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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar las poblaciones microbiologicas que intervienen en las
distintas etapas de ta degradacion anaerobia de la lactosa. Sc trabajo con dos reactores
anaerobios (tipo UASH, por sus siglas en inglés) conectados en serie, wio alimentado cn
condiciones dcida (pH 3.9) para favorecer la acidogénesis v otro en condiciones de neutralidad
para favorecer 1n metanogénesis, EI primer reactor (el acidogduico) se alimenté con lactosa
(grado farmaceiitico, de ta fabrica Luctofroncesa 8. A.) como fuente de carbono; operé a un
tiempo de residencia hidrdulica (TRH) de 6 I y dos concentraciones de lactosa que resultaron en
la carga orgdnica volumétricas (4.71 y 7.81 gDQO/L.d). EY reactor metanogénico trabajo a un
TRH de 1 d y a tres cargas organicas volumétricas (0.80, 1.75 ¥ 3.55 gDQO/AA). La
caracterizacion de las poblaciones microbianas fue reatizada por el método del nimero mds
probable, para seis grupos tréficos; glucosa, propienato, butirato, lactato, acetato y H,-CO,. Los
resultados demuestran que en el primer reactor s¢ encontraron bacterias fermentativas e
hidragenofilicas como organismios dominantes. En ¢l scgundo reactor se cicontraron bacterias
acetogénicas, acetocldstica ¢ hidrogenofilicas como organismos dominantes. En la carga
orgdnica de 3.55 gDQO/L.d, en el reactor metanogénico se encontrd un aumento de poblaciones
fermentativas, propionotroficas, lactotrofiens y una disminucién de Ja actividad metanogénica.
En ambos reactores se encontraron bacterias fermentativas y metanogénicas responsables de la
degradacién de lactosa y produccion de metano. Se demostrd que las poblaciones metanogénicas
presentan una amplia distribucién en cada uno de los sistenias, a pesar de las condiciones poco
favorables en el primer reactor. La presencia de bucterias metanogénicas hidrogenofilicas estd
muy ligada a las fermentativas mediante H, que ¢s susirato de las primeras y producto de las
segundas. Las fermentativas se encuentran siempre que hubo carbohidratos disponibte. Por lo
tanto, se afirma que no existe una separacion completa de los grupos tréficos en los reactores,
debido a que Jas poblaciones presentan una fuerte relacion ecoldgica, determianda por el tipo de
sustrato disponible.



JUSTIFICACION

La degradacidn anacrobia en dos etapas, ha sido propuesta (Pohland ¥ Ghoshy, 1971 y Ghosh,
1975} para scparar las reacciones mctanogénicas de las acidogénicas, basados en las
catacterfstica fisioldgicas y nutrimentales de las bacterias, cuya finalidad es oblener mejor
control y eficiencias en la eliminacion de materia orgdnica disuelta,

Con abjeto de reducir los tiempo de retencidn hidriulicos se propuso también un reactor de
acidificacion de tipp UASB (Olguin y Monroy, 1995 y Olguin, 1995) que permirte largos
tiempos de retencion celular, En cf transcurso de los experimentos se observd produccion de
metano en ¢l reactor acidogénico (a pH 3.9) y acidogénesis en ¢! reactor metanogénico (a pl 7).
Con objeto de entender la dindmica poblacional y determinar las poblaciones relativas en eada
una de lag etapas, se inicio este estudio.

En la actualidud, los estudios microbioldgicos y bioquimicos en reactores de dos etapas no ha
sido suficiente, pues surge la necesidad de conocer més sobre la distribucion y dindmica de sus
poblaciones, asf como lus rutas intermedias de la degradacién de sustratos. No debe olvidarse
que la base de la fisiologfa de los digestores es Hevada a cabo por los grupos biolégicos. Por ello
es necesario identificar y estudiar las variables que gobieman Ja actividad microbiana para,
posteriormente, optimizar las condiciones de operacién de los biorreactores. De esta manera, los
microorganismos pueden desarrollar su mdxima capacidad y alcanzar asf las mds altas
eficiencias de remocién de materia orgdnica.

ifi
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INTRODUCCION

1.1 LA DEGRADACION ANAEROBIA EN EL TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES

El principal objetivo del tratamiento de aguas residuales es producir un efluente que pueda ser
descargado sin dafiar el ambiente.

Un sistema de tratamiento de aguas residuales se divide en operaciones de tratamiento preliminar,
primario, secundario y terciario;

El tratamiento preliminar tiene como objetivo principal el retiro de material solido que es
arrastrado por el caudal, y ciertas fases liquidas que pueden interferir en las operaciones
subsecuentes. Tal es ef caso de materisles como bolsas de hule y hojas de papel, arena, piedras y
gravas. Se agrupan en operaciones de filtracion, sedimentacion, flotacion, separacion de grasas y

aceites,

En e} tratamiento primario se climinan por sedimentacion solidos coloidales de hasta 0.1 mm,
con velocidad de sedimentacion de 0.1 m/h, solo o con la ayuda de agentes quimicos como
algunas sales de hierro, alumbre y floculantes sintéticos.

El tratamiento secundarlo tiene’ como objeto fundamental la remocion de material organico
carbonoso disuelto en el agua residual y de material orgdnico suspendido de tamafio coloidal que
puede ser metabolizado por accion de microorganismos de tipo anaerobio o serobio. Dentro de
eslos procesos se encuentran los reactores anaerobios de lecho empacado, las Iagunas
facultativas, las lagunas acrobias, los Jodos activados, los filtros percoladores (lechos empacados
de oxidacion bioldgica) y los reactores biologicos rotatorios.

Como signiente ctapa se encuentra ¢ fratamiento terciario, en el cual se busca refinar la
depuracion del agua residual, mediante sistemas biologicos o fisicoquimicos. En el primero cl
objetivo puede ser la remocion de material nitrogenado disuelto en el agua residual (nitratos,
nitritos, amoniaco), fosforo o algunos metales bioacumulables a relativamente bajas
concentraciones. Dentro de las operaciones o tratamientos fisicoqnimicos pueden ubicarse
aquéllas necesarios para retirar sustancias especificas como las que dan color, metales pesados,
sales minerales disueltas, solidos suspendidos y desinfeccion del agua tratada. Dichos procesos
s0n, entre otros, filtracion, adsorcion, ¢loracion, carbdn activado, coagulacion, dsmosis iiversa e
intercambio i6nico (Duncan , 1976, Eckenfelder y Ford, 1970; Fernandez, 1986).



El tratamiento de aguas residuales, como se menciond anteriormente, s una combinacion de los
procesos preliminar, primario, secundario y terciarios, los cuales pueden ser aplicados
independientemente aunque siempre de manera secuencial y acorde con la calidad del agua
deseada (Duncan, 1976) [Figura 1.1].
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Fig. 1.1 Trea convencional del tratamiento de nguas reslduales

Después del tratamiento terciario, el efluente puede ser vertido sin problemas de contaminacion
a los cuerpos receptores (tlos, lagos, suelo, etc.). En algunas industrias, el efluente abtenido a
través del sistemy de tratamiento puede ser reutilizado por la misma (Duran de Bazia, 1987). De
la misma forma también puede ser utilizado como mejorador de suelo y sus residuos solidos
como alimento para animales poligéstricos (Duran de Bazia, 1987, Lopez, 1993).

La principal diferencia entre los procesos biologicos se basa en la forma en que los
microorganisnios metabolizan la materia orgénica, clasificindose en sistenias anaelobios y
acrobios.



En el tratamicnto de aguas residuales se han obtenido buenos resultados mediante el empleo de
sistemas secuenciales; anacrobio-acrobio pues, ademas de resultar allamente eficiente en fa
remocion  de contaminantes, sus costos de inversion, operacion y mantenimiento son
relativamente bajos (Eckenfelder et al, 1988). Este punto de vista se esquematiza en la figura 1.2,

La materia orgdnica contaminante medida como DQO o DBO, es transformada en diversos
productos, Las bacterias anaerobias utilizan el 20% det carbono contenido en su alimento o
sustrato para funciones de reproduccion, dando origen a nuevas células, el 76% es dirigida u
biogas, CHy y CO;. Por su parte, los microorganisimos acrobios en presencia de oxigeno, utilizan
el 47.5% del carbono del sustrato en la sintesis de nuevas células, mientras la fraccion restante se
trasforma en CO,.

Cll, v €0, (767) co, ‘(9.6‘}';)
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Fig. 1.2 Representacién esquemdtica del flujo de energia en los procesos biolbgicos;
anaerobio-nerobio



1.2 MICROBIOLOGIA Y BIOQUIMICA ANAEROBIA

La degradacion anaerobia es el proceso biologico de reacciones metabolicas en serie, mediante el
cual se degrada la mnteria organica (protefuas, carbobidratos, lipidos) en ausencia de oxigeno
para dar como producto biogds, principalmente metano y bioxido de carbono. Este procesa se
fleva a cabo por un conjunto de especies bacterianas que se ven influidas por Ins condiciones del
medio en que se desarrollan; sustrato, temperatura, humedad, pld, alcalinidad, presencia de
compuestos nutricios ¢ toxicos, etc (Calzada, 1990).

Este fenomeno se produce en diversos ambientes tales como; pantanos, suelos de arrozales,
sedimentos marinos y lacustres, microambientes anoxicos del suelo, corazon de los drboles
muertos, fuentes calientes sulfurosas, tracto digestivo del hombre y de los animales,
particularmente de los rumiantes (Guyot, 1992). Otro grupo importaite conitibuyente en la
produccion de metano es el de las termitas que segun algunas estimaciones pueden producir hasta
el 15% (Garcla, 1991).

La metanogénesis es un fenémeno que puede ocurrir a intervalos de temperatura psicrofilos (de
10 a 15°C), meséfilos (30 a 40°C) y termofilos (més de 45°C). Las bacterias metanogénicas
termofilas son mas activas que las mesofilas y psicrofilas.

La degradacion anaerobia es un fenémeno que ha utilizado el hombire para la obtencion de
fuentes de energfa (biogds), asi como para el tratamiento de desechos solidos y liquidos (Speece,

1983).

El principio bésico de la degradacion nnaerobin es fa transformacidn bioquimica de li materia
argnica a través de diferentes grupos de microorganismos los cuales forman usociaciones
estables y la eficiencia de cada grupo bacteriano depende directamente de los otros (Schoberth,

1983)

El modelo de la degradacion anacrobia mds aceptado es el propuesto por Me Inentey y Bryant
(1981). Se lleva a cabo en tres etapas (figura 1.3),

1.2.1 PRIMERA ETAPA, HIDROLISIS Y FERMENTACION

Con csta etapa se inicia el proceso de degradacion anaerobia. Consiste en la hidrolisis y
acidogénesis de compuestos de allo peso molecular (proteinas, carbohidratos y fipidos) a
unidades quimicas mds simples (aztcares, aminodcidos) y su fermentacion en fcidos grasos
volitiles (acetato, propionato, hutirato, valerato, otros tipos de &cidos grasos de cadena larga,
alcoholes, hidrogeno y bidxido de carbono), de acuerdo con las siguientes reacciones (Thauer et

al, 1977; IMTA, 1993);



[ Y PRI Iy E—— 2C1H;C00" + 4H* + 2HCO;+ 4,
AG®=-206 k¥/mol

CeHya0g+ 2Hp0 w-omemeee--->CHCHyCHCO0" + 2HCO 4 + 31T + 2H,
AG”'=-254.6 kJ/mol

Cgljp Og + 2Hy wvrvemmarenm2CH CHCOO + 2H,0 4 2H!
AG®= -358.1 kl/mol

Iista etapn se realiza por microorpenismos anaerobios facultativos, bacterias y hongos de
crecimiento rapido (tiempo minimo de duplicacion de media hora a algunas horas) (Garcia,
1989).

La composicion de fas poblaciones bacterianas varfa inucho con ¢l biotopo considerado o cl
origen del sustrato. En las tablas 1.1 y 1.2 se presentan difcrentes grupos de estas bacteriss asi
como de sus produetos.

