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RESUMEN

La generacion de aguas residuales que contienen sulfatos es un problema mundial. Su
depuracion anaerobia es limitada y se piensa que uno de los factores que influyen es la
generacion de H»S. En esta investigacion se estudio el efecto de la temperatura sobre la
metanogénesis y la sulfato-reduccion en reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo
ascendente (RALLFA) a 35, 45 y 55°C, adaptados a una alimentacion de aguas residuales de
la industria alcoholera llamadas vinazas. Las vinazas tienen una concentracion de sulfatos
de 15,000 mg/L y contenidos de materia organica, medida como demanda quimica de
oxigeno soluble (DQOs), de alrededor de 120,000 mg/L. La composiciéon quimica de las
vinazas hasta hoy es desconocida. El trabajo fue dividido en cinco etapas: 1) Adaptacion de
biomasa anaerobia a vinazas en condiciones mesofilicas (35°C), en un RALLFA de 10 L de
volumen de trabajo, alcanzindola en 600 dias. Se inicié con 10% de vinazas y 90% de agua
residual de la industria cervecera (de donde provenia la biomasa), hasta llegar a alimentar
100% de vinazas. El tiempo de residencia hidraulico, TRH era de un dia al inicio y cuando
se alcanzo una concentracion inicial de 120,000 mgDQO/L se tenia un TRH de 10 dias. 2)
Adaptacion de biomasa anaerobia de condiciones mesofilicas a mesofilicas intermedias y
termofilicas (45 y 55°C, respectivamente), que se realiz en tres RALLFA de 1.6 L de
volumen de trabajo, que se alcanzo en 300 dias de operacion. Se obtuvo una eficiencia de
remocién de DQO 62, 71 y 78%, con 4.38, 5.01 y 5.51 gDQOremovida/Ldia, a 35, 45 y
55°C, respectivamente. Considerando el equilibrio de los gases producidos que se
encuentran en las fases liquida y gaseosa, la generacion de gases fue 0.066, 0.12 y 0.165
molCHy/dia y 0.0099, 0.0100, 0.0107 mol H;S/dia, a 35, 45 y 55°C. El rendimiento fue de
0.46, 0.65 y 0.85 kgDQO-CH4/kgDQOremovida, a 35, 45 y 55°C, respectivamente. 3)
Pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora de la biomasa adaptada a vinazas,
que se realizaron para las biomasas mesofilica y termofilica con otros sustratos (acidos
acético, propionico y butirico) y para las propias vinazas. Fue corroborado que estas
biomasas a pesar de estar adaptadas a vinazas, degradaron. mas rapidamente al acido
acético, con mas dificultad al butirico, posteriormente a las vinazas y no pudieron
metabolizar al acido propidnico, a las tres temperaturas. 4) Aplicacion de la ecuacién de
Arrhenius a la metanogénesis y sulfato-reduccion en biomasa adaptada a vinazas en
pruebas intermitentes para evaluar el efecto de la temperatura en la produccion de gases, en
la metanogénesis y la sulfato-reduccién. Dio como resultado una Ea para la metanogénesis
de 62.86 kJ/kgmol y para la sulfato-reduccion de 48.09 kJ/kgmol. 5) Determinacion de los
parametros cinéticos Ks, k, ks, Yp ¥ lmix empleando la ecuacion de Monod a las tres
temperaturas, obteniendo los valores de: 88.97, 106.02 y 119.49gDQO/L para Ks; de 0.03,
0.1y0.4 dia”'para k; 0.03, 0.04 y 0.06 dia™ para kq; 0.04,0.08 y 0.4 dia™ para i a 35, 45
y 55°C, respectivamente. La conclusion global fue que la temperatura tiene un efecto
positivo en la generacion de metano por parte de las BM y que la generacion de HpS
permanece igual, ya que la actividad de las BSR como competidores no fue incrementada
ni disminuida significativamente por efecto de la temperatura.

Palabras clave: metanogénesis, sulfato-reduccion, temperatura, mesofilia, termofilia,
vinazas, sulfato, Arrhenius, cinética.
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ABSTRACT

The generation of wastewaters with sulphate content in the alcohol industry is a world problem.
The generation of H,S in the biogas due to ion sulphate presence is one of the factors that
influence the anaerobic degradation. In this research, the effect of the temperature on the
methanogenesis and the sulphate-reducing on up-flow anaerobic sludge blanket (UASB) reactors
at 35. 45, and 55°C was investigated. The anaerobic biomass was adapted to vinasses (wastewaters
of ethyl alcohol industry) with a concentration of 15,000 mgSO, /L and a dissolved organic
matter contents measured as chemical oxygen demand soluble (CODs) of 120,000 mgL. The
research was divided into five steps: 1) Adaptation of anaerobic biomass to vinasses at mesophilic
conditions (35°C). The inoculum was obtained from the beer industry. The adaptation of the
anaerobic biomass to vinasses at mesophilic conditions (35°C) was carried out in 10-liter LTASB
reactor and was reached in 600 days of operation. The starting-up was with 10% vinasses and 90%
wastewater until reaching 100% vinasses. Initial hydrelic residence time, HRT, was one day, and
when the initial concentration of 120,000 mgCOD‘L was reached, there wus a HRT of ten days. 2)
Adaptstion of mesophilic aneerobic biomass to intermediate mesophilic. and thermophilic
conditions (at 45, 55°C, respectively). Three 1.6-liter UASB reactors were operated obtaining 62,
71, and 78% COD removal; 0.0065, 0.0073. and 0.0082 kgCODs removal'day at 35. 45, and 55°C
respectively. Time needed to reach a stable state was 200 days. The productivity with respect 1o
methane was 0,46, 0.65, and 0.85 kgDQO-CHykgCODremoval, at 35, 45, and 55°C. Taking into
account the equilibrium in the liquid and gas phases, the generation: was: 0.066, 0.12, and 0.165
moles CHy/day. and 0.0099, 0.0100, and 0.0107 molss H,S/day, at 35, 45, and 55°C respectively.
3) Tests for methanogenic and sulphate-reducing activities of vinasses-adapted biomass were
performed with other substrates: Acetic. propionic, and butyric acids, as well as vinasses itself,
Although the biomass was adapted to vinasses, the acetic acid was degradated faster, with more
difficulty butyric acid, and could not metabolize propionic acid at the three temperatures. 4)
Application of the Arrhenius’equation for the study of the effect of the temperature on the adapted
biomass for the methanogenesis and sulfate-reduction gave the fol'owing results: For the
activation energy, Ea. 62.86 kJ’kgmol for the methanogenesis, and 48.09 kJ’kgmol for the sulfate-
reduction. 5) Determination of the kinetic parameters Ks. k. Yy, kg, and e employing the
Monod equation at the three temperatures. The following results, for vinasses. were: Ks with
values of 88.97. 106.02, and 119.49 gCODs/L; k with values of 0.03, .1. and 0.4 dav'; ky with
values of 0.03, 0.04, 0.06 day™: Jyay with values of 0.04, 0.08, and 0.4 day™, at 35, 45, and 55°C.
respectively. The global conclusion was that temperature has a positive cffect on the generation of
methane by methanogenic bacteria and that H;S gencration rema ned constant, because the
sulphate-reducing bacteria competitive action was neither increased nor decreased within the
temperature range studied.

Key Words: methanogenesis, sulphate-reducing. temperature, mesophilic, thermophylic. vinasses,
sulphate, Arrhenius, kinetic.
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M-il

MS
Pg
PM
PTS

Qi
Qbiogis
Qe
QX
Q,..CH,
Qu,CH,
Qque HS
Quq. HaS
QuY

R

RAAC
RABE
RAFAC
RALLFA
RALLFE
RALLGE
RALLMAG
S0,%S

S

So-S

t

T
Trer
TRC
TRH
\4
Vens
Vi
Vr
Vs
X
Xg
Xn

una reaccion quimica o postratamiento y 2) Eliminacion de un grupo de bacterias
especifico por medio del aumento de velocidad de flujo, arrastrando en el efluente a [o que
se quiere eliminar

Cantidad de DQO que puede degradar diariamente el reactor como mdximo tedrico

(kgDQO/dia)

Molibdato de sodio
Presién parcial del gas en atmésferas
Peso molecular del CHy (16 g/mol)
Presion y temperatura esténdar, 0°C y 1 atm, por sus siglas en inglés (Standar
Temperature and Presurre)
Incremento relativo en la actividad después de incrementar [a temperatura 10°C
Flujo volumétrico de biogds producido a STP (temperatura y presion normal) (L/dia)
Flujo volumétrico del efluente (L/dia)
CHa 0 H8 en gas (mol CH 0 968 - DQO/dia)
Metano en gas (molCHe-DQO/dia)
Metano disuelto en el effuente (molCH,<DQO/dia)
S en gas (mol 3285 <DQO/d1a)
94,8 disuelto en el efluente (imol 5 <DQO/dia)
CHa 035 en figuido (mol CHy 0 328 <DQO/dia)
Constante universal de los gases (KJ/molK)
Reactor anaerobio de actividad central
Reactor anaerobio bio-electroquimico
Reactor anaerobio de flujo ascendente *compartamentalizado”
Reactor anaerobio de lechio de lodos de flujo ascendente
Reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo expandido .
Reactor anaerobio de leclio de lodo granular expandido
Reactor anaerobio de leclio de fodos microaerofilico granular
Concentracion de sulfatos en equivalentes de azufre
Azufre total
Concentracion del sustrato inicial en el reactor (g/L ) Concentracion final de sustrato en
el reactor (g/L)
Tiempo (dias)
Temperatura a [a que se lleva a cabo el proceso
Temperatura de referencia )
Tiempo de retencion celular
Tiempo de residencia hidrdulica (dias)
Volumen de (a fase gaseosa (volumen del frasco)
Produccion de metano acumulada
Volumen de lodo de indculo (n’)
Volumen iitil del reactor
Velocidad ascencional (m/1i)
Concentracion de SSV de lodo de indculo (Rg SSV/m? 0 g/L)
Fraccion molar de equilibrio del gas disuelto
Fraccion molar
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Yy

Y!S

GRIEGAS
o

AE

AG

u

M

Coeficiente de rendimiento mdximo medido durante cualguier periodo finito de la
fase de “crecimiento” o proliferacion o desarrollo exponencial definido como la
relacion entre [a masa de células formadas y la masa de sustrato consumido

(455V/gDQO)
Coeficiente de rendimiento microorganismos-sustrato (gS5V/gDQO)

Relacion de alcalinidad

Diferencia de energias de activacion

Energia libre de Gibbs (KJ/mol)

Tasa de proliferacion especifica (dia ™)

Tasa mdxima de “crecimiento” o profiferacion especifica (dia')

——
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Capitulo 1

1 INTRODUCCION

Los procesos anaerobios han ganado popularidad en el tratamiento de aguas residuales
industriales durante las Gltimas décadas. Cerca de 1000 reactores a escala industrial se han
reportado en el afio 2000 (Lens y Hulshoff Pol, 2000). Asimismo, el interés en el tratamiento
de las aguas residuales de la industria alcoholera se ha incrementado.

Las aguas residuales que contienen materia organica y sulfatos son generadas por muchos
procesos industriales que emplean acido sulfurico (por ejemplo, las industrias alimentarias y
las de fermentacion) o materias primas de alimentos ricas en sulfatos (por ejemplo, industria
procesadora de mariscos). La presencia de sulfatos ha causado problemas en el tratamiento
anaerobio metanogénico de estas aguas residuales industriales y de otras, incluyendo las
corrientes de las aguas residuales de la industria alcoholera. Para la obtencion de alcohol
etilico en un ingenio azucarero, las melazas incristalizables se fermentan con S. cerevisiae, a
un pH acido alcanzado por la adicion de acido sulfirico para evitar competencia de otras
especies por los azicares. El mosto fermentado es después destilado para obtener alcohol y
otros productos. De este proceso de destilacion, se obtiene un subproducto denominado
vinazas, aguas residuales que son descargadas directamente a suelos o cuerpos acuiferos con
un promedio de 6,000 a 20,000 mg/L de iones sulfatos y materia organica medida como
demanda quimica de oxigeno total (DQO) de 40,000 a 150,000 mg/L (Duran y col., 1988).

En México, por cada litro de alcohol etilico producido se generan 12 litros de vinazas. Asi, se
estima que de la produccion de 70,000 m’/afio de alcohol se generan 840,000 m*/afio de
vinazas (Jiménez y col., 1995). La composicion quimica de las vinazas provoca serios
problemas ambientales manifestados principalmente por su descarga a cuerpos receptores
como suelos o cuerpos de agua, como los rios. Las vinazas incrementan la temperatura del
cuerpo receptor (agua o suelo) y disminuye la cantidad de oxigeno disuelto disponible.
También su acidez disminuye el pH, lo cual puede disolver algunos metales. La turbidez de
los solidos suspendidos restringe la penetracion de la luz. Los solidos suspendidos presentes
en las vinazas disminuyen la permeabilidad del suelo o el lecho del rio, obstruyendo su
infiltracién y provocando un proceso de degradacion anaerobia dando como resultado olores
desagradables. En resumen, los efectos ambientales de las vinazas pueden cesar la capacidad
de purificacién natural de los cuerpos receptores acuiferos o alterar la composicion de los
suelos (Garcia y col., 1997, Bautista-Zuiiiga y col., 2000).

Los sulfatos disueltos en las vinazas no son considerados una amenaza directa para los
ecosistemas, pues es un compuesto quimicamente inerte, no volatil y no téxico en condiciones
aerobias (Shin y col., 1995). Sin embargo, existe un gran interés acerca de la aplicacion del
tratamiento biologico anaerobio para este tipo de aguas residuales, debido a que, a condiciones
anaerobias, las bacterias sulfato-reductoras (BSR) son capaces de emplear los sulfatos como
un aceptor terminal de electrones de los compuestos organicos y de hidrogeno (Oude-Elferink
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y col, 1994), lo cual, tiene como producto de la reaccion a los sulfuros e incrementa
considerablemente la complejidad de las rutas de biodegradacion anaerobia (Widdel, 1988).
Esto implica, que las BSR compiten por el sustrato que emplean las bacterias metanogénicas
(BM) para la produccion de CHs. Ademas, el H;S en el efluente reduce tanto la eficiencia de
remocion de demanda quimica de oxigeno como la produccion de metano.

Por consiguiente, el principal problema asociado con el tratamiento anaerobio de aguas
residuales con sulfatos es la produccion de sulfuros, porque son compuestos quimicos toxicos
para las poblaciones bacterianas involucradas en el tratamiento. La Tabla 1.1 muestra las
ventajas y desventajas del efecto de la formacion de sulfuros en los reactores anaerobios.

Tabla 1.1. Efectos de la formacion de sulfuros en reactores anaerobios (Lens y Hulshoff ol 2000)

Desventajas Ventajas
« Baja eficiencia de la remocion de DQO debido a la presencia de H;S en | o Reduccion biologica de
cl efluente iones sulfatos
« Corrosion * Degradacion de compuestos
* Acumulacién de material inerte cn el lodo (por ejemplo, sulfuros de xenobidticos
metales) * Remocion de metales
« Menor formacion de metano pesados
o Necesidad de tratamiento del biogds para la remocion de H.S, mal olor ® Precipitacion de metales
» Toxicidad potencial como sulfuros (FeS)
e Deterioro del sistema de postratamiento aerobio (efecto de formando buenos
“voluminosidad” (bulking) de los lodos activados, fotétrofos de precursores para la
proliferacion excesiva) granulacion

El dominio de la sulfato-reduccion sobre la metanogénesis depende de varios factores que
pueden controlarse en la operacién como lo muestra la Tabla 1.2. Existen medidas para
prevenir la inhibicion de la metanogénesis aunque es dificil predecir fallas del reactor durante
el tratamiento metanogénico durante la aplicacion de estas medidas. A pesar de la
investigacion intensiva en las ultimas dos décadas, no hay datos suficientes para formular
pautas practicas para determinar la competencia entre las BM y las BSR (Lens y col., 1998).
Aunque se han estudiado muchos factores, como lo muestra la Tabla 1.2, ain no existen
estrategias planteadas para muchos de estos factores. Uno de ellos, es el efecto de la
temperatura sobre la actividad sulfato-reductora, que fue estudiado someramente por Visser y
col. (1992) (Tabla 1.2).

Las investigaciones en este campo se han enfocado sobre la competencia entre las BM y BSR
en condiciones mesofilicas. Datos experimentales en sedimentos marinos y sedimentos de
agua fresca (Winfrey y Zeikus, 1977, Banat, 1981; Lovley y col, 1982) y en reactores
completamente mezclados sin retencion de biomasa (Middleton y Lawrence, 1977) mostraron
que las BSR en diferentes concentraciones de sulfatos compiten con las BM por el sustrato
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con la consecuente produccion de HaS en el biogas. Visser y col. (1992) investigaron la
competencia en condiciones termofilicas (55°C) empleando 4cido acético y sulfatos como
sustratos en un reactor anaerobio obteniendo predominio de las BSR sobre las BM. Pero al
emplear una mezcla de icidos acético, propionico y butirico fue encontrada una mayor
actividad de las BM y disminucion de la actividad sulfato-reductora. Ellos utilizaron una
relacion de DQO/sulfatos de 0.5 con una concentracion de 2 gDQO/L.

Tabla 1.2 Factores que determinan [a competencia entre las BSR .y las BM en reactores anaerobios de alta

tasa (Lens y Hulshoff Pol, 2000)
Factor Referencia

Composicidn del indculo '

¢ Tipo de in6culo McCartney y Oleszkiewicz, 1991

¢ Composicion bacteriana Harada y col., 1994; Omil y col., 1998

e Propiedades de adhesion de las bacterias Isay col., 1986a, b

e Tiempo de las corridas experimentales Harada y col., 1994; Omil y col., 1998

Inoculacién con una nueva especie bacteriana | Omil y col., 1997

Compauaén del influente

¢ Tipode DQO Polprasert y Haas, 1995

e  Concentracion de dcido acético

«  Concentracion de iones sulfato

* Concentracién de sulfuros

s Concentracién Ca* y Mg"
Condiciones operacionales

*  pH, licor mezclado

e Temperatura

Yoday col., 1987
Overmeire y col., 1994
Omil y col., 1996
Smul y col., 1999

Visser y col., 1996; Smul y col., 1999
Visser y col., 1992

A condiciones mesofilicas se han identificado 32 especies de BSR contra 33 especies de las
BM mesofilicas, mientras que se han reportado 3 especies de BSR termofilicas contra 14 de
las BM termoéfilas. Principalmente son los géneros: Methanobacterium, Methanothrix y
Methanosarcina (Shigeki y Harada, 1993; Ahring, 1994; Jules y col., 1996; Griffin y col,,
1998).

Independientemente de la competencia de las BSR con las BM, el tratamiento anaerobio
termofilico de cualquier agua residual (45 a 65°C), permite la degradacion de materia
organica mas eficientemente y una mayor eliminacion de organismos patégenos (Fang y
Chung, 1999). Otras ventajas con respecto a las condiciones mesofilicas se muestran en la
Tabla 1.3.

Aunado a que los reportes sobre el efecto de la temperatura sobre las BSR son limitados,
existen miles de plantas a escala industrial que se han instalado en la década pasada para el
tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales en condiciones mesofilicas. Sin embargo,
su aplicacion a tratamientos termofilicos de aguas residuales de industrias diversas es ain

.
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limitada. El proceso se ha investigado para tratamientos termofilicos de aguas residuales a
nivel de laboratorio (Wiegant, 1985; Van Lier y col., 1993; Shi y Forster, 1993; Fang y Lau,
1996) como también en reactores a escala piloto (Souza y col., 1992; Ohtsuki y col., 1994).

Tabla 1.3 Ventajas y desventajas de la metanogénesis en condiciones mescfilas y termdfilas (modificado de
Stronach y col, 1986)

Metanogénesis mesofila Metanogénesis termdfila
20 a 40°C 45 2 65°C

e Mayor actividad (incremento de la velocidad de reaccion)

o Menos vapit de SEUa £ e]_;ls e Menor TRH y menor volumen del reactor

* Mayor poblacién metanogénica |, \onor formacion de lodos

*: Mecocs Qs encl g « Eliminacion de microorganismos patégenos

v S liomis « Equilibrio microbiano frigil

. ;";m T e Mayor actividad metanogénica de la biomasa

apli-cacié.n * Baja viscosidad, para el lavado de bacterias menos densas

¢ Mayor requerimienio de energia para el incremento de la temperatura

Omil y col. (1997) probaron el efecto de la temperatura sobre las BSR y las BM elevando la
temperatura por choques térmicos en una biomasa mesofilica. Utilizaron sustratos como acido
acético, propionico y butirico, obteniendo aumentos en la actividad sulfato-reductora y
disminucion de la actividad metanogénica. Concluyeron que las BM requieren de un mayor
tiempo de adaptacion para obtener una conclusion fiel sobre el efecto de la temperatura en la
competencia entre las dos especies microbianas.

Por lo descrito en los parrafos anteriores, el trabajo de Visser y col. (1992) sobre la respuesta
de disminucion de la actividad sulfato-reductora con la temperatura con una mezcla de
sustratos determinados y por los estudios hechos después por el mismo autor y col. (1993b) y
Omil y col. (1997) fue planteada la hipotesis de esta investigacion, la cual fue enfocada a
determinar la competencia de la actividad sulfato-reductora versus la metanogénica en
condiciones termofilicas en una biomasa adaptada a termofilia y a un sustrato complejo.

Los objetivos planteados para probar la hipotesis propuesta implican en un concepto general,
la adaptacion de una biomasa anaerobia al sustrato y a la temperatura para estudiar la
competencia entre las BSR y las BM. Una propuesta adicional de la autora de esta
investigacion fue experimentar con el lodo adaptado con los mismos sustratos empleados por
Omil y col. (1997), para comparar el efecto de la temperatura sobre las BSR y las BM, ya que
los resultados de Omil y colaboradores fueron obtenidos en un lodo no adaptado al sustrato ni
a la temperatura.
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1.1 HiwrOrESIs

El aumento de la temperatura de 35 a 55°C tiene un efecto positivo sobre la actividad
metanogénica mientras que tiene un efecto negativo sobre las bacterias sulfato-reductoras,

1.2 OBJETIVO Y METAS

El objetivo general de esta investigacion es:

e Determinar el efecto de la temperatura en un intervalo mesofilico y termofilico sobre
la actividad metanogénica y sulfato-reductora en un sistema anaerobio para el
tratamiento de un sustrato complejo

El programa de actividades para alcanzar este objetivo fue el siguiente:

7

. Realizar una revisién bibliogrfica sobre la degradacién biolégica de las vinazas, los

mecanismos de competencia entre las BM y BSR, los fundamentos del efecto de la
temperatura sobre las BM y las BSR en sistemas anaerobios y los fundamentos para el
disefio de la metodologia planteada con un promedio de 300 titulos de obras cientificas de
divulgaci6n internacional en revistas y libros y en divulgaciones tecnolégicas

Planear la estrategia de arranque de un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo
ascendente para el tratamiento de las vinazas a 35°C

Adaptar la biomasa anaerobia a vinazas en un reactor anaerobio mesofilico de 10 L

Seguir analiticamente la operacion hasta alcanzar condiciones estables midiendo pH,
relacién de alcalinidades, sélidos en todas sus formas, DQO soluble, sulfatos y, en los
gases, CHy y CO; cromatograficamente y H;S por una técnica modificada

Montar y utilizar una metodologia para medicion de C, N y S en un equipo de analisis
elemental

Adaptar la biomasa anaerobia del reactor de 10 L a 35°C, a condiciones mesofilicas
intermedias (45°C) y termofilicas (55°C)

Construir tres reactores anaerobios de 1.6 L de volumen util para operarlos a las

_ J—
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8. Realizar el seguimiento analitico que garantice que los parametros operacionales sean
similares en los tres reactores (velocidad ascencional, carga organica volumétrica y masica
y tiempo de residencia hidraulica)

9. Montar un método cromatografico para la medicion de gases CHy, H2S, CO,, N2,NH;

10. Seguir analiticamente la operacion de los reactores de 1.6 L mediante varios parametros
fisicoquimicos, como el analisis elemental para C, S, N totales, relacion de alcalinidades,
DQO total y soluble, pH, solidos en todas sus formas y sulfatos

11. Calcular por medio de la ley de Henry, las concentraciones en el equilibrio de CHs, H;S,
CO; en la fase liquida a partir de los datos de la fase gasesosa

12. Realizar balances de materia con base en el C, S y DQO para los resultados obtenidos a
35,45y 55°C

13. Plantear un disefio experimental empleando viales que simularan la operacion de los
reactores de 1.6 L a 35, 45 y 55°C en pruebas a escala “micro”

14. Aplicar la ecuacion de Arrhenius para determinar el efecto de la temperatura en la
produccion de CHy y de HaS en los viales

15. Determinar los parametros cinéticos empleando la ecuacion de Monod en los viales

16. Realizar balances de materia con base en C, S y DQO en los viales comparando los
resultados con los obtenidos en los reactores de 1.6 L a 35, 45 y 55°C

17. Proponer una metodologia para la medicion de las actividades metanogénica y sulfato-
reductora en los viales

18. Determinar las actividades metanogénica y sulfato-reductora de la biomasa adaptada a
vinazas en acidos acético, propionico y butirico como sustratos

19. Realizar balances de materia con base en C, S y DQO obteniendo el porcentaje de
consumo por las BSR y las BM en las pruebas de actividad metanogénica y sulfato-
reductora
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Capitulo 2

2 FUNDAMENTACION

En este capitulo se presentan los conceptos y fundamentos en los que se apoyéd esta
investigacion, con base en otros estudios realizados con anterioridad, tanto en experiencias e
investigaciones sobre reactores anaerobios (sulfato-reduccion, metanogénesis, operacion,
vinazas y condiciones termofilicas) en laboratorios, industrias y consultorias ambientales,
como en lo que la autora obtuvo en sus investigaciones previas (Castro-Gonzalez, 1997,
Castro-Gonzilez y col., 2001). Estas experiencias se han realizado en diversas partes del
mundo y los grupos de investigacion se listaron en el inicio del apartado de bibliografia, al
final de este documento.

2.1 BACTERIAS SULFATO-REDUCTORAS (BSR)

Este apartado describe a las BSR y sus funciones. En primer lugar, se muestran las industrias
que generan aguas residuales con iones sulfatos y que pueden tratarse por sistemas biologicos
anaerobios considerando que la presencia de sulfatos brinda algunas ventajas y muchas
desventajas al tratamiento. En segundo lugar, se describen sus principales sustratos y su pH
optimo de proliferacion y de funcionamiento. En tercer lugar es presentada la clasificacion de
estas bacterias con respecto a la temperatura y sustrato.

La Tabla 2.1 muestra la concentracion de los iones sulfatos en las aguas residuales de
diferentes procesos incluyendo la industria de destilacion para produccion de alcohol etilico.
La Tabla 2.2 muestra que la presencia de H,S en el tratamiento anaerobio genera, tanto
problemas fisicos en la estructura del reactor como microbiologicos en el funcionamiento de
las bacterias involucradas en la degradacion anaerobia. Asimismo, crea problemas de salud
por la inhalacion del H,S y SOx por los seres humanos.

Las BSR son bacterias anaerobias estrictas, gram negativas y se observan por contraste de
fases en el microscopio. Obtienen energia para su proliferacion por la oxidacion de sustratos
organicos empleando a los sulfatos como aceptores externos de electrones. Como resultado de
esto, los sulfatos se reducen a H,S. Asimismo, emplean iones sulfatos para oxidar los
productos de la hidrdlisis o acetogénesis. Como sustratos usan compuestos de bajo peso
molecular como lactato, hidrogeno, acidos grasos lineales de cadena corta, acidos grasos de
cadena larga y ramificados, metanol, etanol, butanol, acidos dicarboxilicos, compuestos
aromaticos, acidos organicos ciclicos saturados, colina, aminoacidos, azicares y glicerol.
Muchas BSR degradan écidos propionico y butirico, algunas oxidan estos acidos grasos
completamente a CO, y otras los transforman simplemente simplemente a acido acético. Otros
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compuestos que pueden ser completa o incompletamente degradados por las BSR son cadenas
divididas y 4cidos grasos de cadena larga, etanol y otros alcoholes, acidos organicos (acidos
lactico, succinico, maledrico) y compuestos aromaticos como 4cido benzoico, catecol, fenoles
y anilina. Alin compuestos sin un grupo funcional tales como el tolueno pueden degradarse
por las BSR. Los metales pesados presentes se precipitan como sulfuros y, por lo tanto, se
reduce el efecto toxico para las BSR. Las BSR pueden metabolizar inhibidores orgéanicos
como compuestos arométicos (tolueno, etilbenceno), alcanos, compuestos clorados
(cloroformo), etc. (Widdel, 1988). Las reacciones llevadas a cabo por las BSR se presentan en
la Tabla 2.3.

