los bicarbonatos con la

alcalinidad total y la magnitud del valor indica indirectamente la capacidad de
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conversion del sistema. Para finalizar se describen las técnicas analiticas tales como
DQO, SSV y andlisis de la composicion del biogas a través de las cuales se hizo el
analisis de la respuesta de los reactores a las condiciones de operacion tales como
arga organica la influencia de la altura del lecho de

cambios de TRH, cambios dec

soporte utilizado en cada corrida.
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2.1. Reactores operados en lote.

2.1.1. Sistema de inmovilizacion

El sistema de inmovilizacion consistid en un reactor de lecho fluidificado inverso
(RLFI) o de flujo descendente, como se muestra en la Figura 2.1. Consta de una
columna de vidrio con un diametro interno de 3.5 cm para una relacion L/D = 13 y
con capacidad aproximada de 500 cm?®. De este volumen, el 30% se considerd como
zona de desenganche de particulas. A la salida del reactor se instald ur separador
de 250 cm’, que atrapa las particulas plasticas que salen del lecho y las separa del

liquido.

@

Figura 2.1. Esquema del sistema de inmovilizacion alimentado por lote. (1) Salida de
biogas, (2) distribuidor, (3) reactor, (4) separador liquido-solido-gas, (5) valvula de
salida, (6) bomba de recirculacién, (7) bomba de alimentacion, (8) alimentacion
intermitente, (9) salida intermitente.
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2.1.2. Soporte

El soporte utilizado fue polietiieno molido con un diametro de particula promedio de
0.4 mm y una densidad aparente de 267 kg/m°. En cada reactor se colocaron
aproximadamente 175 cm® de soporte.

Para que las particulas plasticas adquirieran movilidad en el liquido, se prepararon
con un tratamiento de acondicionamiento, que consiste en agitarlas a alta velocidad
en un matraz de volumen sobrado agregando una cantidad de agua y peptona de
caseina. Este tratamiento dura de una a dos horas. Posteriormente se elimina esta
solucion y las particulas humedecidas pueden ser depositadas en los reactores.

En la Figura 2.2 se muestran fotografias de MEB del soporte y puede verse que las
particulas no presentan formas ni tamafios similares como se muestra en la Figura
2.2.a. Las formas muy irreguvlares debido al proceso de molido que les confiere tanto
superficies rugosas como lisas, se muestra en la Figura 2.2.b. Las rugosidades dan
lugar a-intersticios, cavidades y bordes irregulares, lo cual se muestra en las Figuras
22.cyd.

Se fluidifico un volumen aproximado de 175 cm?® de soporte en cada reactor con una

velocidad superficial de 9.0 m/h obteniendo una expansion del lecho del 75%.
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Figuras 2.2.a, b, c y d. Imagenes de MEB del soporte. (a) Particulas con formas y tamarnos
- diferentes. (b) El proceso de molido sobre las lentejas de polietileno produce particulas con
a formas, bordes y superficies completamente irregulares. (c) Las flechas indican las areas
lisas y rugosas en las particulas, asi como algunos huecos. (d) Acercamiento que muestra
e los bordes de una particula. Puede apreciarse que el soporte no es poroso.
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2.1.3. Inéculos

2.1.3.1. Indculo Mesofilico. Se utilizé un lodo floculento que se habia utilizado para

degradacion de detergentes y que contenia 21 g SSV/L con una actividad
metanogeénica especifica de 0.42 mmol CH,/g SSV-h. El lodo fue observado en un
microscopio optico con epifluorescencia a 420 nm Olympus BHZ;RFCA y mostro
estructuras similares a Methanosaeta, algunos cocos del tipo Methanosarcina y

bacilos cortos, curvos, fuertemente fluorescentes que pudieran ser

Methanobacterium.
2.1.3.2. Inéculo Termofilico. ElI mismo lodo mesofilico fue adaptado a termofilia por

un periodo de dos afos alimentandolo con acetato, propionato y butirato en una
relacion 500:250:250 mg DQO/L. Después de este tiempo el contenido de SSV fue
de 11.0 g/L y la actividad metanogénica de 0.22 mmol CH,/g SSV:h. Durante el
proceso de aclimatacion, el lodo perdidé su estructura granular y se volvio
completamente floculento. Posteriormente empezé a granular formando estructuras
muy pequefias, de menos de 1 mm de diametro. Los microorganismos observados
fueron filamentos muy largos no fluorescentes de bacterias tipo Methanosaeta, las
cuales mostraban vacuolas de gas 2 6 3 dias después de haberse alimentadq con
acetato. La descripcion de esta bacteria coincide con la reportada por Nozhevnikova
y Yagodina (1983), Nozhevnikova y Chudina (1985), Zinder ot al. (1987), Zinder
(1990) y Kamagata y Mikami (1991). Se encontraron bacilos pequefios, curvos y

fuertemente fluorescentes similares a Methanobacterium como los descritos por
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Garcia (1990), embebidos en los filamentos formados por Methanosaeta o libres. Se

encontraron también bacilos esporulados tipo Clostridium o Bacillus.

2.1.4. Composicion del medio de cultivo de Balch et al. (1979).
Este medio de cultivo se utilizdé para alimentar los reactores en lote y continuos, y

para las determinaciones de actividad acetoclastica de inoculos y bioparticulas.

Solucion Mineral | de Balch et al., (1979)* 12.5mL
Solucion Mineral Il de Balch et al., (1979)" 12.5
Solucion de Oligoelementos de Balch et al., (1979)" 2.5
Solucion de Vitaminas de Balch et al., (1979)** 1.0
Solucion de FeS04.7H20 (0.2 %) 1.0
Solucion de NiClo (50 mg/L) 1.0
Solucion de resarsurina (0.1 %) 1.0
NaHCO3 20g
Extracto de Levadura 0.1
Peptona de Caseina 0.1
Cisteina 0.5

* Soluciones concentradas 4 veces y refrigeradas.

** Solucion concentrada 10 veces y refrigerada. Se agita bien antes de adicionar.
Mezclar las soluciones y disolver los demas componentes en 1000 mL de agua
destilada.

2.1.5. Arranque y operacion de los reactores.
Se introdujo el soporte acondicionado por la parte superior de los reactores y se
llenaron con el medio de Balch et al. (1979). Para iniciar los experimentos de

inmovilizacion, los reactores se inocularon con 1000 mg SSV/L del inéculo
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respectivo. Todos los sistemas fueron alimentados en lote cada 48 horas a 35° C
para condiciones mesofilicas y 55° C para condiciones termofilicas y pH de 7.0 en
todos los casos.

El medio de cultivo contenia los sustratos en las concentraciones adecuadas para
cada experimento, como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Condiciones de experimentacion, sustratos utilizados y concentraciones
para los diferentes experimentos de inmovilizacion.

Condicion Sustrato Concentracion (g/L)
Mesofilia (35° C) acetato 1.0
Adaptacién (35° —» 55° C) acetato 1.0
Mesofilia (35° C) acetato:glucosa 0.5+0.5
Termofitia (55° C) acetato . 1.0
Termofilia (65° C) acetato:glucosa 0.5+0.5

Los reactores se reinoculaban con {a misma concentracion de lodos cada vez que se
reemplazaba el medio de cultivo.

La dinamica de inmovilizacion fue seguida a través de la actividad acetoclastica y de
la acumulacion de biomasa en el soporte. Periddicamente se tomaron muestras de

soporte de los reactores, las cuales eran tratadas como se describe a continuacion.
2.1.6. Determinaciones de actividad acetocldstica y de parametros cinéticos.

Para determinar la capacidad de degradacion de un sustrato o actividad de las

particulas en inmovilizacién, es necesario que estén libres de cualquier sdlido
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sedimentable. Con este fin, el reactor se alimentdé con medio fresco y con los
sustratos respectivos, pero no se inoculd durante los dos dias previos a la cinética.
La actividad acetoclastice de las particulas fue determinada a intervalos regulares de
tiempo durante el perioco de colonizacion. Las determinaciones de actividad se
hicieron en botellas serolgicas con una cantidad conocida de bioparticulas, 20 mL
de medio mineral (Balch ef al., 1979) y una concentracion conocida de acetato.
La velocidad global de cor.sumo de acetato fue estimada de la disminucién lineal en
la concentracion de* est= sustrat.o. Para expresar la actividad acetoclastica
especifica, la velocidad de degradacién de acetato fue relacionada a la cantidad de
biomasa inmovilizada. ‘
La determinacion de parametros cinéticos se hizo cuando las particulas mostraban la
maxima concentracion de biomasa y se siguid la misma metodologia aplicando
concentraciones de acetato de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 mM. Se obtuvieron las
correspondientes curvas de Michaelis-Menten y a través de la modificacion de
Hanes-Woolf se obtuvieron las constantes cinéticas Ks y Vmax (Segel, 1982).

l

La temperatura de estas determinaciones fue la misma que la de los sistemas de

inmovilizacion respectivos.

2.1.6.1. Preparacion del medio de cultivo en botellas serologicas. El medio de cuitivo

que se utiliza para determinaciones de actividad no contiene peptona ni extracto de

levadura. Se reduce por ebullicion bajo corriente de nitrogeno durante 10 minutos o

el tiempo necesario para obtener el vire del indicador y se enfria bajo corriente de
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nitrogeno. Se le agrega la cisieina y aun bajc corriente de nitrogeno se vierte en
botellas serologicas con capacidad d= 60 mL, adicionando 20 mL a cada una y se
tapan con tapon de hule, se anillan v:on aros de aluminio y se cambia atmosfera con
mezcla N2/CO9 (80%-20%) durante 2 minutos. Se esterilizan durante 10 minutos a
121° C. El pH debe quedar en 7.0 + 0.05.

Para las cinéticas se consideran tres botellas control a las cuales no se les agrega
ningun sustrato y tres botellas para cada uno de los sustratos a utilizar.

2.1.6.2. Toma de muestras durante los experimentos de inmovilizacién. Una cantidad
de particulas se saca del reactor por la parte superior, y se ponen en una probeta de
100 mL que tendra una salida de vidrio en la parte inferior, con una manguera de
hule corta y una pinza Hoffman, que servira para drenar el liquido.

Para lavar las particulas, sé prepara en un matraz medio de cultivo sin peptona de
caseina, extracto de levadura, cisteina ni resarsurina. Se reduce por ebullicion y
bajo c~orriente .de nitrégeno por 10 minutos. Se enfria, se tapa herméticamente y se
utiliza inmediatamente.

2.1.6.3. Inoculacién de botellas serolégicas. Cuando todo el material esta listo, se

introduce en la precdmara de la camara anaerobia: las botellas sin los aros de
aluminio, el matraz con medio para lavados, las particulas en la probeta, una
espatula pequefia y un matraz adicional para liquicos de desecho. Después de los

vacios subsecuentes en la precamara, todo el material se pasa a la camara.
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Las particulas en la probeta se lavan suavemente varias veces con medio de cultivo,
se drena al maximo el liquido por la parte inferior para eliminar cualquier solido
sedimentable, de manera que solo queden en la probeta los plasticos inmovilizados.
Se destapan las botellas serolégicas y se agregan las particulas a cada una en
volumenes de 5 mL, medidos con la probeta y adicionados con la espatula.

La cantidad de plasticos a agregar debe ser muy exacta p’ara cada botella, ya que
los errores en esta medicion pueden llevar a diferencias importantes entre los
triplicados en la forma en que la cinética se desarrolla.

Al finalizar esta operacion, las botellas de prueba y controf se tapan con el tapon de
hule, se sacan de la camara y se colocan nuevamente los aros de aluminio.

2.1.6.4. Adicion de sustratos. El sustrato utilizado es acetato y se prepara pesando

suficiente acetato de sodio para alcanzar una concentracion conocida en un volumen
de agua reducida. La sal ya pesada se pone en una botella serolégica y se adiciona
el agua reducida bajo corriente de nitrogeno. Se tapa con tapon de hule, se anilla y
se esteriliza durante 10 minutos a 121° C.

La concentracion debe ser tal, que la cantidad a agregar sea la necesaria para
alcanzar la concentracion deseada en mM en el volumen de liquido de la botella
serolégica de prueba, pero no mayor al 10% de este volumen.

La adicion de sustrato se hace en condiciones estériles flameando las tapas de las

botellas con alcohol. Se utiliza jeringa insulinica estéril desechable, purgada en
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corriente de nitrébgeno, para tomar el volumen del sustrato y agregarlo a la botella de
prueba con los plasticos. Se utilizara una jeringa diferente para cada sustrato.

Al agregar el sustrato se inicia la actividad y las botellas se ponen en incubaci¢n a la
temperatura correspondiente y con agitacién suave.

2.1.6.5. Toma de muestras para andlisis cromatografico. Las muestras se toman en

intervalos regulares de tiempo. En todos los casos las tapas de las botellas se
flamearan con alcohol antes y después de la toma de muestras, para evitar
contaminaciones.

a) Muestra Liquida

La muestra de 0.5 mL se toma de la fase liquida de la botella seroldgica, con jeringa
insulinica estéril desechable que se ha purgado previamente en corriente de
nitrégeno. Se debe evitar succionar los plasticos o causar turbulencia. Es
recomendable utilizar una jeringa limpia para cada una de las muestras.

La muestra se deposita en un vial, se le agregan 15 microlitros de una solucion de
acido clorhidrico al 50%, se centrifuga 20 minutos a 13,000 rpm y el sobrenandante
se deposita en un vial limpioc que se congela para analisis posterior.

b) Muestra Gaseosa

La muestra de 0.1 mL se toma de la fase gaseosa de la botella serolégica, tambien
con jeringa estéril purgada, evitando humedecerla con la fase quuidra y se inyecta
directamente al cromatografo para la determinacion de CH,. Es recomendable utilizar

una jeringa seca y limpia para cada una de las muestras.
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2.1.7. Técnica para analisis cromatografico de la concentraciéon de acetato y
metano.

2.1.7.1. Elaboracion _de la curva estandar de acetato. Para la curva estandar se

prepara una solucion madre 100 mM de acetato (Sigma Chemicals, pureza de 99%)
y a partir de ésta se preparan viales con concentraciones de 0 a 25 mM de acetato,
considerando que se agregan a los viales 15 microlitros dé una solucion de acido
clorhidrico al 50% y se aforan a 1 mL con agua destilada.

Las muestras liguidas se analizan por cromatografia de gases en un cromatografo
HP 5890 con detector de ionizacion de flama en una columnavcapilar AT-1000 en las
siguientes condiciones:

Temperatura del inyector: 210° C

Temperatura de la columna: 180° C

Temperatura del detector: 210° C

Flujo de nitrégeno: 5 mL/min

Flujo de aire: 300 mL/min

Flujo de hidrogeno: 30 mL/min

Volumen de inyeccion: 0.1 microlitros

Se inyectan cada una de las muestras y se registran las areas de al menos 10
concentraciones diferentes en el registrador Shimadzu C-R3A, en el modo

CALIBRATE, que al finalizar dara cada uno de los parametros requeridos para la
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obtencion de la concentracion dei compuesto en la muestra. Con esta, se construiran
las curvas de consumo de acetato con respecto al tiempo.

2.1.7.2. Elaboracion de la curva estandar de metano. Para la curva estandar se

preparan 20 botellas serolégicas de 60 mL a las que se les adicionan 25 mL de
agua. Se tapan con tapones de hule y se anillan.

Los volumenes de metano que se manejaran seran de 1 a 10 mL que se tomaran
directamente del tanque de metano a una presion de 1 kg/cm?® en el regulador, con
jeringa desechable de 10 mL. Estas cantidades se inyectaran cuidadosamente a las
botellas por triplicado.

Las muestras gaseosas se analizan en un cromatdgrafo Gow-Mac 550 con detector
de conductividad térmica, con una columna de acero. inoxidable empacada con
Carbosphere 80/100 a las siguientes condiciones:

Temperatura del inyector: 170° C

Temperatura de la columna: 140° C

Temperatura del detector: 190° C

Flujo de helio: 30 mL/min

Volumen de inyeccion: 0.1 mL

Se analiza cada muestra y se registran las areas. Se calcula la concentracion de
metano que se encuentra en la fase gaseosa de cada botella con el siguiente
calculo:

1 mol de CH4 a 580 mm de Hg y 20° C corresponde a 31630 mL de CH,, entonces,

74




> D D 9 b D ¥ P 9 B P BEB B U U ¥

>

)

Capitulo 2. Materiales, metodologias y tecnicas analiticas...

0.001 L CHa 1 mol CH: 1000 mmol 0.9033 mmol CHa
0.035 L fase gas  31.63 L CH: . mol - L fase gas

Este mismo calculo se hace para las demas concentraciones. Con las areas y las
concentraciones se elabora una regresion lineal para obtener los coeficientes de la
ecuacion de la recta y la correlacion.

Con esta curva estandar se interpretaran las areas registradas de las muestras
problema y se construiran las curvas de produccion de metano con respecto al
tiempo.

2.1.7.3. Calculos de actividad acetoclastica total y especifica.

a) Actividad Acetoclastica Total

Esta definida como la velocidad de consumo de acetato que presentan las particulas
por litro de fase liquida.

La velocidad de consumo de acetato es la pendiente de la disminucion lineal del

sustrato y se reporta por medio del siguiente calculo:

mmol acetato 0.06 g 24 h g acetato
X punsd
L fase liquida - h  mmol acetato * g Lf l-d

El resultado obtenido se puede extrapolar a la fase liquida del reactor considerando

las proporciones respectivas de fase liquida y soporte en las botellas seroldgicas y

en el reactor.
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b) Actividad Acetoclastica &=y iics
Esta definida como la velocids.. e coqsumo de sustrato que se relaciona a la

cantidad de biomasa inmoviizata y se expresa por medio del siguiente calculo:

mmol acetato 0.026Lf. 1. gspte. seco mmol acetato
X X =
L faseliquida-h gsoporteseco  mg SVI mg SVI-h

En donde mmol acetato/L. de fase iiquida-h es la pendiente del consumo lineal de
acetato de la cinética acetoclastica.

, ., 0.025 L soporte en fase liquida .,
Cabe mencionar que la relacién : , variara de acuerdo
g soporte seco

a la cantidad de soporte seco encontrado en las botellas seroldégicas después de

g soporte seco
mg SVI '’

finalizar la cinética. De igual manera, es el inverso de la

concentracion de biomasa, cuya determinacion se describe en la siguiente seccién.

2.1.8. Determinacion de Biomasa Inmovilizada

La biomasa inmovilizada se considerdé como los sélidos volatiles inmovilizados o
material organico adherido al soporte. Se consideré también que la biopelicula esta
formada por sustancias exopoliméricas constituidas principalmente por carbohidratos

y proteinas.
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La biopelicula fue desprendida de muestras de soporte por sonicacion (50 a 60 Hz)
en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M y los componentes que se determinaron
fueron proteina soluble }(Sedmark y Grossberg, 1977) y carbohidratos totales (Dubois
et al. 1956), presentes en el sobrenadante que se recuperaba después de
centrifugar a 9,500 rpm p.or 10 minutos la fraecion liquida de las muestras (Gpiot et
al., 1991; Schmidt y Ahring, 1994). Estas fracciones se compararon entre si para
determinar la predominancia de uno u otro compuesto por medio de la relacion
mg proteinas/mg carbohidratos.

Ilgualmente, se determinarcon los solidos totales (ST), fijos (SF) y volatiles (SV) segun
Standard Methods (1988 . Estos ultimos se exprésaron como solidos volatiles
inmovilizados (SVI) y se relacionaron a Ibs ST que se expresaron como solidos
totales inmovilizados (STI) para determina} la fraccion de material organico de la
biopelicula (SVI/STI). La cantidad de biomasa se relacion6 a la cantidad de soporte
seco utilizado en la determinacién.

2.1.8.1. Técnica para la determinacion de solidos volatiles inmovilizados (SVI). Se

sigue la técnica indicada en Standard Methods (1988) para la determinacion de SST,

SSF y SSV, modificada en este trabajo para la determinacion de biomasa adherida a

un soporte no poroso.
a) Desprendimiento de la biopelicula

Para obtener una suspension de microorganismos, se toma una botella seroldgica

que contenga cualquier volumen de agua destilada y se le agregan 5 mL de soporte
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libre de sdélidos sedimentables como se indica en 2.1.5.3. Las botellas preparadas se
agitan en un sonicador por 5 minutos. Con jeringa, se toma el volumen total de la
suspension y se filtra a vacio en los filtros de fibra de vidrio a peso constante. A
estos filtros se les aplica la técnica convencional para la determinacion de SST, SSF
y SSV, referida.

El procedimiento de se repite hasta que ya no se detecten diferencias en los pesos
de los filtros. Es decir, hasta que se hallan extraido todos los sélidos de las
particulas. Se hace por triplicado.

La suma de las determinaciones de ios pesos de estos "lavados", sera el contenido

total de soélidos volatiies totales y fijos respectivamente en las particulas.

b) Concentracidon de biomasa

Para relacionar la cantidad de solidos con fa cantidad de plasticos usados, después
de los lavados, las botellas seroldgicas se destapan y se ponen a secar a 60° C,
durante 24 horas. Después de este tiempo se pesan cuidadosamente los plasticos y
esta cantidad se relaciona con la cantidad de sélidos para expresarlo en,

mg SVI/g de soporte seco.
Con la densidad aparente del soporte, 267 kg/m3, se transforman a,

kg SVI/m® soporte sezo

Cabe mencionar que posterior al desprendimiento de biomasa del soporte, éste se

sometié a una prueba de actividad acetoclastica y farmentativa con la metodologia
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detallada anteriormente en 2.1.6, para corroborar que las veces que se sonico la
muestra eran suficientes para desprender la biopelicula completamente.

Igualmente para comprobar que la sonicacion no afectaba la biopelicula, al tenerla
en suspension se sometio a actividad fermentativa, acetoclastica e hidrogenotroéfica,
adicionando como sustratos glucosa, acetato y una mezcla H,-CO, (20%:80%)
siguiendo la metodologia de Hungate (1969).