Tabla 1.1 Bacterins hidroliticas de Ia degradacion anncrobia
{Garcin, 1989)

Celulosa Runmnococcus a us
Ruminococcus flavifaciens
Clostridium cellobiopartan
Clostridism cellulolyticunt
RButyrivibrio fibrisolvens
Bacteroldes succinogenes
Henticelulosa Bacteroides ruminicola
Butyrivibrio fibrisolvens
Almidon Bacillus spp

Bacteroides spp
Luctobacillus spp
Micrococcus spp
Psetidomonas spp
Pectinas Clostriditm butyricum
Lachnospira multiparus
Lipidos Anaerovibrio lipalytica
Syntrophomonas spp
Bacillus spp

Proteinas Peptococens anaerobiuy
Staphylncoceus spp
Clostridium spp
Bifidabacterium spp
Compuestos nitrogenados Micrococcus aerogenes
Clostridium acidiurici
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Fig. 1.3 Esquema de la degradacién anacrobia
(Garein, 1991)

Actualmente se tiene un gran interés por las bacterins capaces de fermentar los compuestos
aromdticos, coma Jos procedentes de la lignina, que se encuentran en los efluentes de la industria
quimica (fenoles, dcido benzocarboxflico, dcido fenilavético, cte) y los derivados de dcidos
aminados (Guyot, 1992).



Durante la acidogénesis, la velocidad especitica de crecimiento obtenida con glucosa, se
encuentra entre 0.05 a 0.3 Il En esta efapa el piruvito ocupa una posicion clave y controla la
orientacion de las fermentaciones.

Cuando la concentracion del Hy en el gas es muy baja (5 & 50 ppm), existe una preferencia para
la formacion de 4cido acético (Mosey, 1983). En cambio, cuando aumenta la concentracion de
H,, disminuye la proporcion de acido acético formado y aumentan las proporciones de acidos de
cadena mayor a dos carbonos. Ademis de dcidos grasos volitiles (AGV) se forman alcoholes y
#cidos dicarboxificos.

Los productos intermedios como ¢l lactato o el etanol no se acumulan en los digestores o
reactores anaerobios, porque la microflora metanogénica consume activamente ¢l hidrogeno y
desplaza e} metabolismo hacia productos més oxidados como el acetato, lo que hace que las
bacterias fermentativas produzcan nds hidedgeno y acetato y, en menores cantidades, los demas
metabolitos como el lactato y el etanol (Garcia, 1991).

Si no se controla bien el reactor en esta etapn, puede ocurrir una desestabilizacion del proceso; en
el caso de una sobrecarga, la hidrolisis de la materia orgénica provoca una sobreproduccion de

AGV reduciendo el pH hasta valores donde la actividad metanogénica es seriamente inhibida.

Tabln 1.2 Bacterias fermentativas y sus metabolitos

(Garcig, 1989)
W ' Ny ¥
Acetato Acetofilamentum rvigidum
Acelivirio spp
Clostridinm formicoaceticum
Acetato y butirato Eubacterivm limosum
Acidaminococens fermentans
Butyribacterinm methylophicum
Lactato Lactobacillus spp
Streptococcus spp
Succinato Succinomonas amylolytica
Succinivibrio sp
Butirato Bugyrivibrio sp
Fusobacterium sp
Butirato, isobutirato, valerato, | Megasphaera eldenii
isovalerato, caproato




1.2.2 SEGUNDA ETAPA, ACETOGENESIS

Los productos de la printera etapa son convertidos en acetato, hidrogeno y CO,. Los principales
sustratos de esta etapa son el propionato, butirato y etanol. Iista etapa es llevada a cabo por
bacterias homoacetogénicas y bacterius sintréficas que son productoras obligadas de hidrogeno
(OHPA, por sus siglas en inglés ) (Thicle et al, 1988; Boone y Bryant, 1980).

1.2.2.1 Bacterias homoacctogénicas

Son bacterias fermentativas que se caracterizan por la produccion exelusiva de acetato a partir de
compucstos gaseosos (M, y COy) a partir de un sustrato carbonoso como glucosa y fructosa:
Reducen el CO4 con los electrones provenientes de la fermentacion del sustrato o ¢l Hy gaseoso.
Generalmente son del género Clostridium (Andreesen et al, 1970):

4Hs + 2HCO g ---memnene >CH;C00-+ 41,0
AG®" - -104.6 k)/reaccion

1.2.2,2 Bacterins acctogénicas productoras obligadas de hidrogeno

Estas bacterias son las mas representativas de la segunda etapa en los digestores o reactores
anacrobios que producen hidrogeno y acetato, tienen tiempos de duplicacién largos de 90 a 160
horas (Roone y Bryant, 1980),

La {)articulm'idud de estas bacterias reside en que son inhibidas por ef hidrogeno que producen.
Por eso las OHPA tienen una estrecha relacion sintréfica con las bacterias que remueven el
hidrégeno (bacterins hidrogenofilieas). Esta relacion de sintrofla, basada sobre el hidrogeno, se
conoce como “lransferencia de hidrégeno entre especies”. Por lo general estas bacterias son
metanogénicas, pero si el medio contiene sulfatos, fas bacterias sulfato-reductoras (BSR)
sustituyen a las metanogénicas. Sin cinbargo, cabe mencionar que cuando ¢l medio no tiene
sulfatos, ciertos grupos de BSR son capnees de establecer también una relacion sintréfica con lus
metanogénicas, de la misma manera que las bacterias OHPA, efectuando una reaccion de
acetogénesis a partir de los compuestos de In primera etapa, los deidos grasos voldtiles,

Entre las bacterias OHPA, algunus wtilizan el butirato otras el propionato como sustrato. Asf se
tiene que o hidrolisis del propionato a acetato se paraliza cuando existen concentraciones de Hy
en el biogds del orden de 500 a 50,000 ppm (Boone y Bryant,1980).



CH;CH,CO0" +3H)0 --eeve- >CH3CO0" + HY + HCOy + 3H,
AGY=76.1 kl/reaccion

CH3;CH)CH,CO0" + 2H ) ~evvere- > 2CH3COO + 2H,+ HY
AG*'= 48,1 kl/reaccion

Bryant et al (1967) descubricron el proceso de transterencia de hidrogeno interespecie, y
demostraron que la bacteria Methanobacillus omelianski (Barker, 1941), era un bicultivo en la
cual una bacteria OHPA realizaba Ja primera reaccion y la metanogénica la segunda reaccion. Es
muy importante, debido a que gracias a la transferencia de electrones es posible que se lleve a
cabo la reaccion de acetogénesis, Esta transferencia también ocure con algunas bacterias
fermentativas que transfieren electrones via hidrogeno a las hidrogenofilicas, lo que promueve fa
formacidn de acetato, principal precursor de metano.

Reaccion efectuada por las bacterias OHPA:

CH;CH,0H + Hy0 -evermnes >CH;CO0" + 2HY + Bt
AG® =+ 19.2 kl/reaccion

Reaccion realizada por 1as bacteria metanogénicas (BM):

HCOO + H*vemmeeeens >0.25CH4 +0.75C0, +0.5H,0
AG®'=-306.1 kJ/reaccion

Algunas bacterias implicadas en esta etapa se presentan en la tabla 1.3



Tabla 1.3 Bacterins acetogénicas (Garefa, 1989, 1991)

BACTERIAS HOMOACETOGENICAS

Grapo 1: H;  (reduc_ ion de compuesios _carbonosos) + CQOy ---=---> Acetalo

Butyribacterium rettgeri
Clostridium acidiuric
cydindrospermum
formicoaceticum
magmin
th rmoaceticun
Peptococens slyeinophiln,
Grupo 2: H;y + COy —ovee- >Acetato
ACL"()GII(IC/'()’)“H" nofarae
Acetobacterium carbinolium
malhon
fermitida
wieringae
waod|
Acetogenium kivui
Acetofilamentm rigidiun
Acetohalobium arabaticum
Acetomicrubilm fla vidum
Acetothermus pancivorans
Aceitomaculum ruminis
Clostridium acelicum
ifungdahlii
mayambii
thermoautotrophicun
Acctofilamentun aceticum
ifugdahlii
mayombli
thiernoaidotraphicuin
LFubacierium limosum
Sporamasa actdovorans
malonica
ovata
pancivorans
sphacroides
termitida
BACI1ERIAS OI3PA
Syntrophomonas brva il
Syntrophobacter wolimi
Symtrophuy buswelliy
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1.2.3 TERCERA ETAPA, METANOGENESIS

Es la Oltima etapa de In degradacion anaerobin llevada acabo por bacterias anacrobias estrictas
capaces de producir metano, a partir de acetato, de Hy y de CO,, y de cualquier compucsto
reducido de un solo carbon como el melanol y las metilaminas y de ciertos alcoholes en presencia
de CO; (Balch et al, 1979).

Este grupo de bacterias tiene particularidades fisiologicas y metabdlicas muy especiales, tales
como la composicion de su pared, secuencias nucledtidas, sus coenzimas y metabolismo. Estas
bacterias han sido clasificadas dentro de un subreino diferente al de las Eubacterias; ¢l de las
Arqueobacterias (Woese, 1981; Balch et al, 1979). Presentan toda una serie de caracteristicas
fisiologicas, bioguimicas y genéticas que las diferencian de las Eubacterias:

Son bacterias inhibidas por peguefias cantidades de oxigeno (cerca de 3 mg/L) y que exigen
un potencial de dxido-reduccidn inferior a -200 mV (Mah et al, 1977).

La mayor parte de [as bacterias metanogeénicas se deswrollan entre valores pH de 6 y 8,
unidades, con un optimo de 7 (Madigan, 1988).

Su pared celular no ticne mureina o peptidogticano; por el contrario, la pared de las bacterias
metanogénicas tiene una gran variedad de estructuras, las Methanobacterinceae contienen en
su pared celular un polimero llamado pseudomureina y las Methanosarcinas tiene un
polisacirido. Estas estructuras hacen a las bacterias insensibles & Ia accion de las lisozima y
antibioticos tales como la penicilina, cicloserina y la valeromicina.

La composicion en lipidos es diferente a a eubacterias (Woese, 1981).

La secuencia de ARNr no esta relacionada con las eubactering y ia unidad uracilo en los ARNt
es transformada en pseudopurina (Woese, 1981).

Presenta coenzimas que no se encuentran en otros microorganismos excepto el cofactor F420,
tales como 1a coenzima M 6 HS-COM, la metanopterina & factor ¥432, ¢l metanofurano, el
factor F430, ¢l componente B 6 7-mercaptoetanoiltreonina fosfato (HS-HTP) (Baich et al,
1979).

Las bacterias metanogénicas tienen necesidades especificas en oligoclementos 6 elementos
traza como el hierro, el niquel, el cobalto, el molibdeno, el tungsteno, los sulfuros y el selenio
(Speece, 1983).



« El niguel es el dtomo central de Ta coenzima F430, que actda como grupo protético de la
enzima metil-coM-reductasa que cataliza el paso final de la formacion de metano (Schoberth,
1983).

o El Factor Fd20 hace que los bacterias presenten fluorescencia s 420mm y permitan su
identificacion por medio de microscopio de epifluarescencia y la determinacion de actividades
bioquimicas en los digestores o reactores anaerobios (Gorris et al, 1988).

Entre las bacterins metanogénicas conocidas, 20% son termofilicas y se desarrollan en un
intervalo de temperatura entre 50 y 60°C, las otras son mesofilicas y crecen a temperaturas entre
30y 40°C, no se han encontrado bacterias metanogénicas psicrofilicas en las muestras (Madigan,
1988).

Se han descrito 65 especies metanogénicas, de las cunles el 67% son hidrogenotrofas (utilizau el
hidrogeno pars reducir el €0,), 13.5 son acetoclisticas (producen el metano a partir del
acetato), 27.8% son metilotréficas y pueden utilizar compuestos metilados como el nietanol, lns
metilaminas y el metildisulfuro y de estas dltimas, ¢l 14% son metildtrofas obligadas (Garcia,
1990).