Tabla 2.1 Industrias que generan aguas residuales con iones sulfato (modificado de Lens y Hulshoff Pof;

2000)
Industria Productos Concentraciones
“Fermentacién” Acido citrico 30,000 mg DQO /L y 4,500 mg SO, /L
Acido tartérico no reportado
Alcohol etilico 80,000 mg DQO/L y 6,000 mg SO, /L
Destilerias Vino y alcohol 17,000 a 150,000* mg DQO/L y
4,000 a 10,000 mg SO, */L
Aceiteras Aceite comestible | 50,000 mg SO,/L
Quimica Productos quimicos | 200 a 50,000 mg SO, /L
Minera Metal 100 a 20,000 mg SO,”/L
Galvénica Hierro galvanizado | 200 a 50,000 mg SO,™/L
Lavado de chimeneas de gas | Agua residual 1,000 a 2,000 mg SO, /L

*Durdny col. (1983)

Tabla 2.2 Qesventajas del tratamiento anaerobio de aguas residuales con iones sulfato por la generacion de
38 (Lens y col, 1998)

Desventajas Problemas ocasionados

H;S en el bi Corrosion en motores (normalmente hasta 3% ional 10% v/v de H,S
Combustion Produccién de SOx contaminante
H;S en el ambiente Téxico al afectar a las bacterias anaerobias, incluyendo a las metanogénicas,
anaerobio acetogénicas y sulfato-reductoras
Mal olor en el efluente §Dailos a la salud de los seres mminhamfas T

; Atraviesa la pared celular p ce 0 coenzimas claves
HS t6xico celular 15 el metabolismo celular y afecta el valor del pH intracelular

El pH dptimo de proliferacion de las BSR esta en el intervalo de 7.3 a 7.6 y son inhibidas a
valores de pH de 6 y 9. Las BSR son inhibidas por la cantidad de sulfuros totales (H;S, HS',
etc) y por la presencia de H,S no disociado (Hilton y Oleszkiewicz, 1988). Las BSR generan
competencia con las BM a un pH mayor de 7.7 (Visser, 1995).
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Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

Tabla 2.3 Reacciones llevadas a cabo por las BSR, (Lens y Hulshoff Fof 2000)

Reaccién AG (kJ/mol)

Acido lictico a dcido acético y sulfuro:

2CH,CHOHOOO+S0,™ — 2CH,CO0-+2HCO,” + HS+H™ -160.8

2CH,CHOHCOO+350,™ — 6HCO;y + 3HS+H" -255.3

Acido acético:

CH,C00+50,~ - 2HCO, + HS' 476

Acido propidnico:

CH,CH,CO0+3H;0— CH,COO + HCOy +H' +3H; 76

CH;CH,CO0+).7580," - CH,CO0-+HCO; + 0.75HS+0.25H" -37.7

CH,CH,COO+1.7550,% = 3HCOy + 1.75HS+0.5H™+ 0.250H -88.9

Acido butirico y otros:

CH,(CH2)»CO0+n/280,” —» (n+1)CH,COO- + n/2HS + n/2H" ND

CH,(CH3)o:1 COO+0/280, "—nCH,COO-+CH,CH,COO+n/2HS +n/2H" ND

Metanol:

4CH,0H - 3CH,+HCO, +H.O+H' -314.6
“4CH,0H+350,” —» 4HCO5 + 3HS + 4H,0+H" 3644

ND= no determinados

La Tabla 2.4 muestra las especies de BSR considerando las sustancias que actian como
donadores de electrones, algunos requerimientos y su temperatura Optima de proliferacion. En
esta tabla puede verse que sblo 3 especies de 35 de las BSR estin presentes a condiciones
termofilicas, éstas son: Desulfotomaculum nigrificans, Desulfovibrio thermophilus y
Thermodesulfobacterium commune. Por esta razon, como fue explicado en el apartado de
introduccion, fue una fuente que originé la hipétesis de este trabajo.

Las BSR pueden dividirse en dos grupos dependiendo del sustrato empleado (Lutgarde-Raskin
y col., 1996):

Grupo I: Proliferan en presencia de lactato pero no pueden emplear 4cidos acético, propionico
o butirico como tnicos donadores de electrones y fuente de carbono. En este grupo resaltan los
géneros Desulfomonas y Desulfovibrio.

Grupo II: Pueden utilizar algunos de los acidos grasos volatiles, acido benzoico o ain
desarrollarse quimioautétrofamente con H; o acido férmico como donadores de electrones y
CO, como unica fuente de carbono. Los géneros representativos de este grupo son
Desulfobacter, Desulfococcus y Desulfosarcina.
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Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

Tabla 2.4 Propiedades dz las BSRy su temperatura Sptima de desarrollo (Zefindery coll, 1952)

Donadores de elecirones
ol
JRHR AR %
Especles w-fi‘::;c s § g E % EE ; ; % g E— E Otros g ;i gi Referencia
L O 2 g ﬂl " b
\Desulfblomaculun
pigrificans sS(mix. 70)| 1 | + + 0+ -] - |or|ofor] - - | fructosa NC 5 fm; ;B;Ponsﬁci;;ﬁ; Klemps
1 ICampbell y Postgate, 1965; Klemps

prientis ¥ i + + + - - nr or = b NC " oL, 198%: pm iy

ini. : Postgate, 1965; Klemps ¥
(] = o2 | R ] el e i s _ s ool i : 1ons;ypoeme, 1984
pntareticum 20-30 i nr + |or ) - - or |or | or for|ooc|oor Blucosa NC - Yy col, 1969; Postgate, 1984
pcetoxidans - 35 c | - O I N B B I I R - butanol bi . :‘m 11984; Widdel y Pfenning,

ideum 31 i + 13 . - or or |or |or | or | - or . NC - Vi 1983
%""‘“’“‘m . Joiw - F@as [+ - [+ [O[@ ] + | feiacetslo | NC | - [Cord-Ruwischy Garcis, 1983

{rovibrio
Hesulfiricans 30-36 i + + | + - - or |or | o | + | + ¥ colina Ninguno - r:;'lu, 1984; Postgate y Campbell,
vulgaris 30-36 i |+ +|@®] - - |or|or |0 |+ |+ - oxamsto | Ninguno | - ;;;!le. 1984; Postgate y Campbell]
gigas 30-36 i+ +1#] - e oo |or| - 2 . bi . ;:sle, 1984; Postgate y Campbell]
afficanus 30-36 i + + |+ ] - - or |oe o] - | + ] - or Ninguno | - ones, l::ll,;lﬁﬁm 1984; Postgatq
palexigens 30-36 i |+ + |+ -] - |oe|oe|me| - |+]- o Ninguao | 20 [7o°% 1984; Postgale y Campbell,
baculatus 2837 1 |&® + | - | - or |or [or o | - | + | e or NC 2 w 1984; ;’;m {wq:mpbd.
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Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

Tabla 2.4 Propiedades de las BSR y su temperatura Sptima de desarrollo (Zefindery col, 1982) (continuacién...)

Denadores de electrones
ElE ; o5 |z
Especles épm;c E % .E. ; i ; EE gg g E ; E Otros ig g Referencia
HHEHU i1
i pdismutans 30-35 i |l#H] -1+ +]- - or | or | or nr bi, pt - [Bak'y Pfenning, 1987
thermophilus 65(mix.85) i |+ |+ | + or [or |or [or | - | or nr NC ” :’;;?u. 1984; §mym
sapovarans 34 i + | -] - |416]| - | + or Ninguno | - :’:gﬁns y Widdd, 1981; Postgate,
paarsii 33 | e i G (@8] + D |+ | - |- |- = Niagmo | = mfgsgﬁ;w;m i
|\Desufmonas
pre | » [efef-To]e]-] m[mfml-Jo]-] = [ o |- (S5 emaimstons
T}
S YT 2 ) 0 R R -l
ionicus 28-39 i - 3 . - 7 & Pms?‘fd-. 1981; Widde ¥
p’vm; b 35 i : - : + | - 3 or | or | or nr : :C - Smdnx::!.u'll ;::4
Postgatei 2832 c - - - |+ - or pa, bi 7
fiydrogenophilus 28-32 c [+ - ] + nr pa,bi | 20 Pfenning y col, 1981; Widde ¥
Latus 28-32 [ - - + - - nr bi, th 20 [Pfenning, 1981; 1984
Curvatus 28-30 c @[ - + | + P nr bi 10
\Desu{fbcoccus
multivorans a5 c 4+ |+ |B|36|+ |+ +]-]-]+ W pabith | S mlgucol.. 1981; Widdd ¥
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Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

Tabla 2.4 Propiedades de las BSR y su temperatura bptima de desarrollo (Zefindery coll, 1982) (continuacitn...)

i oxidacién incompleta a fcido acético como producto final

¢ oxidacién completa a diéxido de carbono

NC no conocido

Donadores de electrones
g 2 w | @
MHHAHRU A HEE HIEY
Especles Lious g g 2 E ® g g g% g E E_ g | otres 5§ 8 Referencla
L q : | H S
¢ S| AlZlB |2 |33 |¢ 8
0 e
nicotinato,
hiacini 29 c |+ |+] - |+ |®|oe S BN R N R e cinato, | o th | 15 Jmhoff:Stuckde y Pfenning, 1983
pimelato
esarcing
variabilis I 3 c l +* |+- + |+ || 314 I - |(+) I (+)| + ‘ , —Lj fenilacetato, TN-W ‘ 15 mlzmcloll;uwsh Widde
Denifobacterium *
hutotrophicum 20-26 c [F |+ ]+ [+ [@[0O)r16] + [ + ] - [+ ]+ - | succinato | bi,ni,th | 20
vacuolatum 2530 c |* || F D [@®[e16] * [& @ + | + | - | succinato | Ninguno | 20
bhenolicum 28 cel|l-|lwl-|1d|ld|@|-|-]-|d|l]|+ f“"’"! peoresol, yrnguno | 20 Baky Widdel, 1986
indolicum 28 cl - @ - 1B -1-1-1"1@]- indol Bl2_ | 20 E*y\'ﬁddd. 1986
ratecholicum 18 e | NI OB HIBOIE2WW]| or |or e (BB ]| + catecol NC -+ _[Szewzyk y Pfenning, 1987
i
Vimicola X c |+ |+ | + @34 |+ |+ |+ +] - - succinato bi
fmagnum 32 c - G o . |30 |+ | #H |+ ]|+ B+ succinato  |pa, bi, B12
r, no reportado o no determinado "
s pa para-aminobenzoato
*utzado bi biotina
+* proliferacién autotréfico pt dcido panteaténico
() escasamente utilizado th tiamting
- 1o utiizado ni icido nicotinico
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2.2 BACTERIAS METANOGENICAS (BM)

Las BM utilizan compuestos simples. La mayoria de sus sustratos contienen un sélo tomo de
carbono o son de bajo peso molecular. La Tabla 2.5 muestra las reacciones llevadas a cabo por
las BM. El protén al pasar por la membrana celular se emplea para la sintesis de ATP y,
ademds, la reaccion redox genera la sintesis de carbono celular. Existe poca informacién de la
composicion de la membrana celular de las BM para esclarecer los mecanismos de
transferencia de iones. El azufre es un nutriente esencial para las BM para su desarrollo
6ptimo aunque sélo a concentraciones bajas (Bryant y col., 1971; Rénnow y Gunnarson, 1981;
Zehnder y Wuhrmann, 1977).

La cantidad de ATP existente se utiliza para la biosintesis y esta cantidad empleada depende
de las rutas de fijacion del carbono en la composicion celular (Lens y col., 1998):

1kg DBO=15.625mol CH, 6 350 LCH, @-1)

Tabla 2.5 Reacciones fevadas a cabo por las BM (Lens y Hulshoff Pol, 2000)
Reaccién AG kJ/mol CH,

4H+C0; —» CHe+2H,0] -1304

AHCOO  + 4H+ — CH,+3C0+2H;,0] -1193

4CO+2H;0 - CH+3C0,| -185.5

4CH,0H — 3CH+COz+2H,0] -103

4CH;NH;"+2H;0 — 3CH,+CO+HNH,'| -74
2(CH3);NH;"+2H,0 — 3CH+CO+2NH, | -74

4(CHa);NH'+6H,0 — 9CH+3COHNH,'] 74
CH,COO+H' — CH,+CO,] -32.5

Las BM proliferan en un intervalo de pH 6ptimo de 6.7 a 7.8. Las BM tienen la propiedad
comun de la produccion de metano de un compuesto con un mimero limitado de carbones. La
Tabla 2.6 muestra la clasificacion de las BM indicando al mismo tiempo su morfologia,
sustrato, temperatura Optima y sustrato de cultivo para su desarrollo. Pueden observarse en
esta tabla, 14 especies que estin presentes a condiciones termofilicas y son:
Methanobacterium thermoaggregans, Methanobacterium thermoalcaliphilum,
Methanobacterium  thermoautotrophicum,  Methanobacterium  thermoformicicum,
Methanobacterium wolfei, Methanobacterium ivanovii, Methanothermus fervidus,
Methanococcus jannaschii, Methanococcus thermolithotrophicus, Methanogenium fritonii,
Methanogenium thermophilicum, Methanogenium wolfei, Methanosarcina thermophila y
Methanothrix thermoacetophila

E Doctorado en Ciencias Quimicas (ingenierfa UNAM ~ pi
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Tabla 2.6 Clasificacién y propiedades de las BM y su temperatura Sptima de desarrollo (Zafindery col, 1952)

Temperstira | gy etor de desarrollo
Especle Morfologia Pared celular | Sustrato Referencia
N o esenclal organico
ORDEN L METANOBACTERIAS
Familla L. Methanobacteriacese
Género L Methanobacterium
M. alcaliphilum Bastones largos a filamentos DND HyCO; | 37 B’;‘}.‘r‘:“"cg""“"““ Worakit y col., 1986
: e Py oL 1975 |
M. bryantii Bastones largos a filamentos | Pseudomureina | HyCO; | 37-39 . T
M. formicicum Bastones l.l"gol afilamentos | Pseudomureina 'r{o{fgﬁ 37445 - .Miul,wag'soF@m;
M. Ivanovil ~Bastones a fild DND H;/CO; 43 - Belyaey y mlf},'lgSS
M. thermoaggregans ey globs ] " DND Hy/CO; 65 % B %’; iacher,
M. thermoalcaliphilum Bastones largos a filamentos DND HfCO, | 58462 | Extracto delevadura B_l"""]"?",&? col,
M. thermoautotrophicum Bastones largos a filamentos | Pseudomureiha Hy/CO, 65410 - Ba_il:hl ;socol;. 1979;
Hy/CO4, — Zhilina e Iarionov,
. thermeformicicum ”
M. Bm DND formato 55 . 1984
M. uliginosum Bastones largos Pseudotnureina | Hy/CO; 40 - Konig, 1984
M. wolfel Bastones Pseudomureina | Hy/CO; 55465 | Extracto de levadura | Wintery col., 1984
Genus I1. Methanobrevibacter
M. arboriphilus Bastones cortos, cadenas cortas | Pseudomureina | Hy/CO; 37.39 Cisteina Balclh[.ylccil.g,ég 9
Hy/CO. wél.l lﬁ’f?ib Balch L, 1979,
: 2 co, = ¥ coL., v
M. ruminantium Bastones cortos, cadenas largas | Pseudomureina formiato 37-39 metilbatirato, Mah, 1980
aminodcidos Bl
Hy/CO ’ : ; y col., 1979;
M. smithil Bastones cortos, cadenas largas | Pseudomurcina | o3 =2 | 3739 Acido acético Mah, 1980
Familia II. Methanothermaceae
Género L Methanothermus .
M. fervidus i Bastones cortos | Pseudomureina | HyCO;, | 83 | Extracto delevadura | Stettery col., 1981

DND, dato no disponible
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Fublu 26 Clasificacion y propiedades de lss BM y su tenperatura sptima de désarrollo (Zehnder 1 r.'of 1 9&2) (continuacisn...)

Tenp.
Espeda Morfolegia Pared cdulax Susirabo éplinka dmmllo Refaendia
} €, | esendal oxgimico .
ORDEN II. ME TANOCOCCA s, Sy
Familia |, Mahanocedcacesa
, Methanocoocus F , i z o [
%5 DHD Protema Foonato _DHND “DRD Scehid y col, 198¢
M delse Cocos imegulares DND o] 37 3 Cortry col,, 1983
HiC0 ' . ’
Mpisiug Cocos imegulans DD metanol, 36 : 3“’“"“'1?815? <l
m.enlnnhhs ; . L T
M Ralophitus - g DND - NE=at : Znifing, 1083
I JanAnichil Cocos mregulares DND H,/CO, 85 4 Jorks y c91., 19834
M marpehudis Cocos imegulires DND EW/COy, | 3539 : Jonds ¥ col., 19835
M hemotichovaphicus Cocos fmegulares & regulares Proteina g 65 ; Iﬂury col., 1982
- ; ; moi T x r’cbl 19?9
M vihniesi Cocos fmegulires 4 regulines Proteina odbetrtd 36-40 - ggn oﬁs
1 7k cana | BuE <ol 1975,
M volae Cocos iregalares & gulires DND B/C0n, 3540 | 4 ‘dd“i i , 153 ;.ér;ghnh
=3 d
Orden 11, METANOMICROBIA , :
Fanilis [, Methaomicobiacess
Gl 1. Meahaomicrobion . n_i 22 ¥ = ; il
M mobile Bastanes cortos Protafna H’, .ft‘! 0!,, 40. | .Fiido de rimmin EEY ‘°}‘98:]9”
H payatoi Bustonss cortos Trvgalarts DED H,/C0, W0 | Addo Mo w}‘m“m—
Canero II._Iethanogeninm
Acido tcm:d
Cocos imegulaes formando Hy/C0,, extracto da i ] -
M aggregans sgrepie DHND ; 35 Wadurs 0. Ollikrer y col., 1985
tripticasa peptona

DND, date no dispondhle
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Tabla 2.6 Clasificacién y propiedades de las BM y su temperatura Sptima de desarrollo (Zefinder y cof, 1982)  (continuacion...)

Temperatura Factor de :
Especle Morfologfa Pared celular Sustrato ptima desarrollo Referencia
. °C esencial orgénico
M. bourgense Cocos irregulares DND H,/CO,, formato 37 Acido acético Olliver y col., 1986
. Acido ? chy col., 1979,
M. cariaci Cocos irregulares Proteina H3/CO,, formato 20-25 dihaits d:&l:wm' Mah, l?ﬂflr.gg:bel y
<o 3
M. fritonii Cocos irregulares Proteina Hy/CO;, formato 57 - Harris y col., 1984
: Balch y col., 1979,
M. marisnigri Cocos irregulares Glicoproteina H,/CO,, formato 20-25 Tripticasa Mah, 1980; Zabel y
col.,, 1984
M. olentangyi Cocos irregulares DND Hy/CO, 37 Acido acético Corder y col., 1983
M.tatil Cocos irregulares a regulares | Glicoproteina Hy/CO,, formato 37-40 Acido acético Zabel y col., 1984
R 3 % 7 y Acido acético, | Rivard y Smith, 1982;
M. thermophilicum Cocos irregulares Glicoproteina H,/COy, formato 55-58 tn pﬁms_a Zabel y col,, 1985
M. wolfei Cocos irregulares DND - H,/CO,, formato 45 Ma‘.::mm Acatico,
Género L Methanospirillum X
Bastones regulares curvados a Balch y col, 1979;
M. hungatel largos filamentos en espirales Protefna H,/CO;, formato 30-40 - Mah, 1980-
Familia IL Methanosarcinaceae I
Género L Methanosarcina
Cocos irregulares formando Metanol,
M. acetivorans - quistes Proteina metilaminas, acetato 35-40 - Sowers y col., 1984
Cocos irregulares formando | Heteropolisacdri | H,/CO,, metanol, Balch y col., 1979;
M Barkerl paquetes’ dos metilaminas, acetato | 3340 = Mah, 1980
Hy/CO; muy lento, .
M : Cocos irregulares romwndo Hetcmg:lisacéd 3 metanol, 1040 . mg,ml‘!:aoi;\&ah y
Quistes | metilaminas, acetato th, 81
DND, dato no disponible =2 :
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Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

Tabla 2.6 Clasificacion y propiedades de las BM y su temperatura ptima de desarrollo (Zefinder y col, 1982) (continuacion...)

Temp.
Especie Morfologia Pared celular Sustrato 6ptima HAste e deagndtls Referencia

Cocos irregulares : : H,/CO,, metanol, p-amino .
M. thermophila formando agregados Heteropolisacdridos metilaminas, acetato 50 benzoico Zinder y col., 1985

Cocos irregulares H,/CO,, metanol, Mah, 1980; Zhilina
A T formando quistes i metilaminas, acetato | *° . y Zavarzin, 1979
Género II. Methanococcoides
M. methylutens Cocos irregulares Proteina Metanol, metilaminas | 30-35 : i
Familia IIL Methanoplanaceae
Género L Methanoplanus
M. endosymbiosus Placas cuadradas Glicoproteina H,/CO,, formato 32 . V“;‘ﬂ f_‘"{%ﬁ'g‘ y
M. limicola Placas cuadradas Glicoproteina Hy/CO,, formato 40 Acido acético s
Familia no asignada
Género: Methanothrix
M. concilii Bastones a filamentos DND Acido acético 35-40 - Patel, 1984
M. soehngenii Bastones a filamentos Proteina Acido acético 37 - Huser y col., 1982
M. thermoacetophila | Bastones a filamentos DND Acido acético 65 “ Nozhiov '“"“19“§4" Chudina,
Orden y familia no asignada
Género Methanolobus
M. tindarius [ Cocosimregulares | Glicoproteina | Metanol, metilaminas | 25 | - [ Kénig y Stetter, 1982
Género Halomethanococcus
H. mahi [ Cocosirregulares | DND | Metanol, metilaminas | 35 | - | Paterek y Smith, 1985
Género Methanosphaera

: Acido acético, tiamina, Miller y Wolin,
M. stadtmanae Esféricos Pseudomureina Methanol 37 Blenciia 1985
DND, dato no disponible
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2.3 EQUILIBRIO ANAEROBIO Y COMPETENCIA ENTRE BSR Y BM

La presencia de iones sulfato en aguas residuales incrementa considerablemente la
complejidad de las rutas de biodegradacion (Widdel, 1988). Por ejemplo, las BM,
acidogénicas y acetogénicas compiten con las BSR por los sustratos disponibles. En la Figura
2.1 se presenta un diagrama de la degradacién anaerobia de un sustrato complejo con
presencia de sulfatos. La figura presenta las especies microbianas que intervienen.
Comunmente, el 70% de acido acético producido es empleado por las bacterias metanogénicas
acetotroficas y el 30% de H, y CO; producidos es- utilizado por las bacterias metanogénicas
hidrogenotréficas para la produccion de metano y CO,, como resultado de la metanogénesis.
Pero, cuando hay presencia de sulfatos, se genera una via de degradacion, que es la sulfato-
reduccion.

Las BSR hidrogenotroficas compiten con las BM hidrogenotréficas por el sustrato H, y CO;
(Omil y col., 1996; Rinzema y Lettinga, 1988b; Visser y col., 1993b). Esto permite corroborar
que las BSR hidrogenotréficas ganan mas energia del consumo del hidrégeno molecular y
tienen un mayor afinidad que las BM hidrogenotréficas, haciendo que descienda la
concentracion de hidrogeno por debajo del valor inicial para las BM hidregenotréficas (Oude-
Elferink y col., 1994). Esto podria explicar la rdpida inhibicién de las BM hidrogenotréficas
cuando se alimentan iones sulfato a un reactor anaerobio: Las BSR acetotréficas compiten con
las BM acetotréficas por el acido acético (Gupta y col., 1994; Hoeks y col., 1984; Mulder,
1984). Se ha reportado que las- BSR pueden competir por intermediarios en la degradacion
anaerobia, tales como hidrégeno y formato con las BM y las bacterias acetogénicas sintroficas
(Isa y col., 1986a; Gupta y col:, 1993), écideo acético (Isa y col., 1986b; Parkin y col.; 1990),
acido propiénico (Parkin y col., 1990; Visser y col., 1993a) y 4cido butirico (Visser y col.,
1993a; Mizuno y eol.; 1996). Puesto que-las BSR tienen mas afinidad por el sustrato que las
BM, es comiin pensar que, en condiciones de presencia de iones sulfato, las BSR pueden
competir con las'BM por el hidrégene y cido-acético (Kristjansson y col., 1982),

Todos estos mecanismos de competencia reducen el sustrato disponible para las BM. El
resultado- de esta competencia es importante para determinar los niveles- de-los productos
finales como metano y acido sulfihidrico. El efecto de los iones sulfato se explica si la
metanogénesis y la sulfato-reduccién se consideran comeo- una alternativa a las reaceiones de
degradacion que compiten por sustratos comunes (Winfrey, 1983; Ward y Winfrey, 1985)
aunque en la presente investigacion, se estudiard-un sustrato- complejo del que se desconoce
las posible reacciones.

La Tabla 2.7 muestra diferentes- investigaciones que- relacionan eiertos parametros como
indicaciones para conducir un reactor anaerobio hacia el predominio de una poblacion
microbiana sobre otra. Algunas de estas- investigaciones se- mencionaron en la Tabla 1.2 e
involucran la manipulacién de la composicion del indculo o las condiciones ambientales,
como por ejemplo, €l pH. La relacién-de las BM:BSR de un-lodo pudiera manipularse por la
adicion de cultivos puros de las BM o las BSR o creando condiciones desfavorables para una
poblacion no deseada durante un corto intervalo de tiempo. La Tabla refleja los esfuerzos en
manipulacién por disminuir la competencia de las BSR sobre las BM, algunos exitosos
(porcentajes negativos) otros-lo contrario (porcentajes positivos y 0%).
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Polimeros complejos
(carbohidratos, proteinas, lfpidos)
Bacterias hidBm].{ : hidrélisis Bacterias
productoras de n pmducﬁoras de
hidrd e Oligémeros acido acético
(aziicares, aminodcidos, péptidos)
um:ldogﬁesls
Propionato, butirato, etanol ﬁ“d"
HCO» |~  4cidosgrasosdecadena larga || acético

acetogénesis —acetogénesis

Bacterias Bacterias

acetogénicas acetogénicas

e

ﬁl’nﬁlm de

idrégeno
Sulfatorrednccién ﬂ Sulfstorreduccién
BSRhidrogenotréficas COy+H,S ¢ BSRacetotréficas
Bacterias Bacterias
metanogénicas metanogénicas
hidrogenotréficas acetotréticas
> CH.CO, g
Metsnogéness 100% Metanogénesis
Figaura 2.1. Diagrama del equilibrio anaerobio en presencia de iones suffato (modificado de Rodriguez-

Rfvera, 1993)

Afortunadamente, los métodos que mejoran el desarrollo de una poblacién de las BSR después
de una inhibicion selectiva por las BM comprende choques de altas concentraciones de
sulfuros (Omil y col., 1996) o a choques de altas temperaturas (65°C) (Visser y col., 1993a).
Esto se debe, a que las BM son mas sensibles que las BSR a cualquier cambio en la
concentracion de sustratos, sulfuros y temperatura y necesitan tiempo de adaptacién a los
cambios. Este tiempo de adaptacion puede ser prolongado y hasta ahora no existen
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investigaciones al respecto. Es por ello, que los resultados de esta investigacion pueden
contribuir para determinar la competencia entre las BSR y las BM por efecto del aumento de
la temperatura de 35 a 55°C.

La hipétesis planteada en este trabajo sostiene que una biomasa adaptada a condiciones
termofilicas tendrd una poblacion bacteriana de BM adaptada, tanto a sustrato como a sulfuros
y temperatura. Para poder determinar el efecto real que se obtiene al aumentar la temperatura
en las poblaciones de BM y BSR, se requerira de tiempo de adaptacion que permitan mejorar
los resultados poco exitosos con las BM obtenidos por choques de temperatura (Visser y col.,
1993a). En estos experimentos se obtuvieron un cese de la produccién de metano y la
inhibicion de la actividlad metanogénica al exponer la biomasa mesofilica a condiciones
termofilicas por medio de un choque térmico de 9 horas mientras que la actividad sulfato-
reductora se vi6 incrementada. Los resultados de los experimentos basados en la hipétesis de
la investigacion objeto de esta tesis aclararan si la estabilidad de las BM en la operacién
aumenta y su competencia con las BSR por los sustratos disminuye.

Tabla 2.7 Efecto de cambios en las condiciones de operacion sobre la competencia entre las BSRy las BM:
Incremento de la proporcion de las BSR que remueven la OQO (Hulshoff ®oly col, 1998)

Incremento o disminucion del

Medida % de remocién de DQO por Referencia
Ia-s BSR

Manipulacion de la composicion del influente

¢ Incremento de la concentracién de 4cido acético -15 Omil y col., 1996

¢  Adicién de hierro (2,000 mg/L) 0 Isaycol, 1986ayb

* Adicién de elementos de transicion 0 Clancy a{ ool 1992

« Disponibilidad de donadores de electrones . ND Vroblesky y col., 1996
Manipulacidn de la composicion de la biomasa

e Adicion de Desulforhabdus amnigenes 0 Omil y col., 1997

o Expomctén al oxigeno 35 Omil y col., 1997
Manipulacidn de condiciones de operacidn

s  Alteracién del pH 41 Omil y col., 1996
Tratamientos de chogque

s Disminucion de la temperatura a 15°C 0 Omil y col., 1997

* Incremento de la temperatura a 65°C 30 Visser y col., 1993b
Manipulacion del disefio del reactor

¢ Velocidad ascensional arriba de 4 a 6 m/h -30 Omil y col., 1996

e Reactor de lecho de lodos de etapa estacionaria 10 Lens y col., 1998

*  Reactor con deflectores 30 Lens y col., 1999
ND= no determinado

2.3.1 Relacién DQO/sulfatos

Hay muchas investigaciones sobre la relacion DQO/sulfatos, aunque al efectuar la revision
bibliografica para la presente tesis se encontraron algunas contradicciones como pueden
observase en la Tabla 2.8, donde Choi y Rim (1991) y Rinzema y Lettinga (1988a) dicen que
entre una relacion de DQO/sulfatos de 2 a 10 puede observase predominio, tanto de las BSR
como de las BM, dependiendo del sustrato empleado. Encontraron predominio de las BM

-
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cuando se tratan aguas residuales industriales y predominio de las BSR cuando se tratan
sustratos especificos de bajo peso molecular como écido acético o acido propidnico. En esta
investigacion se emple6 un agua residual industrial por lo que se esperaria que predominen las
BM sobre las BSR.