2.1.8.2. Técnica para la_determinacion de proteina soluble (Sedmark y Grossberg,

1977).

La determinacion de proteina soluble se hace utilizando azul brillante de Coomassie
G-250 (Sigma Chemicals) con acido perclérico y la solucidn estandar de proteina se
prepara con seroalbimina bovina (Sigma Chemicals), segun la referencia.

a) Preparacion de la muestra problema

Para obtener una suspension de microorganismos, se prepara un tubo de Hungate
que contenga 4 mL de amortiguador de fosfatos 0.1 M y se les agrega alrededor de
1 g de plasticos humedos, libres de solidos sedimentables en la camara anaerobia.
Se saca de la camara y se agita con sonicador por 5 minutos. Con jeringa se saca
todo el liquido de la suspension y se deposita en viales que se centrifugan dura;ﬂe
10 minutos a 9,500 rpm. Se colocan en una celda para espectrofotémetro 2 mL del
sobrenadante, se le agrega el reactivo de Coomassie y se espera a que desarrolle el
color. Se mide inmediatamente y se registra la densidad optica. Todo el

procedimiento se repite hasta que el sobrenadante de los "lavados" no desarrolle
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coler y la lectura del espectrofotometro sea cercana a cero. La determinacion se
hace por triplicado.

Por medio de la curva estandar preparada previamente se obtiene la concentracion
de proteina detectada y la suma de la concentracion de estos “lavados" sera el
contenido total de proteina soluble en las particulas.

Para relacionar la cantidad de proteina con la cantidad de soporte usado, después
del ultimo lavado, los tubos de Hungate se destapan y se ponen a secar a 60° C,
durante 24 horas. Después de este tiempo se pesan cuidadosamente los plasticos y
esta cantidad se relaciona con la cantidad de proteina para expresario en mg de
proteina soluble/g de soporte seco.

2.1.8.3. Técnica para la determinacion de carbohidratos totales (Dubois et al., 1956).

La determinacion se hace con una solucién acuosa de fenol al 5%, H,SO,
concentrado y una solucién estandar de glucosa, como lo indica la referencia.

a) Preparacion de la muestra problema

Para obtener una suspension de'microorganismos, se sigue la misma metodologia
que en 2.1.8.2, a). Se le agrega la solucion de fenol y posteriormente el &cido
sulfurico al sobrenadante obtenido. Se espera a que desarrolle el color, se enfrie y
se mide inmediatamente, registrando la lectura del espe~  ofotometro.

El procedimiento se repite hasta que en el sobrenadante de los "lavados”, ya no se

detecte desarrollo de color y las lecturas sean cercanas a cero. La determinacion se

hace por triplicado.
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Capitulo 2. Materiales. metodologias y técnicas analiticas...

Por medio de la curva estandar preparada previamente se obtiene la concentracion
de carbohidratos detectada y la suma de las concentraciones de estos "lavados"
sera el contenido total de azucares totales en las particulas.

La cantidad de carbohidratos totales se relaciona con la cantidad de plasticos
usados, después de Io‘s lavados, como se describio anteriormente, para expresario
en mg de carbohidratos totales/g de soporte seco.

En la Figura 2.3 se musastra esqueméticamenfte la metodologia seguida para la

determinacion de la cinética acetoclastica y de biomasa descritas anteriormente.

2.1.9. Preparacion de Muestras para Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Las muestras para microscopia electronica de barrido se prepararon siguiendo una
metodologia similar a la de Zellner et al. ({994). Consistié en lavar las particulas en
amortiguador de cacodilato (Grado |, Sigma Chemicals) 0.1 M a pH 7.5 dos veces
por 10 minutos y fijarlas en una solucion de este amortiguador con glutaraldehido al
3% (Grado |, solucion acuosa al 25%, Sigma Chemicals), durante 24 horas.
Posteriormente, se retiro el fijador y se lavaron con el amortiguador nuevamente. Se
deshidrataron durante 10 minutos en bafos sucesivos de soluciones de etanol

(Baker, 99% de pureza) del 10 al 100%. Ambos procesos se llevaron a cabo en

ampolletas de vidrio templado a 4° C.
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soporte + biopelicula
likre de sélidos
sedimentables

Se transfieren 5 ml ae soporte,
a la botella seroldgica 1 condiciones
anaerobias

AT

faze qasesosa

medio mineral

m &~ (Balch ta, 1979)

+ acetato

soporte+biopelicula —>

sonicado para desprendimiento
de biopelicula

e —)
E biopelicula en E
suspension O
centrifuga e

sobrenadante saporte

l

determinacion de peso
seco del soporte (60" C)

determinacién de proteina soluble
(Sedmark y Grossberg, 1977) y
carbohidratos totales (Dubois, 1956)

=, L

(Standard Methods, 1988)

filtracion — STI(110° C}— SF1(550° C)

muestreo de la fase
liquida 0 gaseosa

analisis por CG

1
3

A

Figura 2.3. Esquema del procedimiento general para la determinacion de actividad
especifica, biomasa y composicion de la biopelicula para particulas inmovilizadas.
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Al finalizar, se removid completamente el etanol y las muestras se congelaron
sumergiéndolas en nitrégero liquido. Las ampolletas asi tratadas, se deshidrataron
por liofilizacion a -50° C y 5 micrometros de Hg de vacio en un liofilizador Labconco
Lyph-Lock 4.5 durante 3 a 5 horas. Al cabo de este tiempo, las ampolletas se
sellaron al vacio. Posteriormente Iaé particulas se colocaron en portamuestras y se
recubrieron con carbdn y oro en un Sputter-Coater Bal-Tec SCD 050 y se observaror;

en el microscopio electronico de barrido Zeiss DSM 940 A.
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2.2. Reactores operados en continuo

2.2.1. Dimensionamiento de los reactoras

Se hizo un disefio del reactor de lecho fluidificado inverso (RLFI) para la operacion
en continuo, en el que se consideraron varias caracteristicas. Una de ellas fue un
mayor volumen dado por el didmetro y la altura del sistema, que a su vez
consideraba el tercio inferior de la longitud del reactor como zona de desenganche
de particulas.

Como se muestra en la Figura 2.4, en la parte inferior se incluyd una zona de baja
velocidad consistente en un ensanchamiento que serviria para retener las particulas
en el reactor. Este ensanchamiento termina en forma cénica con una inclinacion de
70° para evitar la sedimentacién de solidos. La entrada del ensanchamiento se hizo
con una inclinacién mayor a 60° para facilitar la salida y el regreso del soporte a la
zona de ﬂuidiﬁéacién.

El biogas producido en el reactor y el que es arrastrado al separador salia a un
colector de gas que a su vez estaba conectado a un medidor para determinar el
volumen producido. E| medidor consistié de un sistema de desplazamiento de liquido
por el biogas, que cuenta con tres electrodos de aluminic. uno a tierra, uno positivo y
uno negativo. Al alcanzar el liquido el electrodo mas alto, se cierra el circuito que
activa la valvula solenoide de tres vias y permite la salida de biogas agregando un

ciclo en el contador. De esta forma con los ciclos contados y el volumen de
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desplazamiento del liquido, se obtiene la cantidad de biogas producido. El medidor

de biogas tiene un puerto de muestreo para determinar la composicion del mismo.

. _
T @
, ; I o [T
cr&@
L 1
&—— Qe (Ih)
Qs (I7h) @I
R— >

Figura 2.4. Esquema del RLFI y del medidor de flujo de biogas que se utilizo para la
operacioén en continuo. (1) Distribuidor, (2) ensanchamiento inferior, (3) separador
liquido-sélido-gas, (4) bomba de recirculacion, (5) bomba de alimentacion, (6) salida,
(7) alimentacidon, (8) salida de biogas, (9) colector de biogas, (10) medidor
electronico de biogas, (11) valvula solenoide, (12) vasos comunicantes, (13) puerto
de muestreo, (14) electrodos.

La salida del efluente se coloco al nivel del separador y del reactor para tener un
efecto de vasos comunicantes, de tal forma que el gasto alimentado (Qe) fuera

exactamente igual al gasto de salida (Qs).
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e

Ya que se trabajo con un sistema muy pequefio, se utilizd como distribuidor de
liquido en la parte superior del reactor, una 'Y", como se muestra en el diagrama
anterior, que aunque no abarcaba toda la seccion expuesta por el lecho de
particulas, fue suficiente para fluidificarlo y mantenerio expandido.

Se construyeron dos reactores con las siguientes dimensicnes:

RLFI-1 RLFI-2
Volumen del reactor (L) 2.0 1.73
Volumen del ensanchamiento (L) 0.4 0.38
Volumen del separador (L) 0.3 0.25
Relacién L/D ' 20 20

Se operaron dos reactores con alimentacion sintética, comparando la influencia de la
altura del lecho en la capacidad de degradaciéon y posteriormente, el reactor 2 se
probd con agua residual de tipo domeéstico..Las tres corridas experimentales se
hicieron bajo la siguiente premisa: de los dos diferentes gastos que el sistema
maneja, se tiene que considerar que el gasto de recirculacion es el gasto necesario
para mantener fluidificado el lecho, el cual es constante, en principio, para cualquier
tiempo de retenciéon hidraulico (TRH).

Es necesario considerar que el reactor debe ser operado bajo tres premisas
importantes:

(1) ser un equipo compacto,
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(2) debera operar a TRH competitivos con otros prototipos, ya que el agua residual
sintética y el agua residual municipal son completamente biodegradables y el
prototipo proporcicna un buen mezclado,

(3) y por consiguiente, tenar un gran cantidad de biomasa inmovilizada adaptada y

capaz de degradar altas cargas orgénicas en cortos TRH.

2.2.2. Inéculos

El RLFI-1 se inoculé con ura mezclé de lodo granular de una planta tratadora de
efluentes de una papelera. de una planta tratadora de vinazas y de una planta
tratadora de residuales de ina cerveceria con una concentracion de 40 SSV/L. El
RLFI-2 se inoculé también con una mezcla de lodos granulares de 34 g SSV/L
provenientes de una planta tratadora de residuales de una cervecera. Ambos
inoculos fueron macerados en condiciones anaerobias con el objeto de desintegrar
los granulos y dejar a las bacterias en suspensién. Posterior a este proceso se
determinaban Ilos solidos volatiles (Standard Methods, 1988) y la actividad
metanogénica especifica como se indica en 2.1.5.17 y se mantenian los lodos en
frascos anaerobios con el mismo medio de cultivo utilizado para alimentar los
reactores. En ambos casos los reactores se reinocularon en varias ocasiones
durante el arranque para mantener una concentracion de 300 a 500 mg SSVIL

reactor.
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El reactor que se operd con aguas resiat ales municipales y no se inoculd ya que se

trabajo con la biomasa inmovilizada restante de la corrida del RLFI-2.

2.2.3. Soporte

Se utilizoé el mismo soporte descrito en 2.1.2 . Durante los arranques, se permitio que
el régimen hidrodindmico de cada reactor seleccionara el tamario de particulas que
permaneceria en el lecho. Se encontrd que los finos de diametro "menor a
0.23 mm fueron totalmente evacuados y permanecieron las particulas de diametro
de 0.23 a 0.8, con un diametro promedio de 0.4 mm. El volumen de soporte
acondicionado que permanecio en el primer reactor fue de 0.588 L y en el segundo
de 0.431 L, con los que se manejdé una relacién altura del lecho con respecto al
diametro del reactor '(HO/DR) de 6 y de 3, respectivamente.

La corrida experimental con agua residual de la UAM-|, se inici6 con 0.161 L de

soporte inmovilizado y la concentracion de biomasa fue de 3.47 kg/SVI m® de

soporte seco.

2.2.4. Condiciones de arranque

El arranque de los dos primeros reactores se llevé a cabo a un TRH de 24 horas. La
velocidad superficial inicial fue de 9 m/h y el gasto en la recirculacion de 13.2 L/h
para el RLFI-1 y de 7.31 m/h y 15.6 L/h para el RLFI-2. Los reactores se operaron

con una alimentacion sintética que se prepard con las soluciones- minerales, de
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oligoelementos y de vitaminas de Balch et al. (1979, enriquecida con 0.1 g/L de
peptona, 0.1 g/L de extracto de levadura y como sustratos acetato y glucosa en una
relacion 1:1. La carga masica empleada fue de 05 g DQO/g SSV.d
aproximadamente para ambos, ya que se inocularon con solidos suspendidos.

Se probaron dos metodologias de arranque: la primera consistié en mantener abierto
el Reactor 1 y alcanzar eficiencias maximas de remocion. La segunda consistid en
cerrar el Reactor 2 y aumentar la concentracion de materia organica antes de
alcanzar eficiencias maximas de remocion (Heijnen et al. 1989).

El reactor alimentado con aguas residuales municipales se arranco con un TRH de 3
horas, una velocidad superficial de 11 m/h y un gasto en la recirculacion de 27.2 L/h.
El agua residual utilizada para alimentar este reactor fue la de la unidad |ztapalapa
de la UAM y tenia una DQO total de 266.3 mg/L (+ 99.66), 40 mg SSV/L (£ 0.11) y

pH de 8.21 (+0.23), en valores promedio.

2.2.5. Condiciones de operacion en continuo

Una vez inmovilizada cierta concentracion de biomasa en el soporte se suspendia la
inoculacion del reactor y se operaba en continuo. Para la primera corrida se utilizaron
TRHde 1,2,0.5y 0.3 dy se opero durante 184 dias. En la segunda corrida los TRH
fueron de 6, 4 y 3 h y se oper¢ durante 160 dias. En el caso del reactor alimentado

con aguas negras los TRH fueron de 2, 1.3 y 0.6 h y el agua residual utilizada
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mantuvo casi las mismas caracteristicas durante todo el tiempo de operacion. El
reactor se opero por un periodc de 360 dias.

Con las variaciones en el TRH y en la concentracion de la alimentacién se variaba la
carga organica volumeétrica (Bv) que tratarian los reactores. Igualmente, los reactores

se operaron con cargas masicas (Bx) superiores a 1.0 kg DQO/kg SVI-d.

2.2.6. Analisis

Los andlisis de rutina fueron para todas las corridas para influente y efluente:
demanda quimica de oxigeno (DQO) soluble y total por reflujo cerrado similar a la
técnica comercial HACH; solidos suspendidos :ntales, fijos y volatiles (Standard
Methods, 1988); el pH y la relacion de alcalinidades. La cantidad de biogas
producido se determiné con el medidor por desplazamiento de liquido que se
describid anteriormente y la composicién del biogas por medio de la técnica descrita
en 2.1.5.5, b) y en las condiciones descritas en 2.1 .6.2.

Cada vez que se variaba el TRH o se aumentaba la concentracién de la DQO en la
alimentacion, se determinaba la cantidad de biomasa inmovilizada con la
metodologia que se utilizd en los estudios de inmovilizacién, descrita en 2.1.7.1.

2.2.6.1. Técnica para la determinacién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

En este caso se utilizan 42.256 g de K,Cr,0,, 33.3 g de HgSO, y 167 mL de H,SO,

concentrado para la solucion digestora. Para la solucién de acido sulfurico con

90




b

B

A 2N

“ ll~ ns u‘ n‘ n’ 4‘ u*

*4

* % 99 8 8 U

Capitulo 2. Materiales. metodologias y técnicas analiticas...

sulfato de plata se considera la proporcion 5.5 g Ag,SO,/kg de H,SO,. Ambos
reactivos se preparan como indica Standard Methods (1988).

A las muestras se les aflade 1.0 mL de la solucién digestora y 2.0 mL de la mezcla
de acido con plata. La curva estandar para DQO se prepara con la solucion HACH
de biftalato de potasio en concentraciones de 0 a 1500 mg/L. Las muestras se
digieren durante 2 horas a 150° C y la determinacion se hace a 620 nm.

2.2.6.2. Técnica para la determinacion de la composicion del biogas en reactores

continuos.

a) Curva estandar de CH,-CO,.

Para reactores se utiliza una curva estandar de CH,-CO, con mezclas de ambos
gases que variaran en proporciones de 0 a 100%.

Se prepara solucion salina saturada de 300 g NaCl/L, disolviendo la sal con HCI 1N
hasta alcanzar pH 3 y se adiciona rojo de metilo como indicador. Con esta solucion,
se llenan varios tubos Hungate con septo sin dejar burbujas de aire. Con una jeringa
de 10 mL, se toma el volumen necesario de gas de los tanques respectivos y se
inyectan en las diferentes proporciones, insertando al mismo tiempo una aguja de
purga en cada tubo e invirtiéndolo, de tal forma que la solucion sea purgada al
momento de introducir el gas. El liquido purgado se colecta en una probeta de 10 mL
para confirmar que el volumen de liquido desplazado es el mismo que el volumen de

gas inyectado. Se preparan triplicados para cada mezcla.
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Se toma muestra de la fase gaseosa de estos tubos y se inyecta en el cromatégrafo,
siguiendo la técnica 2.1.5.5, b) y 2.1.6.2. Se registran las areas obtenidas de al
menos 10 puntos y se relacionan a las proporciones de los gases. Se hace una
correlacion lineal entre el % de CH, y ia fraccion de CH, en la mezcla total (X, )que

se calcula de la siguiente manera:

donde,

vome = A la fraccion de metano en el biogas

Xco: = a la fraccion de CO, en el biogas

Con esta regresion se determina la composicidn del biogas que producen los
reactores continuos muestreando diariamente.

b) Toma de muestra de reactores

La muustra se toma del puerto de muestreo ubicado en los vasos comunicantes del
sistema de medicion de gas con una jeringa insulinica de 1 mL. Se toma un volumen
sobrado para ajustarlo después, se sella herméticamente la jeringa y se hace la
determinacién por cromatografia de gases segun se describid en 2.1.6.2,
anteriormente.

2.2.6.3. Técnica para la determinacién de la relacién de alcalinidades. La relaéién de

alcalinidades se definié en este trabajo, como el cociente entre el volumen de H,SO,4

0.02 N gastado al tituiar a pH 5.75, que corresponde a la titulacion de los
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bicarbonatos producidos, y el volumen de acido consumido al titular a pH de 4.3, que
corresponde a la alcalinidad indirecta de los acidos grasos volétiles (AGV)
producidos, de una muestra del efluente, como lo indica Noyola (1994). La adicion
de los volumenes de la titulacion de los bicarbonatos y de los AGV corresponde a la
alcalinidad total.

a) Determinacion

Se muestrean 25 mbL de efluente con pipeta volumétrica y se colocan en un vaso de
precipitados en una parrilla de agitacion. Se mide el pH de la muestra y se registra.
En una bureta de volumen apropiado se coloca el H,SO, 0.02 N. Se inicia la
titulacion agitando la muestra, vertiendo el acido y registrando el cambio de pH con
el potenciometro, hasta alcanzar cada uno de los pH indicados. Se registran los
volumenes gastados y el valor de la relacion de alcalinidades se calcula como:

volumen gastado a pH 5.7
volumen total gastado a pH 4.3.

Relacion de Alcalinidades =

2.2.7. Definiciones y calculos para reactores continuos.
Los resultados obtenidos en la operacion en continuo de los reactores estan
expresados de acuerdo a los términos definidos en esta seccion.

2.2.7.1. Tiempo_de retencion hidraulico (TRH). Es el tiempo necesario para el

recambio del volumen total del reactor.

volumen del reactor (L)

TRH =
caudal del influente (Ld)
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de materia organica, ya sea disuelta o total, del react. ..

(DQO entrada - DQO salida) (g/L)

% Ef. . =
70 Ef. Rem DQO entrada (g/L)

x 100

2.2.7.3. Carga organica volumétrica (Bv). Es la cantidad de materia organica

suministrada al reactor por unidad volumen y de tiempo.

(kg DQO] caudal del influente (L /d) x DQO entrada (kg/L)
Bv =
L-d volumen del reactor (L)

2.2.7.4. Carga masica (Bx). Es la cantidad de materia organica suministrada al

reactor relacionada a la cantidad de biomasa presente.

1

vol. soporte (m*) kg DQO
x vol. reactor (L) x ( kg SVI j— kg biomasa - d

m’soporte

kg DQO
L-d

Bx=BV{

2.2.7.5. Actividad especifica. Es la cantidad de materia organica removida por

unidad de biomasa activa presente en el reactor.

% Ef. Rem. _ kg DQO
100 " kg biomasa - d

Act. Esp. = Bx x
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3 Inmovilizacion de bacterias
anaerobias en mesofilia
(35° C) en un reactor de lecho
fluidificado inverso (RLFI)

operado en lote

Como se menciond en los antecedentes, se han hecho varios trabajos de
inmovilizacion de bacterias anaerobias en iechos fluidificados (Stronach et al., 1987,
Gorris et al., 1989; Meier-Schneiders et al., 1993) y el unico trabajo desarrollado en
el RLFI para la inmovilizacion ha sido el de Gonzalez et al. (1992).

En este Capitulo se presentan los resultados obtenidos durante la inmovilizacién en
mesofilia de bacterias anaerobias utilizando como sustratos una mezcla de acetato y
glucosa y acetato solamente. El lote de particulas inmovilizadas con acetato se

adapto a condiciones termofilicas posteriormente, usando este mismo sustrato.
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

Estos resultados comprenden la actividad acetoclastica global y especifica para cada
lote como una manera de representar la evolucion del proceso de inmovilizacion, asi
como el de adaptacion. Para ofrecer una comparacién cualitativa, se muestran
fotografias de MEB de cada uno de los lotes de biopeliculas obtenidos.

Las determinaciones de proteinas solubles y carbohidratos totales como
componentes de la biopelicula no resultaron ser congruentes, ya que la suma de
estas dos fracciones rebasa o es igual al contenido de SVI en el lote de particulas
inmovilizado con acetato y glucosa y en el adaptado a termofilia. Unicamente en el
lote de particulas inmovilizadas con acetato la proporcion de ambas fracciones
representa la mitad de los SVI.