1,2,3,1 Bacterias metanogénleas hdrogenofilicas
La mayoria de ellas pueden utilizar el formato. Obtenen su energia de oxidacion del hidrégeno en

presencia de bioxido de carbone como aceptor de electrones, (Balch et al 1977), de acuerdo ala
siguiente ecuacion.

COy + 4”2 --------------- >CHy + 2”20
AG® - -31k]/reaccion

Estas bacterias no pueden utilizar ¢} acetato como fuente de energla, pero algunas lo utilizan
cono fuente de carbono. Presentan tiempos de duplicacion fargos de 0.06 ! (IMTA,1993).

Las bacterias mas utilizadas en estudios bioquimicos y fisioldgicos se presenfan en la tabla 1.4,



Tabla 1.4 Bacterias metanogénicas (Garcia, 1991)

1. Hidrogenotrificas (67%)
Usan H, + CO, y, segun las especies, el formato

Methanobacterium Methanobrevibacter
Methanococeus Methamicribivm
Methano thermus Methanopyrus
Methanolacinia Methanoculleus
Methanogenium Methanocarpusenlun
Methanospirilhum Methanoplanus
Methanoplasma

2. Acetocldsticas (13% )

Usan el acetato y segin Ias especies Hy + CO, formate  metanol y
metilaminas

Methanosarcina Methanothrix

Methanosaeta

3. Metilotréficas (27%)

Usan el metanol y las nietilaminas

Methanolobus Methanococcoides
Methanohalophilus Methanohalococens
Methanohalobium

4, Hidrdgeno- Metilotréficas (3%)

Usan exclusivamente H, + metano

Methanosphaera

S, Alcoholotrdficas (2%)

Usan CO, + alcohol (2-propanocl 2-hutanol)
Methanobacterium Methanospirillum
Methanogenium Methanocorgmsculim

1.2.3.2 Bacterias metanogénicas acetocldsticas

Estas bacterias producen metano a partir del grupo metil del acetato y también algunas especies
utilizan el metanol, la metilamina y el hidrageno. Su crecimiento es demasiade lento con tiempos
de replicacion de 2 a 3 dias. Normalmente, se eleva ¢l pH debido, por un lado, a la eliminacion
del acelato y, por el otro, la produccion de COy que forma una solucion amortiguadora de
bicarbonato (Fiestas, 1988), de acuerdo a:



CH3-COO" + Hy0 soememmemaees >CHy + HCOy"
AG®= - 135.85 kl/reaccidn

P (o AR s o R L — >CH, +3HCOy"
AG®'= -130 kl/reaccion

Esta reaccién es de gran importancia en la degradacion anaerobia dado que el 73% del metano
producido en los digestores proviene del acelato (Smith y Mah, 1966; Guyot, 1992).

1.3 FACTORES QUE LIMITAN LA DEGRADACION ANAEROBIA

Los principafes factores que inciden en un proceso anaerobio estan relacionados con aquellos
pardmelros que penmite una mayor actividad de la biomasa, asi como en altos porcentaje de
remocion de matenis orgénica. Enlre los pardmetros mas importantes que inciden en las
reacciones anaerobias se encuentran:

pl y alcalinidad

E! valor de pH ideaf para la actividad de los diferentes grupos involucrados en la degradacion,
depende del grupo al que pertenecen; sin embargo, ef intervalo en que todas las baclerias pueden
interactuar es alrededor de la neutralidad (6.8 a 7.2), con un Optimo de 7.0 a 7.2 (McCarty,
1964).

En ef caso de Ias bacterias acidogénicas el pH oplimo es entre 5 y 6.5 y para las metanogénicas es
por arriba de 6.5, Por lo tanto, el valor de pH en un reactor debe mantenerse entre 6.5 y 7.5. La
influencia del pH sobre la produccién de metano estd relacionada principalmente con la
concentracion de dcidos grasos volitiles proveniente de la fase acidogénica.

La alcalinidad de bicarbonatos representa la capacidad amortiguadora de un sistema para
mantener un determinado valor de pH.



Acidos grasos volitiles

Elincremento sustancial de AGV, puede llevar a una reduccion del valor de pH inhibir donde la
actividad metanogena y ln produccion de bioghs puede cesar por completo, indicando un
desequilibrio en las poblaciones microbianas.

La falta de cquilibrio puede deberse al incremento stbito de carga orgénica que estimula la
actividad de las bacterias acidogenus inhibiendo al mismo tiempo la actividad de las bacterias
metandgenas. Otra causa puede ser la reduccion de nutrimentos o la adicion de sustancias toxicas
en el influente,

La disminucion en Jn tasa de remocion de AGV a valares de pH acidos puede atribuirse a la
existencia de elevadas concentraciones de AGV sin ionizar en el sistema. La naturaleza no
ionizada de éstus les permite penetrar la membrana celular de manera més eficiente que Jos AGV
ionizados y, una vez asimilados, disminuyen el pH intracelular afectando la actividad bacteriana.

Los acidos acético, propionico y n-butirico son estimulantes de la metanogénesis; sin embargo,
a concentraciones de 10g/L de acida n-butirico y a 3 g/L de acido propionico son inhibidores de
la metianogénesis (Stronach et al, 1986).

El acido acético es el menos toxico de Jos AGV pero se ha observado una inhibicion notable del
crecimiento microbiano cuando su concentracion es de 35 g/L.

El dcido propionico es un indicador del mal funcionamiento del digestor y ejerce un efecto
inhibitorio mayor incluso que ¢l del acido butirico en algunas bacterias metanogénicas.

F efecto inhibitorio de los dcidos propidnico, butfrico y acético puede reducirse mediante la
aclimatacion de las bacterias a los dcidos. Se ra observado que la bacteria Methanobacterium
Jormicium soporta concentraciones de acido butirico superiores alos 10 g/l. mientras que para el
dcido propidnico se presentan diferentes niveles de toxicidad n concentraciones de 1y 5 g/l
(IMTA, 1993),

Nutrimentos
La degradacién anaerobia por ser un jroceso biolégico, requiere ademas de 1a fuente de cacbona,

de nutiimentos inosganicos esenciales para llevar & cabo sus funciones. Los niacronutrimentos
esenciales son el nitrogeno, fosforo y azufre.
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[} requerimiento de nitrdgeno para ¢l proceso anaerobio es sdlo una pequeda fraccion (0.2 a 0.5)
de o que requieren los procesos aerobios. Esto se debe a la baja tasa de crecimiento de las
bacterias anacrobias. Asimismo, ef requerimiento de [osforo es aproximadamente del 15% del
requerimiento del nitrogeno (Specce y McCarty, 1964; Speece, 1983),

Elementos traza o vestiginles
La composicion elemental inorgénica de las bacterias metanogénicas se presentan en la tabla 1.5,

Estas contienen los nutrimentos esenciales normales como N, P, S, pero algunos
micronutrimentos como Ni, Fe, Co, estdn presentes en concentraciones més altas que en otros
microorganismos, Esto indica un requerimiento particular de estos micronutrimentos por las
bacterias metanogénicas (IMTA, 1993).

Tabin 1,5 Composicion elementai de Jus bacterias metanogénicas
(IMTA, 1993)

Los elementos traza requeridos por las bacterins acidogénicas y metanogénicas son los
siguientes: Co, Mo, Na, Ni, Fe, Mg, los cuales bajo algunas condiciones estimulan el proceso
melanogénico (Speece, 1983; Perski y Thauer, 198); Hoban y Van der Berg, 1979;
Switzenbaum, )983)‘
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Se ha reportado que la presencia de cationes divalentes como Ca2t, Mg?t y Ba2*, favorece ln
granulacion al crear en la superficie celular puentes entre los grupos de carga negativa (Moreno,
1994).

Et suplemento riboflaving y vitamina B12, activan en alto grado la produccion de metano. El
extracto de levadura es frecuentemente usedo como proveedor de nutrimentos (Speece, 1983).

1.4 REACTOR ANAEROBIO DE LECHO DE LODOS CON FLINO ASCENDENTE
(UASB)

La evolucion de Ia tecnologia anaerobia ha dado lugar a tres generaciones de reactores:

Los de primera generacion comprenden aquellos procesos en donde la biomasa se encuentra en
suspension, con tiempos de residencia hidraulica de 4 dias, lo que hace que los reactores sean de
tamafio muy grande. Entre ellos se encuentra los digestores completamente mezclados y el de
contacto anaerobio.

En los de la segunda generacién, los microorganismos son retenidos cn el reactor, ya sea al
suministrarles un soporte para que se adhieran en forma de biopellcula o bien porque se logre
que sedimenten en el fondo del reactor. Esto permite mantener altos tiempos de retencion celular
(TRC) independiente del tiempo de residencia hidréulica (TRH), fos cuales disminuyen a
intervalos de 0.5 a 3 dias. Los reaciores pertenccientes a esta generacion son los reactores
empacados, como el llamado filtro anaerabio (FA), reactor tubular de pelicula fija (RTPF) y el
reactor de lecho de lodos anaerobio, muy conocido por sus siglas en inglés (Up-flow Anacrobic
Stludge Blanket Reactor).

Los reactores de tercera generacion tienen tanbién los microorganismos en forma de
biopelicula pero el soporte se expande o fluidifica con altas velocidades de flujo y tiempos de
residencia hidriulica menores a 12 lioras. La desventaja que presentan es Ja energla requerida
para fluidificar el medio y su operacién delicada. Los reactores de este tipo son los de lechos
fluidificado y expandido.

Dentro de los reactores atiaerabios de segunda generacion mds utilizados se encuentran el
reactor anserobio de lecho lodos can flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés),
desarrofiado por Leltinga et al, (1980).



Su ventaja consiste en que no requicre ningin tipo de soporte para retener la biomasa, lo que
implica un ahorro importante. Su principio de funcionamiento s¢ basa en la buena
sedimentabilidad de la biomasa producida dentro del reactor, la cual se aglomera en forma de
granos o "pellets" hasta de S mm de didmetro. Estos granos cuentan ademds con una actividad
metanogénica muy elevada lo que explica los buenos resultados del proceso. El reactor es de
flujo ascendente y en la parte superior cuenta con un sistema de separacion gas-sélido. liquido, el
cual evila la salida de solidos suspendidos en el efluente y favorece la evacuacion del gas y la
decantacion de los floculos que eventualmente llegan a la parte superior del reactor (Noyola y
Briones, 1988).

Un punto importante en su disefio es la distribucion del agua residual, ya que una mala
reparticion puede provocar que ciertas zonas de la cama de lodos no sea alimentada,
desperdiciando asi su actividad. Esto es particularmente cierto en el tratamiento de aguas
residuales municipales, pues la limitada materiz orgénica ‘presente forma solo pequefias
cantidades de biogds y por lo tanto la agitacion del lecho, provocado por las burbujas se ve
reducida. El punto débil del proceso consiste en In lentitud a la que se forman los granos,
elemento indispensable del sistema. Esto puede ser solucionado mediante unn inoculacidn
importante con lodos preexistentes (Noyola, 1992),

Las caracteristica importantes de estos granulos son contar con una actividad netanogénica
clevada, forma esférica y tener alta capacidad de sedimentacion, lo que favorece un alto grado de
retencion dentro del reactor, con lo que se logran bajos tiempos de residencia hidrdulica con
altos tiempos de retencion celufar (Lettinga et al, 1982). Lo anterior permite el tratamiento de
aguas residuales con altas cargas orginicas (hasta de 40 kgDQO/m3 d), en reactores de tannfios
més pequeiios.