Oude-Elferink y col. (1994) realizaron un estudio bibliogréfico sobre varias investigaciones en
sulfato-reduccion. Ellos concluyen que la proliferacién de las BSR comparadas con la de las
BM deberian ser predominantes en un exceso de sulfato con relacion de DQO/sulfatos de 1.7.
Sin embargo, condiciones ambientales especificas en los bioreactores son de gran importancia
para determinar este aspecto. En condiciones limitantes de sulfatos, la sulfato-reduccion
depende de la competencia de diferentes tipos de sulfato-reductores que son capaces de crecer
fermentativamente o acetogénicamente. Por tanto, la sulfato-reduccién en los bioreactores
metanogénicos en muchos casos no es directamente proporcional a la relacién de
DQO/sulfatos. Aunque una supresién completa de las sulfato-reduccion en relaciones altas de
DQO/sulfatos es dificil de conseguir, debido a que la oxidacion de hidrogeno por las BM es
facilmente tomada por las BSR.

Tabla 2.8 Predominio de competencia entre las BSR y las BM con respecto a la relacién DQO/sulfatos

Predominio Relacién DQO/sulfatos
BM__ 2.7 Choi y Rim, 1991
10 Rinzema y Lettinga, 1988a
: 0.67 Lens y col., 1998
Competencia | s Ce_liqsz2000
menor de 10 Rinzema y Lettinga, 1988a

2.3.2 Concepto de flujo de electrones

Isa y col. (1986a, b) introdujeron el concepto de flujo de electrones, como el grado de
competencia entre las BSR y las BM en reactores anaerobios de alta tasa. El flujo de
electrones designa la relacién de DQO consumida por las BSR o por las BM del total de DQO
removida. Las formulas para determinar el flujo de electrones se presentan en las ecuaciones
2-2 y 2-3. El término DQO-ASO; se estima mutiplicando la cantidad de S-SO4 reducida por un
factor convencional de 2 (gDQO/gS).

(DQO - CH,gas) + (DQO — CH,liquido)
(DQO - CH, gas) + (DQO — CH,liquido) + (DQO — ASO,)

Flujo de electrones de BM= 2-2)

(DQO-AS0,) 5

Flujo de electrones de BSR=
ARy (DQO - CH, gas) + (DQO — CH, liquido) + (DQO - ASO, )
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donde
(DQO-CHygas) = Produccién de metano de las BM en la Ease gaseosa en equivalentes de DQO
(DQO-CH,liquido) = Produccién de metano de las BM en la fase liquida en equivalentes de DQO
(DQO-ASO,) = Sulfatos reducidos en equivalentes de DQO

En la Tabla 2.9 se muestran resultados de flujo de electrones en diferentes sustratos y sus
relaciones con las BSR y las BM.

Tabla 2.9 Flujo de electrones en diferentes sustratosy sus relaciones con las BSR y las BM (Isa 'y col,

19864, 6)
2 .2,| %Flujo de | Efecto sobre la
Muestra SOJL'S l;{o s:)l?'a?:s m electrones | produccién de | Referencia
ﬁk BM metano —
Aguas residuales de sy s Welander y
ia dustria del vapel] 077 | 11.50 15 7 04 |99.6 | Sin inhibicin |, < son, 1983
Aguas residuales Kroiss y
la obtenciondel | 0.58 | 8.92 153 7 16.7 | 83.3 | Ligera inhibicién | Wabnegg,
4cido citrico 1983
Aguas residuales de Kroiss y
laobtenciéndel | 127 | 1050 | 83 12 |273|72.7 | Ligera inhibicién | Wabnegg,
4cido citrico 1983
Lodo residual 120 | 1.80 1.5 67 | 53.4|46.6 | Fuerte inhibicién 1&‘?"‘;‘;&"
Lodo residual 1.60 | 1.80 1.1 89 |92.3| 7.7 | Fuerte inhibicién l:;‘;"‘ﬁ";gj
Lodoresidual | 1176 | 275 | 023 | 428 [916 8.4 | Fuerte inhibicién | Butiny col,

2.3.3 Esquema estequiométrico

Kalyuzhnyi y Fedorovich (1997) presentaron un modelo que simula el tratamiento anaerobio
de aguas residuales orgénicas solubles conteniendo diferentes concentraciones de sulfatos. Los
aziicares y los dcidos grasos volatiles son los compuestos quimicos tipicos de la parte organica
de esas aguas residuales. De este modo, Kalyuzhnyi y Fedorovich eligieron la sacarosa y los
acidos propidnico y acético como sustratos en el influente. Ya que la vinaza es un agua
residual compleja, cuya composicion quimica es desconocida, en el presente estudio se
emplearon pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora con el 4cido acético y el
acido propidnico para corroborar su comportamiento con respecto a los experimentos de
Kalyuzhnyi y Fedorovich (1997). Estos autores dan la secuencia de las reacciones
simplificadas por las cuales los sustratos en el influente se transforman por diferentes grupos
de bacterias anaerobias:

C,,H,,0,, —%—0.667CH,COOH +0.333H, (2-4)
C,H,COOH —*+-0.571CH,COOH + 0.429H, (2-5)
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C,H.COOH +0.643H,S0, —*+>0.571CH,COOH +0.214H,S (2-6)
CH,COOH —**->CH, (2-7)

CH,COOH +1.5H,80, —*—0.5H,S (2-8)
H, —XCH, (2-9)

H, + H,80, —*—>0.5H,S (2-10)

De acuerdo al esquema estequiométrico, el proceso de conversion se lleva a cabo por 7 grupos
de microorganismos:

Grupo X, contiene todas las bacterias “fermentativas”

Grupo Xz, todas las bacterias acetogénicas degradadoras de acido propionico
Grupo X;, todas las bacterias sulfato-reductoras acetogénicas

Grupo X4, todas las bacterias metanogénicas acetotroficas

GrupoXs, todas las BSR acetotroficas

Grupo X, todas las BM hidrogenotroficas

Grupo X7, todas las BSR hidrogenotroficas

Por ello, mediante el estudio estequiométrico se facilita la visualizacion general sobre las
reacciones microbianas involucradas en la degradacion, en este caso, de tres sustratos
diferentes. La composicion quimica de las vinazas es desconocida por lo que, mediante el
seguimiento quimico de los productos de biodegradacién metanogénica y sulfato-reductora y
la determinacion de las actividades metanogénica y sulfato-reductora con diferentes sustratos
(acidos acético, propionico y butirico), se empled para tratar de dilucidar la ruta de
biodegradacion de este sustrato complejo.

En la Figura 2.2 se muestran las rutas de degradacion hipotéticas para esta investigacion con
los subproductos de la degradacion anaerobia que se mediran.

CH.(gas). CHu(lig.)

Ruta’ COx(gas)> COx(liq. ) +H,0H.CO3H +HC O H' +COy 2 CO5™
metanogénica

CNS Células metanogénicas

+

H:0 H.S(gas) <0 H,S(liq.) <V H'+HS ©H+§™©8§"
Ruta sulfato-
ediacton Células sulfato-reductoras

Figura 2.2 Rutas de degradacién anaerobia fiipotéticas para este estudio
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2.3.4 Degradacion de acido propiénico

Uberoi y Bhattacharya (1995) condujeron experimentos intermitentes y continuos a escala de
laboratorio para estudiar las reacciones predominantes en la oxidacién del 4cido propiénico
por las BSR. Segiin estos autores, la oxidacién del 4cido propidnico en sistemas anaerobios en
presencia de sulfatos ocurre de acuerdo con las reacciones bioldgicas que se muestran en la
Tabla 2.10. Con base en ellas, concluyeron que existian dos posibles mecanismos, bajo
concentraciones limitantes de sulfatos:

1. El écido propidnico es utilizado por las BSR y BA no sulfato-reductoras y el 4cido
acético y el hidrégeno generados se utilizan por las BM

2. El 4cido propiénico es usado por BA no sulfato-reductoras y el acido acético generado
es empleado por las BM y el hidrogeno generado es empleado por las BSR y las BM

En las pruebas emplearon una relacién 4acido propidnico:sulfatos de 2.2 (concentracion
limitante de sulfatos), donde el 4cido acético formado fue principalmente empleado por las
BM, con una disminucién gradual en esta relacién de 2.2 a 0.44 (condicién rica en sulfatos).
Las BSR no compitieron con las BM por el dcido acético. En la Tabla 2.11 se muestra las
posibilidades de degradacién del 4cido propidnico.

Tabla 2.10 Reacciones de los pasos involucrados en la degradacién anaerobia de dcido propisnico en
presencia de sulfatos (Uberoi y Bhattacharya, 1995)

: . AG,
No. reaccién Reaccion W/mol
1 C,H;COO" + 3H,0 = CH;COO + HCOy + H' +3H, +76.1
2 C,H,COO" +0.7580,% = CH;COO" + HCO5 + 0.75HS + H' 378
3 CH,COO" + H;0 = CH,+ HCOy’ 310
4 CH,COO" + SO,* = 2HCO; + HS 473
5 3H, + 0.25HCOy + 0.25H" = 0.25CH,+ 0.75 H,0 -33.9
6 3H, +0.25 SO.* +0.25 H = 0.25 HS+ 3H,0 -37.9

Para esta investigacién se realizaron pruebas intermitentes en viales, empleandoen écido
propidnico. Con los resultados que se obtengan se vera si ocurre un fendmeno similar al
planteado por estos investigadores empleando biomasa adaptada a vinazas.

2.4 TOXICIDAD DE LOS SULFUROS EN LA DEGRADACION ANAEROBIA

La aparente inhibicién de la metanogénesis parece estar explicada por uno de dos efectos: La
toxicidad del H,S para las BM o por un cambio no favorable de potenciales redox debido a la
presencia de los iones sulfato. El H,S, en general, provoca la inhibicion de los grupos
bacterianos involucrados en la degradacion anaerobia por lo que reduce la eficiencia del
reactor. Los grupos més susceptibles son comunmente las BM. Estas BM pueden tolerar
relativamente altas concentraciones de H,S, de varios milimoles/L (Mounfort y Asher, 1979;
Ward y Olson, 1980; Zehnder y col., 1982).
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Tabla 2.11 Escenarios de degradacion anaerobia para el dcido propionico en presencia de sulfatos (Uberoi y
Bfattacharya, 1995)

. \t'l l“(l. n.n‘m____ e - . _j__ﬁic‘:[l‘li;‘l“o e g e e
Hidrogeno ——— H-S
acido propionico /
1 : ¢
% Acido acético —CH

Hidrogeno ———-# CH.
2 acido propionico /

T Acido acético ——# H1S

o Hidrogeno
3 acido propionico / 5

I % Acido acético .
Acido acético —® CH,
4 acido propidnico /
IO S g ——
Acido acélico
5 o propibnlos o \Ths -
Acido acético —* CHu
6 dcido propionico /

= Hidrogeno > 1S

P
4cido propidnico

4 > Hidrégeno ——— CH,
Acido acético T~
acido propiénico st »i
< " Hidrdgeno ==
Acido acético ~——y
acido propidnico / __—%H,
3 T Hidrégeno
Hidrogeno —~~==—"%» Hldrogmo
10 acido propiénico / -5
T Acido acético CH.
H:S
dcido propidnico ——/’_Z:
" = > Acido acético CH.
Tt /lr Acido acético —__ -h\“h C,HA
12 ) o
> Hi drégcno
Acido acético
13 acido propiénico ,/ 3 S
T Hidrogeno CH;
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Los sulfuros disueltos son altamente reactivos, corrosivos o toxicos para los microorganismos.
La toxicidad de los sulfuros depende del pH debido a que solo las moléculas de H,S no
disociado pueden pasar a través de la membrana celular (Speece, 1983). Con un pH cercano a
8.0 a 9.0, virtualmente, todos los sulfuros disueltos estan presentes en su forma ionizada. A
valores de pH neutros como los sistemas tipicos metanogénicos, del 20 al 50% de los sulfuros
disueltos estan presentes como H;S dependiendo de la temperatura. El mecanismo exacto de la
toxicidad del H,S no es claro. Un posible mecanismo de la toxicidad del H,S es la
desnaturalizacion de la proteina celular a través de la formacion de sulfuros y disulfuros entre
las cadenas de polipéptidos celulares. El HzS puede afectar también el pH interno celular
(Widdel, 1988). La literatura publicada sobre la toxicidad plantea que el fenomeno es muy
complejo, cuando no se considera el efecto del pH (Flaherty y col., 1999).

En la literatura se supone que la propiedad de inhibicién del H,S se debe a su forma no
disociada. Se ha reportado que la inhibicion de las BSR y las BM esta relacionada a la
concentracion de H,S a valores de pH de 7.0 y 9.0 (Koster y col., 1986; Visser, 1995; Flaherty
y col., 1998a). Por otro lado, Oleskiewicz y col. (1989) y McCartney y Oleskiewicz (1993)
concluyeron que la inhibicion de las BM se relacionaba tinicamente con la concentracion de
H,S no disociado. Hilton y Oleskiewicz (1988) encontraron que la inhibicion de las BM esta
relacionada con la concentracion de HzS libre. Flaherty y col. (1998a) encontraron que ciertas
especies de BM y BSR se inhibian por la concentracion de H,S no disociado entre un pH de
6.8 y 7.2. Estas observaciones sugieren que el HzS puede ser mas toxico a niveles de pH altos
debido seguramente al cambio de gradientes para cruzar la membrana celular y al incremento
de la difusion de la molécula de H,S.

Existen pocos datos sobre la sensibilidad de las BSR a la toxicidad de los sulfuros y los
encontrados son bastantes contradictorios. Isa y col. (1986a) concluyeron que el desarrollo de
las BSR en un reactor de lecho fijo no se vio afectado por las concentraciones altas de
sulfuros. En contraste, Widdel (1988) reportd inhibicion de un cultivo puro de
Desulfotomaculum acetoxidans a concentraciones de 85 mgH,S/L. Hilton y Oleskiewicz
(1988) encontraron que durante la degradacion de lactato, la inhibicion de las BSR estaba
directamente relacionada con la concentracion de sulfuros totales y la inhibicién de las BM
estaba relacionada con las concentraciones de H;S. Reis y col. (1992) reportaron una completa
inhibicién de las BSR al degradar lactato a concentraciones de 457 mgH,S/L. yapH 6.2 a 6.7.
Okabe y col. (1992) encontraron un 50% de inhibicion de un cultivo puro de BSR en lactato a
un nivel de 250 mgH,S/L a pH neutro. Se muestran resultados de otras investigaciones en la
Tabla 2.12 y la Tabla 2.13 muestra los niveles de inhibicion, tanto para las BM como para las
BSR.

Las medidas disponibles para prevenir la toxicidad de la concentracion de H,S no ionizado en
la degradacion anaerobia han sido la dilucion del agua residual a alimentar o la elevacion del
pH en el reactor. Esto ultimo es solo atil cuando el pH es elevado a un valor cercano a 7.5,
debido a que la transferencia de HS" disociado se compensa parcialmente por el efecto menor
de desorcion del H;S gas (Rinzema y Lettinga, 1988b).
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Tabla 2.12 Concentraciones de 3> inkibitorios de la sulfato-reduccion en funcion del pH

Biomasa Sustrato| °C pH H,S (mEIL) Referencia
Desulfovibrio sp. lactato | 37 | 6.2-6.7 457 Reis y col., 1992
Lodo suspendido lactato | 35 | 7.2-7.6 80 Okabe y col., 1992
Desulfovibrio desulfuricans | lactato | 35 | 7.0 250 McCartney y Oleskiewicz, 1991
Lodo suspendido lactato :;3 ;g i:g McCartney y Oleskiewicz, 1993
7.2-74 171 :
Lodo granular acetato | 30 3183 57 Visser, 1995

Tabla 2.13 Concentraciones de S infibitorios de la metanogénesis en funcion del pH

Biomasa Sustrato °C pH H;S (mg/L) Referencia
Lodo suspendido agua residual 37 | 7.0-72 130 Karhadkar y col. 1987
Lodo suspendido lactato 3 22 o McCartney y Oleskiewicz, 1993
Lodo suspendido acetato E - 50 Kroiss y Wabnegg, 1983

. 6.5-74 125 "
Lodo suspendido acetato 35 7779 100 Oleskiewicz y col., 1989
6.2-6.4 246
Lodo granular acetato 30 | 7.0-7.2 252 Koster y col., 1986
7.8-8.0 90
7.2-74 184
Lodo granular acetato 30 81383 % Visser, 1995

En la Figura 2.3 se muestran graficamente los valores reportados en las Tablas 2.12 y 2.13; en
ella puede verse que el pH es directamente proporcional la inhibicién de las BSR y las BM por

el st.

Concentracibén,

OBSR
®BM

Figura 2.3 Efecto del pi{ sobre la concentracién infibitoria de 305
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2.5 TRATAMIENTO ANAEROBIO A CONDICIONES MESOFILICAS

2.5.1 Arranque de reactores anaerobios

Es indudable que la reduccion del tiempo de arranque es uno de los factores para incrementar
la competitividad de los reactores de alta tasa. El arranque de reactores anaerobios esta
influenciado por la concentracion y composicion de las aguas residuales, el volumen, la
actividad y adaptacion del inoculo, los parametros ambientales (pH, temperatura, nutrimentos
y elementos traza), los parametros de operacion (carga organica, TRH y mezclado) y, por
ultimo, la configuracion del reactor (geometria y tamaiio). Todos estos parametros presentan
una interaccion muy estrecha (Malina y Pohland, 1992) y fueron considerados para el arranque
del reactor de 10 L para adaptar la biomasa a vinazas en condiciones mesofilicas.

El arranque de reactores biologicos es una actividad delicada y sumamente importante para
tener éxito durante el tratamiento. En esta fase, la biomasa se reproduce y adapta al agua
residual (cuando no se dispone de biomasa adaptada). Esta situacion conlleva a un periodo
inestable y de transicion, cuando el agua residual a tratar tiene una composicion quimica muy
diferente a la del sistema del que proviene la biomasa, como es el caso de la presente
investigacion. En los reactores anaerobios, debido a las bajas tasas de generacion de
microorganismos, el arranque de este tipo de reactores es atin mas lento y delicado, por lo que
se requiere de un indculo adecuado y las referencias de otros trabajos en lo que se hayan
estabilizado indculos anaerobios (Wu y col., 1988; Alphenaar, 1994; Ohtsuki y col., 1992,
1994).

Hay muchos tipos de sistemas anaerobios; para esta investigacion sera empleado el reactor
anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente (RALLFA). Este sistema es una variacion del
digestor de alta tasa y fue desarrollado en Holanda (Cail y Barford, 1985). A pesar de que no
existe un soporte definido, los microorganismos presentan propiedades de adherencia entre
ellos formando esférulas que estan rodeadas del efluente a tratar, llevando a cabo las
reacciones metabolicas de conversion. La biomasa granular, al retenerse por sedimentacion,
permite separar el tiempo de residencia hidraulica del tiempo de retencion celular. Con ello, se
logra tratar materia organica en reactores de tamafio mas reducido.

Un RALLFA consta de cuatro partes esenciales: 1) Un sedimentador en la parte superior, 2) Una
camara de almacenaje de gas, 3) Lecho de lodos, que es el reactor propiamente dicho, 4)
Sistema hidraulico. En este proceso, el agua residual entra al digestor por el fondo y fluye
hacia arriba a través de un lecho de lodos granulares relativamente denso y de un manto de
particulas de lodo floculado. Dentro de estas zonas se efectua la conversion de materia
organica a CHj y dioxido de carbono (Sax, 1982).

Para poder desarrollar el tratamiento anaerobio y especificamente el proceso RALLFA, es
necesario especificar la tecnologia adecuada que permita un arranque favorable de los
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reactores, asi como grandes cantidades de inoculo. Es necesario que el volumen del inoculo en
el reactor sea lo mas grande posible en relacion con las dimensiones del reactor (30%), con
suficiente actividad metanogénica, conteniendo una mezcla de diferentes géneros de bacterias
metanogeénicas y adaptado a las propiedades especificas del agua residual (Hulshoff Pol,
1987).

Sin embargo, para ello es necesario contar con reactores RALLFA en funcionamiento y que
hayan acumulado suficientes lodos, lo cual no siempre es posible. En general, es primordial
contar con un lodo granular que permita arranques rapidos, lo que es posible sobre todo
cuando el lodo esta adaptado a un agua similar. Como se sabe, no todas las aguas residuales
favorecen la granulacion. Aun asi, se ha reportado, que en algunos casos, el grano puede
mantenerse. Sin embargo, el cambio de agua residual puede provocar la desintegracion del
grano. Un RALLFA puede operar sin lodo estrictamente granular, lo importante es que tenga
buena sedimentabilidad y actividad. En tales casos, se pueden preveer problemas en la
retencion de la biomasa inoculada, con limitaciones en el incremento de la carga hidraulica
durante el arranque. El cultivo de lodo granular puede tomar de 2 a 6 meses en el intervalo
mesofilo y de 10 a 12 meses a temperatura ambiente. Para lograr esto, el lodo debe alimentarse
con la misma agua residual a tratar, pero diluida, es decir a bajas cargas, las que aumentaran
conforme el lodo muestre sefiales de actividad (Hulshoff Pol, 1987).

El conocimiento de la actividad metanogénica del inoculo es un elemento importante en su
seleccion y en el planteamiento de la estrategia de arranque del reactor. Las unidades en que se
expresa la actividad metanogénica especifica son kgDQO-CHykgSSVdia o tasa de remocion
especifica kgDQO/kgSSVdia. Los lodos granulares de los RALLFA industriales alcanzan
generalmente de 0.5 a 5 kgDQO/kgSSVdia. Cuando existen anticipadamente valores de
actividad metanogénica del lodo del inéculo se puede definir con mas confianza la carga de
arranque:
Mumix = Vi X Asp (2-11)

donde

M =Cantidad de DQOqu_e puede degmdm' diariamente el reactor como miximo teérico (kgDQO/dia)

V1. =Volumen de lodo de inéculo (m”)

X =Concentracién de SSV de lodo de indculo (kg SSV/m®)

Asp =Actividad metanogénica especifica del indculo a 37°C (kgDQO-CHy/kgSSVdia)

Este calculo es solo un limite tedrico maximo, porque esta fundamentado en la actividad
metanogénica especifica, la cual se realiza a 37°C y con acido acético como sustrato. Debido a
la baja velocidad de proliferacion de las bacterias metanogeénicas, el arranque de la instalacion
de este tipo de reactores puede requerir de varios meses, dependiendo de la cantidad de
biomasa activa e inoculada. En la Tabla 2.14 se resumen los parametros operacionales para un
arranque exitoso. Una de las estrategias de arranque a seguir, de acuerdo con De Zeeuw
(1988), es:

e La carga volumétrica debe aumentarse escalonadamente una vez que la reduccion de DQO
sea mayor que el 80 a 90% de disefio

8
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e Lareduccion de la DQO nunca debera ser inferior al 50%

Una importante consideracion es el estado de adaptacion del lodo anaerobio, es decir, si se ha
adaptado a iones sulfatos. Muchos estudios basados en las propiedades cinéticas han
demostrado que las BSR deben competir con otras bacterias anaerobias por el sustrato
(Widdel, 1988; Oude-Elferink y col., 1994, Colleran y col., 1995, Flaherty y col., 1998a). Esto
es reportado en estudios realizados a escala de laboratorio (Visser y col., 1993, 1993a;
McCartney y Oleskiewicz, 1991, 1993) y escala industrial (Flaherty y col., 1998b), empleando
lodos adaptados a iones sulfatos con poblaciones activas de BSR. Hay poca informacion, sin
embargo, de la naturaleza y resultados de la competencia entre las BSR y las BM en lodos que
hayan sido previamente adaptados a iones sulfatos. Es de interés determinar si las BSR estan
presentes en tal tipo de lodo y también, si las BSR pueden competir de una forma similar a la
observada en lodos adaptados a iones sulfatos (Flaherty y col., 1999).

El HS acumulado en grandes niveles inhibe la proliferacion y actividad de las bacterias
metanogénicas. La granulacion es la clave para el arranque de un RALLFA y puede también
inhibirse por el H2S que disgrega los granulos (Imai y col., 1998).

La literatura ha sugerido condiciones especificas para minimizar los tiempos de adaptacion en
los RALLFA (Tabla 2.14). Como por ejemplo, que la concentracion del indculo sea elevada y su
forma granular, ademas de indicar cargas organica masica y volumétrica iniciales minimas.

Cuando se tratan de aplicar estos parametros debido a las caracteristicas de cada reactor y de
las aguas residuales especificas, muchas veces los valores de los parametros operacionales
recomendados no pueden emplearse exactamente de la misma forma.

Tabla 2.14 Parimetros operacionales para el arranque de un RACLEA (Lettinga y col,, 1982; Salkjnoja y cof,,
1983; Wa y col, 1988; Hulshoff ®ol'y col, 1986; Souza y col, 1992; Hulshoff Pof 1987)

Pardmetro Recomendado
- 12 a 15 kgSSV/m’reactor  indculo concentrado
Concentracidn del indoulo 6 keSSVim'reactor _ inéeulo diuido
Temperatura 35° a 40°C
0.125 m/h a 0.3 m/h
Vi 0.25 para lodo disperso
velocidad ascendente 1 a 2 para lodo floculento
5 para lodo granular
TRH 24 h los primeros 20 dias de operacion
By carga orgdnica misica 0.05 a 0.1 kgDQO/kg SSVdia
By carga organica volumétrica 1 kgDQO/m’dia
C: de materia organica medida
oomoag‘éo cn ¢l Muerﬁc del reactor 1000 mgL:
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2.5.2 Tratamiento anaerobio de vinazas

De acuerdo con los siguientes parrafos, puede inferirse que el arranque de reactores
anaerobios para vinazas es diferente al de otras aguas residuales menos complejas. Hay
varios métodos para el tratamiento de las vinazas, particularmente, métodos biolégicos. La
vinaza es un sustrato complejo, en donde la degradacion anaerobia para este tipo de agua
residual es el resultado de un gran consorcio de bacterias que degradan los diferentes
compuestos. Los componentes principales de las vinazas son azicares, polifenoles, fenoles,
sulfatos de amonio, fosfato de amonio, 4cido sulfirico y levaduras (Rodriguez-Rivera,
1993). Las vinazas contienen materia organica abundante que incluye un gran nimero de
fenoles (Maestro-Duran y col., 1993) y sus polimeros. Estos compuestos quimicos son
conocidos como dificiles de degradar biolégicamente y poseen propiedades antimicrobianas
y fitotéxicas que impiden su tratamiento eficiente por degradacion anaerobia (Sorlini y col.,
1986; Sierra-Alvarez y col., 1988).

Ilangovan y Noyola (1993) encontraron que, durante el tratamiento de las vinazas en un
RALLFA, habia metales en el influente asi como en el lodo. Los analisis de metales del lodo
mostraron una completa ausencia de molibdeno y cobalto. Los metales presentes en los
lodos fueron zinc (2.08ug/gSST), niquel (6251g/gSST) y cobre (2.081g/gSST) en pequeiias
cantidades a comparacion del calcio, hierro, sodio y potasio. El potasio esta presente en una
concentracion de 2.28 g/L en vinazas diluidas a un 10%.

Uno de los problemas del tratamiento anaerobio de las vinazas es la pérdida de lodo
anaerobio por el efluente. El desarrollo de una biopelicula en un material de vidrio de poro
abierto (SIRAN) fue estudiado empleando un reactor anaerobio empacado a escala de
laboratorio alimentado con las vinazas. Los periodos de arranque pueden reducirse por el
proceso de colonizacion, adhesion de microorganismos y formacion de una biopelicula. Este
soporte provee de una alta densidad de la biomasa inmovilizada en el soporte (Pérez y col.,
1997).

Las vinazas se han investigado empleando tecnologias de tratamiento anaerobio de alta tasa,
filtros anaerobios, mantos de lodos y lechos fluidificados, a escala de laboratorio y piloto, en
los cuales, se han obtenido diferentes eficiencias de remocion de DQO en cada uno de ellos.
En la Tabla 2.15 se muestran los resultados obtenidos en esos diferentes sistemas anaerobios
y observarse que la eficiencia mayor se alcanzé en los reactores de lecho fluidificado.