Sin embargo, la relacion entre ambos componentes aporta informacién con respecto

a cual de estas fracciones predomina en la biopelicula.

Se determinaron los parametros cinéticos, Ks y la actividad especifica maxima £,

maxy

a traves de una ecuacion tipo Monod para cada uno de estos lotes y se encontraron
diferencias importantes en los valores obtenidos que indican en cierta medida el tipo

de biomasa inmovilizada, aunque no confirman el tipo de microflora observada en las

microfotografias.
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Capituio 3. Inmevilizacion en mescfiliz. .

3.1. Inmovilizacién con Acetato y Giucosa.

3.1.1. Dinamica acetcclastica de particulas inmovilizadas

En un primer experimento, se siguio la dindmica de actividad acetoclastica especifica

alimentando el reactor con 0.5 g acetato + 0.5 g glucosa/L medio, por un periodo de

120 dias. La maxima concentracién de biomasa fue de 17.6 mg SVI/g soporte seco.

En la Figura 3.1.a. se presenta el patrén de consumo de acetato de las particulas

conforme transcurre el tiempo de inmovilizacion. En la Figura 3.1.b. se presenta la

velocidad de consumo de acetato durante el periodo de inmovilizacién y se observa

una fase de retardo de 45 dias y que la actividad acetoclastica global maxima fue de

3.6 g acetato/Ld .

12
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Figuras 3.1.a y b. Consumo de acetato (a) y dindmica de actividad acetoclastica (b)
de particulas inmovilizadas en mesofilia con acetato y glucosa.

Este valor, como actividad acetoclastica especifica disminuye a 1.97 g/g SVI.d
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...
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debido a la alta concentracidn de biomasa encontrada, a la que esta relacionada

esta expresion.

3.1.2. Dinamica de acumulacion de biomasa

La acumulacion de biomasa se siguid durante el tiempo de inmovilizacidon
considerando que representaria los SVI y que estaria formada de exopolimero y
células basicamente, y que el exopolimero estaria constituido principalmente por
carbohidratos y en menor proporcion por proteinas (Costerton et al., 1981).

En esta cinética se encontré que la concentracion final de estos compuestos por
g de soporte seco fue de 17.59 mg SVI, 8.36 mg de carbohidratos totales y
8.68 mg de proteina soluble. La concentracion de estos componentes aumenta
conforme transcurre el tiempo de inmovilizacion y el perfil que siguen todos ellos es

de tipo sigmoidal, como puede verse en las Figuras 3.2.ay 3.2.b.

oo N @ ©
[ 1]

<o
mg g soporte seco
[

my SV g soporte seco

PN
[=] — r
«
]

e

D 30 60 90 120

ca

30 60 90 120

Tiempo (d)

Tiempo (d) @ carbohidratos @ proteinas

Figuras 3.2.a. y b. Cinética de acumulacion de biomasa, de sintesis de
carbohidratos y proteinas durante la inmovilizacion de células en bioparticulas
alimentadas con acetato y glucosa.
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Cenitiio 3. Inmovilizacién en mesofifia. ..

Es evidente del analisis de los resuitadus presentadc que la suma de la
concentracion de proteina soluble y carbohidratos iotales final se aproxima a la
concentracion de SVI. Tal incongruencia se ha encontrado anteriormente en trabajos
de Mendoza y Garcia (1990), Urbain et al. (1993), Schmidt y Ahring (1994) y Fajardo
(1997), ya que Dolfing et al. (1985), Grotenhuis et al. (1991), Guiot et al. (1991) y
Shen et al. (1993) han reportado que el material exopolimérico, constituye del 2 al
23% de los SSV en lodos granulares.

La formacion de la biopelicula esta asociada al crecimiento celular y se distingue
claramente en ambas Figuras las tres fases caracteristicas: retardo, crecimiento
exponencial y estacionaria. En este caso, la fase de retardo que dura 30 dias, puede
interpretarse como la fase en la que algunas células se depositan en la superficie del
soporte e inician la produccion de exopolimero, es decir la fase de adhesion
irreversible sefialada por Guiot (1992). La fase de crecimiento exponencial, que dura
30 dias, en la que se presenta la maxima velocidad de formacion de biopelicula,
corresponde a la fijacion celular, reproduccion, sintesis de exopolimero vy
desprendimiento celular. Y finaimente, la fase estacionaria donde se alcanza el
maximo grosor de la biopelicula y el equilibrio entre la fijacion, reproduccion celular y
desprendimiento.

La relacién que existe entre el contenido de carbohidrafos con respecto a los SVI de
0.49 g /g, lo que indica que la mitad de la biopelicula formada esta constituida de

carbohidratos y concuerda con lo sefialado por Guiot (comunicacion personal).
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Capitulo 3. Inmovilizacior, en mesofilia...

La cantidad de proteina encontrada representa alrededor de un 60% del material
organico de la biopelicula y la relacion proteina/carbohidrato encontrada es de 1.03.
La suma del contenido de carbohidratos y proteinas representa casi el total de la
fraccion volatil, expresada aqui como SVI. La relacion SVI/STI es cercana a 1.0,
indicando que practicamente toda la biopelicula esta constituida por material
organico.

Por otro lado, debe hacerse notar que cuando la inmovilizacion de biomasa se
encuentra en fase exponencial se presenta la finalizacion de la fase de retardo de la

dinamica acetoclastica, como puede verse en las Figuras 3.1.b. y 3.2.a.

3.1.3. Descripcion de muestras observadas en MEB

Las imagenes obtenidas por MEB de estas bioparticulas muestran una densa
colonizacion de bacterias cocoides y bacilares de extremos planos tipo
Methanosaeta, embebidas en los grupos de cocos, como puede apreciarse en las
Figuras 3.3.a, 3.3.b y 3.3.c.

Sin embargo, la predominancia de bacterias tipo Methanosarcina desde el inicio de
la inmovilizacion, contradice la hipdtesis de que es Methanosaeta el principal género
que inicia la granulacion y la inmovilizacion. Por lo tanto, cabe considerar la
posibilidad de que se trate también de bacterias acidégenas fermentadoras de
glucosa y que pueden producir sustancias exopoliméricas que ayudaran en la fijacion

de metanogenas, como Io ha reportado antes Meier-Schneiders et al. (1993).
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Cagiiuio 3. Inmovilizacion eri mesofilia...

3000x 15kV

A

NS . 5000x 15KV | 2 1um . x .
Figuras 3.3.a, b, ¢ y d. Imagenes de MEB de biopartic.!=s mesofilicas alimentadas con
acetato y glucosa. (a) Colonizacién del soporte después de 60 dias de inmovilizacion.
Notese la abundancia de cocos. (b) Colonizacion del soporte después de 120 dias de
inmovilizacion. Nétese la densidad y diversidad de la biomasa. (c) Acercamiento de la Figura
anterior. (d) Colonizacion del soporte después de 60 dias de inmovilizacién. Observense las
bacterias tipo spirochaeta entre las bacterias bacilares y cocoides.
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Capitulo 3. Inmovilizacién en mesofifia...

En la Figura 3.3.d, las flechas indican un grupo que no se observo en los otros
sistemas de inmovilizacién, probablemente perteneciente al género Spirochaeta que
se ha reportado como parasito en lodos anaerobios (Prensier et al, 1988 vy

Howgrave-Graham et al., 1991).

3.2. Inmovilizacién con Acetato.

3.2.1. Dinamica acetoclastica y acumulacion de biomasa.

Esté experimento se llevo a cabo alimentando el reactor con 1 g acetato/L y durd
135 dias. En este sistema se encontraron en el dia 70 las concentraciones maximas
de las fracciones analizadas de la biopelicula, que en mg/g de soporte seco fueron:
proteina, 0.37; carbohidratos, 0.32; SVI, 1.23 y la fraccion de componentes del
exopolimero representa el 56% de la biomasa inmovilizada. La relacién SVI/STI es
de 0.62 y la relacion proteinas/carbohidratos de 1.15.

Las bajas concentraciones encontradas indican poca biomasa inmovilizada, lo que
hizo que la velocidad global de consumo de acetato para estas bioparticulas fuera 8
veces menor que en el experimento anterior, como puede verse en la Figura 3.4.a.
La actividad acetoclastica global maxima obtenida durante el periodo de
inmovilizacion fue de 0.47 g acetato/L-d, como puede verse en la Figura 3.4.b,
mientras que la actividad especifica maxima fue de 5.4 g acetato/g SVI-d. Este

ultimo valor es casi 3 veces mayor que en el experimento anterior.
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

[
-

La curva de actividad acetoclastica tiene dos fases distinguibles: una primera fase de

=

inmovilizacion y una segunda fase después de 30 dias, donde se alcanza un estado
estacionario.

Después de una inmovilizacion inicial de células, la sintesis de biomasa y de material
exopolimeérico para la formacion de la biopelicula se lleva a cabo lentamente debido

a que el sustrato utilizado libera poca energia (menos de 1 mol ATP/mol acetato).

0.5 +
S 0al N\
- 5 04 -+ L AN \
o — ‘ 3 | A ]
) O i —O—15d | IS | / \ ~
o Q f ‘ 2 03+ / AN "
b \ N |-@—0d. 8 / .
8 N Po ews S
= N O g -7 2 02 T
€ S i B Y ]
—@— 100 qj 2 4. /
a a—138d &/
N0 ’** ‘
Gt B 0e | o
0 XD g 0 50 100 150
0 20 40 60 80 100 Tiempo (d)

Tiempo (h)

Figuras 3.4.a. y b. Consumo de acetato (a) y dinamica de actividad acetoclastica (b)
de particulas mesofilicas alimentadas con acetato.

3.2.2. Descripcién de imagenes de MEB

En las Figuras 3.5.a, 3.5.b y 3.5.c se muestran fotografias del soporte colonizado. Se

aprecia que el grupo predominante corresponde a bacterias bacilares de extremos
planos tipo Methanosaeta y aunque en el microscopio éptico con epifluorescencia se
observé que el inoculo contenia bacilos similares y cocos, estos ultimos se
inmovilizaron escasamente. Este resultado podria indicar que existe la posibilidad de

que los cocos presentes en el indculo sean bacterias acidégenas fermentativas, qué
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

no se fijaron en este experimento debido a la falta de una fuente de carbono

apropiada, tal como la glucosa.

K7 o

Figuras 3.5.a, b, ¢ y d. Imagenes de MEB de bioparticulas inmovilizadas en mesofilia
(35° C) alimentadas con acetato. (a) y (b) Colonizacion del soporte por filamentos largos de
bacterias bacilares. (c) Los mismos filamentos en un hueco del soporte. (d) Estructuras

bacilares con extremos aplanados o con forma de “bambu” caracteristica de bacterias tipo
Methanosaeta mesofilica.
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Capitulo 3. Inmovilizacién en mesofilia...

El mecanismo de adhesidon fue principalmente la formacién de filamentos largos
(Figuras 3.5.a y 3.5.b). Esto es debido probablemente a la baja concentracion de

sustrato  utilizado que en el caso de Methanosaeta, forma estas estructuras

(Speece, 1986).

También ha sido reportado anteriormente por Robinson et al. (1984), Gorris et al.
(1989) y por Zeliner et al. (1994) que la predominancia de Methan. :eta en soportes
coloniza@os es debido a la formacién de estas estructuras.

Es importante recordar que se obtuvo una muy baja cantidad de biomasa fijada, lo
que se confirma en estas imagenes y no se observdé abundancia de sustancias
exopoliméricas o cualquier otro material amorfo o fibroso. Igualmente, se aprecia
soporte.

una pobre colonizacion de microorganismos en la superficie del

Aparentemente, las particulas estan colonizadas solamente en las cavidades que

ofrecen un nicho con poca turbulencia (Figura 3.5.c).

3.3. Adaptacion de Bioparticulas Mesofilicas a Termofilia.

3.3.1. Dinamica de actividad acetocldstica

El lote de bioparticulas del experimento anterior fue adaptado a termofilia a partir del
dia 135, aumentando la temperatura paulatinamente por un periodo de 30 dias de

35° a 45° C a razéon de 1° C/dia y de 45° a 55° C a razon de 0.5°/dia. Después de
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Capitulo 3. Inmovilizacién en mesofilia...

165 dias y al alcanzar 55° C, la condicion se mantuvo por 120 dias. El reactor se
alimentd con 1 g acetato/L medio durante todo el proceso.

El patron de consumo de acetato es similar en termofilia y en mesofilia, como puede
verse comparando las F.guras 3.4.3 y 3.6.a. Sin embargo, la actividad acetoclastica
giobal disminuyo al alcanzar los 55°V C con réspecto a la que tenian las bioparticulas
antes de la adaptacion, y se recupero a lo largo de los 120 dias posteriores de

tratamiento como puede erse en la Figura 3.6.b:

18 (a) Je (b)
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0 . e
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; 165 135 225 255 285
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Tiempo (h)

Figuras 3.6.a y b. Consumo de acetato (a) y dinamica acetoclastica (b) de particulas
mesofilicas mantenidas en condiciones termofilicas.

La actividad acetoclastica global resultd ser mayor al final de este periodo que la que
se obtuvo durante la inmovilizacién en mesofilia, con un valor de 0.55 g acetato/L-d,

como puede verse en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Comparacion de actividades especificas antes (35 °C) y después de la
adaptacion (55 °C). El periodo durante el cual se llevd a cabo el aumento paulatino
de temperatura esta indicado por las lineas divisorias.

Sin embargo, la actividad acetoclastica especifica m-xima disminuyc a 3.7 g

acetato/g SVI-d debido a que la biomasa se incrementé a 2.43 mg SVI/g soporte

sSecCo.

3.3.2. Dindmica de acumulacién de biopelicula
Se encontrd que la cantidad de SVI y proteina aumentd en 42 y 60%

respectivamente y los carbohidratos en un 52%, con respecto al lote de donde

provienen esta bioparticulas, como se muestra en la Figura 3.8, indicando que la

temperatura estimula la produccién de biopelicula. Las concentraciones finales
alcanzadas en g de soporte seco fueron de 2.95 mg de SVI, 2.61 mg de proteina y

0.52 mg de carbohidratos.
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...
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Figura 3.8. Evolucién de la concentracion de proteinas, carbohidratos y SVI de
bioparticulas adaptadas a termofilia.

En este caso, la suma de las fracciones de proteina y carbohidratos, rebasa el valor
obtenido de SVI. Sin embargo, la relaciéon proteinas/carbohidratos aumentd a 5.01,
indicando la calidad proteica de la biopelicula.

La biopelicula formada en mesofilia resistio el proceso de adaptacion y el tiempo en
que se mantuvo la condicion termofilica, o que indica que efectivamente funciona
como matriz acarreadora. Esto se confirma con el hecho de que la relacion SVI/STI

se mantiene casi constante en un valor de 0.65.

3.3.3. Descripcion de imagenes obtenidas en MEB.
En las imagenes obtenidas por MEB, se encontro que la poblacion era escasa como
sucedio con el lote anterior, de donde estas bioparticulas provienen. En la Figura

3.9.a, se muestran bacterias de tipo Methanosaeta encontradas al momento de
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Capitulo 3. Inmaovitizacion en mesofilia...

Figuras 3.9.a, b, c y d. Imagenes de MEB de las bioparticulas mesofilicas adaptadas a
termofilia alimentadas con acetato. a) Bacterias fijadas en las particulas de soporte al iniciar el
periodo de termofilia después de la aclimatacion. (b) y (c) Bioparticulas después de 60 dias en
termofilia. Obsérvese el cambio de forma de las estructuras bacilares y la diversidad de
bacterias, en particular la abundancia de cocos. (d) Acercamiento donde se observa el
material granuloso que cubre la superficie del soporte y sobre el cual estan adheridas las

bacterias.
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Capituio 3. Inmovilizacion en mesofilia...

haber alcanzado la condicidon termofilica y en las Figuras 3.9.b y 3.9.c, se muestran
bacterias de este mismo tipo y cocos de formas diversas encontrados en las
bioparticulas después de 60 dias a 55° C. En las bacterias bacilares se modificaron
los extremos aplanados caracteristicos de Methanosaeta mesofila a estructuras con
extremos redondeados y se encontraron numerosas células de tamafo pequefio en
division. En la Figura 3.9.d, se aprecia un material granular amorfo al que
aparentemente estan adheridas las bacterias que solamente se encontro en este lote
de bioparticulas y que no se ha identificado aunque podria tratarse de material
exopolimérico. Cabe recordar que en este lote de bioparticulas, se obtuvieron tres
veces mas solidos volatiles por gramo de soporte seco que en el lote anterior, que no

necesariamente es biomasa activa y que pudiera ser material exopolimérico.

3.4. Parametros Cinéticos

La determinacion de parametros cinéticos para estos tres experimentos se
hizo con concentraciones de 60, 120, 180, 240, 300, 600, 900, 1200 y 1500 mg
acetato/L.

En general, el patron de consumo de acetato para las diferentes concentraciones y
los tres lotes de particulas probados resultd ser similar la cinética de Monod. Dada

esta similitud, las velocidades de consumo de acetato para cada concentracion se

111




Capiiuic 3. Inmovilizacion en mesofiia...

trataron como actividad acetoclastica especifica considerando que k= £, Ks + SY
. s acetato .
donde £ es la actividad acetoclastica especifica en g Svi —a~; k. €8 la actividad

acetoclastica especifica maxima; Ks es la constante de afinidad al sustrato y S es la
concentracion de sustrato, ambas en g acetato/L.

Esta cinéticas mostraron que para concentraciones de acetato de 60 a 250 mg/L se
obtienen velocidades especificas de degradacion bajas para los tres lotes de

particulas muy similares entre si, como se muestra en la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Velocidad especifica de consumo de acetato de tres lotes de
bioparticulas; adaptadas a termofilia con acetato, inmovilizadas en mesofilia con
acetato y glucosa e inmovilizadas en mesofilia con acetato.

Aparentemente, la maxima actividad para el lote de particulas inmovilizadas con

acetato se obtiene en un intervalo de 600 a 1200 mg/L y con 1500 mg/L disminuye la

velocidad, lo que indica una probable inhibicién. Estas mismas bioparticulas
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

adaptadas a termofilia, alcanzan la maxima actividad en 900 mg/L y posteriormente
la velocidad decae. Finalmente, la mas alta actividad especifica se tiene para el lote
inmovilizado con acetato y glucosa con 1500 mg/L.

Sin embargo, las constantes cinéticas que se obtuvieron por medio de la
linearizacion de estos datos a través de la modificacion de Hanes-Woolf reportan

valores diferentes. Ya que para el experimento en el que se inmovilizo con acetato y

g DQO
g SVI-d

glucosa se tiene una 4, de 10.5 y una Ks de 359 mg DQOJ/L. Para la

DQO
inmovilizacion llevada a cabo con acetato la 4,,, fue de 2.7 §SVI r

y la Ks de 87

g DQO

mg DQO/L y para las particulas adaptadas con acetato a 55 °C fue de 5.6 g SVI-d

y 105 mg DQO/L, como se muestra en la Figura 3.11.

400

Q
300 ;
S ‘
2 200 5 . q.]
100 8 °
geed -
8
0 300 6500 900 1200 1500
mg acetato/L

Oacetato+giucosa ¢ adaptadas a acetato

Figura 3.11. Linearizacion por la modificacion de Hanes-Woolf para las cinéticas de

consumo de acetato de tres lotes de bioparticulas inmovilizadas.
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

La correlacion para los resultados obtenidos de cada lote de particulas fue cercana a

0.9, debido a que esta modificacién es apropiada cuando se utilizan concentraciones

que tienen una distribucion homogénea (Segel, 1982).

En la Tabla 3.1. se comparan los valores de Ks y k,, obtenidos para estas

bioparticulas con algunos datos reportados en la literatura para los géneros de

Methanosaeta y Methanosarcina.

Tabla 3.1. Comparacién de valores de parametros cinéticos Ks y %, obtenidos en
este trabajo y entre referencias.

Koo Ks Referencia
(mg DQO/mg SVI-d)|(mg DQO/L)
Mesofilia | Methanosaeta 2.9-6.1 11-30 Pavlostathis y
(35° C) Giraldo-Gomez (1991)
nr 45-76 Guyot et al. (1990)
nr 20 Kuba et al. (1990)
4.5 38 Jetten et al. (1992)
Methanosarcina 5.9-12 320 Pavlostathis y
Giraldo-Gomez (1991)
nr 320 Guyot et al. (1990)
9.8 191 Jetten et al. (1992)
Termofilia' Methanothrix nr 9.5 Zinder y Mah (1979)
(55-65° C;; thermoacetophila Touzel et al. (1985)
Zinder et al. (1985)
Methanosarcina nr 445 Min y Zinder (1989)
thermophila Zinder (1990)
Kamagata y Mikami (1991)
Este mesofilia con 9.3 356
trabajo... |acetato : glucosa
mesofilia 5.3 81
con acetato
adaptadas a 5.0 107

55° C con acetat

nr: no reportado

Para el sistema inmovilizado con acetato y glucosa, el valor de Ks obtenido parece

indicar la predominancia de Methanosarcina en la biopelicula, lo cual coincide con
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesoafilia...

las imagenes de MEB de las Figuras 3.3, mostradas anteriormente. La actividad
especifica maxima es la mas alta de los tres lotes probados.

Para el lote alimentado con acetato, se obtuvo un valor de Ks cercano a los valores
reportados para Methanosaeta, que también coincide con las fotografias de MEB
mostradas en las Figuras 3.5.

Para el lote adaptado a termofilia puede verse que la actividad especifica es similar a
la del lote anterior asi como el valor de Ks, lo que indica que si bien la adaptacion no

mejoro las caracteristicas cinéticas de este lote, tampoco disminuyd la actividad.

3.5. Discusion

La inmovilizacion en mesofilia utilizando una fuente de carbono que libera una
alta cantidad de energia al ser hidrolizada, como la glucosa (4 ATP/mol en
condiciones anaerobias), resulta en bioparticulas con alta actividad acetoclastica
global, mayor cantidad de biomasa inmovilizada y promueve la sintesis de
sustancias exopoliméricas.