La figura |4 muestra las caracteristicas del reactar anaeroabio de lecho de lodos con flujo
ascendente.
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Fig. 1.4 Esquema de un reactor anaerobio de lecho de lodos con flujo
ascendente (UASB)

1.5 DEGRADACION ANAEROBIA EN DOS ETAPAS

El procesos de digestion o degradacion anacrobin se Jleva a cnbo en su mayoria por
microorganismos  fermentativos  y metanogénicos, los cuales presentan vequerimientos
nutrimentales y fisiologicos muy diferentes, razan por lo cual se ha propuesto que el proceso de
la degradacion anaerobia se pueda Hevar a cabo usando dos reactores en serie, separadus
fisicamente. En el primer reactor los procesos bioguimicos se llevan a cabo a pH bajos y tiempos
de residencia hidrdulica cortos (6-24 h) (Ghosh, 1984; Van den Berg, 1984). En cl segundo
reactor, las reacciones de acidogénesis y metanogénesis ocurren a valores de pH de 7, con
tiempos de residencia hidrdulica largos (tablas 1.6 y 1.7).
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La idea del proceso de la degradacion en dos fases, se origing desde Pohland v Ghash (1971 ¥
sus avances en la degradacidn fue demostrada experimentalmente por Ghosh et al (1975). Mds
adelante Bull et al (1984) demuestran que an sistema de dos fascs resulta ser mas estable v de
mds facil recuperacion, con una calidad del efluente mejar que el de una sola etapa,

Tabla 1.6 Caracteristicas einéticas de las poblaciones en la degradaeiin nnaerabia a 35°C

(*) 37 °C; punax, tasa méxima de crecimiento de biomasa; Y o productividad, migSSV/mgDQOr; Td, tiempo de
duplicacion, Ref (1), Ghosh y Klass (1978); (2), Lin et 2l (1986); (3), Lawrence y McCarty (1969); (4), Paviosialhis
y Giraldo (1990)

Tabla 1.7 Caracteristicas cinéticas en un resetor angerobio de flujo mezclado, en dos
ctapas (Ghosh et al, 1975; Ghosh y Klass, 1978)

Temperatura (°C) 37 37
pH 5758 7.0-74
TRH (d) 0.5-1 6.5
Praduccion de metano (1113/1113qu) 0.006-(1.6 4.4-84
Concentracion de metano % 19-44 6}-78

La tabla 1.8 mnestra los trabajos publicados sobre del estudio del proceso de dos etapas,
mostrando los tipas de reactores y las candiciones de aperacion que se han usado en cada etapa,
Se observa que en la fuse ncidogénica predominan las reactores de tlujo mezelado aungue se
usan UASB y FA. En la fase metanogénica predominan tos UASB y FA. EI RTH en la fase
acidogénica es de 1 - 30 b, en la fase metanogénica es de algunas lioras a 6.5, El pH en la fase
acidogénica estd por debajo de 6.9 mientias en el reactor metanogénico ex aliedednr de 7.



Tabla 1.8 Trabujos publicados sobre In degradacion anaerohia en dos etapas

Ghash et al, 1975; RFM RFM a)37°C pH58 TRHO.5-1d
Ghosh y Klass, 1978 0)37°C pH72 TRH6.5d
Cohen et al, 1979 RIFM UASB a)30°C pH6  TRH (O
0)30<C pH7.8 TR 100
Cohen etal, 1980 RFM UASB 2)30°C pll6.2  TRH 1O
b)30°C pH72  TRH 100k
Bull etal, 1984 L¥ LF a)3s°C plids  TRM 1.6-100
by3s°C pl{7  TRH 48h
Ghosh, 1984 REA RFA a)35°C pH6d  CTRH L.)d
L)35°C plt7.2  TRH4.Ad
Ghash et al, 1985 RIM FA a)isC pH47 TREI2.2d
b)3s°C pH1.5 TRHSU
Schwitzguchel y Peringer, REM REFM a)35°C pHS.0  TRH 6-24h
1986 M3S°C pi7.0 TRH 1-4d
Hanaki et al 1987 RIFM REM 2)37°C pl6.0  TRH30-6h
h)3s°C pii7.0  TRH 30-6h
Kissalita et al, 1989 RIM RIFM #)35°C pl14.5-6 TRH 2.6- 6.7Th
b)3seC pil7.0
Hanaki et al, 1990 FA FA 2)20°C pH4S5  TRH {.3d
b)20°C pH7.0  TRH 3.3d
Vifas, 1990 FA UASB 8)30°C pH5.0  TRH Sh
b)30°C pH6.5  TRM i5h
Noike y Cheng, 1990 RFM REM a)35°C pH 56 TRC0.09-3d
b)35°C pH70 TRC S t4d
Zhang y Noike, 1991 RIFM RFM a)35°C pli 5.7 TRC 10, 5,2.5,1.75
b)3seC pH 7.1 TRC10,5,25,1.75
Komatsu et al, {991 FA FA a)37°C pht 6.0 TRH {8-4h
b)37°C pl7.0 TRH [8-4h
Olguin y Monroy, 1995 UASB LIASB a)35°C plt6.5-69 TRH1y2d
b)35°C pli 7.0 TRH1y2d
Ince et al, 1995 RI'M FA a)33-36°C pH.5-6 TRHO.S5d
1) 33-36°C pH 7-7.5 TRILI5d
Olguin, 1995 UASB UASB 0)35°C plt3.9 TRH 6h
b)35°C pt7.0 TRH 14

REM, Reactor de fiujo mezclado; RFA, Reactor de lujo ascendente; LF, Reactor de lecho fluidlicado, FA, Filtro
nnacrobio; UASB, Reactor anacrobio de lecho de lodos con flujo ascendenie; RIM, Reactor de flujo mezclado:
TRH, Tiempa de residencia hidraulica; TRC, Tiempo de retencion cefular.
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La etapa de acidogénesis se Ita estudiado en reactores de flujo mezelado v se ha demostrado que
dan un tratamienta eficiente, incrementan la carga maxima alimentada y mejoran ln estabilidad
del reactor (Schwitzguebel y Peringer, 1986). Sin embargo, esle tipo de reactores ticune
problemas de lavada o elutriacion a TRIT de 2.4 h (Kissalita et al, 1989). Estos problemas se
resuelven cuando el RFM ¢s remplazado por un reactor de lecho de lodos con fiujo ascendente
UASB.

Se ha demostrado que en el reactor acidogénico la distribucion de idcidos grasos voldtiles
producidos depende del TRH aplicado. Kissalita et al (1989), demostrd que para un reactor
agitado continuo, para un TRH de 6.7 h, la concentracion de acetato domina y no hay
produccidn de lactato, para TRH de 6.7 y 2.4 k, bajan las concentraciones de acctato y suben las
de laclato, para TRH menures de 2.4 b, hay un ltavado de células y baja la acidogénesis de la
lactosa.

Hanaki et al (1987, 1990) utilizaron varios tipos de sustratos, demostrando que el sistema de dos
clapas cs recomendable para la degradacién de lipidos.

Il reactor metanogénico también influye sobre el tipo de bacterias metanogénicas presentes. Se
ha observado que a TRE mayores de 9.6 d, predominan las bacterias del género Methanotrix y a
TRH menores de 6.5 d son tas Methanosarcinas las que predominan (Noike y Cheng, 1990).

Cohen el al (1979, 1980) mencionan que las poblaciones acetogénicas juegan un papel
importante en la fase metanogénica Zhang y Noike (1991) explican que cl proceso de digestion
no solo puede observarse como una suma de dos etapas, pues Jas poblaciones de bacterias y sus
productos de fermentacion en un sistema de dos etapas es diferente al de una clapa,

Las principales ventajos de la separacion de ctapas son las de tener una mejor estabilidad y un
control mis eficaz de la degradacion anacrobia (Van den Berg, 1984), por lo que la ctapa de
mefanizacion se pucde operar con cargas superiores a la aplicada en un sistema monofésico, es
decir, trabajar cn los limites de carga mdxima aceptada (Ghosh, 1991), ademds de que la
remocion de DQO es 20% mas alfa que en los sistemas de una etapa (Schwitzguebel y Peringer,
1986).
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OBJETIVOS

2.1 OBIETIVO GENERAL
Caracterizar microbiologicamente el proceso de la degradacion anactobia en dos etapas;
acidificacion y metanogénesis

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar los diferentes grupos microbiologicos (fermentativas, propionotroficas,
butirotroficas, lactotréficas, acetoclasticas ¢ hidrogenofilicas) en un reactor acidogénico y en
uno metanogenico.

Estudiar el proceso de degradacion de materia orgénica mediante Ja dinamica poblacional de
las bacterias, en los reactores.

Estudiar hasta qué grado es factible la separacion microbiologica de una fase acidogena y una
metanogena.



AL EES NI R mr—— er e TR e,

3 MATERIALES Y METODOS




MATERIALES Y METODOS

31 REACTORES

El estudio se realizé en dos reactores anaerobios de flujo ascendente (UASB), alimentados en
serie, con un volumen para et reactor acidogénico de 340 mL y parn el reactor metanogénico de
1.4 L. En la parte superior de los reactores se colocd una campana de vidrio como separador
gas-solido-liquido. El biogds producido (COy y CHy) se recolectd en una columna para medir su
volumen por desplazamiento de una solucidn salina saturada con pH menor de 5 (preparada con
300 gNaClL en agua destilada), para evitar la disolucion de los gases y rojo de metilo como
indicador.

La figura 3.1 muestra el sistema de reactores conectados en serie para la separacion de la
degradacidn anacrobia en etapas, acidogénica y acetogénica-tetanogénica.

o~
metanogénico
SR
Reactor
actdo bnico
SRA
Matraz ——
de
alimentacién
2
’ Pr——
PO s e

Figura 3.1 Slstema de reactores en serie; |, Bomba peristaltica; 2, Recipiente para la salida del
reactor metanogénico; 3, Matraz de recirculacion; SRA, Salida del reactor acidogénico; ERM, Entrada al
reactor metanogénico, SRM, Salida del reactor mictanogénico.



3.4.1 Inbculo

Los reactores se inocularon con lodos anaerobios provenientes del reactor UASB de la planta
piloto de tratamiento de aguas residuales de la UAM-1 de S8 m3, con una actividad metanogénica
de 0.011 moles CH,/gSSV. El volumen de indeulo para el reactor acidogénico fue de 150 mL
{22.5 gSSV/L). Para ¢l reactor metanogénico el valumen fise de 500 mi., (22,42 gSSV/L).

3.1.2 Alimmentncion

Como influente se utliz6 ¢l medio mineral RAMM (Shelton y Tiedje, 1984), cuya composicién se
menciona en la tabla 3.2, mds lactosa como fuente de carbono y energia (grado farmacéutico de
la fabrica Lactofrancesa, 8.A.) de acuerdo a la tabla 3.3,

Tahla 3.2 Composicion del medio mineral RAMM (Shelton y Tiedje, 1984)

KH,yPO4 027 g
KoHPOy 035 g
Sales minerales

NHC 053 g
CaCly.2H,0 75 mg
MgCly.6H,0 100 mg
FeCly 44,0 20 mg
Elementos trazas

MnCly.4H,0 0.5 mg
H1BOy 0.05 mg
ZnCly 0.05 mg
CuCiny 0,05 mg
NaMO04.211,0 0.01 mg
CoCly.613,0 05 mg
NiClr.611,0 001 mg
NarSe01 0.01 mg

E! tnedio de cultivo se prepard en botellas de 1 L, se ajustd el valor de pH a7 con NaOH 2Ny
se esterilizd en autociave a 1.1 Ibgplg? durante 20 minutos.