En la presente investigacion se utilizé el sistema de lecho de lodos, el cual en la Tabla 2.15,
muestra una buena eficiencia, similar a la de los otros sistemas anaerobios. La omision del
soporte para inmovilizacion de las bacterias anaerobias aparentemente puede auxiliar en la
elutriacion de las BSR (Zehnder, 1988). Este (ltimo punto se explicara en el apartado 2.8
donde seran revisadas algunas teorias de otras investigaciones desde el punto de vista
microbiol6gico para comprender este fendmeno.
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El contenido de fenoles en las vinazas afecta la granulacion de la biomasa ya que los
compuestos fendlicos tienden a ser toxicos y los resultados de esta toxicidad involucran
lentamente una pérdida de actividad biologica anaerobia. La toxicidad se atribuye a dos
causas: 1) Penetracién de los compuestos fendlicos en las bacterias a través de la membrana
celular (Field, 1989) y 2) Facilidad de los compuestos fenélicos por interactuar con proteinas
de las membranas celulares (Haslam, 1974).

Tabla 2.15 Comparacion de la operucién de reactores anaerobios termofilicos de alta tasa para el tratamiento

de las vinazas
Mixima carga | Eficienclas de Eficiencia
Tipe de reactor Soporte orginica remocién mix. de Autor
kgmgm’_dh orginica % | remocién %
T
Lecho fluidificado SIRAN 32 815 97 P“"lg;"'
" Esférulas de resina Durin-de-Bazia
pusisy 36 70 ND s ot
Lecho empacado Pérez y col.,
fase estacionaria SIRAN it 75 84 1998
e Durén-de-Bazita
Anillos plésticos "pall 36 68 73 v col, 1990
. . Tubos de plastico Pérez y col.,
Filtro anaerobio L 20 50 75 ol
g Durino-de-Bania
Lecho de lodos ninguno 36 72 75 y col, 1990
ND= no determinado

Otro de los problemas del tratamiento anaerobio de vinazas es que se requieren tiempo de
residencia hidraulica largos para alcanzar eficiencias de tratamiento adecuadas (Durén y col,,
1988).

Las destilerias en la India ascienden a 160, de las cuales el 60% tienen tratamiento para sus
aguas residuales por métodos anaerobios. El biogas producido por estas plantas tienen
alrededor de 1 a 3% de H,S. Las vinazas generadas tienen una DQO de 100,000 a 160,000
mg/L y concentraciones de iones sulfato de 6,000 a 11,000 mg/L. En varias investigaciones
abocadas a reducir o inhibir la generacién de H,S en el gas se empled molibdato de sodio, ya
que es estereoquimicamente similar al sulfato. El molibdato de sodio puede competir en
reacciones bioquimicas en el transporte de la membrana celular y puede actuar como un
inhibidor de la enzima clave en la ruta de degradacién de la sulfato-reduccion, ATP-
sulfurilasa. Pero, al realizar los estudios con las vinazas y el molibdato, los procesos no han
resultado exitosos (Ranade y col., 1999). El mismo resultado fue obtenido por Yadav y Archer
(1989). Estos ultimos probaron con concentraciones de molibdato de 0.lmM, 0.5mM y
1.0mM adicionadas a las vinazas para ser tratadas por un sistema de filtro anaerobio con una
relacion DQO/sulfatos de 7. La metanogénesis y la sulfato-reduccién disminuyé
considerablemente a las 2 concentraciones mas altas antes mencionadas.
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Las destilerias de alcohol en Grecia son de gran importancia para la economia nacional
(Vlyssides y Zouboulis, 1993). Las 9 destilerias en Grecia tienen una produccion de 170,000 L
alcohol/dia y 2,000 m*/dia de desechos liquidos. Vlyssides (1986. 1987), calculo que, paral T
de alcohol anhidro, se producen 16 m’ de vinazas y son necesarios 60 m’ de agua de
enfriamiento. Aunque las vinazas de la remolacha no estan caracterizadas como toxicas,
debido a que no contienen metales toxicos u otros productos quimicos peligrosos al
ecosistema natural, su disposicion al ambiente crea serios problemas debido a su alta carga
organica (25,000 a 45,000 mgDBO/L y 70,000 a 120,000 mgDQO/L), su contenido de
nitrogeno (4,000 a 6,000 mg/L) y su alto contenido de iones sulfatos (37,000 a 39,000 mg/L).
Se han propuesto diferentes tipos de tratamiento para estas vinazas pero el sistema anaerobio
tiene resultados de produccion de H;S en el biogas, por lo que han tratado de estudiar otros
sistemas de tratamiento.

De estos dos ultimos parrafos puede concluirse que el tratamiento anaerobio de vinazas esta
siendo estudiado en todo el mundo aunque, no se han obtenido resultados satisfactorios para
evitar la produccion de H;S en el biogas.

2.6 TRATAMIENTO ANAEROBIO A CONDICIONES TERMOFILICAS

Hoy en dia, varios procesos industriales generan aguas residuales concentradas y a altas
temperaturas. Anteriormente, antes del tratamiento anaerobio, estas aguas residuales debieran
enfriarse o mezclarse con otras aguas residuales frias para disminuir la temperatura. Recientes
resultados han mostrado que estas aguas residuales pueden tratarse a condiciones termofilicas
aunque no hay estudios sobre temperaturas mayores a 65°C (Minami y col.,, 1991; Rintala y
col., 1991). Las vinazas son descargadas a una temperatura cercana a los 100°C como fue
descrito en la introduccion del presente documento. De tal manera, en la presente
investigacion fue experimentado si es posible lograr eficiencias Optimas del tratamiento
anaerobio termofilico de las vinazas, y asimismo, comprobar la hipotesis planteada.

2.6.1 Estrategias de arranque

Las poblaciones metanogénicas tienen dos temperaturas optimas: Una alrededor de 35°C y
otra de 55°C. En cada una, las poblaciones son completamente diferentes, incluyendo no sélo
bacterias metanogénicas sino también bacterias degradadoras, lo que dificulta la adaptacion de
las biocomunidades principalmente por el tiempo requerido para ello (Fang y Chung, 1999).

La conversion de tales condiciones fue realizada con el incremento subito de temperatura de
mesofilia a termofilia en investigaciones realizadas por Krugel y col. (1998). La razon por la
que el incremento de temperatura debe ser en forma sabita es debido a que es mantenido
dentro del experimento a condiciones mesofilicas, una poblacion metanogénica diferente a la
que es obtenida a condiciones termofilas, por lo que de esta forma, se precipitan las
condiciones adecuadas de termofilia para solo conservar la poblacion metanogénica
termofilica.
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La investigacion del parrafo anterior fue tomada basicamente para la presente investigacion,
para la etapa de arranque de la adaptacion de biomasa mesofilica a termofilica, de esta forma,
de 35 a 45°C y de 35 a 55°C. El segundo paso radico en alimentar los reactores por cargas, el
tercer paso fue alimentar los reactores en forma semicontinua y el cuarto paso fue alimentarlo
en forma continua. Lo cual, esto ultimo también es mencionado en la investigacion por Krugel
y col. (1998).

A continuacion se presentan algunas experiencias de las estrategias de arranque para la
adaptacion de la biomasa anaerobia mesofilica a condiciones termofilicas. Las investigaciones
muestran estrategias, cambios microbiologicos y cambios de operacion hidraulica fundando el
criterio y la idea sobre la operacion anaerobia a condiciones termofilicas. Los puntos mas
relevantes de estas investigaciones que fueron considerados para la presente investigacion,
esperando que sea una instrumento teorico sobre el tema para otras futuras investigaciones se
presenta en la Tabla 2.16. Mas adelante cada una de estas investigaciones se explican a detalle.

Tabla 2.16 Caracteristicas presentadas al adaptar una biomasa anaerobia mesofilica a condiciones
termofilicas

Caracteristica Bibliografia
_Cargas arriba de Wm’dn después de 60 dias de inoculacién Ohtsuki y col., 1994

Lisis de las bacterias mesofilicas (fermentativas, acetogénicas, b s ]
metanogénicas, sulfato-reductoras, ctc., todas las bacterias involucradas OLC“;?;‘;‘;RESQ&"E;%_W'@L 1988;
en la degradacion anaerobia a condiciones mesofilicas) i
Las bacterias termofilicas estdn presentes a condiciones mesofilicas Widdel, 1988
La estrategia de arranque de mesofilia a termofilia se logra mediante un
aumento gradual de temperatura (con un tiempo para estabilidad de 1 a | Fang y Chung, 1999; Dinsdale y col.,
24 meses) o de cambio stibito de temperatura (logrando estabilidad en 28 [ 1997ay b

dias)
Tiempos de residencia hidréulica menores ‘\Z:,:sd‘i;“;nncfgg.‘, 1285, Ahang ¥

. . . . i s Chtsuki y col., 1992, 1994; van Lier y
El tratamiento termofilico puede soportar alimentaciones discontinuas y Lettinga, 1995, Rintala y Lepisto,

algunas fluctuaciones de iemperatura 1992, 1997: Souza y col., 1992

2.6.2 Estrategias de 'adaptacién de la biomasa

El in6culo termofilico no esta cominmente disponible para la inoculacion de nuevos reactores.
Sin embargo, los RALLFA termofilicos pueden ponerse en operacion utilizando lodos de
procesos mesofilicos (Wiegant y Lettinga, 1985; Ohtsuki y col., 1992; Rintala y col., 1993).
Este ultimo concepto fue fundamental para el estudio de la presente investigacion. A 55°C, los
RALLFA soportan cargas arriba de 20 kgDQO/m’dia después de 60 dias de inoculacion con un
indculo mesofilico (Ohtsuki y col., 1994). De otra manera, el arranque puede retrasarse por
exceso de carga organica por la lisis de las bacterias mesofilicas (Ohtsuki y col., 1994) y una
tendencia del proceso a acidificacion debido a un desequilibrio del consorcio anaerobio.

Aspe y col. (1997) adaptaron un indculo mesofilico a condiciones termofilicas mediante una
T
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técnica de cultivo. La técnica consiste en adicionar al indculo a adaptar, el medio de cultivo de
Bryant (350 mL/450 mL de inéculo) (Bryant y col., 1971) (Tabla 2.17). En el apartado 3.1.2
de metodologia de este documento puede encontrarse la forma en la cual, este medio de
cultivo fue utilizado.

Las poblaciones anaerobias capaces de crecer en condiciones termdfilas estan presentes en
condiciones meséfilas. Esto fue afirmado por el estudio realizado en un digestor de desechos
de ganaderia a 60°C que fue puesto en marcha empleando un lodo mesdfilo o rumen. Las
poblaciones metanogénicas tienen 2 temperaturas dptimas: Una alrededor de 35°C y otra de
60°C. Debe notarse que estas 2 temperaturas ptimas son debido a la presencia de poblaciones
completamente diferentes, incluyendo no sélo las BM sino también bacterias “fermentativas”.
Las operaciones a 55 y a 60°C incrementan la velocidad de formacion de CH, cerca de 2 veces
mas que a 35°C (Widdel, 1988).

Por otro lado, Lepisto y Rintala (1997) realizaron una investigacion sobre la adaptacion de
indculos mesofilicos a condiciones termofilicas. Ellos obtuvieron un indculo de tipo granular
adaptado a 35°C. El indculo fue expuesto a temperaturas de 55°C en un digestor intermitente
por dos dias. Al cabo de este tiempo, el material organico disuelto de la lisis de las bacterias
mesofilicas fue separado y eliminado del resto de la biomasa.

Tabla 2.17 Medio de cultivo de Bryant y col. (1971)

Sogn?dash‘ palri%e: Cantidad Contenid litro d destilad
a a antida ontenido en gramos por litro de agua destilada
volumen final —— o e -
Mineral 2 50 mL KH;PO,, 6];\.‘]%{02;5{08 6; ?aCI, 12; MgS0O,.7H.
- KCl, 0.67;MgCL.2H;0, 5.5; MgS0,.7TH0, 6.9;
Meil S00ml. |6 58: K;HPO, 0.28 B
NaCl 18g
NH,CI 125¢

pH a 7.0 con KOH, 4cido nitrilotriacético, 1.5; MgS04.7H;0, 3.0;
MnS0,.2H;0, 0.5; NaCl, 1.0; FeS0,.7H,0, 0.1;C0oSO; o CoCl,, 0.1;
Trazas minerales 10 mL CaCl.2H;0, 0.1; ZnSO,, 0.1; CuSO.5H,0, 0.001; AIK(SO,)., 0.01;
H;BO,, 0.01; Na;Mo04.2H,0, 0.01. Disolver el 4cido nitriloacético con
KOH a pH 6.5 y entonces son afiadidos los minerales

Biotina, 0.002; 4cido félico, 0.002; piridoxina hidrocloruro, 0.010; tiamina
hidrocloruro, 0.005; riboflavina, 0.005; 4cido nicotinico, 0.005;
pantotenato de calcio, 0.005; vitamina B12, 0.00001; 4cido para-amino
benzoico, 0.005; 4cido lipoico, 0.005

Trazas de vitaminas 10 mL

FeS0,.7H,0 0.002 g
Fe(NH\)(SO),.TH,0| 002g
NaHCO, 15¢
Acetato de sodio 25g
Formato de sodio 25g
Tri v g'g 5
UE
Cisteina hidrocloruro 06g
Na;S.9H,0 06g
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El efecto de choques de temperatura sobre la actividad de biogranulos termofilicos en dos
RALLFA se investigaron por Lau y Fang (1997). El estudio fue hecho con sacarosa con una
DQO de 10,000 mg/L, con dos RALLFA a 55°C, con una remocion de DQO soluble de 85 a
90%. La temperatura de uno de los reactores fue elevada a 65°C por 8 dias, bajando su
remocion a 60%. La temperatura del otro reactor fue disminuida a 37°C por 16 dias, bajando
su remocion a 40%. En suma, los choques de temperatura ocasionaron pérdida de lodo por el
efluente, bajo pH y acumulacion de AGV, en particular, acido propidnico. Ambos reactores
recobraron su eficiencia después de 18 dias y con la adicién de un compuesto alcalino y el
restablecimiento de la temperatura a 55°C. Los resultados de la actividad metanogénica
mostraron que las BMA no son tan sensibles al choque de temperatura como otras bacterias.

La fase de arranque a condiciones termofilicas en investigaciones previas varia de acuerdo a la
carga organica a tratar, el tiempo puede ser de 1 a 24 meses (Fang y Chung, 1999). Una
primera fase consiste en adaptar el lodo anaerobio al sustrato y una segunda fase para adaptar
el lodo anaerobio a la temperatura. Esta teoria fue adoptada para la presente investigacion.
Fang y Chung, que trataron aguas residuales con proteinas, mantuvieron un reactor a 37°C y
un segundo al cual, le fue gradualmente aumentando la temperatura hasta 55°C. Una vez
adaptados en un periodo de 6 meses, la etapa de arranque fue a partir de una carga de materia
organica medida como DQO de 3,000 mg/L con un aumento gradual hasta 15,800 mg/L.

Dinsdale y col. (1997a, b) estudiaron los efectos de la temperatura en la degradacion anaerobia
de aguas residuales del proceso de la elaboracion del café instantaneo a condiciones
mesofilicas (35°C) y termofilicas (55°C) en RALLFA. Los reactores termofilicos se inocularon
con lodo mesofilico y se convirtieron a termofilicos en un cambio rapido de condiciones de
operacion elevando la temperatura a 55°C en un solo paso. La operacion termofilica fue
alcanzada en 28 dias con un TRH de 1 dia. Los reactores mesofilico y termofilico alcanzaron
una digestion estable con cargas organicas arriba de 10 kgDQO/m’dia. Pero, el reactor
mesofilico empezé a fallar por el incremento de acidos grasos volatiles (AGV). El reactor
termofilico alcanzé una operacién estable hasta 11.4 kgDQO/m’dia pero cuando llegé a 13.3
ngQOfm’dia se observd un aumento en los niveles de AGV. Los dos reactores se
recuperaron muy lentamente. El reactor termofilico alcanzé una remocion de 70% de DQOs
en comparacion del mesofilico que fue de 78%. En conclusion, cualquiera de los dos,
mesofilico o termofilico podrian emplearse para el tratamiento de este tipo de aguas residuales
(Dinsdale y col., 1997a, b).

En condiciones termofilicas, los TRH tienen valores menores. Esto quedo demostrado en un
reactor a escala de laboratorio con desechos de una ganaderia que oper6 a TRH menores de 3
dias. Esto da un volumen menor en el disefio del reactor (Zinder y col., 1984). La disminucion
del TRH puede atribuirse a la proliferacion mas rapida de metanogenos termofilicos
acetotroficos y otros organismos consumidores de 4cidos y al aumento de las velocidades de
reaccion (por ejemplo, de AGV) (Ahring y Westermann, 1987) cuando son comparados con
reactores a condicion mesofila.
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Se operd un RALLFA con aguas residuales de la industria de alimentos con una DQO de 14,000
a 79,000 mg/L a 55°C. El reactor, con un inéculo mesofilico alcanzd condiciones termofilicas
en 70 dias, con una remocién de 80% de DQO. Se obtuvo una produccién méxima de CH; de
55 a 58°C. También hubo produccién de CH, a temperaturas de 65 y 70°C, pero con periodos
de paro o disminucién de la produccion de CHs. A 35°C, la produccién de CH4 fue
insignificante (Rintala y Lepisto, 1997).

Ahring (1994) estudié el estado y la aplicacién de un reactor anaerobio termofilico. El
encontrd que los procedimientos de arranque de reactores termofilicos son cruciales para
determinar el periodo necesario antes de la operacién. Determiné que poblaciones bacterianas
diferentes en un reactor termofilico poseen temperaturas Optimas de desarrollo también
diferentes. Hizo mediciones de la produccién de la rapidez de produccion de metano inicial a
diferetes temperaturas con un inbculo termofilico e incubado con diferentes sustratos. La
Figura 2.4 muestra los resultados obtenidos por Ahring (1994), los que se comparan con los
resultados de la presente investigacién en el apartado 4.3.4.2.

m L 4C

5358838

Temperstora °C
» iidoncético w deido propitaice A dcido butirics DAees Nowlce B

Figura 2.4 Produccion de metano a diferentes temperaturas (Afiring, 1994)

En resumen, existen muchas investigaciones a condiciones terméfilicas donde se prueba que
las conversiones de desechos orgénicos a biogas pueden ocurrir en condiciones termofilicas en
un gran numero de biorreactores a escala industrial, piloto y laboratorio (Buhr y Andrews,
1977; Zinder, 1988), como por ejemplo, en degradaciones en lecho expandido (Schraa y
Jewell, 1984) y RALLFA (Wiegant y de Man, 1986).

Muchos estudios en laboratorio del tratamiento anaerobio termofilico han demostrado que el
proceso es estable y que puede soportar alimentaciones discontinuas (Ohtsuki y col., 1992,
1994) y algunas fluctuaciones de temperatura (van Lier y Lettinga, 1995, Rintala y Lepisto,
1992, 1997). Por ejemplo, el estudio de Souza y col. (1992) para el tratamiento anaerobio
termofilico de las vinazas muestra que hay una gran estabilidad en un reactor RALLFA de 75m’
obteniendo mejor granulacién que a condiciones mesofilicas. Aunque esto contradice estudios
a condiciones termofilicas sobre el carbono de compuestos complejos convertido a CHy con
eficiencias parecidas a las de los reactores mesdfilos (Mackie y Bryant, 1981; Zinder y col.,
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1984). La operacion por arriba de 60°C a veces causa caidas drasticas de eficiencia en los
reactores (Pfeffer, 1974). Hay poca estabilidad en el proceso, si el control de la temperatura no
se cuida debidamente (Buhr y Andrews, 1977). Sin embargo, otros procesos en laboratorio han
operado por varios afios con excelente estabilidad (Zinder y col., 1984).

Estudios a escala laboratorio han demostrado que los procesos termofilicos podrian soportar
cargas organicas mas altas que los procesos mesofilicos. En trabajos precedentes habian
mostrado que la alimentacion de altas cargas organicas estaba limitada debido a un excesivo
lavado del lecho de lodos en condiciones extremas de carga (Wiegant y col., 1985). Estudios a
escala piloto no han revelado obstaculos que pudieran afectar la aplicabilidad de RALLFA
termofilicos a escala industrial (Souza y col., 1992, Ohtsuki y col., 1994).

2.7 CONTROL DEL EQUILIBRIO DEL PH EN SISTEMAS ANAEROBIOS

Para la operacion de los reactores anaerobios empleados en esta investigacion se us6 como
control de equilibrio del pH una mezcla de compuestos quimicos adicionados en la
alimentacion del reactor. Su uso tedrico se explica en este apartado y su uso practico en el
apartado 3.1.1 de la presente investigacion.

Se cuestiona el uso de Ca(OH), para el control del pH cuando hay sulfatos, por el problema de
su precipitacion como yeso (CaSQ4). Van Langerak y col. (1998) investigaron la factibilidad
en RALLFA de adicionar altas concentraciones de calcio (600 a 1,200 mg/L de Ca). A 600
mg/L, el calcio no precipito y las eficiencias de remocion de DQO alcanzaron el 98%. A 1,200
mg/L, las eficiencias de remocion fueron muy inestables y variaron de 60 a 90%. En las dos
concentraciones se presentaron obstrucciones en las paredes y lineas del reactor. El lodo
cultivado por estos autores tuvo un gran contenido de residuos, debido a estos precipitados
inorganicos. La presencia de un sustrato no-acidificado, como la glucosa disminuyé el riesgo
de aglutinacion, mejorando la granulacion del lodo metanogénico. El Ca(OH), no provee la
capacidad amortiguadora necesaria del sistema, por lo que ésta puede perderse facilmente y,
con ella, la actividad metanogénica. Por ello, raramente se emplea como medio de control del
pH sino que permite que el pH fije el CO; producido como HCOs'.

Van Langerak y col. {2000) hicieron estudios del impacto de la precipitacion de CaCO; a
diferentes concentraciones. Observaron que, a concentraciones de alrededor de 390 mg/L, el
lodo presentaba un alto contenido de residuos como CaCOjs pero una calidad satisfactoria. La
precipitacion solo ocurria en partes del reactor de vidrio o plastico.

Las bacterias que provocan una disminucion del pH son las que realizan la hidrolisis,
fermentacion o acetogénesis, liberando acidos organicos y las bacterias que aumentan el pH
son las que consumen los iones H'. La diferencia entre la rapidez de consumo y de generacion
de H' origina las variaciones de pH. En reactores continuos, cuando se incrementa la cantidad
de sustrato alimentado se produce un aumento en la concentracion de iones H', ya que las
bacterias que producen H' lo hacen a una rapidez mayor que la de las bacterias que lo
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consumen, causando una reduccion de pH. La variacion del pH esta en funcion del equilibrio
de CO; entre las fases liquida y gaseosa. La desorcion de CO; consume H' aumentando el pH.
La forma en que se encuentran el S* y el N’ también influye (Rojas-Chacon, 1988a).

Existe un parametro empleado en Sudamérica para medir la capacidad amortiguadora del
reactor anaerobio en operacion, pero es necesario explicar a detalle en que esta fundado este
parametro de medicion, ya que no existe dentro de los métodos estandares del APHA (1985).
Este parametro tuvo modificaciones para adecuarla a tratamientos de alta carga organica como
el presente trabajo v los resultados se presentan en el apartado correspondiente.

2.7.1 Alcalinidad como parimetro de control en la operacién de reactores anaerobios
para determinar acidificacion

Este apartado trata la teoria sobre el empleo del parametro de alcalinidad para determinar un
desequilibrio presente en el mecanismo de la degradacion anaerobia. En el apartado 3.3.1
correspondiente a metodologia se presenta la técnica quimica analitica paso a paso para su
reproducibilidad para futuras investigaciones.

En un reactor anaerobio los HCO; y CO; constituyen los principales reguladores del pH del
sistema, 0 sea, que ellos tienen a su cargo mantener el pH en el intervalo 6ptimo para la
actividad de las BM. En realidad, es el bicarbonato el que tiene capacidad amortiguadora pero
parte del CO; (gas) proveniente de la descomposicion de la materia organica se transforma en

HCOs soluble; estableciendo la siguiente reaccion de una secuencia:

CO, +H,0 > H,CO, —»HCO; +H’

CH,C00" +H" — CH,COOH
CH,CH,C00™ ~H" —» CH,CH,COOH
CH,CH,CH,CO0" +H' - CH,CH,CH,COOH

EIHCO;  es la base conjugada del H;CO; que es un acido débil. Cuando una solucion acuosa
contiene alcalinidad bicarbonatica, esto es, en ella la especie carbonatada presente es el

HCO; , entonces la determinacion de la alcalinidad hasta un valor de pH de 4.3, valora mas

del 99% del HCO; presente. Si el agua analizada, ademas del HCO; |, contiene otras bases
conjugadas (sales de acidos debiles), entonces la titulacion no solamente abarcara la

neutralizacion de HCO;  sino también la de las sales de los acidos débiles presentes, de tal
modo que si en el efluente de un reactor anaerobio existe acidos acético, propionico y butirico,
quedaran involucrados dentro de la titulacion de alcalinidad con un porcentaje aproximado del
65%.

El método de titulacion propuesto por Jenkins y col. (1991) , lieva la valoracion hasta un pH

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica
39



‘Tesis Doctoral- Fundamentacion
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

de 5.75. A este valor de pH se titula el 80% de HCO;  y solamente se cuantifica el 6% de las
sales de 4cidos organicos débiles, lo cual introducira un error relativo pequefio. Por lo tanto, la
diferencia entre el volumen gastado para la titulacion de la muestra hasta un pH de 4.3, menos
el volumen gastado hasta un pH de 5.75 sera el volumen consumido por los AGV presentes.

a pH=4.3 alcalinidad total=HCO; + AGV (sales)
a pH=5.75 alcalinidad total de HCO;™

Este método propone emplear la relacién de estos volimenes (Alcys-Alcsss)/Alcss como
parametro de control. Un sistema tendrd una excelente capacidad amortiguadora cuando esta
relacién (o) tiene un valor cercano a 0.20. Teéricamente, para reactores anaerobios, el valor
maximo que debiera alcanzar este pardmetro es de 0.40, que representaria un 60% en su
capacidad amortiguadora; sin embargo, a nivel prictico se ha encontrado que este valor es
menor. En trabajos de control de RALLFA por este sistema, se ha encontrado que por encima de
0.35 el sistema presenta condiciones de acidificacién (Rojas-Chacén, 1988a).

En estos sistemas, la poblacion bacteriana es altamente sensible a cambios generados en el
ambiente que los rodea, especialmente cuando est4 adaptada al nuevo sustrato. La adaptacion
es una etapa lenta que debe realizarse con cuidado, para evitar la acidificacién. Cuando se
presenta una acidificacién en la operacién del reactor ocurren los fenémenos que se muestran
en la Figura 2.5. Esta figura recopila los conceptos en los que Rojas-Chacon se basé para
desarrollar su metodologia (1988a).

2.8 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE CONSORCIOS METANOGENICOS Y SULFATO-
REDUCTORES

En apartados anteriores se han expuesto detalladamente tipologias, reacciones quimicas y sus
funciones microbioldgicas de las BSR y las BM en forma individualizada y en forma conjunta
en el equilibrio anaerobio. En este apartado se presenta el efecto de la temperatura
particularmente para las BSR y las BM. Los estudios realizados no han podido concluir
categéricamente sobre el efecto que tiene la temperatura sobre cada uno de estos consorcios
bacterianos. Por ello es que los resultados de investigaciones anteriores influyeron en la
hipétesis planteada para la presente investigacion.

En la degradacién anaerobia intervienen numerosas especies bacterianas para llevar a cabo la
degradacién. Existen estudios sobre cultivos puros y sustratos como CO; y H; a temperaturas
cercanas a 55°C, indicando con los resultados obtenidos que el nimero de especies activas de
las BSR y su funcién como competidores podria limitarse, ya que de las BM, la
Archaebacterium es activa a temperaturas altas y sus especies son mayores en niimero que las
BSR que proliferan a altas temperaturas. Sin embargo, en el caso de substratos complejos, una
temperatura limite controlada permite que se lleve a cabo la metanogénesis por bacterias
degradadoras, sintréficas y metanogénicas (Zinder, 1993).
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Figura 2.5 Causas de la acidificacion dentro del equilibrio anaerobio

Esto contrasta con’ respecto a las investigaciones de Oremland y Polcin (1982), donde
encontraron que nueve especies de BSR son capaces de proliferar en temperaturas extremas,
hasta de 100°C. Observaron una competencia de las BSR versus las BM a temperaturas arriba
de 55°C en sedimentos de estuarios. Un factor importante que permite a las BM competir con
las BSR es probablemente la propiedad de adherencia formando matrices inertes o fléculos,
especialmente de la especie de Methanotrix, adherida a compuestos de acido acético, ya que
las BSR disminuyen su adherencia a los lodos en estado floculento y esto mantiene una baja
densidad relativa pudiendo provocar su pérdida con la elutriacién (Zehnder, 1988).

La temperatura 6ptima de los cultivos puros de BSR debe estar en un intervalo que no varie
mas de 10°C de la temperatura Gptima para cada tipo de especie de las BSR (Zinder, 1993). La
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existencia de BSR psicrofilas no ha sido dilucidada ain en cultivos puros. La temperatura
optima mas baja entre las BSR se presenta con las bacterias Desulfobacterium autotroficas
facultativas (20°C). Las bacterias Desulfobacter hydrogenophilus, a pesar de que tienen un
optimo cercano a 32°C, son también responsables de la sulfato-reduccion en sedimentos a baja
temperatura (10°C) (Cord-Ruwisch y col., 1987).