Las bacterias cocoides observadas en las microfotografias pueden ser bacterias
acidégenas productoras de sustancias exopoliméricas que se desarrollaron debido a
la adicion de glucosa. También puede tratarse de cocos tipo Methanosarcina ya que
la hidrolisis de la glucosa por bacterias acidogénicas, resulta en dos moles de

acetato aumentando la concentracion de este sustrato y que favorece el desarrollo
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de este microorganismos como Ehlinger et al. (1987) han sefalado. Adicionalmente,
la acetogénesis a partir de 1 mol de glucosa produce 4 moles de H, y 2 moles de
HCOj, sustratos que podrian ser utilizados también por Methanosarcina durante la
metanogéneéis, con la produccion de 1 mol de ATP por mol de CH, (Vogels et al.,
1988, Mdiller et al., 1993) asi como por algunas especies del género Methanoccocus
(Garcia, 1990).

La inmovilizacién en mesofilia con acetato da como resultado una baja velocidad
acetoclastica. Las fotografias de MEB muestran que se obtiene una escasa
produccion de exopolimero y el mecanismo de inmovilizacidon de los bacilos fue por
medio de la formacién de filamentos largos sobre la superficie del soporte. Speece
(1996) ha seﬁa‘lado que este tipo de crecimiento es caracteristico de Methanosaeta
cuando existen bajas concentraciones de sustrato en la operacién de reactores.
Adicionalmente, Methe saeta es exclusivamente acetoclasta y la metanogénesis a
partir de acetato tiene el valor mas pequefio de AG*' (-31.0 kJ/mol), por lo tanto, se
sintetizara menos de 1 mol de ATP por mol de CH, formado. La baja produccion de
energia dara como resuitado baja produccion de biomasa y exopolimero.

Ademas de esta caracteristica metabélica, se debe considerar que para la sintesis
de carbohidratos como la glucosa-6-P se requieren en teoria 82 x 10* mol ATP/g
célula seca y 10 x 10 mol ATP mas, para la polimerizacion de carbohidratos. Por
otro lado, la sintesis de amino4cidos y su polimerizacion requiere de 427 x 10 mol

ATP/g células secas (Vogels €t al., 1988).
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Capitulo 3. Inmovilizacién en mesofilia...

Cabe senalar que el sistema alimentado con acetato tiene una relacion entre los
solidos volatiles y totales, 35% mas baja que el sistema alimentado con acetato y
glucosa. Debido a estos antecedentes y a la adicién de este sustrato en bajas
concentraciones, no puede esperarse la formacion de una gran masa celular ni de
sustancias exopoliméricas.

La probable presencia de Methanosaeta para los experimentos llevados a cabo,
puede ser explicada de lo reportado por Verrier et al. (1988), que demostrO que este
microorganismo tiende a inmovilizarse sobre este soporte debido a su hidrofobicidad,
por lo que el mecanismo de adhesion es inicialmente por medic de uniones
hidrofobicas. Methanosaeta se ha reportado extensamente como el primer
microorganismo involucrado en la formacion de granulos y biopeliculas debido a la
caracteristica filamentosa y prevalece sobre Methanosarcina (Gorris et al., 1989 y
Zellner et al., 1994), ya que los filamentos pueden formar una red tridimensional. En
cambio, Methanosarcina es una bacteria hidrofilica que forma agregados redondos y
se inmovilizara inicialmente en zonas sin turbulencia excesiva (Verrier et al., 1988).
En las imagenes mostradas en la Figura 3.3.a, se observa que la colonizacién por
bacterias cocoides se llevo a cabo en las cavidades del soporte. En este caso
particular, la predominancia cualitativa de cocos sobre bacilos tipo Methanosaeta
que estan inmersos en la biomasa contradice lo sefialado por Robinson et al. (1984),
que ha encontrado que este bacilo frecuentemente esta en la superficie de las

biopeliculas rodeando como con una red a los cumulos de Methanosarcina.

117




Tanitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

La adaptacion de las particulas mesofilicas a condiciones termofilicas, resulto en un
incremento global de sélidos de alrededor del 40%. La relacion entre soélidos volatiles
y totales cambid ligeramente, indicando que la biopelicula mantiene su fraccion
organica y que funciona realmente como matriz acarreadora de microorganismos, ya
que resistid la aclimatacién y la condicion termcfilica durante el periodo de
experimentacion.

La velocidad de consumo de acetato se incrementd después de 120 dias en
termofilia, sugiriendo que los microorganismos se adaptaron a la condicion. Estos
resultados son comparables con los de van Lier et al. (1992 y 1993) que encontrd un
decremento en la actividad de reactores UASB al momento en que la condicion
termofilica se alcanzd y una recuperacioén posterior. Sin embargo, tuvo pérdida de
granulacién dei lodo y consecuentemente lavado de soélidos, lo que finalmente hizo
disminuir la actividad especifica del reactor. EI cambio de estructura en granulos
mesofilicos adaptados a termofilia, también ha sido reportado por Rintala er al.
(1993), sefalando la pérdida de la estructura compacta de los granulos y una
disminucion en la relacion de sélidos volatiles a totales.

Los resultados en esta investigacion muestran que la actividad tiende a aumentar y
la relacion de sélidos se mantiene practicamente en el mismo valor, lo que indica
que la estructura de la biopelicula resistio la aclimatacién. Probablemente esto sea
debido al cambio en la naturaleza de la biopelicula, en la cual predominan las

proteinas. -
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Capitulo 3. Inmovilizacion en mesofilia...

Los parametros cinéticos obtenidos para estos lotes de bioparticulas, sefalan al
grupo acetoclastico metanogénico presente en la biopelicula que también se
confirma con las fotografias de MEB. Para las particulas inmovilizadas con acetato,
predomina bacterias tipo Methanosaeta; para las bioparticulas mesofilicas adaptadas
a termofilia, aumenta la velocidad maxima dentro del intervalo reportado para
Methanosaeta 'y para la inmovilizacion llevada a cabo con glucosa y acetato, los

parametros estan dentro del intervalo de valores reportado para Methanosarcina.
3.6. Conciusiones

En estos experimentos se demuestra que la inmovilizaciéﬁ en mesofilia
alimentada con un sustrato exclusivamente metanogénico vy en bajas
concentraciones lleva a una escasa colonizacién y menor actividad acetoclastica.

La adaptacion de bioparticulas mesofilicas a termofilia es favorable, ya que se
sintetizo biomasa que permanece inmovilizada en el soporte, por lo que ésta seria
una opcidn viable para disminuir los efectos de pérdida de actividad y solidos. en
reactores con bicmasa suspendida. Es decir, la biopelicula es capaz de adaptarse a
las nuevas condiciones, de donde se concluye que la inmovilizacién puede utilizarse

como un paso confiable para la estabilizacion de biomasa en condiciones

termofilicas.
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Capitulo 3. Inmovilizacién en mesofilia...

La inmovilizacion con acetato y giuccsa se ve faverecida en actividad acetoclastica y
acumulacion de biomasa debidc & ia presencia de un sustrato de alto rendimiento
energético, mismo que ayudaria a disminuir los tiempos de inmovilizacion. Las
imagenes de MEB no permiten identificar al género de bacterias presentes en la
biopelicula, pero dados los sustratos alimentados y las caracteristicas obtenidas de
este lote de particulas, puede creerse que se tienen tanto bacterias écidégenas asi
como bacterias tolerantes a altas concentraciones de acetato tal como
Methanosarcina, y otras capaces de metabolizar H, y CO, proveniente de la

hidrélisis de la glucosa. Igualmente, se concluye que dado el valor de k,,, obtenido,

este sistema seria capaz de tolerar altas carjas organicas, por lo que se considero

para la operacién de reactores continuos, como se vera mas adelante.
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4 Inmovilizacion de bacterias
anaerobias en termofilia
(55° C) en un reactor de lecho.

fluidificado inverso (RLFI) en lote

En la Justificacion se sefiald que no existen antecedentes de inmovilizacion
en condiciones termofilicas y es en este desconocimiento en donde reside la
importancia de esta parte de la investigacion.

‘
Este Capitulo esta estructurado de la misma manera que el anterior y se presentan
los resultados obtenidos durante la inmovilizacion en termofilia de bacterias
anaerobias provenientes de lodos mesofilicos adaptados previamente a termofilia,

utilizando para este propdsito en uno lote una mezcla de acetato y glucosa y para el

otro, acetato solamente.
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Capitulo 4. Inmovilizacion en termofilia...

Como una forma de representar el proceso de inmovilizacion se presentan la
actividad acetoclastica clobal y especifica para cada lote.

Se encontrara que las concentraciones obtenidas para las fracciones de proteinas y
carbohidratos rebasan con mucho el contenido de SVI, por lo que se consideran
incongruentes. Sin embargo, se vera que la re'lacién proteinas/carbohidratos indica el
principal componente que predomina en el material extraido como sustancias
exopoliméricas.

AuUn asi, los resultadés mostraron actividades globales y especificas menores a las
encontradas para los lotes de bioparticulas discutidos en el Capitulo anterior.

La comparacién cualitativi: entre bioparticulaé se hace nuevamente con fotografias
de MEB de cada uno de los lotes.
Finalmente se presenta una Tabla donde se resumen y comparan los resultados
obtenidos durante los experimentos de inmovilizacion, tanto en mesofilia como en

termofilia.
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Capitulo 4. inmovilizacion en termofilia...

4.1. Inmovilizacion con Acetato y Glucosa

4.1.1. Dinamica de actividad acetoclastica

En el primer experimento, inoculado con el lodo adaptado, la inmovilizacion se llevo
a cabo alimentando el reactor con 0.5 g acetato + 0.5 g glucosa/L. medio.

Se evalu6 la velocidad de consumo de acetato por 120 dias y se encontrd que la
maxima concentracion de acetato consumido en las cinéticas fue de 3 mM como se
puede ver en la Figura 4.1, resultando en una actividad acetoclastica global de

0.21 g acetato/Ld .

mM Acetato

o} 20 40 60 80
Tiempo (h}

Figura 4.1. Cinética de consumo de acetato durante el periodo de inmovilizacion en
termofilia de particulas inmovilizadas con acetato y glucosa.

La biomasa inmovilizada fue de 2.31 mg SVI/g soporte seco con la que se obtuvo
una actividad especifica de 1.29 g acetato/g SVI-d. La relacion SVI/SVT fue cercana
al experimento mesofilico analogo, con un valor de 0.83, sugiriendo nuevamente la

acumulacion de material organico en la biopelicula.
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Capitulo 4. Inmovilizacion en termofilia...

4.1.2. Dinamica de Acumulacion de Biomasa

La acumulacion de biopelicula se muestra en la Figura 4.2, en donde se observa que
el patron de inmovilizacion es creciente y poco relacionado con el de tipo sigmoidal
propio del crecimiento microbiano. La fijacién inicial de biomasa, decae ligeramente
después de 30 dias de inmovilizacion, para aumentar conforme transcurre el tiempo

de inmovilizacion

®
2.5
o) [ J
S ¢ . .
§ 15 o a
@ A
e [ ]
o 8
> ] a
< a
25 A
s s
0o
0 20 40 60 30 100 120
Tiempo (d)
A Proteinas A Carbohidratos ® SVi

Figura 4.2. Acumulacion de biopelicula en bioparticulas inmovilizadas en termofilia
con acetato y glucosa.

Sin embargo, la concentracion final ce biomasa encontrada expresada como SVI fue
muy baja, si se compara con las particulas mesofilicas inmovilizadas con glucosa y
acetato. Cerca del 50% fueron carbohidratos, ya que en g de soporte seco se
obtuvieron 1.62 mg de carbohidratos y 1.97 mg de proteina, para una relacion

proteinas/carbohidratos de 1.21.

124



Cepitide 7 Inmovilizacién en termofilia..

A pesar de gque se tiene un patron similar para el aumento en la concentracion de
estas fracciones con respecto a los SVi, la suma de ambas, rebasa el contenido de
éstos ultimos.

Del analisis de los resultados obtenidos y presentados en la Figura 4.2, se
desprende que durante el proceso de inmovilizacion existe una relacién constante
entre los carbohidratos presentes y los SVI, con un valor de 0.7. En cambio, entre
proteinas y SVI la relacién aumenta hacia el final del periodo de inmovilizacion
alcanzando 0.85, sugiriendo que la fraccién proteica predomina en la naturaleza de

esta biopelicula.

4.2. Inmovilizacién con Acetato

4.2.1. Dinamica de actividad acetoclastica y acumulacion de biomasa.

En este caso el reactor fue alimentado con 1Ag acetato/L y también se siguid la
dinamica de inmovilizacion por un periodo de 120 dias. En este experimento se
encontré la mas baja cantidad de biomasa inmovilizada, ya que se obtuvieron
0.93 mg SVi/g de soporte seco.

Durante todo el periodo de inmovilizacion, las pendientes obtenidas para el consumo
de acetato fueron poco pronunciadas, como se ve en la Figura 4.3, y esto se

traduce en que las velocidades especificas de degradacion de acetato son muy
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Capitulo 4. Inmovilizacién en termofilia...

bajas, por lo que la actividad acetoclastica global es mucho menor que en
experimentos anteriores.

La maxima cantidad de acetato consumida en cada cinética fue de 2 mM,
equivalente a una actividad de 0.08 g acetato/L-d que con la cantidad de biomasa

inmovilizada da como resultado una actividad especifica de 0.72 g acetato/g SVI-d.

]
10 5 4 a B
Q ‘ o(D O 8 ’ a L )

o 8 o) a 30d
2 £o 0
2 o o 60d
Q 6 . O
< %) A 90d
=
€ o 120d

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo {h)

Figura 4.3. Cinética de consumo de acetato durante el periodo de inmovilizacién de
particulas en termofilia alimentadas con acetato.

Se encontraron de 1.54 mg proteina y 0.27 de carbohidratos por g de soporte seco y
la relacion proteinas/carbohidratos fue de 5.7. La cantidad de proteina es cinco
veces mayor que la encontrada en el experimento analogo en mesofilia y esta
cantidad se mantuvo en niveles similares desde los primeros 30 dias de
inmovilizacion, ya que en determinaciones posteriores se obtuvo practicamente la

misma concentracion.
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Sin embargo, este valor es similar al experimento de adaptacion de bioparticulas
mesofilicas a termofilia, donde la fraccion de proteina también es cinco veces mayor,
indicando la naturaleza proteica de esta biopelicula lo que lleva a inferir que al haber
una fuente de carbono que aporte energia limitada como el acetato (menos de
1 ATP/mol), la biopelicula inmovilizada contendra bajas cantidades de carbohidratoé,
La relacion SVI/SVT fue de 0.73, mas baja que en el experimento anterior y de un
valor mas cercano al del experimento analogo en mesofilia y al de adaptacion a
termofilia.

Dados los resultados obtenidos de actividad acetoclastica para ambos lotes de

bioparticulas, no se determinaron parametros cinéticos.

4.2.2, Descripcion de bioparticulas termofilicas observadas en MEB

Las muestras de ambos lotes mostraron bacterias similares a las del género
Methanosaeta como predominante. Puede verse que estas bacterias son
estructuraimente diferentes a las encontradas en mesofilia, resultando similares a las
descritas por Nozhevnikova y Yagodina (1983) y Nozhevnikova y Chudina (1985).
En la Figura 4.4.a, se muestra la escasa poblacion de bacilos en la superficie de las
particulas alimentadas con acetato. Las flechas indican una estructura bacilar muy
fina que no ha sido identificada. Se puede apreciar en la Figura 4.4.b, que las

bacterias inmovilizadas tienden a colonizar las cavidades disponibles en un arreglo
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Capitulo 4. Inmovilizacion en termofilia...

de trozos de "spaghetti”, en la que los filamentos son cortos y estan sobrepuestos

entre si.

il o 3000x - NENEER  5um « © 3000x, TS KV
Figuras 4.4.a, b, c y d. Imagenes de MEB de bioparticulas termofilicas inmovilizadas con
acetato (a) y con acetato y glucosa (b, ¢ y d). (a) Biomasa adherida después de 30 dias de
inmovilizacion alimentando con acetato. Nétese la escasa poblacion y la diferencia entre las
esructuras bacilares. (b) Biomasa inmovilizada en el dia 60 alimentando con acetato y
glucosa, nétese la forma de agrupamiento. (c) Biomasa inmovilizada en el dia 90. Nétese a
fa derecha y en el centro inferior la acumulacion de células inmersas en material amorfo,
probablemente exopolimérico. (d) Bacterias heterétrofas tipo clostridio después de 30 dias
de inmovilizacion.
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v

En la Figura 4.4.c, se observa el mismo arregio y la acumulacién de exopolimero en
las bioparticulas alimentadas con acetato y glucosa. Las demas estructuras
observadas en el in6culo estan escasamente presentes, sin embargo, pudieron

observarse algunos bacilos esporulados (Figura 4.4.d).
4.3. Comparacion de resultados entre experimentos

Finalmente se presenta la Tabla 4.1, donde se resumen los resultados mas
importantes que se obtuvieron en los experimentos descritos en este Capitulo y en el
anterior.

En el experimento en mesofilia inmovilizado con acetato y glucosa se obtiene la mas
alta actividad global, la mayor concentracidn por g de soporte seco de carbohidratos,
proteinas y SVI; la mas alta relacion SVI/SVT y la mas baja relacion
proteinas/carbohidratos. |

La actividad especifica para las particulas mesofilas inmovilizadas con acetato es la
mas alta, debido a la baja concentracién de biomasa inmovilizada, de la cual la
concentracion de proteina entre experimentos es la mas baja.

Esta biopelicula de caracteristicas pobres, una vez adaptada a termofilia, presenta
caracteristicas mejoradas con una composicién de biopelicula en la cual lo mas
sobresaliente es el aumento en la concentracion de proteinas, que no se compara a

ninguno de los  experimentos llevados a cabo en termofilia.
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Capituio 4. Inmovilizacion en termofilia...

La alta concentracidon de proteina con respecto a los carbohidratos eh los
experimentos de adaptacion y de inrmovil:zacion en termofilia con acetato, indican la
naturaleza proteica de estas biopeliculas.

Estos resultados son coincidentes con los de Schmidt y Ahring (1994), ya que
encontraron una mayor cantidad en la concentracién de proteina para lodos de
reactores termofilicos alimentados con acidos grasos volatiles.

Los experimentos alimentados con acetato y glucosa tanto en mesofilia como en
termofilia, asi como el que se alimentd solamente con acetato en mesofilia tienen
fracciones similares de proteinas y carbohidratos, de tal forma que la relacion da
valores cercanos a 1.

Comparando los dos experimentos de inmovilizacion en termofilia, es evidente que
aun corn un in6culo de malas caracteristicas agregacionales (i.e. que perdié la
capacidad de granulacién), la adicion de un carbohidrato mejora también la
composicon de Ié biopelicula.

Cabe recordar que muy probablemente debido a la técnica utilizada para la
obtencién del material exopolimérico para la determinacion posterior de proteinas y
carbohidratos, se obtienen concentraciones que igualan o rebasan la concentracion

de biomasa total determinada en el soporte, como se sefald anteriormente.
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Capitulo 4. Inmovilizacion en termofilia...

4.4. Discusion

La inmovilizacidon en termofilia mostré una actividad acetoclastica global y
especifica baja y al igual que en experimentos anteriores, la bacteria predominante
fue de tipo bacilar similar a Methanosaeta termdfila. Se debe considerar que
analogamente a mesofilia, este género tiene una alta afinidad por el acetato, sin
embargo, lo consume muy lentamente y solamente tolera bajas concentraciones
(Zinder, 1990). La escasa presencia de este microorganismo en las bioparticulas es
probablemente el factor que retarda el consumo de acetato en las determinaciones
de actividad especifica, ya que durante la inmovilizacion la concentracion de acetato
fue mucho mayor que 1 mg acetato/L, que es la concentracion alrededor de la cual
se encuentra el umbral de utilizacién de acetato para este microorganismo (véase la
Tabla 1.2, p. 12).

La baja cantidad de biomasa encontrada en ambos lotes, puede ser explicada a
partir de las caracteristicas del lodo utilizado para inocular los reactores que tiene
una pobre capacidad de agregacion. Se sabe que para obtener lados
completamente adaptados capaces de granular y tolerar altas cargas organicas, se
requieren en ocasiones hasta 5 anos de adaptacion, como es el caso de reactores
UASB alimentados con vinazas (Vazoller, comunicaciéon personal).

Esta descripcion es comparable a las caracteristicas encontradas en mesofilia por

Kamagata y Mikami (1990), quienes describieron dos morfotipos de Methanosaeta.
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Uno de ellos es del tipo "disperso" que tiende a formar cadenas cortas compuestas

de pocas células, las cuales no contribuyen a la formacién de granulos que

sedimenten y esto se traduce en el lavado de solidos de los sistemas de tratamiento.

Aparentemente, en termofilia existen caracteristicas analogas, ya que Uemura y
Harada (1993) encontraron que a 55° C las bacterias del grupo Methanosaeta del
tipo "disperso" proliferan, aunque no hubiera Methanosarcina presente en los
granulos. Como una consecuencia, los lodos son susceptibles de "lavarse” debido a
que no hay formacion de granulos que sedimenten.

Las estructuras observadas en estos lotes de particulas forman cadenas cortas y
probablemente se trate de estructuras del tipo “disperso”, similares a las descritas
por estos autores.

La naturaleza proteica encontrada en las biopeliculas inmovilizadas en termofilia,
alimentadas con acetato y glucosa o con acetato solamente, indican que
probablemente el metabolismo se dirija hacia la sintesis de proteinas. Estas
macromoléculas son probablemente mas resistentes a la temperatura, debido a la
variedad de moléculas de aminoacidos que las componen y a la variedad en
secuenciacion y arregios que pueden formar, en comparaciéon con las cadenas de
polisacaridos y tal vez de ahi provenga su abundancia en estas condiciones.