3.2 TECNICAS ANALITICAS

3.2.1 Niimera mds probable (NMP)

-Ef andlisis microbiolégico de ambos reactores se estudio para scis grupos de hacterias de
acuerdo a su sustrato; glucosa, propionato, lactato, butirato, acetato y H,-CO,. Las muestras de
lodo se tomaron en dos distintas estados estacionarios para el reactor acidogénico y tres para e
reactor metanogénico segin se muestra en la tabla 3.3,

3.3 Condictones de alimentacién de los reactores conectados en serig, (reactor acidogénico
TR 6 h; reactor metanogénico TR 1 d)

7.81 1.75
4 15.26 3.55
COv; Carga orgdnica volumétrica

3.2.1,2 Fundamento del NMP

Ei NMP es un método estadistico basado en fa probabilidad tedrica. Su estimacion se basa en la
presuncion de que las bacterias se encuentran homogéncamente distribuidas en un medio liquido.
Esto es, en muestras repetidas del mismo tamafio de un mismo producto, debe esperarse que
contengan, en promedio, el mismo nimero de microorganismos. Naturalmente, algunas de las
muestras pueden contener algunos microorganismos de mds o de menos. La cifra media ¢s ef
nimero més probable (NMP). §i el niimero de microorganismos es grande, la diferencia entre las
muestras serdn pequefias; todos los resultados individuales estardn proximos a la media. Si ef
nimero de microorganismos es pequefio, las diferencias, relativas, serfn mayores,

La prueba de laboratorio del NMP permite estimar, cuantitativamente, fas concentraciones de
estas bacterias en el lodo por grupos tréficos como son; acetoclasticas, hidrogenofilicas,
fermentativas, sulfato-reductoras y las consumidoras de propionato y butirato. Actualmente, no
existen linites estrictos en cuanto al NMP de cada uno de estos grupos que debe conlener ¢l
indculo, pero se debe preferir aquel que los contenga en mayor cantidad, principalmente las del
tipo metandgeno, acetoclastico e hidrogenofilico.
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La determinacion periddica del NMP aporta informacion de la adaptacion y aclimatacion al
desecho lo que producira un incremento de éstas. Una de las restricciones para determinacion de
NMP es el costo elevado de equipo para su determinacion, asi como de personas calificadas para
su ejecucion (IMTA, 1993).

Los medios empleados, asi como las técuicas de inoculacion y transferencia de sustrato se
reatizan en condiciones rigurosas de anaerobiosis. La inoculacion del lodo se hace en diferentes
sustratos en tubos maltiples de 3, de acuerdo al grupo trédfico que se quiere cuantificar. El tiempo
de incubacion es de un mes a 37°C, después del cual se toma una muestra de gas de los tubos y el
caracter positivo de crecimiento serd la presencia de metano, medido a través de cromatografia
de gases. En el caso de las bacterias fermentativas ef carfcter de crecimiento ¢s la turbidez del
medio (cambio de pH) y, para la sulfato-reductoras, la coloracion del medio. Lu incubacién de
ambos grupos s de una semana bajo las mismas condiciones de temperatura. Posteriormente, sc
calcula su ndmero mediante el empleo de la tabla de Mc Grady (NMP) (Garcfu et al, 1982), para
bacterias anaerobias y el resultado se expresa como nimero de bacterias/gSSV.

3.2.1.3 Método para la determinacién del NMP

La numeracion de bacterias anaerobias se llevd a eabo por la técnica del nimero mas probable,
con 5 tubos por dilucidn (Garcia et al, 1982). La transferencia de sustratos, preparacion de
medios de cultivo e inoculacion se realizo por la técnica de Hungate (1969) y Balch et al (1979),
con la utilizacion de una camara anacrobia y un distribuidor de gases (bioazteca).

3.2.1.3.1 Medio de cultivo (Balch et al, 1979)

Solucion mineral | 50.0 mL
Solucién mineral 2 50.0 mL
Solucion de oligoelementos 10.0 mL
Solucidn de vitaminas 1.0 mL
Solucion de cloruro de niquel 1.0 mL
Solucion de sulfiro ferroso 1.0 mL
Solucion de resarsurina 1.0 mL
Extracto de levadura 01 g
Peptona de caseina 0lg ]
Bacarbonato de sodio 2.0 g o
Cisteina 05

ry



3.2,1.3.2 Preparacion de los medios de cultive

-Colocar los reactivos del medio de cultivo, excepto la cisteina en un matraz de 2000 mL. Ajustar
a pH 7. Adicionar un excedente de agua destilada de 150 a 250 mL. Tapar con papel de atuminio
(para las bacterins fermentativas es necesario adicionar 9.4 ml de solucién de azul de
bromotitmol, como indicador de pH).

-El medio se pone a calentar enun parrilla eléctrica. Una vez que comienza a ebullir, se introduce
una manguera, para adicionar una corriente de nitrogeno, hasta que el medio vire de azul a rosa y
llegue al volumen de aforo.

-Una vez reducido se enfiia en un recipiente con agua, mantenicndo la corrienite de nitrdgeno.
-Se adiciona la cistcina, evitando la entrada de aire y manteniéndola bajo corriente de nitrégeno.
-Preparar para cada sustrato 60 wbos; ordenados en 5 series de 12 cada uno.

~Agregar a cada tubo S mL del niedio, los cuales previamente deben tener una manguera con
corriente de nitrdgeno, sacar la manguera, colocar el septo y 1a tapa de rosca.

-Realizar cambio de atmosfera (en el bioazteca o distribuidor de gases) con una mezcla de N,-
CO; (80-20%) durante dos minutos, para poder obtener un pH de 7, esto se realiza mediante la
inyeccion con una aguja previamente contctada a Ja fuente de dicho gas, y colocando una
segunda aguja para la evacuacion de fa atmasfera interna.

-Esterilizar 15 minutos en autoclave (a una presion de 15 Ibf/plg2).

3.2.1,3.3 Inoculacidn
-Antes de inocular; se procede a desinfectar el distribuidor de gas y la mesa con alcohol.

-Se adicionan 0.025 ml de sulfuro de sodio a cada tubo (con el objeto de reducir el medio al
momento de la inoculacion). Es necesario utilizar una jeringa hipodérmica estéril, previamente
purgada bajo corriente de nitrégeno y flamear las (apas de los tubos con alcohol cuando e
volumen de la jeringa se termine, tomar otra, reafizando el mismo procedimiento.

-Agregar 0.05 mL de sustrato (glucosa 1.38 M, Jactato 0.5 M, proplonato 0.5 M, butirto 0.5 M,
acetato 0.5 M). Para la adicion de Hy-CO,, se inyecta una corriente de esta mezcla de gases (80-
20 %), con una jeringa de vidrio estéril por un tiempo de 30 segundos, a partir de la dilucién mis
alta a la mas baja,
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-Introducir las muestras de todo del reactor, con los tubos del medio en o camara anaerobia,
haciendo tres cambios de vacio con cambios de gases nitrégeno ¢ hidrégeno desinfectando con
aleahol,

-La ditucion de las medios se realiza de la siguiente manera; tomar 0.5 mlL. de lodo con jeringa
estéril e invectarlo en el tubo marcado con 10-1 y agitar y sacar de la edmara.

-Realizar las siguientes diluciones en el distribuidor de gas, previamente esterilizado con alcohol
y enfrente de la flama; con una jeringa estéril y purgada bajo corriente de nitrogeno, tomar 0.5
mL de primera dilucion e inycctarlo en ¢l tubo marcado como 102, con otra jeringa, realizar
para el tubo 10-3 y det mismo modo para el tubo 104y, a partir de este realizafo con la misma
jeringa hasta dilucion 10-12,

3.2.1.3.4 Incubacion

-Agitar los tubos ¢ incubarfos a 35°C duramte 30 dfas para las bucterins consumidoras de
propionato, butirato, lactato, acetato y Hy-CO, y 15 dias para las bacterias fermentativas,

3,2,1.35 Célculos del NMP

-Al finalizar el perfodo de incubacion, para cada grupo bacteriano (indicado en el punto
anterior), se pasa una muestra de 0.1 mL al cromatografo de gases, SRI mod. 8610, con detector
de ionizacién de flama con una columna AT 1000, a una temperatura 83°C, nitrogeno como gas
acarreador (come control sc realiza lo misnto en un tubo de medio con material reducido y se le
resta a los demds tubos). La presencia de metano en el medio se considers como un caracter
positivo (cl cual se utilizard en Ja tablas de McGrady para calcular en NMP) (anexo B, tabla
B.1). Para el caso de las bacterias fermentativas, el indicador positivo es Ia turbidez del medio,
el cual se indica cambio de pH.

-El metano se determina de la dilucion més alts 4 la mas baja. El resultado que se toma en cuenta
es la dilucién mis alta que presente (ubos positivos y las dos siguientes diluciones. Con estos
tres digitos se busca en la tabla de McGrady (NMP) (Garcfa et al, 1982), sustituyendo en la
{ormula;

Niim, en tabla (mix dilucion de poslitiva)
NMP= B

vol, de Indculo gSSV

NMP= Nim, de bacterias/gSSV
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La figura 3.2 muestra el diagrama de flujo en la determinacion del NMP.

3.2.2 Pardmetros fisicogquimicos

-Las poblaciones encontradas se correlacionaron con las condiciones de operacion y las técnicas
analiticas, obtenidas por Qiguin (1995).

Medio " [ Calﬁmbl:d:
de | ‘*’Vs mL chubo'—«- “""’I Atmélera
Baleh | ] T
v
- I [ Adiclén do
inocutacldn ¢ i- ustrato. 4| Esterllizar

| I e

— 1 [ tectura de |
Dliuciones Incubacién J—~> Bosltivos

Ecuacién L~—+ Num. de tablas ¢

Niim, caraclerfstico

\ 4

NMP = Num. Células/gSSV

L. - — — — [N

Kl

Fig, 3.2 Diagrama de flujo para In determinncién del método de niimero mds probable
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Comclusivnes ¥ recomendac iones Microbwlogia anaciebia

RESULTADOS ¥ DISCUSION

4.1 MICROBIOLOGIA DEL REACTOR ACIDOGIENICO

Las principales caracterfsticas promedio presentes en el reactor acidogénico, durante la
degradacion de materia orgdnica y los niveles de poblaciones de bacterias encontradas, se
presentan en [a tabla 4.1 y su representacion gralica en la figura 4.1,

Bacterias fermentativas

Las baeterias fermentativas en la carga orgdnica de 4.75 y 7.81 gDQO/L. d, se presentaron en ¢l
intervalo de 1,34 x 101 - 9.44 x 109 cels/gSSV, fueron abundantes en relacién con los otros
grupos. Su crecimicnto poblacional fue favorecido por las condiciones fisicoquimicas en el
reactor asf como por la disponibilidad del sustrato,

Se abservd una disminucion de células de 1.34 x 101! 2 9.44 x 109 en la carga orgdnica 7.81
eDQO/L.d; las bacterias acidopénicas tienen la propiedad de fijarse alrededor del grano y un
cambio de carga orgdnica o flujo hidrdulico, puede provocar desprendimiento celufur. Lo
anterior no ocurre, con las bacterias acetogénicas y metanogénicas, que se encuentran agregadus
en el interior del grano (Guiot et al, 1992).

Tabia 4.1 Poblaciones microbiolégicas y pardmetros fisicoquimicos en ¢l reactor
acidogénico, operado a dos cargas orgdnicas

Fermentativas (Num. cels/gSSV) 13¢4x 10 9.44.x10
Proplonotréficas (Nont, cels/gSE-V) ¢ 1.68 x 104
Butirotréficas (Ntm. cels/gSSV) g 1.07 x 109
Lactotroficas (Num. cels/gSSV) . 236 x 102
Aceloclasticas (Nuin, cels/gSSV) 1.07 x 104 1.34 x 107
Hidropenofilicas (Nom, cel/gSSV) v 1.07 x 1010
COm (gDQO/ESSV.d) 0.3371 2.25

SSV (g/l) 29,644 29,644
"TRIT () 6 3

DQO (mg/L) 902.12 1698.2
Reinocién (%) 243 12.96
Produccion de LCHy/Ld 0.25 0.25
LCH4/gDQOr 0.107 0.07
Concentracion de CHj (%) 72,75 71.80
Conversion de acidogénesis (%) 5248 43.70
Canversion de acetogénesis (%) 40 26

pH 3.80 399

COv, Cerga orgénica volumélrica; COm , Cargs orgnica méisica; (*), No cualiticatlo; DQOr, DQOremovido
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Resultados y discusion Microbiologia anacrobia

Bacterias scetocldsticay

La concentracion de bacterias metanogénicas acetocldsticas estuvieron en el intervalo de 1.07 x
104 - 1.34 x 107 cels/gSSV. Se observo un constante aumenio de la poblacion en la carga 7.8
gDQO/L.d, como consecuencia del incremento en la produccién de dcido acético (tabla 4.2).
Chartrain y Zeikus (1986a,b) repottaron que en fa degradacion de lactosa, o de los principales
productos formados despucés de la degradacion de lactato cs el deido acético.