Smul y col. (1999) llevaron a cabo experimentos de degradacion de etanol y etilenglicol a
condiciones mesofilicas (33°C) y termofilicas (55°C) en dos reactores anaerobios de lecho de
lodo granular expandido (RALLGE). Gradualmente, se incremento la concentracion de iones
sulfatos a 33°C y se observo el escape de lodo anaerobio por el efluente. La remocion de iones
sulfatos disminuyo6 cuando la relacion DQO/sulfatos tuvo valores menores de 6, debido a que
las BSR no pueden competir con las BM por el acido acético producido a partir del sustrato
alimentado. La operacion termofilica después de un incremento gradual de temperatura en 23
dias no favorecio la sulfato-reduccion acetotrofica. Sin embargo, la operacion a 48°C y su
regreso a 33°C claramente aumenté la conversion de acido acético por la conversion de las
BSR (Smul y col,, 1999). Esto indicaria que, a condiciones termofilicas, no existe competencia
de las BSR con las BM por el acido acético mientras que, a condiciones mesofilicas si existe.
Estos resultados se discutiran en el apartado 4.3.4., cuando se dan los datos obtenidos en la
presente investigacion de las pruebas con édcido acético para distinguir el efecto de la
temperatura con las BSR y las BM.

Dentro de las investigaciones sobre metanogénesis y sulfato-reduccion, la de Watson y
Nedwell (1998), quienes estudiaron el fenomeno en los pantanos Great Dun Fell y Ellergower
con presencia de lluvia acida, muestra que observaron una completa inhibicion de la
metanogénesis debida a la deposicion de iones sulfatos en el pantano y, ademas, que el acido
sulfihidrico producido era convertido in situ a iones sulfatos. Las pocas BM activas eran las
BM hidrogenotroficas. Los cambios de temperatura por las estaciones del afio fue
determinante en la cantidad de carbono mineralizado por la sulfato-reduccion, que fue menor a
mayor temperatura. Es decir, a condiciones termofilicas (55-65°C) la conversion de materia
carbonosa por las BSR fue menor que a condiciones mesofilicas (25-35°C). Van Hulzen y col.
(1999) encontraron los mismos efectos con respecto de la temperatura en la produccion de
CH, en suelos. Por tanto, en la presente investigacion se estudio la conversion carbonosa por
las BSR y las BM a una temperatura mayor que la empleada por Watson y Nedwell en sus
experimentos.

Las Tablas 2.18 y 2.19 presentan los resultados de investigaciones en la literatura sobre el
efecto de la temperatura en la degradacion de los sustratos en combinacion con iones sulfato.
En esta tabla se observa que la mayoria de las investigaciones sobre tratamientos anaerobios
en presencia de sulfatos se realizan con sustratos carbonosos de cadena corta (4cido butirico,
acido benzoico, acido acético, acido propidnico, etanol, acido férmico) o sustratos no
complejos (almidon, sacarosa, etilenglicol). Existe en realidad poca bibliografia que trata
directamente con aguas residuales industriales; las que existen son, por ejemplo, para vinazas
con tratamientos de 25 a 35°C, aguas residuales de la industria de 4cido citrico a 35°C y de la
industria del pescado a 37°C pero no estudios especificos que permitan dilucidar el efecto de la
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temperatura sobre la actividad metanogénica y sulfato-reductora.

La Figura 2.6 muestra la proliferacion de las BM con respecto a la temperatura, de acuerdo a
Van Lier y col. (1993). En la figura se observa que a mayor temperatura, el porcentaje de
proliferacién de las BM es mayor. Por lo que, la investigacién de Van Lier y col., puede
aportar a las conclusiones de la presente investigacion.
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Figura 2.6 Tasa de desarrollo de organismos metanogénicos con respecto a la temperatura (Van Liery col.,
1993).

Visser y col. (1993a) han sido uno de los tnicos grupos de investigacién dedicados a efectuar
estudios referentes del efecto de la temperatura sobre la produccion de H,S. La Tabla 2.19
presenta los resultados obtenidos a partir de un inéculo anaerobio adaptado a 30°C que fue
sometido a un manejo de choques de temperatura mayores (45, 55 y 65°C) por cortos periodos
de tiempo, 8 a 9 horas. Los resultados indicaron que cuanto mayor era el cambio de
temperatura, es decir de mesofilia a termofilia (30 a 55 y 30 a 65°C), mayor era ladisminucién
del porcentaje de remocién, el cual disminuy6 en un 90% y la produccién de CH, en el biogas
casi desapareci6 a diferencia de la produccion de H,S, que se mantuvo relativamente constante
en el biogas a pesar del choque de temperatura. Visser y col., recomiendan estudios con lodos
anaerobios adaptados a las temperaturas en estudio porque ellos concluyen que las BM son
mis sensibles que las BSR, pero estudios sobre este tema no se han publicado, porque el
tiempo de investigacién es prolongado. El estudio de la presente investigacién podria
contribuir sélidamente sobre la competencia entre estos consorcios bacterianos.

Por otro lado, Omil y col. (1998) realizaron pruebas en viales empleando sustratos carbonosos,
acidos acético, propi6nico y butirico con sulfatos aplicando choques de temperatura con
intervalos de temperatura mesofilos a termofilos sin un tiempo previo de adaptacién del
indculo a las temperaturas de choque. No obtuvieron buenos resultados con las BM. Los
choques térmicos de termofilia suspendieron la actividad metanogénica mientras que la
actividad sulfato-reductora aument6 durante un tiempo de experimentacion de 1 dia. Omil y
col. (1998), al igual que Visser y col. (1993a), recomiendan probar con lodos adaptados a
condiciones termofilicas.

En lo que respecta a estudios con vinazas, se realizaron investigaciones sobre la relacién de
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disminucién de la presencia de H,S adicionando compuestos quimicos en el efluente, como
molibdato de sodio pero sin éxito. Asimismo, Smul y col. (1999) estudiaron el efecto del pH
sobre la presencia de H,S en el biogds y encontraron relacion entre ellos. Otros estudios solo
relatan sus experiencias sobre el tratamiento de un sustrato en relacién con sulfatos sobre las
diferentes relaciones de DQO/sulfatos a condiciones mesofilicas. Se han encontrado otros
estudios mas profundos sobre el tema de tratamientos anaerobios con presencia de sulfatos.
Estos estudios muestran resultados de actividades metanogénicas y sulfato-reductoras con base
en las relaciones de DQO/sulfatos presentes en el influente a tratar como lo muestra la Tabla
2.18. Los resultados de la Tabla 2.18 se discuten con los resultados encontrados en la presente
investigacién y que pueden encontrarse en el apartado de resultados y discusién del presente
documento.

Tabla 2.18 Tratamiento anaerobio de diversos sustratos con presencia de iones sulfato

Temp. | DQO [ relacién Biogas % % ]
Suu'lt: oC In:;fell-l’u m CH,| HsS re:mcién Bibliografia
Vinazas-molibdato 35 49,800 ] 20 2 60a5 :
| ey 2 ;-g:-ﬁgo— 3 ) 5 ) Hilton y A:her, 1988
34 4.6 4 67 - 61 inoza y Noyola, 1992
Vinazas 30 58,820 21 75 - 65 EE%IY col., 198
55 135,000 ND 65 ND T4a83 Pérez y col., 1998
38 ] 93,800 3 30 [32/mgSTL] 50 | Noyolay Briones, 1988
V“'”",';';E""" de| 35 [ 40000 | 11 [s0-20] o5 ND Ranade y col., 1999
e
10,000 60 69 0.05 52
10,000 15 67.7 7 82
r 10,000 6 68.9 23 85
Acido benzoico 35 5,000 3 5.4 95 = Yu-Youy col., 1996
2.500 1.5 62.7 32 95
1,250 0.75 336 29 35
e P P
P N G 0 3
A imico+ | 3024 0 | 2.3 Vi
A e [30a35] 3300 07 [30 [ 2 10 Yk
30a65 9 1.C II'ill;.'l
Acido acético 35 5 ,EE? 0.5 90 83
Acido acéticotetanol | 35 4,92 0.5 3 4 93 Isay col., 1986b
"Acido formico 35| 5258 05 | 60 9
.
7.0 | 23
6.0 | 60
33 43 by
Etanol 6,000 36 ND ND 70 Smul y col., 1999
2.6 L 60
48 2.6 40
55 2.6 35
—la
7.0 50
6.0 50
33 43 - 50
Etilenglicol 6,000 ;_6 ND ND 2% Smul y col., 1999
LA
55 ' 2.t 50
33 2.6 85
= =

* estimado ND=no determinado
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Tabla 2.19 Tratamiento anaerobio de diversos sustratos con presencia de iones sulfato con mediciones de actividad metanogénica y sulfato-reductora

Actividad metanogénkca kgDQO-CH/kgSSY dia DQO " %
- Temp. Actividad sulfato-reductora HsgsSVdia_ | g o Plagts " Bibliografia
Acido acético ionico sacarosa butirico mg/L. | sulfatos EIL H:S DQO
.19 - . . 72.7 0.01 95
26 ; z : 10,000 148 [71. 03 90
25 E : = T1.é 0.01 97
19 : 5 z 69, 05 ;
19 = = 5 10,000 15 69 2. - :
Acido butirico 5 27 C = & 66. 4.4 4 izuno y col.,
* 3 11 = = = 7. ¥ %9 1996
.08 - T 5 10,000 6 66. 4.8 95
08 = 3 = | 63.6 8. 26
03 = 5 5 2L 3. 72
0.04 > s 5 2,500 Ls [63. 0.01 73
0.0 = 3 5 28.8 0.07 7]
0.8 = 7 - 17 57 2 90.5 Harada v col
Sacarosa y almidén 25 L. . ; z 500 3 a1 L 9.1 1904
0.5 = 0.3 - 0.8 10 0. 90.5
v rta - rein b iy
0.5 (0.06 0.25 (0.20 - 0.2(0.3) 3,300 2.0 70 K 70
0.5 (0.02 0.01(0.70) : 0.01(0.7) 4,000 ; 30 X 30
i 0.5 (0.2° - z - 1300 2, 73 il'y col.. 1998
Acldos grasos volitiles 30 0.5(0.4° . : < 3560 . R Omil ycol.. 1
0.19 (0.4 - > = 100 3 30 3 35
. 0.1 (0.4) - B s 2,100 06 10 20 10 ~
Vinazas 20 .46 0.59 . 30,000 20 63 . 70 Ticelbard, 1992
e — _ p— S
Aguas residuales de la 2s 0.04 0.0002 5 0.01 12,000 3 52 32 60 Colleran y col.,
produccién de dcido citrico 0.096 0.095 - 0.086 12,000 | >100 | 58 0.05 75 1994
0.096 3,400 34 50
0.102 4080 6.8 20 20 mg/L
A Srliniiisae i) 59 0.100 - = . 3,780 1.8 4 220 ND Aspé y col., 1997
# et 0.045 3737 037 20 1,020
== ‘Acido butirico — — sélm H,S mgL 2‘%? te pH
i o Hj a diferente pl
acetato con denm glﬁ.m 0“-:, con sulfatos 6.5, 8.0
sulfatos 0.049 eyl Bl 5770
Efecto de icld 1 i sin sulfatos g Flaherty y col
ecto de dcldos grasos in sulfatos 2.191 | . in sulfat i 204,110 erty y col.,
volities y ctanol O sin sulfatos 0.96 fass pp | wmes | 3 drato 238,77 e 1999
etanol con glucosa 1162, 196
sulfatos 0348 | H:COzcon ctanol 204,110
syl.t‘n‘lm 0.049 - o Hy/CO, 241,98
sin sulfatos 2.49 | 8in sulfatos 3.2
T ——
o S ‘ . : i i
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2.9 SOLUBILIDAD DE GASES EN AGUA

La concentracion de equilibrio o saturacion del gas disuelto en un liquido es funcion de la
presion parcial del gas sobre el liquido. Esta relacion viene dada por la Ley de Henry. La
constante de la ley de Henry esta en funcion de la temperatura, los constituyentes quimicos y
el tipo de liquido.

El fenomeno de desorcion se explica de la siguiente forma: Si se ponen en contacto una
mezcla de gases con un liquido y se supone que todos los gases sigen la ley de Henry, estos se
disolveran como si el gas estuviera presente por si sélo, a una presion igual a su presion
parcial en la mezcla. Por ejemplo, si el espacio gaseoso sobre un volumen dado de agua
liquida esta ocupado unicamente por H,S y la presion de este gas es de 1 atmosfera, a 25°C, se
disuelven 1.02x10™ moles del gas en cada litro. Ahora bien, si en este espacio con H,S se
introduce ahora CHy a 1 atm de presion, la solubilidad del H;S no se afecta. La solubilidad de
un gas disminuye notablemente al aumentar la temperatura, debido al aumento en el
movimiento de translacion de las moléculas del liquido en el gas, lo que trae como resultado
una mayor probabilidad de que escapen a la atmosfera. Sin embargo, la disminucion de la
solubilidad al aumentar la temperatura no es lineal y en algunos casos la curva de
solubilidades pasa por un valor minimo.

La concentracion de equilibrio o saturacion del gas disuelto en un liquido es funcién de la
presion parcial del gas sobre el liquido. Esta relacion viene dada como ya se dijo, por la Ley
de Henry:

Pg=HXg (2-12)

donde
Pg =Presion parcial del gas cn atmosferas
H =Constante de la ley de Henry
Xg=Fraccion molar de equilibrio del gas disuclto
Xg = —— molesdegas _
molesde gas + molesdeagua

Por medio de la bib[ioéraﬁa (Sander, 1999), se obtuvo la Tabla 2.20 que recopila los valores
de H de mas de 300 compuestos quimicos organicos e inorgénicos. Este libro es de potencial
importancia en la quimica ambiental, en la quimica atmosférica y en el tratamiento de aguas
residuales.

En el libro Handbook of Chemistry and Physics (HCP, 1991) se presentan formulaciones
especiales para la solubilidad de gases en agua, donde se combinan la constante de Henry con
estas formulaciones. La Tabla 2.21 muestra las formulaciones para los gases en estudio.
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Tabla 2.20 Constantes de Henry (Sander, 1999)

Hx10™” atm/fraccion molar

C CH, CO- H-S
0 2.24 0.0728 0.0268
10 2.97 0.104 0.0367
20 376 0.142 0.0483
30 449 0.186 0.0609

40 5.20 (.233 0.0745
50 5.77 0.283 0.0884
60 6.26 0.341 0.1030

Tabla 2.21 Formulaciones para la solubilidad de gases en agua para una presion parcial de gas a 1 atm
(HC®P, 1991)

Gas Temperatura soll.!bilidad moles/L Formula Constantn:s de
(K) fraccion molar la ecuacion

288.15 2335x10°
293.15 2.075x10° A=A 912

H,S | 29815 185x10° | L02x10" | InX1=A+BT+CInT+DT B~ 3477
303.15 1.66x10° C= 00157
308.15 151x10° D=0.0157
288.15 3.122x107
293.15 2.806x10°° X 1=A+B/T*+ClaTHDT* | A7 1156477

CH, | 29815 2.552x10° | 0.833x10" B= 1555756
303.15 2.346x10° T*=T/100 K C=65.2553
308.15 2.180x10° D=-66170
288.15 8.21x10™
293.15 7.07x10"

Co, 298.15 6.15x10" 3.39x10° | Derivada de la Constante de Henry
303.15 5.41x10"
308.15 4.80x10"

2.10 CINETICA ANAEROBIA

La Tabla 2.22 es una recopilacion de los modelos empleados para los procesos de tratamiento
anaerobio. Los principales objetivos del estudio de la cinética en el campo del tratamiento de
aguas residuales por sistemas biologicos son: 1) La generalizacion de conocimiento y
experiencia; 2) Verificacion de ideas conceptuales; 3) Prediccion del comportamiento de
biosistemas de tratamiento complejo; 4) Control de los procesos y 5) Escalamiento apropiado
de los equipos.

Los sistemas anaerobios tienen mecanismos muy complejos. Por ello, el uso de modelos
mateméticos que supongan su comportamiento como reactores perfectamente mezclados,
considerando las concentraciones de sustratos, productos intermediarios, productos finales y
bacterias dentro del reactor resultan poco representativas para reactores tipo RALLFA, con
velocidades de flujo ascendente bajas, en los que la distribucion de estos componentes a lo
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largo de la altura del reactor esta muy lejos de ser uniforme. El estudio de este tipo de sistemas
es muy complejo, aunque Kalyuznyi y Fedorovich (1997) encontraron un modelo matematico
para determinar la influencia de diferentes factores (nimero de recirculaciones, tiempo de
residencia hidraulica, calidad del lodo inoculado, sulfatos y DQO).

Tabla 2.22 Modelos cinéticos empleados en procesos de tratamiento anagrobio microbiano (Husain, 1998)

. _ kS _dS_ .,
Primer orden B=c o b dl—LS
= l"‘:H-ms e lf _dS= _I-_I_.,.XS_
Monod W= Ks+S dt Yy (Ks+S)
S _dS_paeXS
Grau s b dt- YiSo
Conlois n= Uné Y _dS_ U.XS
BX +S dt Yp(BX+S)
R S _dS_ pau XS
Chen vy Hashimoto !’l_kSo+(l—k}S dt kX +YiS
Thomas v Nordstedt %:(p—kd -1/TRH
. So-8) kX _
Hill TRH Yy ©

Lokshina y Vavilin (1999) y Vavilin y col. (1997) en su estudio sobre analisis cinéticos de las
etapas clave de la metanogénesis a baja temperatura por consorcios microbianos de bosques,
tundra, suelos de praderas, hojas y cieno obtuvieron un modelo que esta basado en el método
generalizado para digestion de lodos reportado por Vasiliev y col. (1993) y Vavilin y col.
(1994). Lokshina y Vavilin estudiaron la hidrolisis, acetogénesis y metanogénesis
acetoclastica en la conversion de materia organica endogena, una mezcla de hidrogeno y
dioxido de carbono(Ha/CO,) y acidos grasos volatiles. La ecuacion de Contois fue aplicada
para la descripcion de la cinética de hidrolisis de material endogeno y la cinética de Monod
fue empleada para describir las etapas de acetogénesis y metanogénesis.

Los coeficientes cinéticos de las bacterias hidroliticas, homoacetogénicas y metanogénicas
acetoclasticas se determinaron a temperaturas bajas e intermedias considerando el efecto de la
temperatura. A altas temperaturas las constantes de velocidad de reaccion se incrementan
substancialmente.

Thayanithy y Forster (2002), al igual que Lokshina y Vavilin (1999) también emplearon los
modelos de Monod y Contois para la digestion de aguas residuales de la fabricacion de helado.

Existen varios trabajos sobre filtros anaerobios que utilizan estos modelos cinéticos (Yu y

col., 1998; Ahn y Forster, 2000). Ahn y Forster (2000) analizaron la cinética de operacion de
filtros anaerobios a condiciones mesofilicas y termofilicas tratando un agua residual sintética
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de almidon. Trabajaron con dos filtros, uno mesofilico y otro termofilico operados con una
alimentacion basada en almidon. Utilizaron el modelo de Stover-Kincannon y un modelo
empirico basado en el influente de DQO y el tiempo de residencia hidraulica. Se comprobo
que el filtro anaerobio termofilico tuvo una velocidad de utilizacion de sustrato 15 veces mas
grande que el filtro mesofilico. Pero no encontraron diferencias en la produccion maxima de
CH,.

La cinética anaerobia es mas sencilla cuando se emplean cultivos puros de bacterias
metanogénicas por medio de un analisis estequiométrico, pero no se obtienen los mismos
resultados cuando intervienen mas de dos tipos de bacterias (Duboc y von Stockar, 1998).

Lokshina y col. (2001) tomaron muestras de sedimentos de lagos y de reactores RALLFA y la
mezcla de ellos fue empleada como indculo de cultivos intermitentes para la produccion de
CHy a partir de acido acético. Al mismo tiempo, también emplearon cultivos puros de
Methanosarcina barkeri strain MS. Para el inéculo de sedimentos, los valores de los
coeficientes de inhibicion disminuyeron al disminuir la temperatura. Los valores de la
velocidad maxima de proliferacion de biomasa fue mas alta a 30°C (sedimentos) y 22°C
(biomasa de RALLFA).

Existe la controversia sobre el orden de reaccion en los tratamientos anaerobios por el trabajo
realizado por Biiyiilkkamaci y Filibeli (2002) en la determinacion de las constantes cinéticas de
un reactor anaerobio hibrido. El reactor es una modificacion de un filtro anaerobio y un
RALLFA. Ellos investigaron diferentes tiempos de residencia (0.5, 1 y 2 dias) y diferentes
cargas organicas (1 a 10 kgDQO/m’dia). Emplearon modelos de segundo orden y el modelo
de Stover-Kincannon. La velocidad de reaccion, considerando un modelo de segundo orden,
fue de 2.32, 2.57 y 10.81 unidades por regiones (lecho de lodos, lecho fijo y reactor
completo). La velocidad maxima fue de 83.3 g/Ldia y la concentracion del sustrato para la
mitad de la tasa maxima de proliferacion, Ks es de 186.23 g/L.

La Tabla 2.23 presenta un resumen de los datos cinéticos para la conversion de sustratos
organicos por microorganismos anaerobios mesofilicos, tomado de la literatura (Malina y
Pohland, 1992). La Tabla muestra grandes variaciones aun tratando el mismo sustrato. Los
datos cinéticos provienen de sustratos con moléculas no complejas pero no se incluyen datos
con sustrato de aguas residuales reales que son constituidas por moléculas quimicas
complejas. En la literatura existen diferentes investigaciones sobre el analisis cinético en la
degradacion anaerobia, pero cominmente se basan en diferentes etapas de la degradacion
anaerobia, como son, hidrolisis, homoacetogénesis, acetogénesis y metanogénesis por
mencionar a las principales vias de degradacion. Estas investigaciones estan basadas en
diferentes tipos de medios anaerobios, como son, suelos, contenedores de estiércol, lagunas de
cieno, sedimentos de rio y mar, etc. Estos resultados se muestran en la Tabla 2.23.

Para determinar los coeficientes cinéticos se emplearon reactores a escala de laboratorio o
viales. En la determinacion de estos coeficientes, el procedimiento usual consiste en hacer
funcionar los reactores dentro de un intervalo de diferentes concentraciones de sustrato a
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reaccionar; por consiguiente, deben seleccionarse diferentes tiempos de residencia (al menos
cinco) para intervalos de operacion entre 1 y 20 dias. Utilizando los valores obtenidos en
condiciones estacionarias, se determinan los valores medios de tiempo de residencia,
concentracién de sustrato inicial y final, concentracion de biomasa y grado de utilizacion de
sustrato.

Tabla 2.23 Constantes cinéticas para la contversién anaerobia mesofifica de sustratos orgdnicos (modificada

de Malina y Pofiland, 1992 y Hu'y col, 2002)

k
3 Etapa del Ks pmax Y kg
Sustrato -’ EDQ_(;:ESSV mgDQO/L 1dia | gSSV/gDQO | 1/dia
Carbohidratos Acidogénesis | 1.33a70.6 22.5a630 72a30 0.14a0.17 | 6.1
Cadena larga de “Oxidacién” 0.01a
jcid : snserchia 0.77 2 6.67 10523180 0.085a20,55 | 0.04a0.11 0.015
Cadena corta de
4cidos grasos “Oxidaci6n” 0.01a
(excepto 4cido bia 6.2a17.1 12 a 500 0.1321.20 |0.0252a0.047 0.027
acético)
N . Metanogénesis 0.004 a
Acidoacttico |7 T e | 262116 112421 0.0820.7 | 0.01a0.054 |°
Hy/CO, Metanogénesis 1.92a90 | 4.8x10°a0.60 | 0.05a4.07 |0.017a0.045 | 0.088
Estiércol de granja | Metanogénesis - 280 450 - -
Desecho de ganado | Metanogénesis - 300 250 - -
Acido propi6nico | Metanogénesis - 250 274 - -
Fabricacion de
hlados Metanogénesis 0.48 403 0.78 021 0.013
Tetracloroetileno | Metanogénesis 2.38 108 - 0.17 0.015

Los parametros cinéticos son:
Y, coeficiente de rendimiento maximo medido durante cualquier periodo finito de la fase de
“crecimiento” o proliferacién o desarrollo exponencial definido como la relacion entre la masa
de células formadas y la masa de sustrato consumido (gSSV/gDQO)
u tasa de proliferacion especifica (dia™)
Masix tasa méxima de “crecimiento” o proliferacion especifica (dia™)
K. constante de velocidad media, concentracion del sustrato para la media de la tasa maxima de
proliferacién (gDQO/L)
k es la tasa maxima de utilizacion del sustrato por unidad de masa de microorganismos
gDQO/gSSV-dia
kq coeficiente de descomposicién endogena (dia™)

Las ecuaciones 2-13 a la 2-15 permiten la determinacion de los pardmetros cinéticos de
acuerdo a la cinética de Monod que serdn utilizadas en este trabajo:
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X JRH_Ks 1,1 ]
So-S kS k (2-13)
| LYI’So—S k o
RE Xme 2
Ftﬂ“
Y (2-15)

donde
X = Concentracion de microorganismos (g/L)
S = Concentracion del sustrato en el reactor (g/L)
So= Concentracién del sustrato inicial en el reactor (g/L)
TRH= Tiempo de residencia hidriulica (dias)

Para el desglose de formulas involucradas para llegar a estas ecuaciones se consideraron las
condiciones de disefio de los viales y las condiciones operacionales como sistemas
intermitentes de mezcla completa. La determinacion de los parametros cinéticos en las
ecuaciones 2-13 y 2-14 se resuelven en su forma lineal y, en general, se presentan como sigue:

XeTRH Ksl1 1 ]—‘—Y S_o—_S__
So-S kS k TRH °"XeTRH °
P - : -
= - o -// endiente= Yy
E‘n T ;}:ndi!l‘lll‘ Kk E //./ P
g /Iik ﬂd
/]
S0-5 -
148 (mgly! xRe die'!

2.11 APLICACION DE LA ECUACION DE ARRHENIUS

En algunas investigaciones se estudian los efectos de la temperatura considerando parametros
que representan las principales actividades biologicas, como la velocidad maxima de
“crecimiento” o desarrollo o proliferacion de bacterias y la velocidad o rapidez de muerte
celular. El efecto de la temperatura, por medio de la ecuacion de Arrhenius, se presenta por:

e ka=kpretQuo " T (2-16)
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k es la velocidad de reaccion de un proceso dado

T temperatura a la que sc lleva a cabo ¢l proceso

Tieres la temperatura de referencia

ks es la velocidad de reaccion a la temperatura de referencia

Q0 es el incremento relativo en la actividad después de incrementar la temperatura 10°C

Una vez obtenida la cinética de los experimentos realizados en viales, puede calcularse la
constante de Arrhenius con base en los productos en cuestion, CHy y H;S, para la
metanogénesis y sulfato-reduccion, como se hizo en esta investigacion.

Este procedimiento se empled por Tsutsuki y Ponnamperuma (1987) en el comportamiento de
productos de descomposicion anaerobia en suelos sumergidos. También por Updegraff y col.
(1995) en el trabajo sobre control de la mineralizacion de carbono y nitrogeno en humedales.
La investigacion de Baetens y col. (1999) sobre los efectos de la temperatura en la
biorremocion de fosforo en un sistema anaerobio-aerobio, empleo la misma ecuacion tomando
la velocidad de reaccion de la biorremocion de fosforo al igual que Brdjanovic y col. (1998).
Qo es el incremento relativo en la actividad después de incrementar la temperatura 10°C y su
valor esta en el intervalo de 1.3 a 28. Esta gran variacion se debe a que se consideran los
procesos de produccién de CHs, mineralizacion de carbono en sistemas anaerobios y el
incremento de la actividad. La dependencia de la temperatura para que las bacterias sulfato-
reductoras actien es alta, correspondiendo a un coeficiente de temperatura de cerca de
1.13/1°C en experimentos con suelos (Nielsen y Hvitved-Jacobsen, 1988).

El inconveniente de emplear la ecuacion 2-16 es que, para las vinazas, no hay velocidad de
reaccion de referencia hasta el momento ni trabajos sobre cinética con reactores anaerobios
tratando vinazas. Por ello, los resultados que se obtengan en la presente investigacion
ayudaran a futuras investigaciones utilizando la ecuacion 2-16.