Por otro lado, el lote de particulas alimentado con acetato y glucosa tuvo una
relacién de sodlidos volatiles a totaies mayor y un alto contenido de carbohidratos

que el lote de particulas alimentado sélo con acetato, como se mostré en la
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Capitulo 4. Inmovilizacion en termofilia...

Tabla 4.1. Esto significa que la adicién de glucosa al sistema promueve la sintesis
de material organico en la biopelicula: exopolimero y microorganismos.

Estos resultados son similares a los de Uemura y Harada (1993) quienes
encontraron la formacion de granulos pequenos en reactores termofilicos que fueron
alimentados con acetato y sacarosa. Al contrario, cuando los reactores fueron -
alimentados soélo con acetato, los granulos formados fueron del tipo "disperso” con
Methanosaeta como la bacteria predominante.

De la misma manera, los resultados de Schmidt y Ahring (1994) demuestran que la
cantidad de exopolimero y la fraccion de proteina y polisacaridos en el mismo es
mayor en lodos mesofilicos que termofilicos. Se produce menos exopolimero
utilizando sustratos metanogénicos, tales como el acetato y otros acidos grasos de
cadena corta. Y en general, la composicién del exopolimero de los diferentes lodos
analizados por estos autores muestran una alta concentracion de proteinas, lo que
los lleva a inferir que estas sustancias son principaimente de naturaleza proteica.

Los resultados encontrados en este trabajo son comparables con los de Schmidt y
Ahring (1994) y son congruentes aun con los de inmovilizacion en mesofilia donde la
diferencia enire ambos sistemas es notable, ya que la biopelicula fue muy pobre en
actividad acetoclastica y contenido de solidos cuando el reactor fue alimentado sélo

con acetato.
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4.5. Conclusiones

En este Capitulo, se presentaron los resultados de la inmovilizacion de
biomasa en termofilia, la cuales fueron mucho menos favorables que los obtenidos
con los lotes de bioparticulas mesofilicas, debido principalmente a la perdida de la
capacidad de granulacién del lodo utilizado como inéculo.

En este caso, la alta concentracion de acetato alimentada a los reactores rebaso el
umbral de concentracion tolerable para las bacterias del tipo Methanosaeta
probablemente presentes en la biopelicula. lo que pudo ser un factor que
contribuyera a las bajas velocidades de degradacion de acetato obtenidas.

De la magnitud de estas velocidades, se hace evidente que este sistema aun
alimentado con una fuente-de carbono energética, operaria con bajas cargas
organicas y probablemente requeriria de tiempos prolongados antes de estabilizarse
en un nivel méxfmo de remocion.

Aungue el lodo no granular termofilico utilizado para inocular los reactores dio una
inmovilizacion pobre, cierta cantidad de biomasa se inmovilizé. Estos resultados
sugieren que la inmovilizacién aun en condiciones termofilicas y con un inoculo
floculento es una posibilidad, aunque costosa, para retener los solidos dentro del

reactor y evitar el "lavado" que se tiene en reactores de biomasa suspendida.
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5 Arranque y operacion en continuo
del reactor de lecho fluidificado
inverso (RLFI) para el tratamiento

de agua residual sintética

En este Capitulo se presentan los resultados obtenidos del seguimiento de la
operacién en continuo de dos reactores alimentados con agua residual sintética
donde los principales sustratos fueron acetato y glucosa. Estos se seleccionaron
segun los resultados obtenidos en los experimentos de inmovilizacion. Ambas
corridas tienen como objetivo comparar ia influencia de la altura del lecho sobre la
capacidad de conversion, ya que en el primero, RLFI-1, se operd con una relacion
Ho/Dg de 6 y el segundo, RLFI-2, de 3.

Se describen los efectos del tipo arranque y la operacion en continuo en ambos
reactores, a través del analisis de variables tales como la respuesta del reactor a

cambios del TRH y cambios en la carga organica volumeétrica sobre la eficiencia de
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Capitulo 5. Overacion en continuo de los RLFI...

cambios del TRH y cambios en la carga organica volumétrica sobre la eficiencia de
remocion del sistema. También se revisa la importancia d2 la determinacion de la
relacion de alcalinidades para administrar las cargas apiicadas a los reactores, asi
como la producciéon de biogas y la evoluciéon de la fraccion del metano en el mismo,
durante las corridas experimentales.

Se encontrara que ambos sistemas presentan un problema de expansion excesiva,
debida a Ia retencion del gas en la fase liquida por el patron de flujo descendente
propio del RLFI.

En este sentido, se calculo fa fraccion de metano disuelto en el liquido para cada uno
de los reactores. Dada ia baja cantidad encontrada, se considero que ei efluente se
encontraba sobresaturado de metano y que el biogas en general se encontraba en
forma de burbujas muy pequenas retenidas en la fase liquida. Este fendmeno ha
sido descrito por medio de correlaciones por Fan et al. (1982), Karamanev y Nikolov
(.1992), Krishnaia et al. (1993) y Setiadi (1995), en estudios hidrodinamicos de
reactores trifasicos, donde la velocidad superficial del gas, U,,, es conocida.

En este caso, el efecto mas importante de este fenomeno es la evacuacion de
bioparticulas del lecho y la subsecuente disminucion de la eficiencia, lo que limita el
nivel de las cargas organicas aplicadas.

Con estas experiencias se demuestra que este prototipo alcanza altos niveles de
remocion de materia organica, operando con TRH comparables con otros procesos

anaerobios. Sin embargo, el sistema se debera disenar para un nivel de expansion
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Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

5.1. Reactor LFI-1 (Ho/Dg = 6).

5.1.1. Inoculacién y Arranque (30 dias).

En esta primera etapa el reactor se inoculé con una concentracién de lodos de 500
mg SSVI/L reactor. Se operd ébierto, ccfﬁ un TRH de 1 d y se encontré que el sistqma}
no retenia el inéculo, lavaniolo completamente, por lo que tenia que ser renovado
diariamente para mantener :a concent.racic')n de solidos fijada. Esto provocd grandes
variaciones en los sélidos siispendidos del efluente (véase la Figura 5.7), por lo que
la concentracién de la alim»antacién'se variaba de acuerdo al contenido de sélidos
para mantener una relaciéon masica de 0.5 kg DQO/kg S\SV-d.

Estas variaciones se ven claramente en [a QQO del influente y del efluente y en la
carga organica volumeétrica (véanse las Figuras 5.1 y 5.2), con la subsecuente
variacion de la eficiencia de remocion, como se muestra en la Figura 5.3.

La produccion de biogas fue minima con un promedio de 0.21 L/d y una composicién
de metano de 319.6%.

Estas variaciones durante el arranque no son tan notables en el pH del efluente,
como se muestra en la Figura 5.6, por lo que la rélacién de alcalinidades no se siguio
desde el principio como puede verse en esta misma Figura. Sin embargo, este

parametro resulté ser de suma importancia en el control de las cargas organicas

suministradas al sistema, como se vera mas adelante.
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Durante el arranque se alcanzd tina concentracién de biomasa de 0.6 kg SVI/m?®
soporte seco equivalentes a 0.11 kg de SVI/ m°® de reactor y se considerd que esta

cantidad era suficiente para finalizar la etapa de inoculacién y arranque del reactor.

5.1.2. Operacion en Continuo (154 dias).

5.1.2.1. Evolucion de la concentracion de la DQQO, carga organica volumétrica v

eficiencia de remocion. Posterior al arranque, se inicié la operacion del reactor con

una carga organica volumétrica de 2 kg/m3-d y un TRH de 1 dia y se aicanzaron
niveles minimos de DQO en la salida (véase la Figura 5.1) con lo que la eficiencia de
remocion se estabilizd en un valor promedio de 85% en 13 dias (ver Figura 5.3).

El dia 45 de operacion hubo una falla eléctrica en la bomba de recirculacion que
durd alrededor de 12 horas. Debido a esto, el reactor se acidificé y hubo una
acumulacion de DQO total de 2325 mg/L, debido a la acumulacion de AGV y al
desprer'dimientd de biopelicula. La eficiencia de remocion decayé completamente,
como puede verse en la Figura 5.3.

Como medida emergente, se neutralizo el reactor con 1 g/L de NaHCO;, se retird la
alimentacion y se operd en lote durante 5 dias, hasta obtener una disminucion de la
DQO a 867 mg/L, como puede verse en la Figura 5.1. En este momento se reinicio la
alimentaciéon con 500 mg DQO/L y con el mismo TRH, sin efecto aparente en la

" eficiencia de remocion, por lo que se aumentd la concentracion del influente a
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Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

1000 mg DQOV/L, que a partir del dia 52 hasta el dia 70, significé un aumento en la
eficiencia de remocion de 38 a 85%. |

En el dia 71, se tuvo otra falla eléctrica que suspendi6 la recirculacion alrededor de
6 horas y se presentaron las mismas caracteristicas que en el caso anterior, aunque
atenuadas por la menor concentracion de la DQO del influente. La DQO del efluente
aumentod hasta 300 mg/L y la eficiencia de remocidén decayé nuevamente como se ve
en la Figura 5.3.

Se continud la operacién del reactor, disminuyendo la carga organica volumétrica a
0.5 kg DQO/mM.d para estabilizarlo como se muestra en la Figura 5.2 y se alcanzo
una eficiencia de remocién promedio de 90%. Posteriormente, en el dia 90 se
aumentd la conc.entracic'm de DQO a 2000 mg/L y el TRH a 2 d por un periodo de
32 dias. En esta nueva etapa puede verse claramente en la Figura 5.3, que la
eficiencia de remocion se mantuvo en promedio en 97.3% y la DQO de salida fue
menor a 50 mg/L.

Después de este periodo y para verificar la respuesta del reactor se disminuyé el
TRH a 12 h, sin ningun efecto inicial en la eficiencia de remocién que se mantuvo en
95% en promedio. En el dia 136, se tuvo una disminucién de la eficiencia hasta 66%,
debido a que el lecho estaba expandido en exceso y aproximadamente un
tercio de las bioparticulas no eran retenidas en el ensanchamiento inferior y

pasaban al separador donde permanecian estaticas, aunque algunas circulaban por
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Figuras 5.1, 5.2 y 5.3. Evolucion de la DQO soluble en influente y efiuente, de la
carga organica volumétrica (Bv) suministrada al sistema y de la eficiencia de
remocion de DQO durante el arranque y operacion en continuo del RLFI-1.
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las tuberias del sistema. Esto cambié el patron de conversion y de ahi la disminucién
en la eficiencia.

Para remediar este problema, las bioparticulas eran removidas periddicamente del

separador y con ello, la eficiencia aumentd nuevamente en los dias posteriores sin
alcanzar los niveles antes mencionados. Sin embargo, como se observa en la Figura
5.3, a partir de este momento, este parametro no se mantiene estable debido al
grado de expansion y evacuacion constante de particulas del lecho. Como se
muestra para el ultimo periodo de operacion durante el cual el TRH se disminuyo a
8 h y la carga organica volumétrica suministrada fue de 3 kg DQO/m>.d, la eficiencia
de remocién alcanzé un valor prormedio de 92.1%.

Finalmente, en la Tabla 5.1, se muestran resumidas las condiciones de operacién del
reactor junto con algunos parametros caracteristicos obtenidos, tales como ia carga
masica a la que se operd durante las diferentes etapas y la actividad especifica

obtenida.

Tabla 5.1. Carga organica volumétrica, carga masica, actividad especifica y
velocidad superficial durante las diferentes etapas de operacién del RLFI-1.

-

$ddddddddvddddddddi

Etapa Dia TRH Bv Carga masica Actividad Especifica Ug
(d) (kg DQO/m3-d) (kg DQO/kg SVI-d) (kg DQO (em’kg SVId)  (m/h)

Arranque 30 1 1.71 5.14 2.15 9.0
Continuo 44 1 2.1 1.79 1.55 7.0
51 1 1.36 —_— 0 9.0

a0 1 0.72 3.45 2.85 7.0

118 2 0.97 0.99 0.97 6.0

141 0.5 1.77 1.14 1.07 4.0

2.90 1.88 1.73 2.6
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5.1.2.2. Produccion de biogas y compasicic. El bicgas no fue detectado sino hasta

despues dei arranque ya que el flujo descendente propio del sistema, mantiene el
efluente sobresaturado de metano, por 'o gue no es medibie (véase la Figura 5.4).
Posteriormente y durante un periodo de 14 dias se determiné la cantidad de biogas
producido que fue en promedio de 1.13 L/d, con un contenido de CH, de 85%. Cabe
mencionar que el metano teorico calculado de acuerdo a la eficiencia de esta etapa
fue de 1.59 L/d, como se muestra en la Figura 5.5.

Esta gran produccién de biogas hizo que el soporte se expandiera un 180%,
ocupando todo el espacio disponible en la zona de fluidificaciéon y sélo fue retenido
por al ensanchamiento ubicado en el extremo inferior del reactor. La produccion de
gas'hizo el lecho menos denso y como una medida para Controlar la expansion
excesiva, el gasto de fluidificacion se disminuyd a 9.6 L/h, equivalente a un 27%
menos que el gasto inicial.

Después de la primera acidificacion, del dia 52 al 72 se detectaron solamente 0.13 L
de biogas/d con una concentracién de metano de 74.1%, cuando el tedrico esperado
erade 0.49 L/d.

Después de la segunda falla eléctrica, en el dia 71, la produccion de biogas
disminuyd hasta la quinta parte del tedrico, alrededor de 0.09 L/d, con una

composicion de metano de 32.7%.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...
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Figura 5.4. Evolucion de la produccién de biogas y composicion de metano durante
la operacion del RLFI-1. Notese que la pérdida de biopelicula en el sistema por la
acidificacion desde el dia 45 el 90, repercute fuertemente en ambas variables.

Al operar el reactor con 2 d de TRH se obtuvo la mayor producciéon de biogas que
alcanzé un valor promedio de 0.62 L/d, un 34% menos que el tedrico, con una
composicion promedio de metano de 90.2%, como se muestra en la Figura 5.4. En
esta etapa efectivamente se recupero el biorreactor.

Cuando se disminuyd el TRH a 12 h la produccion de biogas aument6 a 1.07 L/d,
con una composicion promedio de metano de 86%. El cambio de carga expar,]dié
nuevamente el lecho y la tercera parte de las particulas era retenida en el separador.

Este cambio en la capacidad de remocion del reactor se nota también en la

produccion y composicion de biogas como puede verse en la Figura 5.4.
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Al disminuir el TRH a 8 h, se produjeron 1.63 L/d de bGicgés. La proporcién de
metano obtenida fue de 85.3%, pero la cantidad de metanc medida fue de la mitad

del valor tedrico esperado, es decir, 2.3 L/d. Véase la Figura 5.5.

3.5
[e}]
3
3 g
g
<

2.5 ¢

1d j2d 12h 8h

CH, (L/d)

0 5. 100 150 200
Tiempo (d)

& experimental tedrico

Figura 5.5. Comparacion entre la produccion de metano teorica y experimental
durante la operacion del RLFI-1. No6tese que los datos experimentales obtenidos
estan por debajo de los tedricos, indicando que una fraccion del biogas producido
no es medible.

En esta misma Figura, se muestra la produccién de i..c¢iano con respecto al tedérico
esperado y puede verse que los valores experimentales estan por debajo de los
teoricos. Esto sugiere que una fraccion del metano se encuentra en exceso en la
fase liquida y ocupa una fraccion del lecho. Las burbujas permanecen en el lecho
debido al flux descendente del liquido y saldran por las zcnas con menor velocidad o

que ofrecen menor resistencia al movimiento ascendente;, como serian las paredes

del reactor, hecho que se observo repetidamente. Es decir, las burbujas tenderan a

146

o i 4

ERpen

n_f_fi

:




e
J

N R N TN BN | 'K PR B Py By
J I J J

e

(N
N N

5757507

(N}

P

' Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

subir a la parte superior del reactor si adquieren un tamafio tal que la fuerza de
flotacion de las mismas venza el flux de liquido.

Es probable que en este caso, las caracteristicas del soporte también influyan en
este fenémeno, ya que como se observo en las microfotografias mostradas en la
Figura 2.2, el soporte tiene formas y superficies irregulares, que pueden proveer
intersticios para la adehsion de biomasa asi como bordes que dificulten el paso de
las burbujas atrapadas.

Al no poderse desplazar hacia la parte superior del reactor, es liberado en el
efluente. Dado que el metano tiende a disolverse en el agua y que en aguas
residuales municipales la cantidad disuelta representa una fraccién importante del
metano total (Noyola et al., 1988), se calculoé para este caso por la Ley de Henry,
que el metano disuelto en el equilibrio en la fase liquida era de 5%. Por lo que se
consideré que el resto del biogas esta retenido en la fase liquida en forma de
pequefias burbujas que contribuyen a la expansién que se presentd durante la
operacion.

Durante este ultimo periodo, la produccién de biogds hizo que mas del 60%-del
soporte fuera evacuado del reactor y permaneciera estatico en el separador. Debido
a esto y como puede apreciarse en las Figuras mostradas en esta seccion, en esta

etapa la produccion de biogas fue erratica.
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5.1 2.3. Evolucién del pH y de la relac'én de elvziinidades del efluente. Después del

arranque, el pH de salida del reactor s¢ estabdz¢ en un valor alrededor de 7.5 y el
valor de la relacidon de alcalinidades, que se eripezd a determinar en esta etapa, fue
de 0.72 en promedio.

El dia 45, el pH del sistema disminuyd a 5.18, como puede verse en la Figura 5.6,
debido a la acidificacion. En estas condiciones no es posit'> determinar la relacién
de alcalinidades.

Después de mantener cerrado el reactor por 5 dias se tuvo una leve recuperacion en
la que el pH permanecio inestable, aunque en valores cercanos a la neutralidad y
como consecuencia, la relacion de alcalinidades tambiéq se mantuvo inestable. La
estabilidad en los valores de estos parametros se alcanzd hasta que la
concentracion de biomasa inmovilizada aumentd nuevamente.

Después de la segunda falla eléctrica, el pH disminuy6 hasta un valor aceptable de
6.5, mientras que la relacion de alcalinidades cayd hasta un valor de 0.35.

Cuando el TRH fue de 2 d, se alcanzé una alcalinizacion en el sistema con un pH
promedio de 8.5. Posteriormente al disminuir el TRH a 12 y 8 h, el pH se mantiene
cerca de la neutralidad.

Durante la operacion con un TRH de 2 d y de 12 h, no se observan cambios
importantes en los valores obtenidos de la relacién de alcalinidades, manteniéndose

el sistema alrededor de 0.78.

148

=
= "
——

=1
=1
=

flftne

!

ViR




v ]
-

by
v 9

O R oy b4

pa

ry [N | Fu BA ] (3 [ | o I U O A [
UUUUJ&VVUVUVUUVUU%

|

Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

Cuando el reactor se mantuvo con un TRH de 8 h y durante la expansién excesiva

del lecho, estos parameiros también se volvieron variables.
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Figura 5.6. Evolucion del pH y de la relacién de alcalinidades en el efluente durante
el arranque y operacion e. continuo del RLFI-1.

5.1.2.4. Evolucion de los sélidos suspendidos en el efluente y acumulacion de

biomasa inmovilizada en el soporte. En la Figura 5.7, se aprecia que en el periodo

posterior al arranque se eliminaron los solidos alimentados inicialmente al sistema y
los sdlidos de| efluente permanecieron casi constantes, en un valor de 90 mg/L.

Después de 44 dias de operacién se inmovilizaron 7.86 kg SVI/m® de soporte, como
se muestra en la Figura 5.8, que equivalen a 1.54 kg SVI/ m® reactor, lo que
corresponde a una carga masica de 1.79 kg DQO/kg SVI.d. La actividad especifica
maxima de las bioparticulas fue de 1.55 kg DQO removido/kg SVI-d. Cabe

mencionar que la concentracién de biomasa es baja con respecto a los sistemas
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fluidificados tradicionales (40 a 150 %<g/m3), pero la actividad esta dentro de los

valores reportados por Heijnen ef al. (1989).
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Figura 5.7. Evolucion de los solidos suspendidos volatiles durante el arranque y la
operacion en continuo del RLFI-1. La altas concentraciones de soélidos suspendidos
en el efluente alrededor de los dias 50 y 70, corresponde a la biopelicula
desprendida durante la acidificacion del reactor.

En estas mismas Figuras puede verse que después de la acidificacion del dia 45, la
concentracion de biomasa disminuyo hasta 1.37 kg/i > soporte seco y los solidos
suspendidos del efluente aumentaron a 650 mg SSV/L, debido a la biopelicula
desprendida del soporte.

El reinicio de la operacién continua del reactor después de la acidificacion, provocod
un nuevo desprendimiento de biomasa que alcanzé una concentracion como solidos
suspendidos en el efluente de 310 mg/L.

En el dia 71, hubo un nuevo desprendimiento de biopelicula del soporte, debido a

una nueva acidificacién, quedando solamente 0.947 kg SVI/m® soporte seco y un
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

aumento puntual 320 mg de SSV/L en el efluente, como se ve en la Figura 5.7.
Después de este evento, la concentracion de biomasa inmovilizada que se tenia
habia disminuido hasta 0.877 kg SVI/m® soporte seco, como se muestra en la
Figura 5.8, que es similar a Ia.que se habia obtenido al finalizar el periodo de

arranque. . N

8 - . ; .
Aitanque | ! 1d . 2d | 12h | ®5h |
T+ . | C /
‘ Lol ‘ I
28 | |
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S € 54 o : «
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Figura 5.8. Evolucion de biomasa inmovilizada durante la primera corrida del RLFI-1.
La pérdida drastica de biopelicula alrededor de los dias 50 y 70, es debida a la
acidificacion del reactor.