Tabla 4.2 Productos de la fermentacién de Ia Iactosa « In salida del reactor acidogénice

4.75 1.76 0.0 210
475 7.82 0.2756 1.65
781 9.92 0.3057
1.81 8.06 03122

En el reactor acidogénico la luctosa fue uno de los principales productos de oxidacidn, con la
sucesiva produccién de AGV, el dcido acético fue el principal AGV formado, no siendo aqui
facilmente consumido por Ia microflora metanogénica, puesto que las bacterias necesitan de un
pH alrededor del neutro para realizar su actividad y a pH por debajo 6.5 su actividad se ve
disminuida.

Bucterins acctogénicas

Las bacterias butirotroficas fueron mas abundantes (1.07 x 109 cels/gSSV) que las bacterias
propionotréficas (1.68 x 102 cels/gSSV); asimismo la concentracion de produccion de dcidos
presenta el mismo comportamiento (tabla 4.2). De acuerdo con la informacién bibliogrifica,
esto ocurre cuando un reactor opera bujo condiciones estables, debido a que durante fa
degraducion anacrobia el dcido propidnico es degradado a una molécula de dcido acético, mds
€0, e H,, mientras que el deido butitico es oxidado a dos moléculas de dcido acético; s por esto
que ¢l deido propicnico necesita mayor encrgfa para ser oxidado en relacion con cl dcido
butirico.

La presencia de elevadas cantidades de bacterias butirotroficas, posiblemente se explique en

funcion de que estas bacterias s¢ comportan como grupo multisustrato, pues pueden tomar como
sustrao a alglhn otra AGV (acetato, propionato, butirato, lactato, etc.).
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Conclusiones y recomendaciones Microhiolugia anaeralia

Bacterias luctotrdficas

La concentracion de bacterias consumidoras de lactato fue baja, de 2,36 x 102 cely/gSSV,
muestra indirectamente la formacién mayor de dcido acético (1abla 4.2 y figura 4.1); del misnio
modo, aumentd la concentracion de las bacterias acetocldsticas, La fermentacion de la lactosa
origina compuestos mds estables como of etanol y el acético (Garcia, 1991; Chartrain y Zeikus,
1986a,b). Olguin y Monroy (1995) explican que ls formacion de acetato estd intimamente ligada
a la disminucion de lactalo. Sin embargo, ¢l dcida acético se puede originar en fa digestion a
partir de diferentes rutas, como son los grupos de bactenias que Jo originan como compuesto
secundaria (Gémez, 1981) y. como lo cxplican Kissalita et at (1989), teniendo como principales
precursores los dcidos butirico y lactico.

log NmM§?
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M recmentativan N Proplronntrafteas
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SSAcetociastices LiHidragenaftilons

Fig. 4.1 NMP de los grupos de hacterias en el reactor neidugénim

Bacterias hidrogenofilicas

Las bacterins hidrogenofilicas se presentan cn ¢l orden de 1.07 x 1010 cels/gSSV, su presencia
explica que ha existido en el reaclor una degradacion conslanle de carbohidratos, una formacion
sucesiva de AGV y por Jo {anto, forntacién de hidrégeno. Fstas bacterias se encargan de
cansumir ¢ H, producido por las bacterias OHPA y fermentativas manteniendo las presiones de
dicho gas a niveles adecuados y asf proporcionar las condiciones termadindmicus necesarias
para ln conversion de dcidos superiores en acetato ¢ hidrgeno.
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Ressltados vy discusion

Los resultados microbioldgicos estimados mediante el NMP en el reactor acidogénico tienen un
parecido con las concentraciones de las poblaciones a partir de reactores de unu sola etapa
{anexo C, tabla C.1 y C.2), Las bactertas acetogdnicas fueron menores alrededor de 4 6rdenes de
magnitud con respecto de los reportados por  Dolfing et al (1985), Dubourguicr et al (1987)
(citado en Guyot et al, 1990), Lopez (1993), Moreno (1994), Chartrain y Zeikus (1986a,b) v
Macarie et al (1995). EI aumento en las bacterias fermentativas e hidrogenofilicas fireron 7 y 3
drdenes de magnitud respectivamente que las seportadas por Lopez et al (1993), Noyola vy
Bustamante (1992) y Moreno (1994).

Chantrain y Zeikus, (1986a,b) y Chustrain et al, (1987) al evaluar la micrabiologia en la
degradacion del sucro de la leche, usando un reactor de flujo mezclade de una ctapy,
encoptraron gue fas bacterias degradadoras de lactato fueron mayores comparadas con las
presentadas en este trabajo. Estas difercncias se explican en base a la concentracion del sustrato
(10 g/L) asf como TRH (100 h) utilizado,

La cantidades de bacterias acelocldsticas en este reactor acidogénico fueran similares a las
enconltradas en reactor de una sola etapa, con las de los trabajos de (Guyot 1990, Zhang y Noike
1991, Fajardo y Guyot 1993).

La diferencia con estos resultados explica que los tipas de sustratos y las concentraciones
influyen de manera directa sobre la selcceion del tipo de microorganismos que colonizan, asi
como de la actividad generada. Quo hecho importante son Jos reactores empleados y las
condiciones de operacidon, Chartrain 'y Zeikus, (1986a,b) mencionan que ¢l género
Methanosarcina spp crece mis ripido, con afinidad a dominar en la alta tasa de dilucion,
mientras ¢l géncro Methanotrix spp crece muy fentamente y predomina a bajas tasas de dilucion,

4.2 MICROBIOLOGIA DEL REACTOR METANOGENICO

£1 reactor metanogénico se alimenté con la salida del reactor acidogénico, en la tabla 4.3 se
encuentran las condiciones de AGV, In velocidad de carga organica glohal, asf como las
principales caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas promedio. La representneion
gralicas de sus poblaciones se presenta en la figura 4.2,

Hacterins formentativas

La cantidad de bacterias fermentativas en la carga orgdnica de 0.80 gDQQO/L.d presentd valores
altos (1.26 x1010 cels/pSSV) con iespeclo a las baclerias acetocldsticas (1.56 x 106 cels/gSSV).
Sin embargo, ent la carga orgdnica de 3.55 gDQOAL.4, las bacterias fermentativas alcanzan un
pivel nwiximo de 2,02 x1013,
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Tabla 4.3 Poblaciencs microbiologieas y pardmetros fisicoquimicos en el reactor
metanogénico, en tres diferentes condiciones de eperacion

Fermentativas (Nim. cels/pSSV) 1.26x 10 1.30x10 202%x10
Propionotroficas (Nom. cels/gSSV) 136510 3.i6x 10
Butirotroticas (Nom. cels/gSSV) 1.56% 10 10X 10
Lactotroficas (Nimn. cels/gSSV) 1.95x 10 202x10
Acctoclisticas (Nbin, cels/gSSV) 1.56 x 100 1.56 x 10 2.05x 10
Hidrogenofilicas (NGm. cels/gSSV) 1.56x 10 202x10
COm (gDQO/ESSV.d) 0.1031 0.2196 046
204775 204775 15.788
DQO (mp/L) 96.0 3328 852.0
Remocidn (%) 76
Produccion de LCH4/L d 0.3 04 0.378
1.CH4/gDQOr 0.279 0.182 0.07
Concentracion de CHy 85.0 89.0 700
pli 7.00 743 6.5

* No cuamiticado; AcAc, dcido acético; AcPr, dcido propionico; AcBu, dcido butirico
Bacterins acetoeldsticas

La concentracion de dcido acético a la salida del reactor metanopénico aumentd con la curga
orgdnica (tabla 4.4). Sin embargo el nivel de las bacterias aumentd de 1.56 x 106 - 1.56 x 101!
cels/gSSV, al duplicar la carga. La actividud de estas bacterias se muesira indirectamenie con la
produccion de metano que to cambia a través de la carga orgdnica en el reactor (tabla 4.3).
Kissalita et ul, (1989), mencionan que durante la fermentacién de la lactosa, el 81% de metano
proviene de) acetato.

Tabla 4.4 Productos de ls fermentaeion de Ja lactosn a la sulida del reactor metanogénico

KR
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Bacterias scelogénicas

La proporcion de OHPA en la carga organica 1.75 gDQO/L.d (butirotréficas 1.56 x 1019
cels/pSSV, propionotroficas 1.36 % 107 cels/gSSV), tiene una relacién con concentracién de
AGV como sustrato. Las bacterias butirotroficas resultaron estar presentes en mayor cantidad
que las bacterins propionotroficas. Aunque a la salida del reactor metanogénico no aparecen
propionato y butirato la presencia de estas bacterias indica, que estos productos cuando se
forman estan siendo [dcilmente degradadus por la mieroflora bacteriana (tabla 4.4 v figura 4.2).

En la carga organica de 3.55 gDQO este aumento trajo como consecuencia la acumulacion de
AGV y una disminucion de pii de 743 u 6.5 (tabla 4.3). Las bacterins fermentativas,
lactotroficas ¢ hidrogenofilicas fueron abundantes en un 31% cada una, las bacterias
propionotroficas 4.7%, miemtras que las bacterias acetocldsticas responsables de la produccion
de metano fucron significativamente menores, 0.32% (1abla 4.5). La produccion de metano
disminuyé de 0.4 a 0.37 LCH/Ld y ¢! rendimiento de metano respecto al DQO eliminado
disminuy6 de 0,182 4 0.07 L CH,/gDQOr.

::-w'""' ]\ _,_J_ | i
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Cunrgm organliam (gihao/i..d)

M Farmeantativas N Proplonotrafiana
7 sutirotraticans £ Lactotrétions
= Acetocliaestions | | iHidrogenofilicas

Fig, 4.2—!‘6\7“’ de los |;'up:):\1 de bacterins en el reactor metanagénico

1.os resultados microbioldgicos en el reactor metanogénico demuestra que todas las poblaciones
de bacterias participantes en la degraducion anacrobia se encuentran en reactores de una sola
ctapa, la diferencia se basa en ci tipo de efluente y las condiciones de operacion.
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En la tabla 4.3 se¢ observa que un incremento en Ja carga orgdnica (3.55DQO/L ), se acompafia
de un aumento en la concentracién de las poblaciones sobre todo en las fermentativas y las
propionotréficas de 4 a 5 drdenes de magnitud, respectivamente. Esto puede deberse a que la
alimentacion, proveniente del reactor acidogénico, tiene concentraciones de carbohidratos no
convertidos y AGV, por lo que se desirrolfan las bacterias acidogénicas y acetogénicas,

Los valores de bactertas propionotréficas fucron mayores alrededor de 3 drdenes de magnitud,
cn comparacidn con trabajos reportados en reactores de una solo etapa (anexo C, tabla C.1y
C.2). Las baclerias fermentativas también fueron mayores, (alrededor de 2 érdenes de
magnitud). Excepto con los reportadvs por Noyola y Bustamante (1992) y Lopez et at (1993),
fos cuales presentaron valores de 2 dOrdenes de magnitud mayores que las reportadas por este
trabajo.

Bacterias Inctotrdficas

Las bacterias lactotréficas en el reactor metanogénico son 7y 11 érdenes de magnitud, mayores
que en el reactor acidogénico (tabla 4.1 y 4.3). Esto es probableimente debido a su sensibilidad al
pH y a la existencia de concentraciones de dcido ldetico enel reactor.

Las concentraciones de bacterias [actotréticas fueron similares a las encontradus por Chartrain
ct al (1987), ellos mencionan que las cantidades de estas bacterias son allas en comparacion con
las encontradas en digestores de contacto, ademids de considerar al dcido lictico y al etanol come
los mejores metabolitos intermedios.