Por medio de los estudios realizados por Veeken y Hamelers (1999) se elaboraron los calculos
para la determinacion de la constante de Arrhenius. Veeken y Hamelers supusieron una
cinética de primer orden para la degradacion anaerobia de materia organica y la produccion de
CH, acumulada la describieron mediante las ecuaciones siguientes:

CHa(t)=CH. max [ 1-exp(-Kcpat)] (2-17)
donde
CHa(t) = Produccién de metano acumulada en el tiempo t (en mL a STP)
CH nax= Producciéon mixima de metano (en mL a STP)
Keus = Constante de velocidad de metanogénesis de primer orden (dia”)
t = Tiempo (dias)

La produccion acumulada de CH,4 del sustrato se obtiene después de la correccion por la
produccion de CH4 endogena del indculo. Los valores de los parametros para CHamax ¥ Kens
se estimaron por medio de minimos cuadrados de la produccién acumulativa de CH4 (Doucet
y Sloep, 1992).

e
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Drury (1999), mediante su trabajo sobre el modelamiento de sulfato-reduccion en reactores
anaerobios para tratamiento de desechos mineros, hizo una equivalencia a la ecuacion 2-17
para la constante de velocidad de sulfato-reduccion, cinética de primer orden:

HIS(Uz HZS.mux[ I'exp('Kii‘IH t)] {2-]8)
donde
H:S (1) = Produccion de H-S acumulada en el tiempo t (en mL a STP)
H.S,,,. = Producciéon maxima de H,S (enmL a STP)
Kis = Constante de velocidad de sulfato-reduccion de primer orden (dia™)
t = Tiempo (dias)

La rapidez de reaccion de la metanogénesis y de la sulfato-reduccion se representa en funcion
de la temperatura mediante la ecuacion de Arrhenius:

Kv=K,exp ™! (2-19)
donde:
Ea= energia de activacion de la reaccion. kJ/mol
R= constante universal de los gases, kJ/mol K
Kv= K4 0 Kpzs constante de velocidad de metanogénesis o sulfato-reduccién respectivamente (dia™)
T=temperatura (K)
Ko= Factor de frecuencia (dia™)

Las ecuaciones se resuelven en forma lineal para cada velocidad de acuerdo con la siguiente
forma:

Ea 1
InKv ==———+ |
RT nKo

n Ko, (ordenada al origen)

4—pendiente= -Ea/R
nK

Enfocando el concepto de energia de activacion y considerando una reaccion simple en la que
debe haber un choque entre las particulas reaccionantes antes de que tenga lugar la reaccion, a
partir de consideraciones cinéticas es relativamente sencillo calcular el nimero de choques que
tienen lugar entre las moléculas en una cantidad dada del sistema y en un intervalo dado de
tiempo. El nimero de choques puede compararse entonces con el rendimiento de los
productos. Estas consideraciones llevan a la conclusion de que unicamente una fraccion
pequefia de estos choques resulta en una interaccion. Los conceptos de estado activado y de
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energia de activacion se han introducido para explicar el numero pequeiio de choques
fructiferos en la mayoria de las reacciones quimicas (Vollertsen y col., 1999).

De acuerdo con las teorias actuales, la reaccion tiene lugar unicamente cuando los reactivos
tienen una cantidad adicional de energia por encima de la que poseen las moléculas promedio
del reactivo en el sistema. Esta cantidad adicional de energia es conocida como energia de
activacion y cuando las moléculas poseen esta energia de activacion se dice que estan en
estado activado. La energia de activacion es el factor principal que determina la velocidad de
una reaccion. Cuando mayor es la energia de activacion necesaria, menor es el nimero de
moléculas que la poseen y mas lenta es la reaccion a una temperatura dada. Por otro lado,
cuanto mayor es la temperatura, mayor sera el nimero de moléculas en el estado activado, a
igualdad de todos los demas factores, lo que explica que las velocidades de las reacciones
aumenten con la temperatura y la rapidez de aumento de la velocidad con la temperatura puede
calcularse matematicamente (Van Hulzen y col., 1999).

La energia de activacion es siempre positiva, es decir, debe agregarse energia para producir
moléculas activadas. Los productos que resultan de la interaccion de moléculas activadas estan
activados también, por lo que deben perder su energia de activacion para pasar a su estado
normal. El que la reaccion sea exotérmica o endotérmica depende de los valores comparativos
de la energia de activacion de los productos y de los reactivos como lo ilustra la Figura 2.7
(Crockford y Knight, 1964).

La Tabla 2.24 muestra los resultados de otras investigaciones sobre la energia de activacion en
sistemas anaerobios y las constantes de rapidez de degradacion para obtener CH, de algunas
investigaciones.

De acuerdo con la Figura 2.7 para que los reactivos puedan reaccionar debe adquirir una
energia de activacion igual a AB. Después de la reaccion los productos pierden su energia de
activacion, que en la figura corresponde a BC. Aqui, la energia de activacion liberada por los
productos es mayor que la energia absorbida por los reactivos por lo que el efecto neto sera un
desprendimiento de calor, que seria el calor de reaccion si la reaccion tuviese lugar a volumen
constante. El calor de reaccion a volumen constante esta representado por el simbolo AE.
Cuando es negativo, la reaccion es exotérmica. Si la energia de activacion de los reactivos es
mayor que la de los productos, el calor de reaccion es positivo y la reaccion es endotérmica.
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Tabla 2.24 Energias de activacion de sistemas anaerobios (Aspe y col, 1997; Veeken 'y Hammeler, 1999)

Intervalo Ea
y = i < de =
Origen del in6culo Rapidez a determinar | temperatura :I.::'l Referencia
Tiiodc%n‘ de particulas organicas Tlidrolisis 20-25 | 100 [Gujer y Zehnder, 1983
Acido ico—4cido acético p(h?) 35-55 89 [Lier, 1993
Methanobacterium arboriphilus Actividad metanogénica | _20-35 80 [Lubberding y Stams, 1995
Methanothrix soehngenii Actividad 25-38 71 Lubberding v Stams, 1995
Reactor anaerobio de lecho fijo Utilizacién de sustrato 0-30 71 [Henze % Em+m, 1983
__g"‘iw—m'm—lodo (adaptado) Actividad melanogénica 525 | 65 JLu ing y Stams, 1995
Lodo de desecho P 20-35_| 52 [Chen y Hashimoto, 1980
Digestién de lodo (no adaptado) Actividad me ica 5-30 50 ADMW

%‘me Hidrdlisis 20-30__| 50 |Gujery , 1983

granular Actividad acetotrofica | 36-46 | 44 [Lier, 1993
Acido acético— CIL, Wt (Methanothrix) (") | 35-55 | 43 ILier, 1993
%ﬂj;gpiﬂnico-'écidc acético p@" 35-55 41 [Lier, 1993
H,/CO,—~ CHy 11 (Methanosacine) (") | _35-55 | 40 _|[Lier, 1993
Lodo de desecho K 20-35 32 [Che y Hashimoto, 1980
Reactor anaerobio de lecho Hijo Carga orgdnica 18-37 30 [Lemay col., 1992
Sedimentos de lagos (adaptado) Actividad metanogénica 15-30 28 [Lubberdi 3 1995
Escherichia coli Moix 26-37 16 1975
Klebsiella enes Bake 20-40 14 1975
As, i idulans Mok 20-37 14 Pin, 1975
Sedimento marino iz 18-37 23 |Aspey col, 1997
Sedimento marino K 18-37 27 |Aspey col., 1997
Sedimento marino Sulfato-reduccién 1-17 65 [Westrich y Berner (1988)
Sedimento marino Sulfato-reduccién 13-25 83 ollahi y Nedwell (1979)
Sedimento marino Sulfato-reduccién 4-10 93 [orgensen, 1977
Desecho de hojas Metanogénesis 20-40 7.2 [Veeken y Hammeler, 1999
Corteza deﬁl Metanogénesis 3040 9.6 [Veeken y Hammeler, 1999
Paja Metanogénesis 20-40 7.3 [Veeken y Hammeler, 1999
Cascaras de naranja Metanogénesis 20-40 | 4.9 [Veeken y Hammeler, 1999
Pasto Metanogénesis 20-40 8.4 [Veeken y Hammeler, 1999

Tabla 2.24a Constantes de velocidad de metanogénesis (Veeken y Hammeler, 1999)

Material residual Constantes de velocidad de reaccién (metanogénesis), dia '
20°C 30°C 40°C
Industria de alimentos 0.195 -
Desecho de hojas 0,068 0215 0.388
Corteza de ﬁl - 0.076 0.240
Paja 0.024 0.087 0.140
Cascaras de naranija - 0.145 0.264 0.474
Pasto 0.035 0.090 0.266
Papel filtro - - -

Figura 2.7 Relacion entre las energias de activacion y el calor de reaccion (Crockford’y Knight, 1964)
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2.12 BALANCE DE MATERIA CON BASE EN LA DQO

Los calculos para obtener los balances de materia con respecto a la DQO en el influente y en
el efluente, con el equivalente de la DQO en los productos de la degradacion anaerobia, se
presentan en este apartado. Estos productos se calculan con base en la distribucion de sus
especies en las fases gaseosas, liquida y solida del efluente por las rutas de degradacion
anaerobia estudiadas en esta investigacion.

Balance general:
DQOuntuente = DQOettuene
+ DQO a células
+DQO a CH, (DQOsCH; + DQOsiq CHy)
+ DQO a H;S (DQO,,H2S+DQ0yig H,S) (2-20)

El balance de DQO considera las especies en el biogas como CHy y HS y, de la misma forma,
los calculos mediante la ley de Henry para determinar la concentracion de estas especies en
forma disuelta en el efluente.

DQO a metano = (Qg,CH, + Q)i CH4)(P.M)(4)(1) (2-21)

donde:
Q...CH,= Metano en gas (molCH,-DQO/dia)
Qi,.CH= Metano disuelto en el efluente (molCH,-DQO/dia)
PM = Peso molecular del CH, (16 g/mol)
4= Faclor estequiométrico para la oxidacion del metano (explicacion mds abajo)
t= Tiempo de operacion (1 dia)

Anilisis dimensional:
rr_miFH_; 1[ & ]{adjml:nsioml)(dia) =gDQO
dia A mol,
CH, +20, »CO, +2H,0
16 64 44 36

Para calcular el factor estequiométrico: Si 16g de metano necesitan 64g de oxigeno para su
transformacion en COy;

16 : 64
1:4 4g0,/gCH,4
e
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La reaccion de equilibrio para el H,S en el efluente es la siguiente:

o N + . + " .
EI:&g,J:.—K—-)IIE,‘\hqA—I’\,I-—)II + HS QTII PSS
gas 4—1—} fasc liquida 4——'—) fase solida

donde:
K= Constante de Henry (molH.S/atm L)
K1.K2.KS = Constantes de equilibrio buscados en tablas

DQO a HyS=(QgusH2S+QigH2S)(P.M)(1.88)(t) (2-22)

donde:
Qus HoS = H-S en gas (mol H.S -DQO/dia)
Qu. H:S = H-S disuelto en el efluente (mol H.S -DQO/dia)
2.88= Faclor estequiométrico para la oxidacion del H.S
PM = Peso molecular del HaS (34 g/mol)
= Tiempo de operacion (1 dia)

H,S+20, - H,S0,
34 64 98

Factor estequiométrico: Si 34g de H,S necesitan 64g de oxigeno para su transformacién en
HzSO4Z

34:64
1:1.88 1.88g04/gH,S
CHj, o H,S gas
(Qyigss NFX)
X== o o M, 2-23
Qs‘ 2241 ( )
donde:
Quioeas= Flujo volumétrico de biogas producido a STP (temperatura v presion normal) (L/dia)
FX= Fraccién de CH, o H-S en el biogiis
22.4= Constante ley de los gases ideales (L/mol)
Q. X= CH, o H;S en gas (mol CH, o H,S - DQO/dia)
Analisis dimensional:
[L }adjmcnsimal) fil
S . . (o, 77
[ L_J Ldia
mol
CH, o0 H,S disuelto
Q[qu:(CY){QI‘Z) (2'24)
donde:
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CY= Concentracion molar de CH, o H-S ¢en cl efluente (mol CH; 0 H-S /L)
(x= Flujo volumétrico del efluente (L/dia)
QY= CH; 0 H-S en liquido (mol CH, 0 H-S -DQO/dia)

Andlisis dimensional:

(mol L _ mol
L Jdia dia

Los moles de CH4 en el efluente se calculan empleando la ley de Henry (apartado 2.9 y
utilizando la ecuacion 2-12).

El procedimiento para calcular el porcentaje de DQO convertido por las BM y las BSR esta
dado por Alphenaar (1994) y es una modificacion del concepto de flujo de electrones dado por
Isa y col. (1986a, b) mencionado en el apartado 2.3.2:

La DQO de metano esta dada por
CH; + 20; — CO; + 2H,0
18 64 46 36
1 mol de metano producido equivale a 64g de DQO.

La DQO utilizada por las BM:
DQOg\= [moles de metano producido] [64 (g DQO)] = A

La DQO de H,S esta dada por:

H,;S +20; — H;S0,4
1 mol de sulfatos reducidos equivale a 1 mol de H;S producido y esto equivale a 64g de DQO
La DQO utilizada por las BSR:

DQOgsg= [moles de sulfatos reducidos] [64 (gDQO)] =B
El porcentaje de DQO empleado por las BM y las BSR esta dado por:

A 100 %DQ0,, = — 2100

%DQO0 = ——
(A+B) (A+B)

El calculo de la rapidez de carga
DQO u‘:l!gaz[Qinﬂumlc(L;d)] [ DQOinﬂumlc (gJ'!L)] = gDQOf!d]’a

Kalyuzhnyi y Fedorovich (1997) trabajaron en un modelo entre la competencia de BSR y BM
en un reactor anaerobio. Presentan un resumen de la modelacion de la influencia de diferentes
factores sobre la competencia entre las BSR y las BM por la DQO (Tabla 2.25). En la presente
investigacion podra probarse si la temperatura ejerce algiin efecto en esta competencia.
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Tabla 2.25 Influencia de diferentes factores sobre la competencia entre las BSR.y las BM (Kalyuzhnyiy
Fedorovich, 1997)

Factor DQO 4/ DQO sy
e R ——
Incremento en la recirculacion Poco incremento
Incremento del TRH Incremento débil en experimentos de corto tiempo
Incremento de BSR sobre BM en el lodo de | Incremento importante en experimentos corlos € incremento

indculo

Incremento en la
(resistencia a sulfuros)
Incremento del pH en el influente

moderado en experimentos a largo ticmpo

calidad del lodo

Incremento importante

Incremento débil

2.13 ACTIVIDAD METANOGENICA

Este apartado expone conceptos sobre la medicion de las actividades metanogénica y
sulfato-reductora que integraron una plataforma para la instrumentacion de una técnica
quimico-bioldgica innovadora en la presente investigacion. La metodologia de esta técnica
se describe a detalle en el apartado 3.5.

En la Tabla 2.26 se presenta un resumen de una investigacion de la literatura sobre esta
prueba. Esta prueba es comiin para cultivos intermitentes donde se fija una concentracién de
sustrato para un determinado volumen de lodo. La actividad metanogénica o sulfato-
reductora se estima por la velocidad de produccion de CHy o H;S (segin corresponda) o por
el consumo de sustrato.

Tabla 2.26 Resumen de condiciones experimentales para la medicion de (a actividad metanogénica
reportadas en la fiteratura

Vol C =
(volumen util) del indculo Sustrato (g/L) Materiales y métodus Referencia
(mL) (2SSV/L)
50 (30) 10% volumen HAe (2.70) Sustrato, %CH, van den Berg, 1977
125 (100) 10% volumen HAc, HPr Medicidn de produccion de biogis Owen y col., 1979
2000(1000) 5.0y HAc vaniable Frascos Mariotte Valcke v Verstracte, 1983
160{125) 10% volumen (0.05gCOT/L) Liberador de presion y %eCH, Shelton y Tiedje, 1984
130(50) (0.8a8.0) HAg, HAc+HPr, H/COy Jeringa con cambio de atmbsferas | Dolfing v Bloemen, 1985
(5000) (1.5a3.0) HAc+HPr+HBu (0.6+0.6+0.6) Frascos Mariotte De Jong, 1986
120(50) 100% volumen HAc+HPr (1.5+0.5) Liberador de presion Bonastre y col., 1987
20(10) (3a4) HAc, HPr (1.85) Liberador de presién Concannon y col., 1988
1160(500) (0.27a5.12) HAc (0.12-0.6) Liberador de presion y %CH, Rinzema, 1988
500-1500(=>90%) (1a%) HAc+HHPr+HBu(0.6+0.6+0.6) Frascos Mariotte Field y col., 1988
2500(1500) (2.3) HAc+HPr+ 1 Bu(0.640.6+0.6) Medicion de produccion de biogis Aguilar y col., 1995
S00(450) (=1) HAc(3ad) Mandmetro Chiang y Dague, 1989
45(35) (2.5) HAc (0.6a3) Respirometre Warburg James y col., 1990
HAc= dcido acético, HPr= dcido | COT= carbénico organico total, HBu=acido butinco
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Las mediciones de actividad del lodo se realizan de dos formas, una que da la informacion
acerca de la actividad degradativa y la otra sobre la actividad de cada etapa basica del proceso.

La determinacion de la actividad metanogénica es ttil en muchas situaciones. En el periodo de
arranque de un nuevo digestor sirve para estimar la carga inicial de arranque. Durante las fases
siguientes a este periodo, la determinacion regular de la actividad de lodo lleva informacion
acerca del desarrollo del inoculo, usualmente con un alto nivel de materia organica hasta la
obtencion de un lodo que, en su mayoria, esta compuesto por biomasa activa. Sin embargo, un
cambio en la actividad del lodo puede provocar una inhibicion (por ejemplo, toxicidad con
amoniaco) o una acumulacion de materia organica poco degradable o atin no degradable del
influente de agua residual.

La actividad del lodo se lleva a cabo en pruebas intermitentes donde una cantidad fija de
sustrato sirve como alimento de una cantidad determinada de lodo. La actividad metanogénica
o sulfato-reductora especifica de lodo se estima a partir de la produccion de CH4 0 de HzS o la
caida del sustrato y la cantidad de lodo presente.

El interés y la aplicacion de la actividad es variable: 1) La actividad metanogénica permite la
seleccion de un lodo adaptado para utilizarse como inoculo en un reactor anaerobio, 2) Una
determinacion de actividad individual hace posible la deteccion de situaciones de equilibrio
entre diferentes especies bacterianas y la determinacion de actividad de diferentes etapas del
proceso. Otra interesante aplicacion de esta prueba es determinar el efecto toxico que una
sustancia especifica o agua residual tiene sobre un lodo anaerobio.

La Tabla 2.27 muestra algunos resultados de actividad metanogénica encontrados en la
literatura. Los resultados son variables debido a las variables involucradas en la prueba como
son la temperatura, la concentracion de sustrato y tipo de inoculo utilizado. Puede observarse
que la actividad microbiana es mayor en pruebas realizadas con el mismo sustrato al que el
inoculo utilizado esta adaptado y que la actividad microbiana es menor con un sustrato
diferente al de adaptacion del inoculo. Porejemplo, la actividad metanogénica alcanzada para
acido propionico es mayor cuando el origen del indculo fue de un reactor adaptado a acido
propidnico.

Los lodos granulares mesofilicos poseen tipicamente altas actividades metanogénicas (entre
0.5 y 2 gDQOCH./gSSVdia) y en granos termofilicos esta generalmente arriba de 7.1
gDQO/gSSVdia (Visser y col., 1993a).
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Tabla 2.27 Actividad metanogénica de diferentes tipos de moculo con distintos sustratos y temperatura
(Schmidt y Afiring, 1996)

Actividad metanogénica de lodos, pruebas con sustrato especificos
o gDQO-CH/gSSVdia
=
= | -
..5.. = E 2 2
Origen del indculo g B 21 R 2| £ - g
2| = S| == = & =
Elf | s|€l B2 23| |E|2|=|2]2
I|2|2) 2 |3|2|2|8|&|3|2|%F|3
Fabrica de almidon 30 | 0.09 | 046 0.12
Fabrica procesadora de maiz 30 | 05 0.25 0.65
Fabrica de anicar 30| os | os 042 |0.12 0.0s | 191 0.56
Cerveceria 30 | 05 |0.8%8
Fabrica de papel 0 | 04
Fabrica procesadora de papas 36 | 05
Acido acético 0 | 20
Acido propionico 30 ] 32 1| 2o | oss 0.18
Acido propiénico 35 14 1.3 | 132 021 [ 027 [ 1.59 | 028
Acido propionico 37 | 134 [ 136 1.05
Acético/propionico 30 | 11 (o9 0.37 0.49
Mezcla de dcidos grasos volitiles 30 | 057 | 039 0.56 | 0.56
Mezcla de dcidos grasos voldtiles 37 | %4 24 [ 142
Mezcla de dcidos grasos volatiles 37 | L8 076 062 | 21
Etanol 30 | 074 [369 0.004 138
Etanol 35 | 26 043 | 017 339 [ 446 451
Etanol/icido acético 30 | 046 [ 240 [ 1.75 | 0.002 2.40
Acido lactico 37 | 0.80 105 | 067 i 6.25
Glucosa 37 04 [127 | 067 | 0.03 <3
Glucosa/ldetico/grasos volatiles 30 1.4 0.8 0.7 ] 89
16 | 109 i 114 07
Mezela de dcidos grasos volatles 35 | 091 |
[64 | 077
Acido acético 55 | 053 [ 162 _if
Acido acélico/sacarosa 60 | 016 | 1.55 |
Acido acético 35 | L7 |
Mezela de &cidos grasos voldtiles 55 | 14 | 051|402 015 [083
Acidos acético/butinco 55 | T ! i
A continuacion, se presenta la metodologia seguida en esta investigacion.
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Capitulo 3

3 MATERIAL Y METODOS

La estrategia de trabajo para esta investigacion tendiente a alcanzar el objetivo propuesto
se explicara a detalle en este capitulo de acuerdo con las condiciones experimentales. Se
consideraron cinco etapas experimentales: 1) La adaptacion del indculo de biomasa
anaerobia a vinazas en condiciones mesofilicas (35°C), 2) La adaptacion de la biomasa
anaerobia cultivada en vinazas a 35°C a condiciones mesofilicas intermedias (45°C) y
termofilicas (55°C), 3) Realizacion de pruebas de actividad metanogénica y sulfato-
reductora de las biomasas adaptadas a vinazas y a tres diferentes temperaturas, 4)
Determinacion de los parametros cinéticos Ks, k, ka, Yo ¥ Hmax ¥ 5) Aplicacion de la
ecuacion de Arrhenius para evaluar el efecto de la temperatura en la produccion de gases.

En primer término, las vinazas se caracterizaron quimicamente para determinar los
parametros hidraulicos de arranque de los reactores anaerobios de acuerdo a la Tabla 2.14.
En forma generalizada, los fundamentos expuestos en el apartado 2.5 proporcionaron una
base inicial para la estrategia de arranque de los sistemas anaerobios empleados.

Para la primera etapa, el arranque del RALLFA se hizo alimentando vinazas diluidas hasta
alcanzar el 100%, siguiendo fisico-quimicamente la operacion mediante la medicion
periddica del pH, la relacion de alcalinidades, los solidos en todas sus formas, la DQO
soluble, los sulfatos, CH; y CO; cromatograficamente, HzS por una técnica quimica
analitica modificada y C, N y S totales (Figura 3.1). Todos los parametros se determinaron
cada tercer dia mediante muestras por triplicado durante el tiempo total de
experimentacion.

Influente Efluente
DQO, DQO. 80,7, Cy S (liquido)
C,
S. S Ruta metanogénica CHa(gas)
SO,* (actividad metanogénica) COx(gas)
- > Ruta sulfato-reductora y
(liquido) (actividad sulfato-reductora) H:S(gas)

Figura 3.1 Diagrama del seguimiento analitico fisicoquimico llevado a cabo en los reactores de 1.6 y 10
L

En paralelo, para la segunda etapa, se construyeron tres reactores anaerobios de 1.6 L de
volumen atil para las temperaturas de 35, 45 y 55°C. En ellos se adapto la biomasa del
reactor de 10 L a condiciones mesofilicas intermedias y termofilicas, 45 y 55°C en los
reactores de 1.6 L. El inoculo adaptado a vinazas proveniente del reactor de 10 L fue
distribuido homogéneamente en los tres reactores, aplicando técnicas hidraulicas,
quimicas, microbiologicas y fisicas especiales para la adaptacion de las bacterias
anaerobias de condiciones mesofilicas a termofilicas, considerando la fundamentacion del
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capitulo anterior. En esta etapa fue necesario montar una metodologia cromatografica para la
medicion de gases (CHy, H2S, CO;) en un cromatografo de gases por medio de una columna
cromatografica especifica, obteniendo resultados simultaneos de los tres gases a través de
una sola inyeccion; de esta forma, se alcanzaron mediciones mas precisas en la
experimentacion de la siguiente etapa.

En la siguiente etapa fue propuesta una metodologia innovadora para la medicion de las
actividades metanogénica y sulfato-reductora establecida en este trabajo, usando viales de
100 mL. En estas pruebas se determino la actividad metanogénica y sulfato-reductora de la
biomasa adaptada a las tres temperaturas en estudio, estudiando el efecto de otros sustratos,
ademas de las pruebas con vinazas (Visser y col., 1993a; Celis, 2000). En cada temperatura,
se obtuvo la ruta de degradacion dominante.

La cuarta y quinta etapas consistieron en obtener los coeficientes cinéticos y las constantes
de la ecuacion de Arrhenius, por lo que se emplearon los datos de los experimentos
realizados en los viales a 35, 45 y 55°C.

A continuacion se detallan las cinco etapas experimentales.

3.1 ESTRATEGIAS DE ARRANQUE DE LOS SISTEMAS ANAEROBIOS

3.1.1 Adaptacion del indculo mesofilico a vinazas

Se utilizé un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente (RALLFA), de forma
cilindrica, con un volumen de trabajo de 10 L (Figuras 3.2 y 3.3), construido previamente
para otra investigacion (Casarrubias y Hernandez, 1996). El RALLFA es un tubo cilindrico de
acrilico de 10.16 cm de diametro interno y 128.75 ¢m de longitud. El reactor tiene una
chaqueta envolvente de acrilico de 15.24 cm de didmetro interno y 65 cm de longitud,
colocada a 15 cm de la parte inferior y 45 cm por abajo de la parte superior del tubo de
acrilico interno, con la finalidad de recircular agua caliente para mantener la temperatura de
operacion a 35°C. El agua caliente proviene de un baiio maria automatico con controlador de
temperatura marca Grant (0-150 + 0.004°C) de 14 litros de volumen.

Para la alimentacion del influente al reactor se emplea un motor de 1-100 rpm marca Cole-
Parmer y una bomba de tipo peristaltico marca Masterflex con una linea L/S™ 13. En la
parte superior del RALLFA esta colocado un separador gas-liquido construido con un embudo
y una mampara de plastico, el primero ubicado aproximadamente a 55° con respecto de la
horizontal, separando el efluente del biogas y reteniendo la biomasa que pudiera arrastrarse
por las burbujas ascendentes del biogas. El biogas se colecta en un medidor de gas marca
Precision Petroleum Instruments para pruebas de humedad alta y mediciones hasta 680 L/h,
Modelo Wet Test Meter.
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El efluente del reactor anaerobio descarga a un sedimentador secundario de 16 L de
volumen, construido de acrilico en forma cilindrica y de fondo conico. El sedimentador
posee una recirculacion de lodos anaerobios recolectados en el sedimentador., al lecho de
lodos del RALLFA.

Figura 3.2 Reactor anaerobio empleado para la adaptacion de un indculo anaerobio a vinazas

El volumen de inoculo de los reactores anaerobios debe ser de un 30% del volumen de
trabajo de reactor (Hulshoff Pol, 1987). Por tanto, el reactor se inoculd con 4 L, de
biomasa de una planta anaerobia que trata aguas residuales provenientes de una industria
cervecera que representa el 40% de su volumen total. Las caracteristicas del indculo
percibidas ocularmente eran las de un lodo floculento.

El inoculo estaba adaptado para tratar aguas residuales con 2,000 mgDQOt/L en el
influente. Las vinazas tienen una concentracion de DQOt de 90 a 125,000 mg/L, por lo
que para el inicio de la etapa de adaptacion, se diluyeron las vinazas a un 10% con agua
residual de la planta cervecera. Las vinazas y aguas residuales de la cerveceria que fueron
utilizadas para la realizacion de esta fase se mantuvieron en recipientes cerrados de cloruro
de polivinilo, almacenados a 4°C.

T
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Figura 3.3 Diagrama del reactor anaerobio empleado para la adaptacion de un inéculo anaerobio a
vinazas

Los cambios de dilucion fueron 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55. 60, 65, 70, 80, 90%,
hasta llegar a alimentar 100% vinazas. Esto fue una etapa de 600 dias aproximadamente
(25 dias para cada cambio). En este periodo se realizaron cambios necesarios en el disefio
del reactor anaerobio a fin de mejorar la operacion y se llevo a cabo el seguimiento fisico-
quimico para llegar hasta la estabilizacion. En este lapso se disefiaron vy se construyeron
los reactores anaerobios que operarian para la segunda etapa de esta investigacion.
Asimismo, se montaron las metodologias analiticas para la caracterizacion y medicion del
biogas.

En la operacion del reactor en esta etapa se observaron pérdidas de biomasa por el
efluente. las cuales se recolectaron en el sedimentador y reintegraron al lecho de lodos por
medio de una bomba peristaltica. Este procedimiento fue importante en la operacion
porque mantuvo el volumen del lecho de lodos.