Es notable la 'facilidad de inmovilizacion de la biomasa en este soporte y en este
sistema, ya que después del arranque, en 21 dias de operacién se obtuvo una de las
mas altas concentraciones. Posterior a las acidificaciones del dia 45 y del dia 70, la
recuperacion de biomasa también fue rapida cuando el reactor se operé a un TRH

de 2 d. Al finalizar este periodo, la biomasa inmovilizada habia aumentado a 5.02 kg

SVI/m® soporte seco.
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Al disminuir el TRH a 12 h, se tuvo una expansion excesiva del lecho que hizo que
un tercio de las particulas se quedaran retenidas en el separador y otras circularan
por todo el sistema. La agitacion producida por ia expansién conlleva el aumento de
so6lidos en el efiuente que se muestra en la Figura 5.7. En este momento la cantidad
total de biomasa reactiva era de 0.64 kg SVI/m?® reactor, con lo que se opero con una
carga masica de 1.64 kg DQO/kg SVI-d.

Durante el periodo en el que el reactor se oper6 a TRH de 8 h, la biomasa
acumulada en el soporte aumenté a 7.87 kg SVi/m® soporte seco, con una actividad
especifica de 1.73 kg DQO removido/kg SVI-d, pero con los mismos problemas de
expansion del lecho, evacuacion y circulacion de algunas particulas por el sistema.
Cabe recordar que durante las etapas de operacion en las que hubo expansion
excesiva, se disminuyd la velocidad superficial con el objeto de moderar este
fendmeno, aunque el factor mas importante que produce la expansién es la
formacion de biogas que esta directamente relaciorada a la carga organica
volumétrica aplicada, por lo que esta medida resuitdé poco eficaz. Como
consecuencia, se favorecio la rapida acumulacién de biomasa en el soporte debido a

la disminucién de friccion entre las particulas y el liquido.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

5.2. Discusion

La restriccion mas importante durante la operacion del lecho fluidificado
inverso reside en la expansion como consecuencia del biogas retenido. Otros
autores han mencionado la retencién de gas durante la experimentacion con
reactores de tres fases (Fan et al, 1982, Karamanev y Nikolov, 1992, Krishnaia et
al., 1993 y Setiadi, 1995).

En este caso, el gas retenido en el reactor es producido por la pelicula de
microorganismos inmovilizados en las particulas de soporte. En principio una
fraccion estara disuelta saturando la fase liquida y otra fraccién se encontrara en
forma de burbujas pequenfas, retenidas entre la fase liquida y el soporte, las cuales
ocuparan un espacio dentro del lecho. Posteriormente las burbujas aumentaran de
tamafio y ejerceran una fuerza de flotacién mayor que el flux descendente del liquido
y subiran a la parte superior del reactor por donde la velocidad superficial sea menor,
como seria la pared del reactor. Este fendmeno, en el que pequefias burbujas
ascendian por la pared del reactor, quedando atrapadas entre las particulas de
soporte, se observo en repetidas ocasiones.

En la Figura 5.9, se relacionan el CH, experimental y el teérico como una manera de
mostrar la cantidad de biogas atrapado en el lecho.

Los puntos experimentales que caen en la diagonal indican que el metano esperado

fue el metano producido, por lo tanto la distancia de los datos experimentales con
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respecto a la diagonal, correspor.de a la cantidad de metano no detectado que

probablemente se encuentra retenidc 2n el sistema.

3 °
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m&m@ % 0o

CH, tedrico (L/d)

Figura 5.9. Relacion entre los datos exper-nmentales y tedricos de la roduccion de
metano obtenidos durante la operacion del RLFI-1.

Evidentemente, la cantidad de metano producido aumenta conforme a la carga
organica volumétrica suministrada y es en las etapas de operacidén con las cargas
mas altas que se obtiene una cantidad mayor de binc4s retenido, como es el caso
de los puntos que se encuentran en la parte central derecha de la grafica. En este
caso particular el biogas no cuantificado varia de 12 a 35 % y la Ley de Henry
solamente explica 5% del metano en disolucién.

Esto provoca que el soporte sea desplazado de la zona de fluidificacion ya que es
mas denso que el biogas, disminuyendo asi la biomasa reactiva en el lecho, lo cual
repercute directamente en la eficiencia del sistema. El resultado global es una

restriccion operacional de este tipo de biorreactores.
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Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

En este caso, una incognita que presenta el sistema es la velocidad superficial del
biogas durante su ascension por el lecho, pues como se describio anteriormente, el
gas se produce en la biopelicula.

En la Figura 5.10 se muestra la relacion que existe entre la eficiencia de remocion de
materia organica con respecto a la carga orgénica aplicada.
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Figuras 5.10 y 5.11. Relacion entre la eficiencia de remocién de DQO con respecto
a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante ia corrida del RLFI-1.

En esta corrida el reactor se operd con cargas organicas por debajo de las usuales
en reactores de lecho fluidificado, por lo que aln con los problemas de acidificacion
que se tuvieron, las eficiencias de remocién son muy altas. Se observa que para
cualquiera de las cargas aplicadas, la mayoria de los puntos se encuentran en
eficiencias del 80 al 100%.

Igualmente, la manipulacion de los tiempos de retencién no tiene un efecto sobre la
eficiencia de remocion, como se muestra en la Figura 5.11. Para el TRH de 1 d las

eficiencias de remocion estan alrededor del 80%, ya que como se describi6
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anteriormente, durante este periodo de operacion se tuvieron problemas de
acidificacion lo que provoco la disminucion de este parametro.

Relacionando la actividad especifica de las bioparticulas con la eficiencia de
remocion, se obtienen mayores eficiencias cuando se aicanzan las mas altas

actividades, como se muestra en la Figura 5.12.

(5.12) 100 S (5.13) ,
. < e 3
:8 80 - —_ 25+ Ve
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&= ¢ ! E 2 e
e : g 154
o O 40 . %
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Q D i = 1
S © | = [
= ! > S
0 e e 0
0 0.5 1 1.5 2 0 0.5 1 1.5 2
Actividad Especifica Actividad Especifica
(kg DQO remv/kg SV d) (kg DQO rem/kg SVi d)

Figuras 5.12 y 5.13. Relacion entre la eficiencia de remocion y las cargas organicas
aplicadas con respecto a la actividad especifica de las bioparticulas durante la
primera corrida del RLFI-1.

Las actividades tienen una relacion lineal con las cargas organicas aplicadas
(coeficiente de correlacion de 0.96) como puede verse en la Figura 5.13, pues a
mayor carga aplicada mayor actividad especifica alcanzada, a traveés de la
inmovilizacion de biomasa, que es la pendiente de esta recta. En este caso se tiene

una acumulaciéon de biomasa de 2.1 kg SVI/m® reactor durante todo el periodo de

operacion.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

Cabe sefalar que de los parametros evaluado para analizar el comportamiento del
reactor, la relacion de alcalinidades es un parametro que no se relaciona a ninguna
de estas variables, ya que es un indicador de la capacidad de amortiguamiento del
sistema con respecto a la carga organica aplicada. Es decir, la alcalinizacion es
debida a la produccion de bicarbonatos e indica que la conversion de los sustratos

se esta llevando a cabo, por lo que es aplicable como un parametro de control de la

alimentacion del reactor.

5.3. Reactor LFI-2 (H,/Dg = 3)

5.3.1. Inoculacion y Arranque (32 dias).

En esta nueva corrida experimental se fijo el TRH del reactor durante el arranque en
lote en 1 d. Fue alimentado diariamente reemplazando con 1 L de medio mineral
fresco (Balch et al., 1979) el mismo volumen de liquido del reactor. Se inoculé con
500 mg SSV/L de lodos y aunque se mantuvo cerrado durante el arranque, al
alimentar el medio fresco, se perdian soélidos que se restituyeron diariamente para
mantener la concentracion mencionada. Como en la corrida anterior, también se
tuvieron variaciones importantes en la concentracion de SSV en la salida (ver Figura
5.21); la concentracion promedio fue de 351 mgl/L.

La concentracion de los sustratos a lo largo del arranque se aumentd de 1000 a

1700 mg de DQO/L en promedio, conforme la eficiencia de remocion alcanzaba
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valores superiores a 80% como puede verse en las Figuras 5.14 y 5.18. La carga
masica aplicada vario de 2.8 a 4.8 kg DQO/kg SSV-d.

Puede verse también en la Figura 5.17 que durante el arranque, ' produccidon de
biogas es apenas detectable y después de los primeros 12 dias aumenta
paulatinamente hasta un valor promedio de 0.15 L/d. Durante todo este tiempo la
produccion de metano experimental siempre fue equivalente a un 50% de los valores
tedricos calculados. Sin embargo, en esta misma Figura, puede verse que la fraccion
de metano en el biogas permanece alrededor de 80%.

Con respecto al pH no se alcanza un valor estable, sin embargo, se encuentra cerca
de la neutralidad, pero la relacion de alcalir.iades se estabilizd alrededor de 0.7
después de 10 dias de haber iniciado el arranque del reactor, como puede verse en
la Figura 5.19.

La biomasa inmovilizada se determind periddicamente durante el arranque y vario de
14 a 5.2 kg SVI/m® soporte seco (vease la Figura 527 _n esta etapa la maxima
actividad especifica que el sistema alcanzé fue de 3.51 kg DQO removido/kg SVI.d

cuando se operd con 1.7 kg DQO/m*d (ver la Tabla 5.2).
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Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

5.3.2. Operacion en Continuo (128 dias).

5.3.2.1. Evolucion de la concentracion de la DQO, carga organica volumétrica y
eficiencia_de_remocion. La operacion en continuo se inici6 con un TRH de 6 hy la
carga aplicada fue de 2 kg DQO/m?®.d. Durante los primeros dias puede notarse que
el sistema presentd una disminucidn importante en la eficiencia de remocion,
probablemente debido a la falta de adaptacion de las bioparticulas al régimen
continuo. lgualmente, la actividad especifica de las bioparticulas disminuyé como
puede verse en la Tabla 5.2. Sin embargo, el reactor se recuperd en pocos dias y
alcanzo la maxima eficiencia en el dia 53.

En el dia 57 se aumento la concentracion de DQO al doble, como puede verse en la
Figura 5.14, con el aumento respectivo en la carga organica a 3.37 kg DQO/m*d
(véase la Figura 5.15). El aumento de carga produjo nuevamente una disminucion en
la eficiencia de remocion la cual se recuperd paulatinamente, como se muestra en la
Figura 5.16.

En el dia 80, se determinaron 17.71 kg SVI/m® soporte seco y se observo que el
sistema se habia estabilizado, por lo que se disminuy6 el TRH a 4 h y se aumento la
concentracion de DQO a 1200 mg/L. Dada la buena respuesta del reactor en
términos de eficiencia de remocion, esta concentracién se mantuvo pocos dias y se
aumento nuevamente a 1790 mg/L, lo que representa una carga organica de 11.6 kg

DQO/m™.d, nuevamente sin detrimento en la eficiencia de remocion. Sin embargo,
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Figuras 5.14, 5.15 y 5.16. Variaciéon en el influente y efluente de la concentracion
de DQO, de la carga orgéanica volumétrica (Bv) suministrada y de la eficiencia de

remocion durante la operacion del RLFI-2.
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dados los aumentos de carga al sistema, se presento la expansion del lecho por lo
que la velocidad superficial se disminuy¢ inicialmente a 6 y después a 3.7 m/h.

La ultima etapa de operacion del reactor se inicié en el dia 102 con una velocidad
superficial de 1.65 m/h debido a la expansion excesiva del lecho. EI TRH fue
de 3 h con la misma concentraciéon de DQO, lo que da como resultado un
aumento en la carga organica volumétrica a 15.8 kg DQO/m*.d, la cual durante los
primeros 12 dias, no afectd la eficiencia de remocion, como se muestra en la Figura
5.15.

El grado de expansion del lecho alcanzado en estas condiciones, hizo que las
particulas fueran evacuadas del reactor, lo que disminuy6 la cantidad de biomasa y
provocé la caida en los valores de las demas variables, incluyendo pH y relacion de
alcalinidades.

En este momento, se inicio la adicién de 0.5 g/L de bicarbonato de sodio en la
alimentacion para evitar la acidificacion del sistema y se disminuyd la concentracion
de la DQO del influente a 900 mg/L y posteriormente a 700 mg/L. Esto disminuy¢ la
carga organica volumétrica del reactor de 15.82 a 7.1 y finalmente a 5.4 kg
DQO/m’d.

Debido a la reduccién del volumen del lecho y para alcanzar una expansion del 50%,

la velocidad superficial se aumenté nuevamente a 4.6 m/h.
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Con esta medidas se logré estabilizar el reactor y la eficiencia de remocion aumento,
como se muestra en la Figura 5.16, a partir del dia 140 en que se fijo ia ultima carga
organica.

Cabe puntualizar que cuando la carga organica fue de 15.8 kg DQO/m’d, se
operé con una carga masica de 5.15 kg DQO/kg SVi-d, como se detalla en la
Tabla 5.2. En esta misma Tabla se muestra que la actividad especifica y la carga
masica alcanzan para el ultimo periodo de operacion los valores mas bajos de todo
el experimento.

Tabla 5.2. Carga organica volumétrica, carga masica, actividad especifica y
velocidad superficial durante las diferentes etapas de operacion del RLFI-2.

Carga organica Actividad

TRH  volumétrica Carga masica Especifica Usl
Etapa Dia (h) (kg DQO/m®d) (kg DQO/Kkg $V/I-d) (kg DQO removics/kg SVI-d)  (m/h)
Arranque 1 24° 1.05 1.88 1.55 7.3
19 1.26 2.32 1.95 7.3

24 1.47 2.59 2.27 73

30 1.68 3.88 3.50 7.3

Continuo 33 6 1.68 1.14 0.87 7.3
57 3.37 2.23 1.56 7.3

80 4 7.91 2.68 222 6.0

87 11.86 4.50 3.85 3.7

102 3 15.82 5.15 4.48 1.6

129 7.10 3.94 2.07 4.6

138 5.38 1.14 0.67 4.6
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

.3.2.2. Pro ion mposicion del biogas. Posterior al arranque se incremento

lentamente la produccion de biogas, en particular a partir del dia 57 y hasta que
finalizd esta etapa en que se operé con un TRH de 6 h, como se muestra en la
Figura 5.17. En este periodo puede verse que ia composicion de metano disminuye
desde un valor maximo de 99.3% a valores alrededor de 85%.

Un patron semejante se presenté durante el periodo siguiente (TRH de 4): cuando se
aumento la carga organica aumento la produccion de biogas, aunque en esta etapa,
la composicion de metano en el mismo no rebaso el 85%.

La produccion de biogas en esta etapa y en la siguiente, en la que se opero el
reactor con un TRH de 3 h, provocd nuevamente fa expansiéon del lecho, el cual
ocup6 todo el espacio disponible en la zona de fluidificacion. Para contrarrestar este
efecto, la velocidad superficial con que se inicid el experimento se disminuy6 a
6.09 m/h en el dia 80 y posteriormente a 3.77 en el dia 87. Finalmente, cuando las
bioparticulas eran evacuadas constantemente del lecho y circulaban por todo el
sistema o eran expulsadas de este junto con el efluente, la velocidad se diminuyé a
1.67 m/h. Estos cambios de velocidad superficial también estan detallados en la
Tabla 5.2.

En el periodo del dia 102 al 110, se obtuvo la maxima produccion de biogas, 8 L/d en
promedio, sin modificacion en el contenido de metano. Posteriormente, debido a la
expansion y evacuacién de bioparticulas, la producciéon de biogas se volvid erratica

asi como la composicién de metano, como se muestra en la Figura 5.17.
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+—— biogas o CH4
Figura 5.17. Evolucidon de la produccion de biogas y de la proporcion de metano

respectiva durante la operacion del RLFI-2. La linea punteada indica el valor
promedio de la composicién de metano.
En la Figura 5.18 se muestra que durante la ©peracidén de este reactor, se obtuvieron

nuevamente valores experimentales de metano por debajo de los valores tedricos

esperados, variando entre 23 y 55%.

12

Arranque 6h
10 +

CH, (L/d)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (dias)
—O— experimental

tedrico
Figura 5.18. Comparacion de la produccién de metano detectado con respecto al
metano esperado durante la operacion del RLF(-2.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

5.3.2.3. Evolucion del pH y de la relacién de alcalinidades del efluente. Al inicio de fa

operacion en continuo se presentd una disminucion en la relacion de alcalinidades
que se estabilizd en un lapso de 7 dias aproximadamente, como se muestra en la
Figura 5.19. Posteriormente, con el aumento de DQO en la alimentacion en el dia
57, se presentd una nueva disminucion de la relacién de alcalinidades asi como del
pH, niveles en los que el sistema se mantuvo en los dias posteriores. El pH del
efluente del reactor en esta etapa y en la siguiente (TRH de 4 h) aumenté a 7.2 y la
relacion de alcalinidades permanecié en un valor superior a 0.6.

Durante la ultima etapa de operacion del reactor, cuando el TRH fue de 3 h, la
relacion de alcalinidades y el pH fueron disminuyendo lentamente y en el dia 114 la

relacion de alcalinidades alcanzé un valor de 0.5 y el pH se volvié inestable.

10

lArranque

pH
X
Sapepiul[ed|y ep ugieisy

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (d)

ApH Xxalcalinidad

Figura 5.19. Evolucién del pH y de la relacién de alcalinidades del efluente durante
la operacion del RLFI-2. Las lineas punteadas indican los valores promedio de
ambos parametros.
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La estabilizacion de los valores de la relacion de alcalinidades se presenté en el dia
129, después de que se disminuyd la concentracion de la alimentaciéon y se adicion6
bicarbonato, pero ya el 60% de las bioparticulas habian sido desplazadas y
evacuadas. Puede verse en la Figura 5.19 que los niveles de alcalinidad
disminuyeron y no se recuperaron los que se habian alcanzado anteriormente.

Los problemas detectados en las demas variables debido a la expar sion del lecho
pasan practicamente inadvertidos en los valores de pH; sin embargo, en la relacion
de alcalinidades son mas notorios. De aqui la utilidad en el uso de este parametro

para llevar a cabo el seguimiento de la capacidad de conversion del reactor.

5.3.2.4. Evolucion_de los sélidos suspendidos en el efluente y acumulacion de

biomasa inmovilizada en el soporte. La operacién posterior al arranque se inicié con

una concentracion de biomasa en el soporte de 1.9 kg sSVI/m® soporte seco, que
aumento rapidamente a 5.2 en un lapso de 10 dias (véase la Figura 5.20). En el dia
53 la concentracion de biomasa habia aumentado a 8.43 kg SVi/m® soporte seco, lo
que permiti6 un aumento de la concentracién de DQO en la alimentacion, como se
indicé anteriormente, paré operar con cargas masicas superiores a
2.0 kg DQO /kg SVI.d. La actividad especifica de las bioparticulas calculada para
esta etapa fue de 1.56 kg DQO removido/kg SVI-d.

Al iniciar la etapa en la que el TRH se disminuy6 a 4 h, {a cantidad de biomasa era

de 17.7 kg SVI/ m>.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

El aumento respectivo de la carga organica volumétrica, incrementd la produccion de
biogas y expandio el lecho, por lo que la velocidad superficial se disminuyd de 6 a
3.7 m/h como se detallé en la Tabla 5.2.

El efecto sobre la concentracion de biomasa fue un aumento de 4.5 veces, es decir,
se acumularon 79.48 kg SVI/m® soporte seco, como se muestra en la Figura 5.20,
equivalentes a 13.8 kg/m® reactor, debido probablemente a la disminucion de la
friccion entre las particulas. Tal acumulacion de biopelicula cambié la densidad de
algunas de ellas haciendo que sedimentaran.

Durante este periodo la actividad especifica fue de 3.85 kg DQO removido/kg SVi-d,

que es practicamente el doble de lo reportado por Heijnen et al. (1989).

100 - -

€h 4h 3h
80 .

Arranque
®

60 -

40 -

20 -

Biomasa Inmovilizada
(Kg SVI/m*® soporte seco)

P
0 o— @O _
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (d)

Figura 5.20. Variacion de la concentracion de biomasa inmovilizada durante la
operacion del RLFI-2.

La ultima etapa de operacién del reactor se inicid en el dia 102 con una velocidad

superficial de 1.65 m/h. Para este periodo de 27 dias, se operé con una carga
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masica de 5.15 kg DQO/kg SVId y la actividad de las bioparticulas fue de
4.5 kg DQO removido/kg SVI-d. Las cargas aplicadas produjeron problemas de
expansion y evacuacion de bioparticulas junto con el efluente, lo que provoco
perturbaciones en el sistema, como se detalld en las secciones anteriores. Entre
ellas, la disminucion de la biomasa, como se ve en la Figura 5.20, ya que se
determiné que la total inmovilizada remanente era 4.4 kg SVI/m® reactor, pues se
habia perdido el 62.6 % del soporte inicial. Consecuentemente, la carga organica
volumetrica y por ende la carga masica y la actividad especifica, disminuyeron como
se detalld en |la Tabla 5.2.

En cuanto a la evolucion de los SSV en el efluente, mostrada en la Figura 5.21, se
encontraron aumentos esporédico’s de la concentracion. Esto es debido a que el
sistema expulsa soélidos acumulados dentro del reactor que se produjeron con los

aumentos en la concentracion de sustrato.

- g@® Arrangu

o
o
t
[ 2

SSV salida (g/L)
o
(o}
1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (d)

Figura 5.21. Evolucion de los sdlidos suspendidos volatiles del efluente durante la
operacion del RLFI-2.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

Puede observarse que durante el periodo de mayor produccién de biomasa
inmovilizada (del dia 80 al 102), hubo un aumento en la concentracion de sélidos

suspendidos en el efluente, que son expulsados posteriormente.
5..4. Discusion. - ' .