4.3 INFLUENCIA DE LA ETAPA ACIDOGENICA SOBRE LA METANOGENICA

Latabla4.1 y 4.2 muestran que fa adicion de sustrato y acumulacién de compuestos en el reactar
acidogénico, fue un faclor decisivo para la formacion de poblaciones fermentativas ¢
hidrogenofilicas, Ademas de considerar que 1a tasa de multiplicacién de las acidopénicas es
alta; (de 0.05 a 0.3 ') y para lus hidrogenofilicas es bajas (0.06 -)). Las bacterias
hidrogenoftlicas pueden subsistir con las acidogénicus a pesar de un pH de 3.9. Sin embargo, su
presencia y actividad generada puede explicarse con base a Ia existencia de microambientes, en
el interior del grano, que permitird tener pH nentro.

Es importante mencionar, que Ins bacterias fermentativas en el reactor imetanogéuico estuvielon
presentes y finalmente abundantes en la carga orgdnica 3.55 gDQO/L.d y que las bacterias
lactotroficas fueron 1ambién abundantes, en comparacidn eon el reactor acidopénica (labla 4.1y
4.2), Con esto se muestra que fa cotversion de carbohidratos en el reactor acidogénico no fue
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complets, y hubo de terminarse en ¢l reactor metanogénico, y par lo tanto, el desarrollo active
de estas bacterias. I mismo comportamiento presentaron las bacterias lactotrdficas donde
probablemente la concentracidn de dcido ldctico en el primer reactor no fue abundamte.
aumentando hasta e} segundo reactor.

En la tabla 4.5 sc observa que of reactor acidogénico cn la carga orgdnica 7.81 ghQO/L..d, las
bacterias fermentativas representaban un 44% de la poblacion y las hidrogenofilicas el 50%, ¢l
resto fue considerado por las bacterius OHPA y acetoclisticas. Esto explica el alto porcentaje de
conversion de acidogénesis 43%, mientras que el 26% de conversidn de acelogénesis
correspondicron a las OHPA (tabla 4.1). Las bacterias hidrogenofilicas fueron altas en el reactor,
ademits se presentd un 72% de produccion de metano 0.25 de LCHyL.d y 0.07 LCH,/gDQOr,
sicndo alto considerando que corresponde a un reactor en condiciones de pH 3.9, Debido a Jus
bujos poreentuje de bacterias acetocldsticas 0.06% se piensa que la mayor produccion de dicho
gas se origind por la actividad de las bacterias hidrogenolllicas.

Tabla 4.5 Porcentaje de las poblrclones bacterianas en los veactores anacrobios
conectados en serje

Reactor acidogénico Reactor Metanogénico
Fermentativas 44.47 0.39
Propionotrdficas <0 0.004
5.04 474 0.16
0.59 31.53
Acetocldsticas 0.06 41.15 0.32
Hidrogenofilicas 5041 4715 3152
Produccién de LCH4/L.d 0.25 0.4 0.375
LCH4/gDQOr 0.07 0.182 0.07

En el reactor metanogénico en la carga orgdnica de 1.75 gDQO/L.d, los organismos dominantes
fueron los acetoclasticos, y las hidrogenofilicos con 47.15% cada uno, Asimismo, aqufl se
presentd In mayor produccion de metano (0.4 LCHy/L.d) y rendimiento de mefano respeclo al
DQO eliminado (0.182 LCHy/gDQOr). Las pobluciones bactertanas presentan una buena
relacion biologica entre sus grupos (tabla 4.5); 1a proporcion de bacterins metanégenas (47.1 %)
fue mayor en comparacion con las acetbgenas (0.004-0.59%) y fermentativas (0.39%). Lsto
permite que las bacterias metanogénicas eliminen las presiones de hidrogeno producido por las
bacterias fermentativas y OHPA, proporcionando las condiciones ternodindmicas para fa
coversion de AGV en ucetato e hidrogeno y al mismo tiempo, aumente la produccion de metano,
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Las tablas 4.1 y 4.3 muestran que los lodos en ambaos reactores son similares, pues presentan las
mismas poblaciones de bacterias pero en diferente concentracion, lo que diferencia son las
condiciones operativas. En ¢l primer reactor ¢ TRH fue de 6 h, su carga orginica es mayor
(4.75-7.81 gDQO/L.d). En el reactor metanogénico, prescnta un TRH mayor (1 d) v carga
orgdnica fue menor (0.80-3.55 gDQO/L ). De esta forma, el primer teactor fue controlado para
promoever ¢l crecimiento y proliferacion de poblaciones acidogénicas, micntras ¢l segundo
reactor recibio los productos del primer reactor y éste fue controlado para proveer un ambiente
optimo de las poblaciones metanogénicas.

Zhang y Noike (1991) al evaluar la microbiologfa de los reactores anacrobios en dos etapas
mostraron que el nimero de bacterias metanogénicas y no metatiogénicas permanccieron
sitnilares sin mostrar diferencias significativas, En la tabla 4.6 se observa que el reactor
acidogénico, las bacterias OHPA fueron dominantes e incluso mayores que las fermentativas,
Mientras que en ¢l reactor metanogénico las bacterias hidrogenifilicas fueron dominantes y
OHPA fueron menores. Sin embargo las bacterias acetocldsticas no llegaron a ser mayores ¢n
ningunos de los dos reactores.

Tabla 4.6 Porcentaje de poblacinnes de bacterias en reactores anacrobios de fluja mezelado
(Zhang y Noike, 1991)

Fermentativas NC 875 479 395 10.0 220
25 178 JNNLM 149 42 85 (08
Butirotrdficas NC 20 128 729 157
Acctoclisticus 68 0008 0.01 5.8 712 157
1.06 0.6 374 8.5 350

1, Reactor acidogénico; b, Reactor metanogénico; NC, no cualificados

La mayorfa de los resultados del NMP obtenidos por ofros autores sc expresan ¢n nmero de
células/mL. En este trabajo las unidades que se utilizaron fueron la propuestas por Guyot (1990)
en nimero de eéhilas/gSSV. Esto es debido a que cs dificil oblener una cantidad de lodo con un
mismo volumen de agua, mientras las unidades nimero de células/gSSV se refiere directamente
a la cantidad de bacterias asociadas a una fraccion solida que es lodo. Sin cmbargo, para realizar
coniparaciones coti ofros autores fue necesario expresar de igual forma cstos resultados conio
unidades de células/ml.. Se observo que los valores de células/ml. fueron siempre niayores con
respecto a los resultados de células/gSSV (anexo C, tabla C.1). Guyot ¢t al (1990) encontraron
que dos muestras tomadas del mismo reactor en un ticimpo relativamente corto, dieron resultados
diferentes en términos de niimero de células/mL pero la misma estimacion por mimero de
células/gSSV.
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El estudio sobre el proceso de dos etapas ha sido discutido cerca de 26 afos. Con estos estudios
s¢ ha podido establecer la distiibucion de las bacterias y Ias rutas intermedias de la degradacion
de sustratos.

Algunas investigaciones afinnan que la metanogénesis no existe en la primera etapa y que las
bacterius OHPA juegan un pepel importante en la segunda etapa (Cohen et al, 1980; Harper y
Pohland, 1974; Klass, 1984). Todos ellos han utilizado reactores de flujo mezclado en dondg la
biomasa no se ehcuentra retenida, provocando lavado de células. Sin embargo se obtiene
mejores resultados cuando se usan reactores con biomasa retenida, en donde el TRC es mayor.

Los resultados de este trabajo demuestran que la separacion de etapas, no es completa, pucs los
microorganismos panticipantes en cada una de eflas forman fuertes relaciones ecolégicas entre
los grupos de cada ctapa, y la sobrevivencia de eads grupo depende directamente de In uctividad
de los otros grupos. Krebs (1985) menciona que los poblaciones de una especie no se presentan
solas en la naturaleza, sino que forman parte de un ensamble de poblaciones que viven juntas en
ua mistna drea.

L. variedad de bacterias y actividad generada en cada reactor puede explicarse con base en la
existencia de microambientes en los cuales pueden existir cambios de condiciones abidticns
(tales como pH, temperatura régimen hidrulico y difusién de nutrimentos, ete.) en el interior del
grano. De esa manera las poblaciones en el grano pueden observarse como microcolonias
heterogéneas distribuidas al azar, cuya asociacién favorece su crecimiento y sobrevivencia.

Las poblaciones microbiologicas de ambos reactores fueron similares a Ia de los trabajos en
reactores convencionales, como los de, Dolfing et a} (1985), Dubourguier et al (1988), Lopez
(1993), Moreno (1994), Chartrain et al (1987) y Fajardo y Guyot (1993). Esto demuestra que los
reactores anacrobios ¢n dos atapas, se comportan coma dos reactores convencionales conectados
en serie, y Ia actividad gencrada por cada grupo biolégico depende directamente det tipo' de
alimentacion y las condiciones de operacion de los digestotes.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

as conclusiones derivadas de este trabajo son;

. E} primer reactor soto fermenta parte de ta lactosa. Con ¢t hidrogeno producido en fa reaccion

acidogénica se produce metano.

. E! tiempa de residencia celular en el reactor acidogénico, favorece el desarrollo de las

bacterias hidrogenofilicas. La conglomeracidn bacteriana forma microambientes favorables a
las bacterias que lo integran, Eso puede explicar la presencia de bacterias hidrogenofilicas
que requieren de pH entre 6.5y 7.5,

. La presencia de bacterias fermentativas en ¢l reactor metanogénico, se explica por la lactosa

alimentada que no se degrada cn el primer reactor.

. I} reactor metanogenico tostrd la menor eficiencia en la eliminacién de DQO en la carga

orginica mds aita (3.55 gDQO/L.d), y también s¢ observé la mayor concentracidn de
bacterias lactotroficas y propionotréficas.

. No existe una separacion completa de las ctapas acidogénica y metanogénica; pues sus

poblaciones presentan una fuerte relacién ecoldgica. Las poblaciones se encuentran
ampliamente distribuidas en ambos reactores independientes de sus condiciones de operacidn.
Son relativas, sf varian en funcién de las condicioncs de operacion.

Las recomendaciones que se hacen con base en lo encontrado en este trabajo son:

Cuantificar la concentracién de dcido ldctico en los reactores y correlacionaro con los
parametros poblacionales de bacterias lactotroficas.

I Con el fin de comparar fa produccion de metano por las bacterias metanogénicas

hidrogenofilicas y acetocldsticas, en un reaclor acidogéneio, se propone cvaluar la
formacion de este gas mediante la degradacion de los sustrato correspondientes.

HI. Con objeto de complementar la informacién cuantitativa obtenida en esta trabajo sc

recomienda cstudiar las poblaciones bacterjanas y sus composicion microbiana a nivel de
lodo granular mediante observaciones al microscapio electronico.
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ANEXOS




ANEXO A

Cowmposicidn de las soluciones para la alimentacion de los reactores

Para obtener el medio mineral se prepararon soluciones concentradas con los diferentes
reactivos y se mezciaron en la proporcion que se indica a cominuacion:

Preparacién del medio RAMM (Shelton y Ticdje, 1984)

Soluclones mL/L
Solucion mineral 1 50
Solucion mineral 2 50
Solucion de oligoelementos |
Solucion de FeCl, 10

Compasicién de las soluciones y sustratos

Soluciones:

Solucion mtineral 1 /L
Fosfato dibisico de potasio (K;11PQ,) 7.0
Solucion mineral 2 g/L
Fosfato monobdsico de potasio (KHPQ,) 54
Cloruro de amonio (NH,Cl) 10.0
Cloruro de magnesio (MgC1.6H,0) 20
Cloruro de calcio (CaCl,.H,0) 1.5
Soluctén de oligolementos /L
Cloruro de imanganeso (MnCly.6H,0) 0.50
Cloruro de zine (ZnCly) 0.05
Cloruro de cobalto (CoCly.61,0) 0.05
Acido bérico(113B0;) 0.05
NayMo042H,0 0.0]
Cloruro de cobre (CuCiy) 0.03
Cloruro de niguel (NiCl,.611,0) 0.05
sulfuro de sodio (Na,S) 0.05
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Para preparar la solucion, se disuelve perfectamente en un vaso las dos primeras sales. En
otra se disuelven los reactivos restantes excepto CoCly.6H,0 y en un recipiente por
separado ef CoCly.6H,0 agregando | mlL de HCI concentrado. Finalmente se mezclan y se
ajusta ¢l volumen en un litro con agua destilada.