Al efectuar la caracterizacion de las vinazas debe considerarse que tienen un valor de pH
acido, lo que se controla preparando una mezcla de agentes neutralizantes que se integran
a la alimentacion. La formulacion incluye Ca(OH): (600 mg/L, equivalentes a 421
mgCa/L) y NaHCO; (1,200 mg/L). En lo que respecta al uso de estos compuestos
quimicos y su efecto, ya fue comentado en el apartado 2.7. La Tabla 3.1 muestra, en
resumen, los parametros de arranque en el RALLFA para esta etapa y que se discuten en el
apartado 4.1 de los resultados obtenidos.
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Tabla 3.1. Parimetros hidraiificos de arranque del kL4 para adaptar un indculo anaerobio
proveniente del tratamiento de aguas residuales de una industnia cervecera a condiciones mesofilicas y
alimentacion con vinazas a flujo continuo

TRH (dias) Fiujo (L/dia)
10-25% vinazas 3.1 3.23
30-40% vinazas 54 1.85
45-50% vinazas 12 139
55-60% vinazas 9.1 1.10
65-70% vinazas 11.3 0.88
80-100% vinazas 13.4 0.74

3.1.2 Adaptacion del inéculo de condiciones mesofilicas a termofilicas

Fueron construidos tres RALLFA de material de acrilico y PVC hidraulico de 1.6 L de
volumen dtil (Figuras 3.4 y 3.5), siguiendo €l mismo principio del reactor de 10 L (Figura
3.3). En la Figura 3.4 puede observarse al fondo, el reactor forrado en su exterior de
aluminio, donde se adapt6 la biomasa a vinazas y los reactores de 1.6 L pueden verse
perpendiculares al reactor de 10 L. En la Figura 3.5 se muestra una vista frontal de los
reactores de 1.6 L.

Una primera fase para esta segunda etapa consté de cuatro pasos. El primer paso fue
inocular la biomasa adaptada a vinazas a condiciones mesofilicas en el reactor 1 (reactor
de 10 L) a los tres reactores de 1.6 L de volumen. Cada reactor se inocula con un 50% de
su volumen con esta biomasa (800 mL). A los reactores que operan a 45 y 55°C se les
adicionan 400 mL del medio de cultivo propuesto por Bryant y col. (1971) para compensar
la tolerancia de las bacterias metanogénicas al cambio de condiciones mesofilicas a
termofilicas y 400 mL de vinazas preparadas con la formula amortiguadora (Tabla 2.17).
En el reactor de 35°C, s6lo se mezcla la biomasa con 800 mL de vinazas preparadas. Una
vez integrada esta mezcla en cada reactor, éstos permanecen sin alimentacion a las
temperaturas de 35, 45 y 55°C respectivamente, por un periodo de 14 dias y, a partir de
esto, se inicia el segundo paso de la estrategia. Puede considerarse que el aumento de
temperatura fue sabito, en la forma mencionada en el apartado 2.6 (Krugel y col., 1998).

El segundo paso consisti6 en alimentar los reactores por lotes. En el tercer paso se
alimentan los reactores en forma semicontinua y en el cuarto paso se alimentan en forma
continua, como lo indica la Tabla 3.2, en el transcurso de 30 dias, Esta metodologia de
adaptacion del inéculo mesofilico a condiciones termofilicas fue ya sefialada en el

apartado 2.6 (Aspe y col., 1997).

Se considera que se termina el segundo paso cuando se alcanza en el biogas generado una
concentracion de CH; de 30% en volumen. Entonces, la operacién intermitente se
reemplaza por el modo de operacién semicontinua, “lavando” el lodo para eliminar las
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bacterias lisadas que pueden observarse y medirse como sélidos suspendidos en el efluente

Tabla 3.2 Pardmetros hidraulicos de arranque de los RALLFA a 45 y 55°C (condiciones mesofificas
mtermedias y termofificas)

Flujo Dia Volumen alimentado Observaciones -
1-10 50 mL cn |5 min

10-15 50 mL en 30 min Estos volimenes se fucron ajustando de

Tiscriisiis 15-20 50 mL en 45 nu:n acuefdg con las dclcnningcioms j de

20-25 50 mL en 60 min alcalinidad en el efluente. Por ejemplo, si cl

25-30 50 mL en 90 min volumen alimentado en un tiempo dado

35-39 50 mLen 120 min | provocaba fa acidificacion del sistema, se

Semiconlinuo 40-105 80 mL en 12 horas | reducia nuevamente el flujo de alimentacion

Continuo 106-240 90 mL en 24 horas

e

Figura 3.4 Fotografia de los reactores anaerobios empleados para la adaptacion del tnéculo a vinazas
(reactor de 10 L}y para la adaptacion a 45 y 55°C (reactores de 1.6 L)
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Figura 3.5 Fotografia de los reactores anaerobios empleados para [a adaptacion del indculo de
condiciones mesofificas a termofificas

3.2 METODOS DE ANALISIS DE LA FASE GASEOSA

3.2.1 Montaje de un método analitico para la cuantificaciéon de H,S en Ia fase
gaseosa

El método se basa en una determinacion yodométrica. El procedimiento consiste en
colectar en una ampolleta de vidrio de dos vias con septo la muestra de gas inyectando HCI
y yodo en exceso. El liquido obtenido se traslada a un matraz y se valora el exceso de yodo
con tiosulfato de sodio empleando almidon como indicador. El volumen de la ampolleta
(determinado con precision: Llenado de agua destilada a una temperatura conocida,
pesando asi la ampolleta llena y vacia y, finalmente, con base en la diferencia de pesos y la
densidad del agua, se calcula el volumen de la ampolleta) y las condiciones de temperatura
y presion de la muestra permiten conocer la cantidad de moles presentes en la muestra y, a
partir de ello, la fraccion mol de H;S en el gas.

Este método se empleo para determinar la presencia de HzS al inicio de los experimentos
durante la operacion del reactor de 10 L para la adaptacion del inoculo anaerobio
mesofilico a las vinazas. Para determinar la presencia de H.S en el gas, el método
yodométrico es una variante del método empleado en la determinacion de sulfuros en el
efluente liquido. Esta técnica esta publicada en el libro de la APHA (1985), pero fue
modificada por Rodriguez-Rivera (1993). En esta investigacion, la técnica modificada se
empled en un principio, pero una vez que se establecio el método cromatografico para
medir H2S en las muestras gaseosas se dejo de usar. Se tomaron muestras en 15 ocasiones
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y se analizaron con los dos métodos. La variacion encontrada fue menor de +0.9% Debe
mencionarse, sin embargo, que si las concentraciones de H,S en el biogas son menores a
1%, los datos obtenidos por el método yodometrico modificado por Rodriguez-Rivera
(1993) muestran una diferencia significativa.

3.2.2 Meétodo de almacenamiento de biogas para la medicion de gases CHy, CO; y
N:

Los gases se colectan directamente del reactor para la medicion de CH4, COs, y Nz con

una jeringa de cierre de atmosferas. Si se requiere almacenar la muestra, debe emplearse el
siguiente método:

Preparar un tubo con un septo de dos vias previamente lavado con HCl diluido

Preparar una solucion de NaCl saturada

Preparar una solucion de HCI 1:1

Mezclar la solucion 1 con la 2 en una proporcion 1:10

Adicionar una gota de indicador rojo de metilo

Mezclar perfectamente y llenar tubos con septos de dos vias sin permitir que

permanezcan burbujas en el interior

7. Introducir el biogas colectado con la jeringa con boton de cambio de atmosferas al
tubo en una de las dos vias del septo, permitiendo que escape el liquido de preparacion
hacia el exterior por la otra via _

8. Introducir un volumen de un 50% de biogas con respecto al tubo y aguardar al
equilibrio de la presion interna del tubo con respecto a la del ambiente .

9. Almacenar el tubo verticalmente, lo que permite que la preparacion liquida

permanezca en la parte inferior del tubo. Esto funciona como un sello para no permitir

el escape de los gases en un promedio de 30 dias. Este tiempo se determind por medio

de analisis cromatograficos del H;S cada 5 dias para verificar la concentracion de los

gases presentes en el tubo

O s W e

3.2.3 Métodos de almacenamiento de biogds para la medicion de H,S

El siguiente método es original, practico y seguro y se ided para esta investigacion siendo
corroborado en investigaciones subsecuentes:

1. Preparar un tubo con un septo de dos vias. Para una de las vias es necesario un grueso
calibre sin que provoque al septo una fuga posterior

2. Llenar el tubo con mercurio liquido en su totalidad sin permitir que permanezca una
sola burbuja en el interior del tubo

3. Introducir el biogas colectado con la jeringa con boton de cambio de atmosferas al
tubo en una de las dos vias del septo, permitiendo que escape el mercurio liquido hacia
el exterior por la otra via del septo, la de grueso calibre

4. Introducir un volumen de un 50% de biogas con respecto al tubo v esperar al equilibrio
de la presion interna del tubo con respecto a la del ambiente
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5. Guardar el tubo verticalmente, permitiendo que el mercurio liquido permanezca en la
parte inferior del tubo. Esto funciona como un sello para no permitir el escape de los
gases en un promedio de 10 dias. Este tiempo se determind por medio de analisis
cromatografico del H,S cada dia para verificar la concentracion de los gases
presentes en el tubo

Las diferencias en las técnicas de almacenamiento y muestreo de estos gases varian
dependiendo de las caracteristicas de polaridad quimica y solubilidad (Tabla 2.21).

3.2.4 Montaje de métodos cromatogrificos para la medicion de gases CHy, CO;, H,S,
N; y NH;

Las mediciones de los gases CHs, CO,, H,S, NH; y N; se realizan en un cromatografo de
gases Perkin Elmer Autosytem GC. Para establecer el método cromatografico se consideran
las siguientes medidas:

2.

Seleccion de una columna apropiada para realizar la separacion de la mezcla de gases
(columna Gas-Pro 0.32mm DI x 30m)

Seleccion del detector (detector de conductividad térmica, DCT, y de ionizacién de
flama, DIF)

DCT a 150°C para CH4, CO:, st Yy Nz

DIF a 150°C para CHy

DCT= Detector de conductividad térmica (Thermal conductivity detector, TCD, por sus siglas en inglés)
DIF= Detector de ionizacion de flama (Flame ionization detector, FID por sus siglas en inglés)

Seleccion de gas acarreador, fase movil (helio, 7.8 mL/min)
Presion del gas acarreador: 68.94 kPa para DIF y 86.17 kPa para DCT
Inyector, 150°C
Seleccion del flujo del gas portador, medido por un flujémetro de burbuja de jabon
Seleccion de la temperatura de operacion en el horno del cromatografo hasta obtener una
buena separacion de los compuestos de la mezcla
Horno 30°C por 3 minutos, 45°C/min hasta 100°C

Seleccion del volumen a inyectar
Volumen a inyectar, 10 pL para el DIF, con el separador abierto a 1:5.2 y 25 uL para
DCT con el separador cerrado
Seleccion de la- presentacion de los cromatogramas en el paquete de computo. Esto
depende de la energia medida en minivolts, tiempo de cada corrida, tiempo de retencion
de cada compuesto y rampas de temperatura (escala 200 minivolts para DCT y 100
minivolts para DIF).

El cromatograma original de la columna cromatogrifica empleada en este trabajo fue
proporcionada por el proveedor y se muestra en la Figura 3.6. La columna puede determinar
cromatograficamente 17 compuestos quimicos y puede aportar a futuras investigaciones la
determinacion de otros compuestos quimicos de interés.
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Figura 3.6 Cromatograma de la columna Gas-Pro proporcionada por el proveedor

En la elaboracion de la curva de calibracion de cada gas se efecttian los métodos de
recoleccion y almacenamiento mencionados en el apartado 3.2.2 y 3.2.3, usando una
muestra de gas puro con una jeringa con valvula de cierre de atmosferas. Al inicio de cada
sesion se llevan a cabo inyecciones de mezclas de gases puros a concentraciones
conocidas con objeto de validar las mediciones. Se emplean gases estandar de 99.998% de
pureza (Scotty II, Alltech) y adaptadores para la toma de muestras con las jeringas. Los
resultados de las curvas de calibracion (por triplicado) se muestran en las Figuras 3.7 a la
3.12.

Puesto que, bajo ciertas condiciones, el tiempo de.retencion de una sustancia en una
columna dada es determinante, los datos de retencion pueden emplearse con propositos de
identificacion. El método de analisis cuantitativo por cromatografia de gases se
fundamenta en la medicion precisa de las areas bajo los picos cromatograficos
correspondientes a cada componente. La Figura 3.13 muestra una corrida con los tiempos
de retencion para Na, CHy, CO, y HaS con el detector de conductividad térmica y la Figura
3.14 muestra el tiempo de retencion para CHs empleando el detector de ionizacion de
flama, indicando por medio de las dos figuras, las caracteristicas y parametros empleados
en el método de computo del programa Nelson (Perkin Elmer, 1994). Este método
computacional debe crearse de acuerdo con la informacion del proveedor de la columna
ajustandola a las condiciones reales de operacion. Las Figuras 3.13 y 3.14 representan un
ejemplo de los cromatogramas obtenidos para este estudio una vez establecido el método

E Doctorado en Cicncias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica
71



Tesis Doctoral- Materiales v métodos
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
v sullato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

cromatografico. Los tiempos de retencion empleados para el método cromatografico son

los siguientes:

0 1EO7 2EO7 3EO7 4EO7
moles de metano

Gas Minutos
N 1.33
CH, 145 (DCT) y 1.88 (DIF)
CO. 2:32
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Figura 3.7 Curva de calibracion para (H empleando el DIF (separador 1:5.2)
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Figura 3.8 Curva de calibracion del CHy empleando el detector de conductividad térmica (DCT)

1500000 —r ! '

1250000 +——y = 9330x'
§ 1000000 {—— R?=09907 < :
S 750000 -
S sooom |
=] o _,_-4/ |
|
0 5 10 15 20 25

microlitros de gas

Figura 3.9 Curva de calibracion de CHs + N; empleando en detector de conductividad térmica (DCT)

Facultad de Quimica

72

Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)

B8

UNAM 7




Tesis Doctoral- Materiales y métodos
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
v sul fato-reductora de consorcios microbianos en un reactor iniacrobio

0 20 40 80 80 100 |
[ moles de gas H.S |

Tiviia 1 BA096EDD ===
| o 4000000 1 JIC0E 4000000 ——— 'y = 6202 '
8 | R'=991218E01 R =012
| 3 3000000 - : o 3000000 F—r ; = A
i 8 2000000 — 3 2000000 Jl o .
. ‘
£ 1000000 g s 3 1000000 / -
| - o] ./ ! ' 1 3 o |_ 3 1 |
. & =T J
| | |
| |

Figura 3.11 Curva de calibracion del 30,5 empleando el detector de conductividad térmica (DCT)

En la Figura 3.13 puede observarse que el N, y el CHy se identifican aproximadamente en
el mismo tiempo de retencion. Al establecer el método cromatografico se intentd
apartarlos por medio de técnicas de operacion preestablecidas y que son ampliamente
conocidas en el campo de la cromatografia, como son: Disminucion del flujo de gas
acarreador (no menor de 0.5 mL/min), uso de la temperatura minima alcanzada por el
cromatografo (30°C) y la ampliacion de la grafica (“chart”). Como el cromatografo no
posee un sistema enfriador para disminuir la temperatura del horno y lograr una mejor
separacion de los dos gases, se empled el DIF para cuantificar el CH, y, por medio del
DCT, cuantificar el N; eliminando el resultado de la respuesta del CHy en el DCT,
equivalente de la respuesta del CH, por el DIF. La Figura 3.14 muestra el cromatograma
que corresponde al analisis de CHy4 con el DIF.
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Figura 3.12 Curva de calibracion del CO; empleando el detector de conductividad térmica (DC'T)
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Figura 3.13 Ejemplo de una foja de resultados de un cromatograma de una muestra problema para CI,

CO; y 38 empleado para este estudio
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Figura 3.14 Ejemplo de una hoja de resultados de un cromatograma de una muestra problema para (3
con el DIF empleado para este estudio

3.3 METODOS DE MEDICION ANALITICA DE LA FASE LIQUIDA

3.3.1 Alcalinidad como parimetro de control en la operacion de reactores
anaerobios para determinar acidificacién

La medicion de la alcalinidad permite detectar una posible desestabilizacion en el reactor.
El método propone la utilizacion de la relacion de voliumenes de acido gastados en la
titulacion de la alcalinidad de la muestra a valores de pH de 5.75 y 4.3. La ventaja del
método es que ambas determinaciones se efectian sobre la misma muestra y son
independientes del volumen de muestra empleado. El analisis se realiza a “pie de planta”
porque cualquier cambio en la temperatura del sistema modifica rapidamente la
composicion de la muestra. El fundamento de este método ya fue descrito en el apartado
2.7.1. En la literatura sobre este método se emplea H;SO4 0.IN. En el caso de la presente
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investigacion, la concentracion se aumento a 0.5N debido a que aumenta la concentracion
de mgCaCOy/L. Esto se explica con el hecho de que parte del CO; (gas) proveniente de la

descomposicion de la materia organica se transforma en HCOs; soluble y conforme
aumenta la concentracion de materia organica en el influente a degradar, el volumen de
CO; en el gas es mayor; por consiguiente, la concentracion de mgCaCOs/L aumenta y la
cantidad necesaria para titular esta concentracion también aumenta.

3.3.2 Determinacion de materia orginica medida como demanda quimica de
oxigeno

Para determinar la DQO se empled un micro-método colorimétrico (Oaxaca-Grande,
1997). La evaluacion se realiza solamente para la DQO soluble, separando el material
suspendido por centrifugacion a 5,000 rpm y empleando solamente el sobrenadante.

3.3.3 Determinacionde N,CyS

EI N, C y S totales se determinan mediante un analizador elemental Carlo Erba, modelo
EA 1110. Las pruebas se basan en la medicion de los gases obtenidos a partir de la
calcinacion de la muestra a 1000°C. Los gases generados pasan a través de una columna
que los separa, para después cuantificarse, de acuerdo con el procedimiento establecido
por Cruz e Iriarte (1998). Una correlacion para vinazas de DQO-carbono total se hizo en la |
presente investigacion conformando mas de 100 datos. La Figura 3.15 muestra la
correlacion. La ecuacion de esta correlacion es la siguiente:

gDQO/L = (14.611 ) (%C en las vinazas) + 1.8631 (3-1)
lgg I ly=14611x+ 18631 |
30 'i = ]Ir R1=0873 e L _i

0 1 2 3 4 5
% de carbono total presente en la vinaza

Figura 3.15 Correlacion de mgDQO/L versus %de carbono total para vinazas
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3.3.4 Otros parametros

Otros parametros como pH, temperatura, solidos en todas sus formas (solidos totales, fijos
y volatiles, tanto suspendidos como disueltos) evaluados por el método gravimétrico y los
iones sulfatos (método gravimétrico con ignicion del residuo) se obtienen empleando los
métodos normalizados para el analisis de aguas potable y residuales (APHA, 1985).

3.4 PRUEBAS DE ACTIVIDAD METANOGENICA Y SULFATO-REDUCTORA ESPECIFICAS

La razon de realizar las pruebas fue la de determinar las respuestas de actividades
metanogénica y sulfato-reductora en biomasa ya adaptada a vinazas a las temperaturas de
35, 45 y 55°C, con los mismos sustratos empleados por Omil y col. (1997) y Visser y col.
(1993a) (acidos acético, propionico y butirico), ademas de la vinaza y discutir los
resultados. Asimismo, se pueden obtener resultados de las actividades metanogénica y
sulfato-reductora con vinazas que no se encontraron en la literatura consultada.

Las pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora se realizan en dos etapas:
Teodrica y practica, siguiendo las metodologias de la literatura (apartado 2.13). En la
presente investigacion se modifico esa metodologia creando una nueva que esta siendo
utilizada en otras investigaciones. En esta etapa, el tiempo empleado fue de
aproximadamente 3 meses.

La prueba para la actividad metanogénica se ajusta a 0.17 gSSV (5.67 gSSV/L) del
inoculo a emplear y 0.0479 gC (1.60 gC/L) como sustrato para cada vial de prueba o 0.30
gC/gSSV. La prueba de actividad sulfato-reductora incorpora una concentracién
determinada de sulfatos en una relacion de 3:1 para DQO/SO4”. Las pruebas para los
cuatro sustratos y las tres temperaturas se realizan por triplicado. Los sustratos a probar
fueron los acidos acético, propionico, butirico y vinazas, dando un total de 72 viales con
las tres temperaturas (35, 45 v 55°C).

Los inhibidores metanogénicos y sulfurogénicos especificos fueron el acido 2-
bromoetanosulfonico (BES) y el molibdato de sodio (MS), en concentraciones de 75 mM
de BES y 2 mM de MS para inhibir la metanogénesis y la sulfato-reduccion,
respectivamente (Flaherty y col., 1998a; Celis, 2000; Razo-Flores, 1997, Snell, 2000).

Los parametros determinados en cada vial y en el biogas fueron: CHs, COz, N2 y HzS y en
los liquidos inicial y final y en la biomasa: C, N y S totales, DQO soluble y los iones
sulfatos.

Procedimiento

La metodologia aplicada en esta investigacion es la siguiente:

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenicria Quimica)
Facultad de Quimica

77



Tesis Doctoral-Materiales y métodos
Efccto de la temperatura cn la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos ¢n un reactor anacrobio

a. Concentracion de sustrato inicial. Una condicion necesaria es que el sustrato debe
tener un valor mayor que los valores estimados para Ks (constante de saturacion de
Monod). Se emplea una mezcla de acidos grasos volatiles (AGV), cuyos valores
estan entre 0.05 y 0.2 g/L (Soto y col,, 1993). Estos mismos autores proponen
valores de 2, 0.5 y 0.5 g/L para los acidos acético, propionico y butirico,
respectivamente. En esta investigacion se ajusta una concentraciéon constante de
carbono (1.6gC/L) que representa 4, 3.3 y 2.35 g/LL de acido acético, propiénico y
butirico respectivamente.

b. Concentracién de la biomasa.-La concentracion minima que permite el
comportamiento cinético para representarse por medio de un modelo de orden cero
se deriva de las siguientes restricciones matematicas:

%(2. =>>(S5,-S) y S>>Ks S—>cero

xs
De ambas condiciones, la cantidad de inoculo puede calcularse como:

X, =S,Y, (3-2)

donde:
S.= Concentracion inicial de sustrato (gDQO/L)
Y= Coeficiente de rendimiento microorganismos-sustrato (gSSV/gDQO)
Xo.= Concentracién de inoculo (gSSV/L)

La ecuacion 3-2 implica la condicion de S;>>(S.-S) para el periodo de medicion. Por
ejemplo, Yys para un cultivo enriquecido de Methanosarcina sp., es 0.04 gSSV/gDQO (2 a
3.4 gSSV/mol de acido acético) y para Desulfobacter posgatei es 0.07 gSSV/gDQO (4.3 a
4.8 gSSV/mol de acido acético) (Harper y Pohland, 1986; Soto y col,, 1993). Debe
considerse que solo una fraccion de los microorganismos inoculados son capaces de
producir CH;. La actividad maxima metanogénica para cultivos puros es 10 gDQO/gSSVdia
(Soto y col., 1993). La actividad observada en reactores industriales y de laboratorio es de
0.1 a 1 gDQO/gSSV. Si la relacion entre la actividad real y la actividad maxima de un
cultivo puro representa aproximadamente la fraccion de bacterias metanogénicas y sulfato-
reductoras acetoclasticas en el lodo, esta fraccion estara en el intervalo de 1 a 10%. Por
ejemplo, 2 g/L de acido acético como sustrato equivalen a4 2.11 gDQO/L y sustituyendo en
la ecuacion 3-2, tomando el valor de Yy de 0.04 de la literatura (Soto y col., 1993), se

obtiene X,= 0.08.

La cantidad minima de inoculo (gSSV/L) como funcion de la actividad metanogénica y
sulfato-reductora acetocléstica es de 1%, la fraccion de bacterias BSR acetoclasticas para
esta investigacion fue entonces de 0.30gC/gSSV tomandose Xo= 5.67 gSSV/L.

X,=10.08/0.01 =8 gSSV/L para una actividad de 0.1 = 1%

X,=0.08/0.1 = 0.8 gSSV/L para una actividad de 1 = 10%
..--*-é\__n
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¢. Periodo de medicion. Los valores de produccion de CH, se toman despueés de la fase de
demora (“lag”).

d. Calculos y expresion de la_actividad.- La actividad se expresa como gDQO-
CHy/gSSVdia para la actividad metanogénica y gDQO-H;S/gSSVdia para la sulfato-
reductora y se calcula a partir de la velocidad de produccion de CHy o de H;S, segun
corresponda (dVens/dt) o de la degradacion de sustrato (dS/dt). Entonces el calculo de
la actividad se hace por uno de los siguientes métodos:

d.1. Del consumo de sustrato:
(Acm)s = -(dS/dt)/X, gDQO/gSSVdia (3-3)

donde S se expresa como concentracion de DQO
d.2 De la produccion de CHy o de H,S:
(Acm)ena = (dVena/dt)/(XoVr £1) gDQO0cns/gSSVdia (3-4)

donde V4 es la produccién de metano acumulada, Vr es el volumen util del reactor y f1 es el factor de
conversion, ¢l cual representa el valor de la DQO de la velocidad de produccién de metano. Este factor
depende de la temperatura y humedad del gas. Tiene el valor de (1/376) gDQO/mLCH, para metano
seco a 20°C (mediciones cromatogrificas) y (1/383) gDQO/mLCH, para metano himedo (mediciones
en frascos mariote).

Ambos valores de actividad se relacionan por medio de la productividad Ypsy Yxs:
(Acm)ens =(Acm)s Yrs= (Acm)s (1-Yxs) (3-5)

La produccion de CH, se calcula por:

Vens=VXnnaXnena(1-Xneia-Xncoz)™” (3-6)
donde Xn= Fraccion molar
V= Volumen de la fasc gaseosa (volumen del frasco)

La actividad sulfato-reductora es la velocidad de produccion de H;S de un lodo a
condiciones optimas (gDQO-H;S/gSSVdia). Para estas determinaciones se realizan las
pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora especificas con base en las ténicas
recomendadas por Soto y col. (1993) y Balch y col. (1979).

En general, la técnica requiere un minimo de inversion de tiempo con resultados y
rendimientos consistentes. Los viales eliminan el requerimiento de un continuo flujo de
mezcla de gases y la subsecuente pérdida de sulfihidrico del medio, lo cual puede producir
respuestas no uniformes para ciertos organismos (Figura 3.16)

El medio a emplear para esta actividad se presenta en la Tabla 3.3.
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Figura 3.16 Diagrama del arreglo técnico de los viales para medicion de las actividades metanogénica'y
sulfato-reductora y arreglo para medir el biogds generado

El procedimiento general en los viales, para las dos pruebas (actividad metanogénica y
sulfato-reductora) fue:

¢ Burbujeo de N; del medio para concentrar
Esterilizacion del medio y viales (lavados previamente con HCI al 1%)
Introduccion a los viales de una cantidad calculada de agua de dilucion
(medio)
Adicion de una solucién reductora, Na,S
Adicion del lodo anaerobio
Ajuste de pH entre valoresde 7.0y 7.1
Cierre de los viales
Cambio de atmosfera de los viales a helio para asegurar condiciones
anaerobias
e Introduccion de los viales en un bafo térmico o estufa a temperatura
controlada de 35, 45 y 55°C durante 30 minutos para obtener un equilibrio
térmico
Medicion de gases de cada vial para el tiempo cero
e Adicion de los sustratos en los viales y homogenizacion vigorosa

Los solidos de la biomasa anaerobia se determinan al inicio y al final de los experimentos.
En la Tabla 3.4 se presentan los datos tomados para la biomasa empleada como inéculo de
los viales proveniente de los reactores de 1.6 L.
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Tabla 3.3 Medio de cultivo para la actividad metanogénica y sulfato-reductora modificada de Soto y
coll (1993), Balch y coll (1979) y Flakerty y col. (1998)

Medio general para la actividad metanogénica Medio general para la actividad sulfato-
especifica reductora especifica
Solucion mineral 1 50mL/L Solucion mineral 1 100mL/L
Solucién mineral 2 50mL/L Solucién mineral 2 100mL/L
Solucion de oligoelementos 10 mL/L Resarzurina ImL/L
Solucidn de vitaminas 10 mL/L Extracto de levadura lg/l
Resarzurina (0.1%) 1 mL/L FeS0,.7H.O 0.5mL/L
Extracto de levadura 1 gL Selucion de dcido lictico
Peptona de caseina 1gL neutralizado §.35mL/L
Bicarbonato de sodio 3oL Cisteina .25,
Solucién FeSO,.7TH-O (2%) 1 mL/L Acido 2- bromoetanosulfonico a una concentracion
Solucién de NiCl; (5mg/100mL) 10 mL/L final de 75mM
Cisteina 0.5g/L
Molidbato de sodio 20mM
Solucion mineral 1
K-HPO, 6g/L
Solucién mineral 2 Solucion mineral 2
KH,PO, 6g/L KH-PO, 6g/L
NH.CI1 2.4g/L (NH,):50, 6g/L
NaCl 12g/L. NaCl 12g/L.
MgCL6H-0 2.1g/L MgS0,.7H.0 2.6g/L
CaCl, 2H.O 0.16g/L CaCl, 2H.O 0.16g/L
Solucién de vitaminas Solucién de oligoelementos
Biotina 2mg/L Acido nitrilotriacético  1.5g/L.
Acido félico 2mg/L MgS0,4.7H,0 3g/L.
Piridoxina HCI 10mg/L MnSO4.H,O 0.5g/L
Riboflavina Smg/L NaCl 1 g/l
Acido nicotinico 5mg/L FeSO,.7H,O 0.1gL
Pantetonato de calcio  5mg/L CoSO;4 0.1glL
Vitamina B12 0.lmg/L CaCl,.2H.0 0.1g/L
Acido p-aminobenzoico Smg/L ZnS0O, 0.1 gL
Acido lipdico Smg/L CuS0,.5H,0 001gL
AIK(S0,). 0.01 g/L
H:BO, 0.01g/L
Na,Mo,.2H.0 0.01g/L
Solucién de sulfuro de sodio al 2.5% : Empleado para reducir el medio al momento de inocularlo. Solucidn
de sulfuro de sodio al 2.5%. | lenteja de NaOH

Tabla 3.4 Solidos en el indculp proveniente de los reactores de 1.6 £, a 35, 45 y 55°C para iniciar las
pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora

E/L 35°C 45°C 55°C
Solidos totales 135.6 102.9 135.8
Sélidos suspendidos totales 107.6 79.2 114.6
Sélidos disueltos totales 28.0 23.7 21.2
Solidos totales volitiles 57.7 46.9 60.8
Solidos suspendidos voldtiles 46.6 32.9 473
Sélidos disueltos volatiles 11.1 14.0 13.5
Solidos totales fijos 77.9 56.0 75.0
Sélidos suspendidos fijos 61.0 46.3 67.3
Solidos disueltos fijos 16.9 9.7 7.7
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3.5 PRUEBAS EN VIALES CON VINAZAS PARA LA OBTENCION DE LAS CONSTANTES
CINETICAS Y LA DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE LA ECUACION DE
ARRHENIUS

Estas pruebas se emplearon para la determinacion de los parametros cinéticos (apartado
2.10) y la aplicacién de la ecuacion de Arrhenius (apartado 2.11). Las pruebas consisten en
efectuar una réplica de los reactores de 1.6 L de volumen a 35, 45 y 55°C en viales a las
mismas condiciones, ya que de esta forma, la temperatura, determinaciones
cromatograficas para los gases y andlisis fisicoquimicos para la fase liquida se obtienen
con resultados reproducibles.