La relacion del bicgas exper'imental y el tedrico esperado esta representado
en la Figura 5.22. Al fgual que en la Figura 5.9, la linea diagonal denotaria los puntos
en los cuales el sustrat> consuvmido es convertido a metano, considerando la
eficiencia de remocion dei sistema. ‘

Los puntos que caen abajo de la diagonal corresponden al metano experimental
\

detectado y la distancia a la diagonal representa la cantidad de metano no

detectada.
(5.22) (5.23) 2
12
// /
-~ 10'1 s ,
g T . 3 _ s s
= 2 © -
s 7 |y /
5 &1 oo Wot0 2E ya
= -
g . ‘e * 3z )
5 41 o5 ./A: 3 * 3 (é /
: <] 4
NPT A RS Y
. ,
o&" - 2
: ol

0 2 4 6 8 10 12

o
(4]

10 15
CH, teérico (L/d) BV « 77 (kg DQO,e/m’ d)

Figuras 5.22 y 5.23. Comparacién entre el metano producido y el metano esperado
y la relacion entre la produccién de metano con respecto a la carga organica
volumétrica removida durante la operacién del RLFI-2.
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Se obtuvieron algunos puntos experimentales que caen arriba de la diagonal, que
representan la produccion de metano en la ultima etapa de operacion del sistema, en
la ésta disminuyo y el patron de produccion fue erratico (véase también la Figura
5.18, en el periodo de 130 a 160 dias de operacion).

La Figura 5.23 muestra la relacion entre {a produccion de metano y la carga organica
volumetrica multiplicada por la eficiencia del sistema la cual es lineal (r = 0.992).

m® CH,

La pendiente de la relacion de ambos parametros es equivalente a 0.16 —————
P P g kg DQO

3
4,

e d | valor teori 034 ———
que comparado con el valor teérico de 4kg DAO0

indica que se detecté el 47%

del metano producido y que el 53% restante és retenido en el interior del reactor
como se ha sefialado anteriormente.

Del analisis de ambas Figuras se infiere el efecto adverso que provoca la
s oJrexpansion y evacuacion de particulas de la zona de ..wairicacion, las cuales se
estancan en el separador o son evacuadas junto con el efluente, como se discutio en
la seccion 5.2.

En el caso especifico de este reactor, debe considerarse también la influencia de la
concentracién de biomasa en el soporte, ya que se obtuvo la mayor concentracion al
disminuir la velocidad superficial del liquido para contrarrestar la expansion. Tal
cantidad de biomasa cambit la densidad de las bioparticulas, haciendo que algunas
de ellas sedimentaran, como se mencioné anteriormente. Este efecto sobre el

soporte esta reportado por Garcia-Calderon et al. (1997), quienes encontraron que la
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Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

velocidad terminal para particulas con densidad aparente de 213 kg/m3 cubiertas con
biopeliculas de 72 micras de espesor, disminuia hasta en un 58% con respecto a la
velocidad terminal de patrticulas de soporte sin biomasa adherida.

Considerando que para particplas con menor densidad que la del liquido, la
velocidad terminal esta déda en par‘te por Ia'fuerza de flotacion, la acumulacion.de
biomasa disminuye esta factor ya que cambia la densidad de la particula y por lo
tanto se vuelve mas susceptible de ser arrastrada fuera del reactor pbr el flujo de
liquido. '

En este caso deben co;xsiderarée ambos fendémenos como responsables de la
evacuacion de particulas y de la subsecuente disminucion en la capacidad de
conversién obtenida posterior a la expansion.

En ambos reactores se conoce la cantidad de biogas retenida, sin empargo, no es
posible determinar la fraccion de gas que ocupa el lecho por medic de relaciones
propuestas como la de Fan et al. (1982), pues se desconoce la velocidad superficial
del gas, Ug,, ya que éste es producido dentro del lecho por la biopelicula.

En la Figura 5.24, puede verse la relacion que existe entre la eficiencia de remocién
y la carga organica, en donde la mayoria de los datos corresponden a eficiencias
arriba de 70%. Lo mismo sucede con la Figura 5.25, en la que se muestra que

pueden obtenerse altas eficiencias con cualquier TRH, aunque para los tiempos de

retencion mas bajos también se tienen datos de eficiencias menores a 60%, que
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corresponden a la etapa en la cual lz avacuacion de particulas del lecho limitd la

capacidad de conversion del sistema.

(5.24)
100

de DQO (%)
QLN

Eficiencia de Remocion

Eficiencia du

e
5 10 15

Bv (kg DQO/m® d)

20

de DQO (%)

100 . R

0.4 0.6 0.8 1

TRH (d)

Figuras 5.24 y 5.25. Relacion entre la eficiencia de remocioén de DQO con respecto
a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante la operacion del RLFI-2.

En la Figura 5.26, se muestra que las eficiencias de remocion estan alrededor del

80% y que las actividades especificas fueron mucho mayores que las reportadas por

Heijnen et al. (1989).

(5.26) (5.27)
100 o ——
°
s s, o °e® ¢

2 ® ES)
Q o =
£ 3 £
gz 60 o 8
23 M : a
29 40} | 2
c o ! >
2 ! [an]

Q |

20 |

|

0 : ‘ ; ;

0 1 3 4 5

2
Actividad Especifica
(kg DQO kg SVI d)

S
12 - o
8 - o
5
B
j ¢ 009 ®
0 s
0 2 4 6

Actividad Especifica
(kg DQOemkg SVI d)

Figuras 5.26 y 5.27. Relacion entre la eficiencia de remocion de DQO y las cargas
organicas aplicadas con respecto a la actividad especifica de las bioparticulas del

RLFI-2.
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Capitulo 5. Operacion en continuo de los RLFI...

La Figura 5.27, muestra que se alcanzaron las mas altas actividades especificas
cuando se operd el reactor a las mayores cargas organicas volumetricas.
Aparentemente existe una relacion lineal entre ambos parametros, pero no debe
considerarse precisa ya qiie resulfta en un coeficiente de correlacion de 0.75, debido
a la dispersion de los datos en la por'cién de b.ajas' cargas y bajas actividades de la
gréfica.

En la Figura 5.28 se muestra la relacion lineal que existe entre la cérga masica
aplicada al sistema y I:a actvidad especifica. Esto es predecible, si se considera que
la actividad especifica rep.esenta la capacidad de remocion de las bioparticulas y
por ende del sistema. |

lgualmente, en la Figura 5.29, se muestra que la eficiencia de remocién no

disminuye del 60% por efecto de las cargas masicas. i.a disminucién fue debida a los

problemas de expansion.

(5.28) (5.29)
6 —m™M8Mm ¥ ——— ———————— 100 - —--o -
L | . ‘
]
5+ \ e c 80 ‘ L g Q' ¢
_ P R ! PS
m R 4 ” 3 o
fhad . ° _ ‘
S ¢ 5§ 60 !
S o x = i
=z 34 o 8 L4
58 : © O ‘
3a ,.  2d T o 40~
py . c o
g [
< Ve ‘S
0+ 0 o
0 2 4 6 0 2 4 6
Actividad Especifica Carga Masica
(kg DQO,ea/kg SVI d) (kg DQO/kg SVI d)

Figuras 5.28 y 5.29. Relacion entre las cargas masicas aplicadas y la eficiencia de
remocion de DQO con respecto a la actividad especifica de las bioparticulas durante
la operacién del RLFI-2.
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La carga masica es un parametro poco reportado en sistemas anaerobios con

biomasa inmovilizada, debido al desconocimiento de la concentracién de biomasa.

Se ha reportado comunmente que los reactores anaercbios con biomasa granular

operan con cargas masicas maximas de 1.5 a 2.0. En este caso se alcanzaron

X,

cargas masicas cercanas a 6.0 kg DQO/kg SVI.d. La explicacién mas probable, es la
que considera que en estos sistemas, las biopeliculas son compactas, la penetracion
de los sustratos en las biopeliculas es completa, es decir, no existen problemas
difusionales como en los granulos, ya que la agitacidon a que estan sujetas las

bioparticulas por la tasa de recirculacion utilizada para lograr la expansion del lecho,

||

“ L

mejora estos procesos.

Finalmente, en la Tabla 5.3 se comparan algunos resultados obtenidos para los RLFI

que se estudiaron en este trabajo y para los lechos fluidificados ascendentes

reportados por Heijnen ef al. (1989).

10 1

Tabla 5.3. Comparacion entre datos experimentales de este estUdio y los datos j
reportados para reactores de lecho fluidificado ascendente por Heijnen et al. (1989). e ¥
Sistema RLFI-1 RLFI-2 RLF ascendente qu ,z
Tipo de soporte Polietileno Polietiteno GAC, arena, etc.
Diametro promedio del soporte 0.4 0.4 0.2-0.8 gt
(mm) -
Velocidad superficial 2.6-9.0 1.6-7.3 5-35 .
(m/h) & ?
Concentracion de biomasa 52 13.8 40-150 ’
(kg SVI/m® reactor) 1 b
Actividad especifica 1.0-2.8 0.8-4.4 0.7-2.0
(kg DQO/kg SV-d) cr “’
et ™
»
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' Capitulo 5. Operacién en continuo de los RLFI...

Los valores de actividad obtenidos en este trabajo en comparacion con el lecho
fluidificado de flujo descendente, superan a los reportados por estos autores, aun
cuando la concentracién de biomasa en kg SVI/m® reactor sean menores. |

La variable mas distintiva entre el sistema ascendente y el descendente, es la
velocidad superficial de operacion, que en el RLF| representa una ventaja para
minimizar el tamafio y por lo tanto los costos de los equipos de bombeo.

Es posible considerar que, debido al mezclado proporcionado por el régimen
hidrodinamico se alcanzan actividades especificas que rebasan a las reportadas,
aun con las bajas concentraciones de biomasa obtenidas.

La dependencia de estos sistemas con el mezclado proporcionado por la tasa de
recirculacién es definitiva en la operacién. Como se mostré en el caso de la
acidificacién del RLFI-1, en el que la suspensién de la recirculacion provoco |a faita
de dilucién de los acidos producidos por las bacterias fermentativas, presentandose
una acumulacion local de acidos en el lecho, lo que inhibio el proceso acetoclastico.
Se considera también que el fuerte desprendimiento de biomasa, posterior a la
acidificacién y posterior al reinicio de la alimentacion, es probablemente debido a la
muerte celular de los microorganismos de la biopelicula.

La influencia de la altura del lecho y por consecuencia, de la relacién H,/Dg, que
para el RLFI-1 fue del doble que para el segundo, es crucial en las cargas organicas
volumétricas aplicables a este sistema, ya que las maximas alcanzadas en uno y

otro reactor fueron de 3.45 y de 15.8 kg DQO/m*.d respectivamente, debido al
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momento en que la expansién alcanzada por ambos afecté directamente la
operacion del sistema.

Finalmente cabe sefalar que, los niveles de inoculacién utilizados resultaron ser
~decuados, ya que este sistema no puede operarse con niveles altos de inoculacion,
debido a que la densidad y viscosidad de los lodos cambian la viscosidad de la fase
liquida. Esto provoca que el soporte, que es casi 4 veces mas ligero que el agua,
sea arrastrado fuera del reactor.

Una concentraciéon de lodos tal como el 30% del volumen del reactor, hace que
queden atrapados en el soporte y este sea arrastrado, lo que provoca taponamientos
y problemas de bombeo. Esto coincide con lo reportado por Stephenson y Lester
(1986), que encontraron problemas operacionales en lechos fluidificados cuando se
utilizaban niveles de inoculacion superiores a 12%.

Debe recordarse que Guiot (1992); Chen et al. (1988); 2al~guer et al. (1992); Zellner
(1994) y Borja y Banks (1995) recomiendan altos niveles de inoculacion para el
arranque de reactores inmovilizados, entre 15 y 20%. Al contrario, Gorris et al.
(1989) demuestran que con 200 mg/L de biomasa metanogénica suministrada de
manera constante en la alimentacion a reactores fluidificados, es posible llevar a
cabo la inmovilizacién en el soporte, manipulando las cargas organicas. Estos

resultados son coincidentes con los de este trabajo.
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5.5. Conclusiones

La limitada recuperacion de metano en fase gaseosa ha sido reportada en
tratamientos en los cuales la concentraciéon del influente es baja. De acuerdo a la
Ley de Henry del equilibrio gas-liquido, el metano disuelto representa una fraccion
importante del metano total producido en estos casos (Noyola et al., 1988).

Para ambos reactores la Ley de Henry explica una pequefia parte del metano no
detectado. Pero el patrén hidrodinamico de fiujo descendente con el que opera el
sistema, sugiere que una gran parte del biogas se mantiene en la fase liquida en
forma de microburbujas, incrementando la fraccién de gas y expandiendo el lecho.
En el caso del RLFI-1, el problema de expansién puede atribuirse completamente a
la retencion de biogas en el reactor, pues en este caso la concentracion de biomasa
aparentemente, no dio lugar al cambio en densidad de las particulas. En el caso del
RLFI-2, debe considerarse que la expansion y el desplazamiento de particulas fue
debida a la combinacion de la acumulacién de biomasa en el soporte que cambio la
densidad del mismo y a la retencién del biogas que evacué a las bioparticulas del
lecho.

El proceso de acumulacion de biogas en el lecho aparentemente es un proceso
lento, ya que para que se presentara la etapa mas aguda de este fenémeno se

requirieron cerca de 40 dias para que ambos reactores mostraran la mayor
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diferencia entre el metano cuantificado y el tedrico esperado (véase la Figuras 5.5 en
la etapa de 150 a 200 dias y la Figura 5.18 en el periodo de 80 a 120 dias).
La saturacion de la fase liquida con metano favorece su evacuacion en el efluente
debido al transporte por gradiente de concentracion hacia la fase gaseosa del medio
ainbiente.
Las actividades especificas obtenidas rebasan las reportados para lechos
fluidificados ascendentes y el patron que sigue la relacion de alcalinidades indica
que los reactores son capaces de producir suficientes bicarbonatos con las cargas
organicas suministradas. Se considera que el sistema tiene capacidad para cargas
organicas mucho mas altas, pero los problemas de expansién evitan cualquier
incremento posterior.
Es notable el hecho de que la relacion H,/Dg es fundamental para la estabilidad y
capacidad de conversién del sistema. Aparenteme: !z estos reactores deberan
disefarse pafa un nivel de expansion del lecho dado por la carga organica
volumétrica aplicada.
Finalmente, cabe mencionar que resuita ventajoso el inocular reactores con niveles
bajos, ya que no siempre se tienen lodos anaerobios disponibles. Lo anterior sugiere
que el mecanismo de adhesion no es completamente dependiente de un alto nivel
de inoculacion y probablemente-sigue los pasos descritos por Guiot (1992) para

llevar a cabo la inmovilizaciéon de células.
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6 Tratamiento de aguas residuales
municipales en un reactor de lecho
fluidificado inverso (RLFI)

A la fecha, se estima en México una descarga de 232 m®/s de agua residual
municipal, de la cual solamente el 20% recibe tratamizsnto en aproximadamente 946
plantas. De estas, el 40% son lagunas de estabilizacién y otro 40% lodos activados,
zanjas de oxidacion, lagunas aireadas Yy filtros percoladores. Del total, sélo el 79%
opera; aproximadamente la mitad con eficiencias del 75% y la otra mitad con
eficiencias menores a 50%. »
Por otro lado, existen 75 digestores anaerobios en México, de los cuales casi la
mitad trata aguas residuales de origen doméstico y corresponden a reactores
pequefios: 27% con volumenes menores a 40 m® y 39% con volimenes entre 40 y

100 m® (Monroy et al., 1997).
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De las aguas municipales descargadas sin tratamiento en el Valle de México,
alrededor de 60 m*/s son llevados al Valle del Mezquital, en donde son usados para
riego, en una zona de cultivo intensivo en donde se requiere agua Yy enriquecimiento
de la tierra por medio de la materia organica contenida en la misma.

Los reactores de lecho fluidificado inverso o de flujo .descendente, han sido
reportados para el tratamiento aerobio de aguas municipales (Karamanev y Nikolov,
1996), como se describid en los Antecedentes, por lo que representan una opcion
viable para el tratamiento de aguas de baja concentracion o de origen doméstico,
debido a la baja retencidn de sélidos y a las altas eficiencias que pueden aicanzar.
En este Capitulo se muestran los resultados obtenidos de una afio de operacion del
RLFI con aguas residuales provenientes de la descarga de la UAM Unidad
Iztapalapa.

Se comprobo la utilidad del prototipo en el tratamiento de este residuo, ya que la
baja concentracion de las aguas no conlleva una alta produccion de biogas y por lo
tanto, no se presentan problemas de expansion.

Dado que en el Capitulo anterior se encontré6 que estos reactores son capaces.de
tolerar cargas organicas volumétricas y masicas muy altas, en este experimento se
disminuyeron los TRH a valores menores a 1 hora, para aumentar el nivel de estos
parametros.

En las Figuras de este Capitulo se encontraran discontinuidades en las series de

resuitados, que sefialan los periodos vacacionales de verano y de invierno.
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Capitulo 6. Tratamiento de aguas residuales municipales....

6.1. Arranque (16 dias)

El arranque del reactor se inicié con un volumen de soporte ya colonizado de
0.377 L con una concentracion de biomasa de 3.47 kg SVI/m’ soporte seco,
equivalentes a 0.52 kg S‘VI/m3'de 'reactor. EI TRH durante este periodo fue de
3 horas y la DQO promedio del influente fue de 218.8 + 141.3 mg/L.. Cuando el

reactor alcanzo eficiencias de remocion promedio de 53%, se disminuy6 el TRH a

2 h para iniciar la operacid 1 en continuo.

6.2. Operacion en continiio (344 dias)

6.2.1. Evolucion de la concentracion de DQO. carga organica volumetrica y eficiencia
de remocion. En la Figura 6.1 se muestra la evolucion de la concentracion del agua
residual con respecto al tiempo. El sistema se mantuvo con un TRH de 2 h por un
periodo de 20 dias efectivos, debido al periodo vacacional de verano. Para este
lapso, la cc)nc|entracic’>n de DQO del influente disminuyé a 185.5 + 73.0 mg/L. A partir
del dia 90 el reactor fue operado a un TRH de 1.3 h y la DQO fue de
272.3 + 78.0 mg/L. Finalmente el TRH se redujo a 0.6 h con una DQO promedio en
el influente de 280.6 + 99.0 mg/L. En la Figura 6.2 se muestran las cargas organicas
volumétricas suministradas de acuerdo con los TRH operados. Las eficiencias de
remocion alcanzadas después del arranque se muestran en la Figura 6.3 y puede

verse como disminuyen conforme disminuye el TRH.
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Figuras 6.1, 6.2 y 6.3. Evolucion de la concentracion de DQO total en el influente y
soluble en el efluente, de la carga organica volumétrica (Bv) y de la eficiencia de
remocion, durante el periodo de operacién del reactor. La linea punteada indica el
momento en el cual se adicioné soporte.
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Capitulo 6. Tratamiento de aguas residuales municipales....

Las bajas eficiencias de remocion son debidas a los cortos TRH utilizados, pues no
hay tiempo suficiente para una mayor remocién de materia organica disuelta. La
actividad especifica también se ve afectada por la disminucion de este parametro,
como se muestra en la Tabla 61
En el dia 253 se adicibnaron 0.379‘L de sop.orte para un volumen final del lecho de
0.756 L. Al momento de adicionar el soporte, se operd con la misma carga masica y
se obtuvo una actividad especifica similar, ya que la eficiencia devr'emo.cién promedio
para el periodo ar‘1tericr y posterior a la adicion de soporte era de 44%.
Posteriormente, aun con la acumulacion de biomasa (alrededor de 3.6 kg svi/im®
reactor), no hay un aumento perceptible en la eﬁcien‘cia de remociéon como se ve en
las Figuras 6.1y 6.3, pero la carga masica disminuy¢ de 10.6 a 9.2 kg DQO/kg SVI-d.
l.os valores promedio de las cargas organica volumétricas y las cargas masicas
aplicadas durante cada periodo estan indicados en la Tabla 6.1, donde se detallan
algunos resultados de la operacion del reactor.

|
Tabla 6.1. Cargas orgéanicas volumeétricas, cargas masicas, actividades especificas y

velocidades superficiales obtenidos durante la operacion del RLF! para tratamiento
de aguas residuales de la UAM-I.

Carga organica

Dia TRH Gasto volumétrica Carga Masica Actividad Especifica Ug
(h) (wd) (kg DQO/m*.d) (kg DQO/kg SVI-d) (kg DQO removigo’kg SVI-d)  (m/h)

1 3.0 19.0 1.7 — — 10.9
17 2.0 320 2.3 4.4 2.6 10.6
80 1.3 48.0 52 6.9 2.9 10.7
185 0.6 92.0 104 10.6 4.2 11.9
255 0.6 920 10.3 9.2 4.1 7.6
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Capitulo 6. Tratariento de aguas residuales murnicipales. ..

6.2.2. Produccion y composicion del biogas. En este caso, la cantidad de biogas

obtenida durante el periodo de operacion del reactor fue cercana a cero, aunque la
fraccion del metano es muy variabie, como se muestra en la Figura 6.4. Los. valores
promedio para el arranque y las etapas posteriores son 89.6, 55, 78 y 55.6%. Para el
TRH de 1.3 h, se obtuvo un alto valor en la composicion del metano, debido a que es
un periodo en el cual la concentracidn de materia organica del agua residual se

mantuvo estable y cercana a los 300 mg/L.

0 60 120 180 240 300 wod

Tiempo (d)

@ biogas OCH4

Figura ©€.4. Produccion de biogas y fraccion de metano durante el tratamiento de
aguas residuales de la UAM-l en el RLFL

El metano detectado fue en promedio del 10% del tedrico esperado, como se
muestra en la Figura 6.5. La fraccién del mismo disuelto en el agua residual bajo

condiciones de equilibrio es de alrededor de 12%, aunque es probable que en el

efluente se encuentre un exceso de este producto y sea liberado a la atmésfera.
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14
12 4+
10 1

CH, (L/d)

o N A~ O @
+ + +

Tiempo (d)

-@—-experimental [J tedrico

Figura 6.5. Comparacién entre el metano producido y el teodrico durante el
tratamiento de aguas residuales de la UAM-I en el RLFI.