Solucién de sulfato ferroso

FeCly 4H,0 2 g/L, disolver directamente en 1 mL de HCl concentrado, cuando queden
algunas cristales sin disolver, agregar agun hasta aforar un litro.
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ANEXO R

Composicidn de las soluciones y sustratos parn el analisis det NMP

Soluciones:
Soluctdn minerni 1 g/l
Fosfato dibdsico de potasio (K,HPOy) 6.0
Solucion mincral 2 gl
Fosfato monobisico de potasio (KHPOy) 6.00
Cloruro de amonio (NH,4C1) 240
Cloruro de sodio (NaCl) 12.00
Cloruro de magnesio (MgCl.6H,0) 2.10
Cloruro de calcio (CaCly.H,0) 0.16

Solucién de oligolementos

Preparar una solucién con 1.5 g de dcido nitrilo triacético en 900 mL de agua destilada ajustar
el pH a 6.5 con un solucion de KOH y sforar a un litro,

Agregar g/L
Sulfato de magnesio (Mg80,.7H,0) 3.00
Sulfato manganoso (MnS5Q4.2H,0) 0.50
Cloruro de sodio (NaCl) 1.00
Sulfato ferroso (FeSO,4.7H,) 0.10
Cloruro de cobalto (CoCly) 0.10
Sulfato de zine (ZnSOy) 0.10
Sulfato de cobre (CuS04,.5H,0) 0.01
Sulfato de aluminio y potasio (AIK(S04),) 0.0!
Acido bérico (11;Bos) 0.0
Molibdato éxido de sodio (Na;Mo0,42H,0) 0.01
Solucion de vitaminas mg/L
Biotina 2
Acido {élico 2
Piridoxina 1
Tiamina 5
Riboflavina 5
D. L. &cido pantoténico 5
Vitamina BI2 0.]
Acido p-amino benzoieo 5
Acido lipoico 5
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Solucidn de resarsurina (agente reductor)

Pesar 0.1 g de resarsurina y disolverla en 100 ml. de agua destilada,

Solucion de cloruro de niquel

Cloruro de niquel (NiCl5) 0.05 g/100 ml. de agua destilada.

Solucidén de sulfito ferroso
Sulfato ferroso (FeS04.71H,0) 0.2 p/100 mL de agua destilada.

La preparacion de las siguientes solucioges se realiza bajo corriente de nitrbgeno y se
esteriliza a 15 min en autoclave 15 [by/plg?.

Agun reducida

Es agua destilada en ausencia de oxigeno. Para su preparacién se requierc ebullir por
algmos minutos, bajo corriente de nitrdgeno.

Solucidn de sulfura de sodio

Pesar 2.5 g de sulfuro de sodio y Nevar a 100 mL con agua reducida (lavar los cristales de

sulfuro antes de pesar con agua reducida). Finalmente pesar 0.75 g de eristal y disobver en
30ml..

Solueidn de azul de bromotimo}

Azul de bromotimol 02g
Hidroxido de sodio (0.1 M) 5.0 mlL
Agua destilada 100.0 mL

Solucién de glucosn 1.38 M

Pesar 6.21 g de glucosa anhidra y disolverla en 25 mL de agun reducida.

Solucién acetuto de sodio 0.5 M

Pesar 1.7012 g de acetato de sodio y disolverlos en 25 mL de agua reducida,

Solucidn deido progidnico 0.5 M

Pesar 1.200 g de dcido propiduico y disolverlos en 25 mL de agua reducida.
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Solucidn de dcido butirico 0.5 M

Pesar 1.376 g de acido butirico y disolverios en 25 mL de agua reducida.

Solucion de factato 0.5 M

Medir 1.822 mL de lactato y disolverlos en 25 mL de agua reducida.

Tabla B.1 Tabla de McGrady para el cdlculo de NMP (Garefz et g1, 1982)

Para 4 tubo de muestra con cada dilucion

LT N ki o |
000 | 00 113 | 13 231 | 20 0 ] 50
001 | 02 120 | 08 240 | 20 103 | 10
002 | 05 21 | 11 241 | 3.0 40 | 35
003 | 07 22 | 13 300 | 11 T
010 | 02 123 | 16 01 | 16 a2 | 80
0l | 05 130 | 11 300 | 20 an | 1o
oz | 07 n | 14 303 | 25 44 | 140
013 | 09 32 | 16 0 | 16 20 | 60
020 | 05 140 | 14 31 | 20 @l | 95
o1 | o7 W | 17 N2 | 30 a2 | 130
022 | 09 200 | 06 13 | 35 a3 | 110
030 | 07 200 | 09 120 | 2.0 24 | 200
0l | 09 207 | 12 321 | 30 430 | 115

040 | 09 | 16 322 | 35 B1 | 165
04l | 12 20 | 09 330 | 30 432 | 200
100 | 03 W | 13 331 | 35 433 | 300
101 | 05 a2 | L6 332 | 40 434 | 350
02 | 08 13 | 20 1335 | 50 340 | 250
103 | 1.0 20 | 13 340 | 35 440 | 400
0 | 0s TR 341 | 45 a2 | 700
thl | 08 1 | 20 400 | 25 443 | 1400
12 | 11 20 | 17 401 | 38 444 | 1600

A, Nimero camcterfstice; B, Nimero de miicroorganisiios



Continuacidn de in tabla de McGrady para el cdlenlo de NMP (Garcin et al, 1982)

Para 5 tubo de muestra con eada ditucidn

0.0 12 . 513 | 85
001 0.2 26 |07 a0l | 17 520 | 5.0
002 0.4 A1 | 09 402 | 2.0 AR IED
010 0.2 22 |12 403 | 25 502 | 9.5
011 0.4 20 | 09 430 | 17 523 | 120
012 0.6 21| 12 4t | 20 $24 | 150
020 0.4 2w |14 412 | 25 525 1 175
021 0.6 20 | 12 420 1 20 530 | 8.0
030 0.6 AT Y 21 | 258 531 1 110
100 02 20 | 14 a2 | 30 5312 | 14.0
101 0.4 300 | 08 430 | 2.5 533 [ 175
102 0.6 300 | Gl 43l | 20 534 | 200
103 0.8 302 1 14 432 | 40 535 | 25.0
110 0.4 30 | Ll 440 | 3.5 540 | 13.0
111 0.6 | 14 441 | 40 sit | 170
112 08 2 [ 17 450 |1 4.0 542 | 25.0
120 06 313 | 2.0 451 | 50 543 1 300
121 04 120 | 14 500 | 2.5 544 | 35.0
122 1.0 120 | 17 501 | 3.0 545 | 45.0
130 | o8 320 | 20 502 | 4.0 550 | 25.0
131 10 130 | 17 503 | 6.0 551 | 350
140 LI 330 | 20 |1 s04 | 75 [[ 552 [ 600 :
200 | o5 {] 340 | 20 510 | 35 553 | 90.0
201 07 341 | 258 510 | 45 554 | 160

A, Nlimero caracteristico; B, Nitmero de microorganismos



ANEXO C

Poblaciones microbioldgicas de la degradacion annerahin

Tabla C.1 NMP de poblaciones en los reactores anerobios conectudos en serie

Reactor acidopénico
COv eDQO/LA | Grupos Nim, cels/mL | Nam. cels/gSSV
4.75 F 4012 1.34 Ell
4.75 BMA 3.2 5 1.07 4
7.81 I 2.8 El} 9.44 £9
7.81 3Ap 5.0 E3 .08 E2
781 BAb 12E10 07 E9
7.81 BL 7.0 E3 2.36 E2
7.81 BMA 4,08 1.34 7
7.81 BMII 32Ell 1.07 Ei0
Reactor metanogénico

0.80 F 2611 1.26 E10
0.80 BMA 3217 1.56 E6
1.75 F 28 El0 1.30 E9
1.75 BAp 2.8 B 1.36 E7
1.75 BAb 32 Ell 1.56 E10
1.75 Bl ~ J40EI0 1.95 E9
1.75 BMA 3.2E12 1.560 I1
1.75 BMH 3.2 E12 1.56 E1
3.55 F 32El4 2.02E13
3.55 BAp 5.0 E13 3.16 12
3.55 BAb 1.6 E12 1.01 E11
3.55 BL 3.2 El4 202 E13
3.55 BMA 3.2E12 205E1
3.55 BMIH 3.2 L4 202 E13

F, fermentativas; BAp, propionotréficas; BAb, butirotroficas; BL, lactotrdficas; BMA,
acetoclasticas; BMH, hidrogenofilicas.
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Tahla C.2 Trahajos micrabialdgicos del NMP obtenidos por diferentes autores

Dolfing et al F LOElQ Cels /imL UASH Refinerfa de
1985 BAp 10E7 azacar

BAL  1OE?

BMA  10F8

BMH  [0E%
Chartrain v R1 R2 Cels/ml. RFM lactosa
Zeikus, 1986a,b | 25EI0 46F10 10 /L.

BL 24E8  4.6ES

BMA  15E6 436

BMH 15E8. 1.1E9
Chartrain et al, RI R2 Cels/ml. RFM lLactosa
1987 ¥ 24 ElY 26E1l 10 g/L

BL 93E8 43E10

BMA 93133 9.3E8
Dubourguieret | F LOE9 Cels/mL
ul, 1987 BAp 25E8

BMA  25E9

BMH  25E9
Guyot etal, Rl RI1 Cels/mL UASB Acclato
1990 F 3E6 cels/gSSV  2E7 celsinl. ] Cels/gSSV 35l

BAp 2ES " 6 E6

BMA 3ES 3k Propionato

BMH E6 | E7 1pA.
Zhang y Noike, TRC 104 TRCSd Cels/ml. R¥M Almidén
1994 2 b a b 1o g/l

r NC  14E8 94E8  23E7

BAp  SBES 4UE6 35E8 1.3E8

BAb  33E9 3366 §4E8  1.7E8

UMA  27E4  LIE7 1765 LIETY

BMIT 22E5  17E6 1318 9.1EL0

TRC 2.5d TRC 1.754d
a b a b

F 339 74E8 3389 4918

Bap 24E9 7987 28E9 2418

Bab 9.2E9 2418 2410 3.5E8

UMA  BOE4  11ER 24E3  3.5KR

BMH LIE9 70E8 2.8E9 79E8
Noyola y R1 R2 R3 Cels/gSSV  |UASB Industria de
Bustamante, F 42815 69EI4  59EIY malterfus
1992 BAp 29E8  30LE7  1.8E9

BAbL  29E8  49E8  79ES

BMA d2E10  1.2E6 L8E6

BMH SOEI4  83E12  29El4
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Continuacion de ln tabla C.2

Fajurdo y
Guyot, 1993

BMA
BMH

Ri
60 d
E6
E10

Cels/pSSV

UASB

Vinazas

L.opee, 1993

|
BAp
BAb
BMA
DML

Cels/gSSV

UASR

Vinazas

Moreno, 1994

r
BAP
BAb
BMA
BMII

Rl

60d
EI0

E8 LR
8 E7

E7
L9

Et0
El3

Eid

Cels/gSSV

UASB

Vinazas

Lépez ctal,
1993

[
BAp
BAb
BMA
BMH

1.37EI6
5.69ES
2.85E6
1.5918
2.85E13

Cels/gSSV

USAD

Propionato
Butirata
Acctito

Macarie et al,
1995

BAp
BAb
BMA
BMIL

Rl
2.8E9
1.5E9
33E9
1,710

R2
J9E6
39E6
4.9E8
4967

R3
S.8E8
NC

5.01:8
3L

R4
84E7
1.5E7
47E8
T4E10

Cels/gSSV

UASB

Acido
Terehdlico

a, Reactor

gnico; b, Reactor

&'
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