2.3. Evolucion del pH la_relacion de alcalinid . El pH varié poco y se

mantuvo en un nivel alcalino para influente y efluente, con valores de 8.21 £+ 0.23 y
8.24 + 0.18, respectivamente, por la capacidad de conversion del reactor debida a

ios cortos tiempos de retencion utilizados.
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Figura 6.6. Evolucion del pH durante el tratamiento de aguas residuales de la UAM-i
en el RLFI.
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Como se aprecia en la Figura 6.7, durante la operacién del reactor la relacidon de

alcalinidades se mantuvo en un valor promedio de 0.74, indicando que el reactor

operé de manera estable en cuanto a que no se acumularon acidos volatiles, adn

con cargas masicas superiores a las tolerables por sistemas anaerobios, como se

detalld en la Tabla 6.1.

3h
0.9

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

2h

Relacién de Alcalinidades

i BAL wsetig

|
J

- 13h 0.6h

*

0 60

120 180 240 300 360
Tiempo (d)

Figura 6.7. Evolucion de la relacidn de alcalinidades durante el tratamiento de aguas

residuales de la UAM-| en el RLFI.

En esta Figura se distinguen alrededor de los dias 130 y 300, disminuciones en este

parametro. En ambas etapas hubo una concentracion de detergentes en el agua

residual, debidn a la disminucién del caudal durante los periodos vacacionales y a

actividades de limpieza propias del campus.

Algunos puntos muy bajos en ambas Figuras, son debidos probablemente a

sustancias quimicas no identificadas presentes en el agua residual.
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Capitulo 6. Tratamientc de &, _..ales municipales....

6.2.4. Evolucion de los solidos suspendidos y acumulacion ¢= '~ :asa inmovilizada.

El reactor no presentd retencion de solidos suspendidos. debido a que el flujo
descendente y los TRH tan cortos con los que fue operado, no permiten que estos

sean removidos o permanezcan dentro del sistema como puede verse en la Figura

6.8.
3h
0.4
[ 2n 13n 06N ,
) i
O
0.3 5
5] © o
=
242
S 02
0 Q
@ :

60 120 180 240
Tiempo (d)

o influente sefluente

Figura 6.8. Evolucion de ios solidos suspendidos volatiles en influente y efluente,
durante el tratamiento de aguas residuales de la UAM-I| en el RLFI.

En la Figura 6.9 se muestra la evolucién de biomasa en el soporte durante la
experimentacion. Puede verse que una de las mas altas concentraciones de
biomasa alcanzadas se obtuvo durante el periodo de operacién a un TRH de 1.3 h.
Es necesario seﬁalér que las disminuciones de biomasa presentadas en esta Figura,
coinciden y probablemente se hayan debido a detergentes (surfactantes, germicidas
y cloro) descargados que se concentran por disminucion del caudal del agua residual

del campus que se presentan en periodos intertrimestrales.
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Aunque el efecto pudiera deberse también a que el aumento de carga consecuente a
la disminucion del TRH implica un aumento en la concentracién de otros

compuestos, como desechos propios de actividades de investigacion o reactivos

quimicos.
12 b
" 2h  13h 06h adicionde T
’§10 ! : } sppone ‘/
Q i ! ’/ 7
n i > ® '
o gt ‘ u ‘
35 J | ee ‘
g 5 g e *,
B E R AN ¢
= 4} . - detergente LA
5 $e i
o 21 ‘ “detergente
= |
0 60 120 180 240 300 360
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Figura 6.9. Evolucién de la biomasa inmovilizada al soporte durante el tratamiento
de aguas residuales de la UAM-I en el RLFI.

En la linea punteada se tiene la disminucion consecuente de la concentracion de
biomasa inmovilizada al adicionar soporte limpio, equivalente a 0.73 kg SVI/im® de
reactor. Sin embargo en los parametros revisados anteriormente, no se nota tal

disminucion, pues la carga organica volumétrica y masica fue la misma.
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Capitulo 6. Tratamiento de aguas resicuales municipales....

6.3. Discusion

Como se mostrd en la seccion 6.2.2, no se detectd el gas producido debido
probablemente a que una fraccion del mismo se encuentra disuelto y el flujo

descendente mantiene el efluente con un exceso de este compuesto.

~

Esto se aprecia claramente en la Figura 6.10, donde puede verse que los datos

graficados corresponden casi en su totalidad a los tedricos calculados ya que la

mayoria de los datos experimentales son cercanos o iguales a cero.

CH, tedrico (L/d)

0 2 4 6 8 10 12 14

CH, experimental (L/d)

Figura 6.101. Comparacion entre la produccion tedrica y experimental de metano
durante el tratamiento de aguas residuales de la UAM-I con el RLFI.

Noyola et al. (1988) sefialaron que para aguas residuales de baja concentracion, la
produccion de metano es muy baja y la fraccion que esta disuelta en el liquido es
proporcionalmente importante, mayor a 50% a temperatura ambiente. En este caso,
sucede el mismo fendmeno: se detectaron bajas cantidades de metano. Se

considera que otros factores que intervienen en la baja produccion, tales como los
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cortos TRH utilizados durante la experirnentacion, las bajas concentraciones y a la
variabilidad de las mismas en el influentg, que en valor promedio considerando todos
los dias de experimentacion fue de 266.3 + 99.6 mg DQO/L.

La disminucion de la eficiencia de remocidn se ve claramente con el aumento de las
cargas organicas aplicadas, como se detallé anteriormente en la Tabla 6.1 y como se
muestra en la Figura 6.11. Tal disminucién no es debida al nivel de las cargas
organicas volumetricas en si, como puede verse en la Figura 6.12, donde se muestra

el efecto def TRH sobre la eficiencia de remocién.

—_
o))
-
-
~—

(6.12)

70 70 |
3§ :5 |
9 60 S 60}
5z B T
25 25 | 0
L5 50 38 50}
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<3 g;; 3
3 40 G 40
w w
30 30
0 4 8 12 0 1 2 3
Bv (kg DQO/m® d) TRH (h)

Figuras 6.11 y 6.12. Relacién entre la eficiencia de remocion de DQO con respecto
a la carga organica aplicada y a los TRH utilizados durante el tratamiento de aguas
residuales de la UAM-| con el RLFI.

El TRH tan corto impide que la materia organica particulada permanezca en contacto

con la biopelicula el tiempo suficiente para ser degradada, por lo que las eficiencias

de remocién se refieren a la materia organica disuelta.
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Capitulo 6. Tratamiento de aguas residuales municipales....

El aumento de biomasa inmovilizada posterior a la adicion de soporte, disminuy6 la
carga masica como se menciono anteriormente, pero no mejoré substancialmente la
eficiencia de remocion.

Al aplicar al sistema cargas masicas arriba de 10 kg DQO/kg SVi-d, disminuyo la
eficiencia de remocion. Este puede ser un factor que influya en la conversion de la
materia organica, ya que los valores de carga masica maxima reportados para
reactores UASB son de 3 a 7 kg DQO/kg SSV.d, pero se operan generalmente entre
0.5y 2.0 (Vifas, 1994). Para los RLF no se tienen valores reportados.

Sin embargo, es probable que el reactor resista las altas cargas masicas aplicadas
sin problemas, debido a que existe un mezclado intenso en el lecho, por lo que
probablemente las limitaciones de transporte de sustrato a la biopelicula hayan sido
minimizadas.

En las Figuras 6.13 y 6.14, se muestra la relacion que existe entre la eficiencia de
remocion, la carga organica volumeétrica y la actividad especifica de las bioparticulas.
Cada punto representa el valor promedio del parametro correspondiente para cada
TRH probado.

En este caso puede verse en la Figura 6.13, que existe una relacion ascendente de
la actividad especifica con respecto a la carga organica. La biomasa inmovilizada
corresponde a 4.65 kg SVI/m® reactor, calculada a través de la pendiente de la

relacion lineal de estos paramteros, cuyo coeficiente de correlacion es de 0.98.
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Sin embargo, este valor es mayor que la concentracion de biomasa determinada
experimentalmente que resulta en 3.62 kg SVI/m® reactor.

Con respecto a la eficiencia de remocion la relacidn es descendente, como se
muestra en la Figura 6.14, ya que disminuyo con el TRH, como se mostrd en Ia
Figura 6.12. La actividad especifica se mantuvo igual en promedio antes y después

de ia adicion de soporte, como se menciond anteriormente.

(6.13) (6.14)
12 70

10
60 & o

50

40 +

Bv (kg DQO/M*d)
D
Eficiencia de Remaocion
de DQO (%)

)*]

P

0 2 4 6

Actividad Especifica
(kg DQOer/kg SVI d)

30

0 2 4 6
Actividad Especifica
(kg DQO (en/kg SVI d)

Figuras 6.13 y 6.14. Relacion entre la eficiencia de remocion de DQO, la carga
organica volumeétrica (Bv) y la actividad especifica durante el tratamiento de aguas
residuales de la UAM-I con el RLFL

Esto demuestra que la capacidad de remocién del reactor dependeria en cierta
medida de la cantidad de biomasa presente en el sistema aunque no es

independiente del tiempo gue las bioparticulas se mantengan en contacto con la

materia organica para que esta sea degradada.
Sin embargo, la operacion con un TRH de apenas 36 minutos permite el tratamiento

de 37 unidades de volumen por dia de agua residual en un volumen unitario de
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Capitulo 6. Tratamiento de aguas residuales municipales....

reactor, es decir, 92.0 L/d de agua residual en un equipo de 2.5 L de volumen.
Aunque la eficiencia es baja, permanece en el agua residual una concentracion
apreciable de materia organica, como se muestra en la Tabla 6.2, lo que permitiria el

uso del agua tratada para riego.

Tabla 6.2. Concentracion de DQO remanente del tratamiento de aguas residuales en
el RLF!, durante las diferentes etapas de operacion.

Eficiencia de Remocion Concentracion de

Dia TRH Gasto de DQO ‘ DQO remanente
(h) (L/d) (%) (kg/m°)

17 2.0 32.0 60.0 84.3

90 1.3 48.0 504 135.2

155 0.6 82.0 44 .0 163.1

255 06 92.0 44 2 141.8

Para el tratamiento anacrobic de las aguas residuales municipales se han utilizado
diferentes prototipos entre los que se encuentra el reactor de pelicula fija con
empaque rotatorio. Las condiciones de operacion fueron variadas (temperatura y
velocidad del eje rotatorio) y el TRH fue de 6 h. La eficiencia de remocion obtenida a
29° C y con una carga organica volumetrica de 1.7 kg DQO/m>.d fue de alrededor dél
65%, resaltando que a temperaturas menores a 16° C la transferencia masa-liquido
es la etapa limitante (Noyola et al., 1988).

El reactor de lecho de lodos granulares expandido (ESGB) reportado por de Man et
al. (1988) fue operado a una temperatura de 12° a 20° C, con TRHde 2 a 3 h y una

concentracion de DQO de 150 a 600 mg/L. La eficiencia de remociéon promedio fue
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del 6G%. Concluyeron que una de las ventajas de estos reactores es la expansion
del lecho causado por las altas velocidades de circulacion de liquido (6.5 m/h), que
se traduce en altos volimenes de recirculacion los cuales permiten que las bajas
concentraciones de sustratos alimentados permanezcan mas tiempo en contacto con
los lodos granulares. Sin embargo, los altos flujos provocan el f:accionamiento y la
expulsion de los granulos y la consecuente pérdida de solidos.

El reactor de lecho fluidizado de flujo ascendente con soporte de arena y cuarzo
empleado por Collivingnarelli et al. (1990), presentd varias dificultades en su
operacion, como alta retenciéon de solidos, grandes variaciones en la concentracion
de biomasa y valores minimos en la expansiéon de lecho, del orden de 10 al 15%.
Todo lo anterior fue reflejado en la eficiencia de remocién de la DQO que fue
del 5%.

Los reactores anaerobios UASB han sido los mas empleados para el tratamiento de
aguas residuales municipales. Vieira (1988) utilizd reactores UASB de 160 L vy
120 m® para el tratamiento de aguas residuales municipales con concentraciones
variables de alrededor de 300 mg DQOJL, encontrando eficiencias de remocion de
65% en DQO y de 61% en solidos suspendidos, asi como la disminucion de la carga
de patogenos. El TRH minimo utilizado fue de 1.6 h.

Una revision realizada por Monroy et al. (1997), muestra que México cuenta con un

total de 34 plantas tratadoras de estas aguas, en su mayoria de tipo UASB. Los TRH
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a las que son operadas se encuentra entre 6 y 20.8 h. En 10 de ellas la eficiencia de
remocion es de 50 a 55% y en las restantes entre el 75y 80 %.

Aunque los reactores UASB, han dado buenos resultados, la magnitud de las
descargas de las grandes ciudades conducen al desarrollo de otras alternativas
tecnologicas con la capacidad de mejorar las condiciones sanitarias de las ciudades
y dar al agua tratada el reuso necesario ya sea para riego o fines recreativos.

En este caso, el agua tratada obtenida con este prototipo, tiene una cierta
concentracion de materia organica disuelta gue es util en la irrigacion de tierras de
cultivo intensivo. Sin embargo, este tratamiento no remueve solidos suspendidos y
esto lleva a inferir que tampoco remueve patogenos ni parasitos, por lo que debe
someterse a un postratamiento, ya sea por lagunas de oxidacién, donde los
patdbgenos serian removidos por la accion de la luz solar y los parasitos y solidos
suspendidos por sedimentacion, c¢on lo que el agua tendria una mejor calidad.

El problema que representa este tipo de postratamientos es la necesidad de grandes
superficies disponibles por los caudales de agua que se manejarian. Otras
alternativas mas costosas serian la filtracion seguida de desinfeccion por cloracion o

radiacion con luz ultravioleta.

196




Capitulo 6. Tratamiento de aguas residuales municipales.. .

6.4. Conclusiones

La principal ventaja que se tiene con este prototipo y debido a los cortos TRH
con los fue operado, es que se pueden tratar grandes volumenes de agua residual
en equipos muy compactos, con eficiencias de remocion similares a las obtenidas
con otros sistemas. La desventaja reside en la calidad del agua descargada, ya que
el flujo descendente evita la acumulacion de sélidos suspendidos en el interior del
sistema, caso contrario a lo que ocurre en los reactores UASB en donde son
acumulados sin tener ninguna funcién, ya que en su mayoria son inertes.

La falta de retencion de sélidos suspendidos asi comc. la falta de retencion de
patégenos y parasitos por este sistema es un inconveniente en cuanto a la calidad
del agua descargada. Por lo que para considerar este efluente como agua de riego,
debe considerarse su postratamiento, respectd al cual se discutieron brevemente las
alternativas.

Se concluye que el RLF| puede ser considerado como una posible alternativa de
tratamiento anaerobio de aguas residuales municipales. Sin embargo, este sistema

debe estar acoplado a sistemas de postratamiento para obtener el agua con las

caracteristicas deseadas.
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7 Conclusiones generales

| y
recomendaciones

1

Al final de cada uno de los Capitulos anteriores, se presentaron conclusiones
acerca de aspectos puntuales de los resultados obtenidos. En esta seccion se
presentan las conclusiones principales derivadas del trabajo experimental y del
analisis de 10s datos reportados.

Se presentan también algunas recomendaciones sobre los aspectos que requieren
un estudio posterior mas profundo, relacionados a este trabajo que pudieran derivar
en un disefio mejorado del prototipo y en una calidad sanitaria apropiada para el

agua descargada.
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Capitulo 7. Conclusiones generales...

7.1. Conclusiones Generales

Se encontré que los tiempos de inmovilizacion de biomasa sobre la superficie
de particulas plasticas coinciden con los reportados por otros autores para sistemas
de inmovilizacién por lotes y continuos que indican que se requieren de 45 a 90 dias
para que estos sistemas alcancen una condicion estable de remocion de carga
organica y biopeliculas completamente formadas.

La predominancia de bacterias bacilares tipo Methanosaeta en los lotes de
bioparticulas obtenidos cuya fuente de carbono durante la inmovilizacién fue acetato,
se explico como debida a la capacidad de este microorganismo para colonizar el
soporte debido a su estructura filamentosa y a la baja carga organica con la que los
reactores fueron alimentados, las cuales permiten que este microorganismo
predomine.

La inmovilizacion con un sustrato como la glucosa de mayor rendimiento energético,
que el acetato, ya sea en mesofilia o termofilia, da como resuitado mayor
concentracion de biomasa. Por otra parte con un sustrato de bajo rendimiento
energético la inmovilizaciéon en cualquiera de estas condiciones, da como resultado
una biopelicula con baja concentracion de biomasa. En ambos casos el proceso
controlante es la dispersion de células y la formacién de matrices exopoliméricas
sobre la superficie plastica. Esta adhesion se realiza dentro de cavidades de la

superficie del soporte, lo cual fue demostrado por medio de secuencias temporales

199




Capitulo 7. Conciusiones generales...

de fotografias de MEB. Dichas cavidades perrniten que las células permanezcan el

tiempo suficiente para la colonizacion del soporte, ya que provee proteccion contra

los esfuerzos cortantes entre el liquido y las particulas debidos al mezclado propio

de los sistemas fluidificados.

En este sentido, la seleccion del soporte en cuanto a tamario, rugosidad o porosidad

y densidad es central para obtener una operacion ventajosa en este tipo de

biorreactores.

Un procedimiento de inmovilizacion, donde la biopelicula es fijada en condiciones
mesofilicas para posteriormente llevarla mediante un proceso de aclimatacion a
condiciones termofilicas, conduce a la sintesis de material organico y un aumento en
biomasa. En este caso, puede verse que la biopelicula funciona efectivamente como
matriz acarreadora de microorganismos y es estable al cambio de temperatura,
sugiriendo una metodologia para la retencion de biomasa en sistemas en adaptacion
a termofilia.

La falta de fijacion de biomasa en condiciones termofilicas se explica a partir de la
pérdida de granulacion del lodo utilizado como in6culo. En este caso es posible que
la matriz de inmovilizacion sea un sistema mas sensible a efectos cortantes
producidos por las corrientes de la fase liquida, aunque también es probable que los
microorganismos que permanecieron en el indculo adaptado, no produzcan grandes
cantidades de sustancias exopoliméricas y de ahi la baja concentracion de la

biomasa inmovilizada. Esto sugiere que el paso previo de inmovilizacion en mesofilia
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conlleva mejores condiciones de estabilizacién de tiopeliculas adapatadas a
termofilia.

Durante la operacion en continuo de este prototipo, se observd que existe una
relacion estrecha entre la capacidad de expansion maxima tolerable en este sistema
con respecto a la relacion H,/Dg, ya que cuando la relacion era mayor, la expansion
total se alcanzaba con cargas muy bajas (3 kg/ma-d en el Reactor 1). En este
fenomeno debe considerarse la expansion y la agitacion preducida por la formacion
de biogas y su tendencia a subir a la parte alta del reactor, la cuai se ve
contrarrestada por el flujo descendente que lo mantiene atrapado en la zona del
techo.

Aln con estas limitantes, ambos reactores mostraron altos niveles de conversion y la
capacidad de alcalinizar el sistema, lo que implica la posibilidad de aumentar las
cargas organicas arriba de 16 kg/m3-d, que fue la maxima alcanzada con
alimentacion sintética, con la que se alcanzaron cargas masicas hasta de
5.1 kg DQO/Kkg SVI-d, con una concentracion de DQO en el influente de 2000 mg/L y
un TRH de 3 h. Dichas cargas masicas son superiores a las tipicas utilizadas en
reactores anaerobios.

Los problemas de expansidon no fueron tan graves cuando el prototipo se utilizé para
el tratamiento de aguas residuales municipales que contenian una baja
concentracion de materia organica. En este caso se alcanzaron cargas masicas

superiores a las de corridas experimentales anteriores (11 kg DQO/kg SVI-d), por

201




~,T‘a(ﬂ’iz{"o 7. Conclusiones generales...

medio de la disminucion del TRH a valores menores a 1 hora. Debido a esto, la
eficiencia de remocion alcanzada fue de 44% y la actividad especifica de las
particulas fue baja, ya que probablemente no se prolongaba suficientemente el
tiempo de contacto entre la biopelicula y la materia organica disuelta.

El uso de este prototipo para el tratamiento de aguas residuales municipales es
ventajoso, ya que se tratan grandes volumenes de agua en equipos muy compactos
con tiempos de residencia del orden del 25% de los comunmente usados en

reactores con biomasa suspendida que predominan en México, como los UASB.

7.2. Recomendaciones

Es necesario recordar que el lecho fluidificado inverso no tiene la capacidad
de retener solidos suspendidos, parasitos o patogenos, por lo que debe considerarse
para esta opcion de tratamiento de aguas con alta o baja carga organica, pre y
postratamiento que constituyan un sistema que resulte en una descarga apropiada.
Son necesarios estudios donde se distinga entre la contribucion de la cantidad de
biomasa inmovilizada y la contribucién del régimen de mezclado en este prototipo,
que hacen posible que el sistema sea capaz de tolerar cargas masicas mucho
mayores a las reportadas para reactores anaerobios.

Igualmente, es necesario conocer la magnitud de la fraccion de gas retenida en el

interior del reactor por medio de estudios hidrodindmicos, para encontrar la forma de
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corregir los problemas de sobreexpansion y poder operar los reactores con cargas
mas altas o para determinar los limites de aplicacion de este sistema. De este modo
también se recuperaria el biogas perdido en el efluente, el cual es una fuente de
energia.

Se requiere el disefo de un soporte con las mismas caracteristicas del polietileno
utilizado en este trabajo, con una geometria que facilite los procesos hidrodinamicos
y con mejores caracteristicas de inmovilizacion.

Se sugiere para estudios posteriores, el desarrollo de metodologias de cantrol ante
perturbaciones inesperadas en la alimentacion de estos reactores, para lo cual son
necesarios experimentos dinamicos para identificar el comportamiento del
biorreactor. Este es un problema de estrategias de control de la digestion anaerobia

similar al trabajo de Monroy (1998).
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