La prueba se planea para 20 dias (0.396 gDQO, adicionando 0.0033 L de vinazas por
prueba) para que las curvas de degradacion de sustrato y produccion de biogas logren una
medicion periédica amplia y se obtengan un mayor nimero de repeticiones. A cada vial se
le adiciona una concentracion de 120 gDQO/L (0.396 gDQO) a 46.6 gSSV/L (0.047
gSSV) o de 8.5 gDQO/gSSV.

El orden de reaccion del sistema se determina previamente a la aplicacion de la ecuacion
de Arrhenius. El método empleado para determinar el orden de reaccion se basa en el
programa “Kinetics Program”, version 2.10 del Water Analyzer Series (Brury, 2001). El
arreglo metodoldgico para los viales es el equivalente para lo disefiado en la medicién de
la actividad metanogénica y sulfato-reductora presentado en la Figura 3.16.

El método para la aplicacion de la ecuacién de Arrhenius directamente de los resultados
obtenidos de los reactores de 1.6 L se realiza graficando la temperatura versus logaritmo
natural de kgDQO-CHy/dia, kgDQO-H,S/dia y kgDQOdegradada/dia para la
metanogénesis, sulfato-reduccion y consumo de sustrato respectivamente. De las graficas
se obtiene la pendiente y los demas valores de acuerdo al mismo método mencionado en el
apartado 2.11, ecuacion 2-16 (Monroy-Hermosillo,2002).

3.6 EVALUACION ESTADISTICA

En las etapas estables se calculan promedios para los datos representativos de cada etapa,
asi como los valores minimo y méximo de los intervalos de los resultados en cada
condicion de temperatura. Las desviaciones estandar de los resultados se determinan para
observar las tendencias y/o el error experimental asociado a los resultados, asi como las
diferencias significativas entre los datos, empleando la prueba T de student. Se usan los
paquetes de computo GraphPad “mstat™ Inplot, version 1993.
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Capitulo 4

4 RESULTADOS Y DISCUSION

El capitulo se dividié en tres grandes etapas: 1) Adaptacion del inoculo mesofilico a vinazas,
2) Adaptacion del inéculo de condiciones mesofilicas a termofilicas y 3) Pruebas en viales, en
las que se realizaron, entre otras, pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora. Al
final, se hace una recapitulacion de estos resultados a la luz del objetivo y la hipotesis
planteados.

4.1 ARRANQUE DEL REACTOR ANAEROBIO Y ADAPTACION DE LA BIOMASA A VINAZAS A
CONDICIONES MESOFILICAS

4.1.1 Inoculacion

Como se explicd en el apartado 3.1.1, el inoculo se adquirié por donacion de un reactor
anaerobio que trata aguas residuales de una cerveceria. El inoculo estaba adaptado a una
temperatura de 30°C para degradar aguas residuales con una concentracion de DQO total de
alrededor de 2,000 mg/L en el influente (Tabla 4.1), por lo que la biomasa fue adaptada a
vinazas con una concentracion de DQO total de 120,000 mg/L. La etapa constituyd 600 dias
de operaci6n para alcanzar la adaptacion de la biomasa anaerobia a vinaza sin diluir.

La Tabla 4.1 presenta el analisis fisico-quimico promedio de las vinazas y de las aguas
residuales de la cerveceria. La mezcla de alimentacion para el reactor se compuso de una
dilucién de la vinaza con aguas cerveceras donde fue obtenido el inéculo. De esta forma, la
biomasa anaerobia adaptada a aguas cerveceras fue recibiendo gradualmente vinazas y
adaptandose a ellas. Puede observase en la Tabla 4.1 que las aguas cerveceras poseen un pH
mayor al de las vinazas, por lo que se penso que al realizar la mezcla para la adaptacion del
inoculo tendrian la capacidad de amortiguar la acidez de las vinazas. Como esto no ocurrid,
fue necesario adicionar una mezcla de agentes neutralizantes (421 mgCa/L y 1,200
mgNaHCOs/L). Al agregar la formula quimica, la relacion de alcalinidad se redujo de 0.3-0.4
a 0.1-0.2, pero el valor de pH de la alimentacion sigui¢ descendiendo conforme se aumentaba
la proporcion de vinaza. El procedimiento anterior ofrecio resultados adecuados, ya que la
operacion no present6 acidificacion lo cual fue verificado por mediciones de pH del efluente y
de la relacion de alcalinidad (apartado 2.7.1).

Previo al arranque del RALLFA se realizo una caracterizacion del indculo. Los resultados se
presentan en la Tabla 4.2. La Tabla 2.14 muestra los parametros de arranque donde se
recomienda que la concentracion del inoculo medida como sélidos suspendidos volatiles debe
estar entre 12 y 15 gSSV/Lreactor. En este caso, de acuerdo con la caracterizacion del inéculo
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tomado del reactor de 10 L (31.3gSSV/L), tomando 3.5 L se alcanzo la concentracién de 10.95
gSSV/Lreactor, valor que esta dentro del intervalo recomendado.

Tabla 4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las vinazas y aguas residuales de una cerveceria afmacenadas a

4°C (Castro-Gonzdlez, 1999)
PARAMETRO VINAZAS _____AGUAS DE CERVECERIA_
“Valor de pH 334 6.21
Solidos totales, g/L 72.16 1.47
Sélidos suspendidos totales, g/L 9.50 0.70
Solidos disueltos totales, g/L 62.66 0.77
Sélidos totales voldtiles, g/L 4725 0.93
Sélidos suspendidos volatiles, g/L 6.11 0.26
Solidos disueltos volatiles, g/L. 41.14 0.67
Sélidos totales fijos, g/L 2491 0.54
Sélidos suspendidos fijos, g/L 3.39 0.44
Sdlidos disueltos fijos, g/L 21.52 0.10
Demanda quimica de oxigeno total, g/L 90-120 2.70
Demanda quimica de oxigeno soluble, g/L. 87-90 1.70
Sulfatos, g/l 15 0.10
Relacién DQO total/sulfatos 6-8 27
Nitrbgeno, g/L 1.88 1.05
Carbono, g/L 60.96 3.36
Solidos sedimentables, mL/L 1.0 nd.
Fosfatos, g/L 1.25 nd.
Grasas y aceites, mg/L 2 nd.
Fésforo, mg/L 150 nd
Phaoesm 139 ai
0, m n.
Sodio, mg/L 310 nd.
Potasio, mp/L 2,550 n.d

n.d., no determinada

De acuerdo, con el inciso 2.5.1 del capitulo 2, la actividad metanogénica que debe poseer el
lodo usado como indculo debe estar entre 0.5 y 4 kgDQO-CHy/kgSSVdia. De acuerdo con la
actividad metanogénica de la Tabla 4.2, que es de 0.86 kgDQO-CHy/kgSSVdia, no hubo
problema para iniciar el arranque con un tiempo de residencia hidraulica (TRH) de 1 dia y una
concentracion en el influente de 10,000 mgDQOUY/L.

Los otros parametros presentados en la Tabla 4.2, como por ejemplo los solidos totales fijos
(STF) pueden representar indirectamente la materia inorganica presente en el inoculo. El
apartado 2.8 menciona que, los STF puede representar la concentracion de materia inorganica
o inerte de la cual, los microorganismos anaerobios estan adheridos para formar matrices, lo
cual, cominmente es una caracteristica de la biomasa anaerobia (Zehnder, 1988).

4.1.2 Parimetros operacionales de arranque

En la Tabla 2.14 se presentaron algunos parametros recomendados por otros investigadores los
cuales se emplearon como base para el presente trabajo. En la Tabla 4.3 se muestran los
parametros operacionales usados en esta investigacion, excepto las cargas organicas masica y

Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica) @
UNAM :
84

E Facultad de Quimica



Tesis Doctoral-Resultados
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

volumétrica que son 10 veces mayores que las recomendadas. Como la concentracion sefialada
por los autores para influente del reactor es de 1,000 mgDQO/L y la aplicada en esta
investigacion fue de 10,241 mgDQO/L, como resultado de la vinaza diluida al 10%, se decidio
usar un factor de 10. Aln con la diferencia de concentracion a alimentar, la operacién no
presentd ningin problema de desequilibrio anaerobio o sobrecarga. Por ello, puede
recomendarse para futuras investigaciones, cuando el tratamiento anaerobio se aplique a
sustratos de alta concentracién de DQO que se consideren las cargas masica y volumétrica
como factores directamente proporcionales de escalamiento.

Tabla 4.2 Caracteristicas fisico-quimicas de la biomasa anaerobia para inocular el RALLFA para la
adaptacion a vinazas a condiciones mesofilicas

PARAMETRO VALOR

Valor de pH 7.19
Sélidos totales, g/L. 114.8

Sélidos suspendidos totales, g/L. 67.6
Sélidos disueltos totales, g/L 47.20
Sélidos totales volitiles, g/L. 91.65
Solidos suspendidos volatiles, g/L 31.30
Sélidos disueltos volatiles, g/l 40.35
Solidos totales fijos, g/L 47.20

Sélidos suspendidos fijos, g/L 36.3

Sélidos disueltos fijos, g/L 109
Nitrégeno, mg/g lodo anaerobio 37171

Carbono, mg/g lodo anaerobio 238.04
Actividad metanogénica gDQO-CH.,/gSSVdia 0.86

Tabla 4.3 ardmetros operacionales recomedados (Tabla 2.14) y usados en este trabajo para el reactor de 10
L

Recomendado
(Lettinga y col., 1982; Salkinojay col,, 1983; . 2
Berigiieers Hulshoffy col., 1986; Hulshoff-Pol, 1987; Wuy | Obfenide para vinazas
col, 1988; Souza y col, 1992)

: ; 12 a 15 kgSSV/m’reactor  inéculo concentrado 5
Concentracién del inéculo 6 kgSSV/m’reactor _ inéculo diluido 10 kgSSV/mreactor
Temperatura | 35° a 40°C 35°C
0.125 m/h a 0.3 m'h
Ve | 0.25 m/h para lodo disperso

velocidad asoenden; 1 a 2 m/h para lodo floculento 0.0988 m/h
5 m/h para lodo granular
TRH | 24 h los primeros 20 dias de operacién 24 h
By carga orgdnica masica | 0.052 0.1 Wg SSVdia 0.65 kgDQO/kgSSVdia
By carga orgénica voluméitrica | 1 kgDQO/m’dia 10.24 kgDQO/m’dia
Concentracién de DQO en el
influente del reactor | 2090 mgDQO/L 10, 241 mgDQO/L
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Los parametros operacionales fueron cambiando durante los 600 dias de la operacion del
reactor anaerobio hasta alimentar vinazas sin diluir (Tabla 4.4). En la Tabla 4.4, puede
observarse que se fue aumentando el tiempo de residencia conforme se fue disminuyendo la
dilucién de la vinaza en la alimentacion con una carga orgéanica volumétrica alrededor de 10
kgDQO/m’dia. Esta estrategia obedecio a lo observado experimentalmente. Si se aumentaba
la carga organica sin aumentar el tiempo de residencia, la eficiencia de conversion de los
compuestos carbonosos a metano decrecia. El aumento en el TRH se daba hasta reestablecer
la eficiencia de remocion de DQO, tomando como valor limite el de 60-70%. El porcentaje de
remocion nunca pudo ser superior a 60-70%, aun proporcionando en la operacion valores de
TRH mas altos. En la Tabla 4.4, se muestran estos valores de TRH para cada etapa.
Asimismo, dado que la carga organica volumétrica depende del TRH y de la concentracion de
DQO alimentada, puede verse que estos cambios en el TRH derivan en cargas organicas
volumétricas que permanecen relativamente constantes durante todo el lapso de
estabilizacion. Solamente cuando se alimentd entre 30 y 45% de vinaza se tuvieron valores
menores de 10 ngQO!m3dEa. Otros investigadores también observaron este valor (Yu y col,,
1998; Pérez y col., 2001; Patel y Madamwar, 2002; Rodriguez-Martinez y col., 2002). En esta
ultima referencia, los autores obtuvieron porcentajes de remocion de DQO y porcentaje de
metano en el biogs cada vez menores conforme aumentaban la carga organica volumétrica de
4a22 ngQO!m:'dia (remocién de DQO de 92 a 75% y de metano en el biogas de 75 a 60%,
respectivamente).

Esto concuerda con otros estudios realizados en reactores anaerobios con vinazas y que fueron
mencionados en el apartado 2.5.2 donde se dijo que, para el tratamiento de vinazas, es
necesario un TRH mas prolongado que significa una velocidad ascendente paulatinamente
menor (Duréin y col., 1988; Pérez y col., 1997). La eficiencia de conversion de los materiales
disueltos en la vinaza a metano (mgDQO-CHykgDQOrem) va aumentando conforme se
incrementa la proporcion de vinaza en la alimentacion. Es posible que esto se deba a que los
microorganismos anaerobios, conforme se adaptan a las vinazas, incrementan la conversion
de materia organica a CH,.

En la misma Tabla 4.4 puede observarse un aumento entre la concentracion de la biomasa al
inicio y al final de la operacion de adaptacion. Esto fue debido a que, conjuntamente con la
biomasa sintetizada: captada por el sedimentador secundario y retornada al lecho de lodos del
reactor, se introdujeron lodos anaerobios nuevos para reestablecer la biomasa perdida que no
pudo ser recobrada en el sedimentador. El volumen de biomasa activa que se obtuvo en esta
etapa de la investigacion es muy importante debido a que, posteriormente, fue empleado para
la inoculacién de los tres reactores en la siguiente fase de la investigacion. El lodo anaerobio
se incrementa 0.05 kg/kgDQO degradada concordando con lo consultado en la literatura

(Lettinga y col., 1982).

La biomasa anaerobia “elutriada” por el efluente del reactor se recolecto en el sedimentador
secundario. Conforme la concentracion de DQO en el influente iba incrementandose se
manifesto un fendmeno de ruptura de los floculos anaerobios con la consiguiente reduccion de

* - o I;g?.."
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su densidad y su escape en el efluente del reactor (“elutriacion”). Esto provocd que la relacion
de la concentracion de sélidos del efluente con respecto a la concentracion de solidos del
influente fuera, en ocasiones, mayor (en todas las formas de solidos). Algunas veces, los
solidos totales de salida eran 1.5 veces mas que los del influente (1:1.5). Lo mismo se observd
cuando se increment6 la proporcion de vinaza al 20% vy, al llegar a 50% de vinaza, fue de 1:5
y, con 100% vinaza, la relacion fue de 1:10. Por tanto, la DQO se determindé como DQO
soluble para evitar la interferencia de solidos elutriados en el efluente del reactor.

Tabla 4.4 Parimetros operacionales para el arranque del RALLEA de 10 L para [a adaptacién a vinazas en

Q 8 gn ]
zls| ﬁggt“g' 23 HAEE
UED 5 (oo|aa| 8[s3 B (8] B | 52)2s) 22 s
U SR

IE %]

10[6.4B.0 0-25 1 [10241] 61 [ 18 [ 0.15 [0415] 71 |10.24 [0.0988] 0.654 | 15.6
15/6381] 2655 | 1.5 [15,344] 61 | 19 | 0.16 [0.443 | 72 [ 10.23 [0.0658] 0.654 | 18.9
256380 5685 | 2.1 [21,497] 67 | 19 | 0.14 |0.400 | 72 | 10.23 |0.0470] 0.654 | 19.2
30[6.2B.0] 86-120 | 3.0 [23.556] 52 | 23 | 0.22 |0.615| 66 | 7.85 [0.0329] 0.502 | 19.8
35]6.1B.1 121-145 | 4.0 [25,478| 45 | 24 | 0.26 | 0.743 | 67 | 6.37 [0.0247] 0.407 | 204
4016.08.01 146-200 | 4.5 [35473| 48 | 23 | 0.24 [0.672]| 64 | 7.22 [0.0219] 0.461 | 21.3
455880 201235 | 5.0 [43,315] 51 | 22 | 0.21 [0.600| 60 | 8.66 |0.0198] 0.553 | 21.2
50|5.8/8.1] 236270 | 5.2 [54,101] 61 | 25 | 0.21 |0.586| 61 | 10.41 [0.0190] 0.665 | 20.9
55|5.7)8.0] 270295 | 5.4 |56,450] 63 [ 26 | 0.21 |0.600 | 61 | 10.45 [0.0183] 0.668 | 21.0
60|5.6/8.00 296330 | 6.0 |62,412] 65 [ 29 | 0.22 |0.629] 64 | 10.40 [0.0165] 0.665 | 20.8
70]{5.48.00 331364 | 6.5 |65444] 64 | 30 | 0.23 |0.658 | 62 | 10.06 [0.0152] 0.643 | 22.3
80[53B8.0] 365398 | 6.8 |68,961] 62 | 32 | 0.26 |0.729| 61 | 10.14 [0.0145] 0.648 | 22.7
85(5.1B.1] 399420 | 7.1 |77,109] 63 | 34 | 027 |0.772| 62 | 10.86 [0.0139] 0.694 | 22.9
90[4.9B.0{ 421450 | 8.0 |96,463| 67 | 37 | 0.28 [0.786| 62 | 12.05 [0.0123] 0.770 | 23.0
100{4.98.0] 450-500 | 10.0 [115,319] 65 | 40 | 0.31 | 0.886| 61 | 11.53 |0.0099] 0.737 | 23.1
1004.9]8.1] 501-600 | 10.0 [117,256] 65 | 40 | 0.31 | 0.872| 61 | 11.72 |0.0099] 0.749 | 23.3

* *Materia orgdnica medida como DQO Los datos de gases estan calculados a PTS

A lo largo de los 600 dias requeridos para tener un reactor alimentado con vinazas sin diluir
hubo solamente una desestabilizacion del sistema. El equilibrio se recobro al cabo de 48 horas
al reinocular el equivalente al lodo perdido en el efluente por medio de la recoleccion de la
biomasa en el sedimentador. Ademas, se redujo el flujo a un 25% menor al correspondiente.
Su reestablecimiento se hizo lentamente. Este procedimiento de recuperacion del flujo original
se hizo manteniendo la estrategia de obtener una eficiencia de remocién de DQO soluble
cercana a 60% y una produccion de CH4 alrededor de 22 LCH./dia. Es posible que la
desestabilizacion haya sido ocasionada por un fallo en el suministro eléctrico, provocando que
la temperatura bajara subitamente. Como después de este incidente se instalo una planta de luz
de emergencia a diesel para el laboratorio en su conjunto, este problema ya no se repitio.
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4.1.3 Seguimiento analitico

El pardmetro de la relacion de alcalinidad, establecido por Rojas-Chacon (1988ab) y
presentado en los apartados 2.7.1 y 3.3.1, se empled en esta investigacion como sistema de
seguimiento. El valor obtenido a lo largo de esta fase estuvo entre 0.1 y 0.2 (cuando es mayor
a 0.4 indica la posible acidificacion del sistema), con excepcion del lapso mencionado arriba.

La Figura 4.1 muestra la concentracion de DQO en el influente con respecto a la del efluente.
Se conserva un porcentaje de remocion de DQO entre 60 y 70% como lo muestra la Figura
4.2. A partir del dia 200 (45% de vinazas), el porcentaje de remocion estuvo entre 58 y 65%
con un tiempo de residencia hidraulica de 5 dias hasta alcanzar el 100% de vinaza con un TRH
de 10 dias.

La Figura 4.3 presenta la produccion de CHy (a PTS) con respecto a la carga orgénica
removida por dia. La figura indica su tendencia a aumentar hasta llegar a la estabilidad, donde
se conservé en un promedio de 0.3 LCH, /kgDQOrem = 0.85 kgDQO-CHy/kgDQOrem.

De la ecuacion 2-1, del apartado 2.2, para un sistema ideal, se tiene que 350
LCHy/kgDBO=15.625 molesCHy/kgDBO=1000gDQO-CHy/kgDBO. Los resultados obtenidos
en la presente investigacion no corresponden a estos valores. Debe considerarse que estos
valores se refieren a un sistema ideal, por lo que al tener diferentes tipos de especies
anaerobias para la degradacion de un sustrato complejo, la produccion de metano depende de
la degradacion de compuestos carbonosos de bajo peso molecular a metano. En el apartado 3.4
se menciona que en una biomasa anaerobia mixta, la poblacion metanogénica estara presente
de 1 a 10% de la biomasa total (Soto y col., 1993).

140000 T I T
lzm-—-l O Influente —0— Efluente !‘ o b 5
§1oonon oggwgo?c?g
3 80000 Dg“ga
2 60000 m@dvom
§' 40000 o 8
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0 T Ll Ll T
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (dias)
Figura 4.1 DQO en el influente y efluente del reactor anacerobio de 10 L para la adaptacion de la biomasa
anaerobia a vinaza
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Muchos trabajos anteriores indican la complejidad del tratamiento biolégico de las vinazas,
como se vio en el apartado 2.5.2. Es interesante comparar que, que para el mismo sustrato, se
han encontrado variantes en sus caracteristicas fisico-quimicas como lo muestra la Tabla 4.5.
Cabe mencionar que las variaciones de concentracion inicial de material disuelto medido
como DQO en la vinaza son diferentes en cada caso. Por ejemplo, cuando las vinazas
provienen de la fermentacion de jugos (remolacha, cafia) o cuando éstas provienen de la
fermentacion de mieles finales. En este altimo caso, parte de los azicares se caramelizan y,
por ende, son menos biodegradables.

La Tabla 4.6 muestra diferentes estudios para el tratamiento de la vinaza con sistemas
anaerobios y también algunos parametros operacionales. El trabajo de Ranade y col. (1999) es
el unico dirigido hacia la sulfato-reduccion debido a que estudiaron vinaza sin diluir.
Aparentemente los trabajos realizados con vinaza diluida no presentan problemas de
producciéon de H;S o no fueron medidos porque no son mencionados, a pesar de que los
sulfatos estan presentes en la vinaza. Pero en esta investigacion, ain en vinaza diluida al 10%
se obtuvo 3% de HaS en el biogas. El apartado 2.5.2 describe las investigaciones de Ranade y
col. (1999) y de Yadav y Archer (1989), donde trataron de inhibir la sulfato-reduccion en el
tratamiento de vinaza por medio de la adicion de molibdato de sodio pero sus resultados no
fueron exitosos. El porcentaje de remocion de DQO obtenido en la presente investigacion esta
dentro del intervalo de los estudios presentados en la Tabla 4.6, que es de un 60 a un 85%. La
produccion de CHs con respecto a la DQO removida para la presente investigacion es
aproximadamente oscila a los resultados presentadas en los otros trabajos de la Tabla 4.6.

El TRH utilizado en el trabajo de Ranade y col. (1999) fue de 30 dias, mientras que para la
presente investigacion fue de 10 dias. El tiempo de adaptacion de la biomasa anaerobia a la
vinaza, para Ranade y colaboradores fue de 300 dias, a diferencia de este trabajo que requirié
de 600 dias. Naturalmente, esta adaptacion mas lenta permitié tener un TRH de la mitad del
requerido por estos autores.

.Espinoza y Noyola (1992) realizaron un trabajo sobre el tratamiento anaerobio de vinazas a
35°C en un RALLFA con recirculacion del efluente. Ellos trabajaron a un TRH de 3.14 dias
alimentando vinazas diluidas hasta alimentar vinazas sin diluir con una concentracion de
DQO final de 75,000 mgDQO/L. El periodo de operacion fue de 150 dias. Durante la
operacion se presentaron en varias ocasiones desequilibrios en el sistema. La alimentacion
inicio con vinaza diluida al 20% y como parametro de control de equilibrio del sistema fue la
relacion de alcalinidad con valor de 0.59. Al alimentar con vinaza diluida al 40% el sistema se
acidifico. Probablemente, uno de los factores comparativos con los resultados de la presente
investigacion es el factor tiempo. Espinoza y Noyola (1992) agregaron a la alimentacién 4 g
NaHCO4/L para amortiguar el pH de alimentacion y aumentar la capacidad amortiguadora del
sistema anaerobio. Pero, a pesar de ello, hubo muchas variaciones en el parametro de la
relacion de alcalinidad hasta llegar a la acidificacion del sistema. Las cargas orgénicas
volumétricas que ellos utilizaron fueron de 4.4, 9.5, 17.3 y 23.3 kgDQO/m’dia, a 20, 40, 80%
de vinaza diluida y vinaza sin diluir respectivamente.

Y
t
¥}

Hg

E Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica

89



Tesis Doctoral-Resultados
Efecto de la temperatura en la actividad metanoggénica
y sulfato-reductora de consorcios miuobuaaoq ¢n un, reactof anaerdbio

Tl 4. Garatersicas fsco-quigicas i vinacgs generadss o iferbits aries s

DT

) e Mg/l '

Pardmetrp " Garciay Souza VoL, Ranadey Viyssldesy Ehlingery  llangovany  Tieelbard, Espinoza  Este
excepto pH cal., 1997 1992 col,, 1999  col,1997  col,1992  Noyola, 1993 1992 y Noyola, trabajo
Espaa Brasil ndla_____ Grecia Francia éxico Venezuela 1992
" DQD __75,000 31,500 120,000 72,000 17,000 85,000 110,000 4,653 120,000
p! | 4.4 3.9 4.0 - 5.0 4.3 3.40 4.38 4.0
SST 2,000 k 14,000 3837 1,700 17,000 14,000 17,290 4300
88V 9,000 ‘3,700 - 3,200 - 12,000 13,000 14,965 4,100
N total _ 975 370 1,730 7,340 300 - 1,200 - 1,470
P total 20 24 184 91 300 - 14,000 - -
Fenol 469 - - - - - - - -
a-difenoles 34 - - - - - - - -
Sulfatos 3 — 420 6,000 4,520 15,000 15,000 6,800 5480 15,000
Polasio . 1,300 0,000 - 4,100 3,000 6,300 . p
Amoniaco - 4 - - : : 600 E -
__Acidas grasos volétiles - - 1,600 - - - - - -
Sustancias des¢onocidas - - - 24,000 - - - - -
io E . - 5 20 - - - -
Calcig B 3 700 . 1,800 - 1,600 - -
Magnesia - . < B 100 - . . -
Tabla 4.6 Pardinetros operacionales en el tratamiento anaerpbio de vinazas en el mundo
Pérezycol, Pérez, Crayeiroy Balaguery Souzday Ranadey Shinycol., Espinozay Este trabajo
Pardotetros dp 1997 1998 ool 1966  col1997 coli19%2 col 199 1992 Noyols, .
operacifn 1992
__mgDOOL. 15,000 15,000 12,000 7,000 31,500 120,000 17,000 74,653 120,000
d 0.46 1.6 24 0.5 0.5 30 3.14 10
58 - - - 6 - 0.06 4
0.33 - - - 0.20 - 0.33 0.6
atiira 55 55 55 35 55 30 34.1 35
Tipo de reactor Lecho Filtro RALLFA Lecho RALLFA RALLFA Dosectapas RALLFA RALLFA
‘ﬁagmbio fluidificado _anaerobio fluidificado
‘olumen, L 2.04 - - - 75000 - 12.5 10
Y% §eﬁ ocién dé DQO 85 80 83 70 72 - 60
Ya el biogds - - - - - 1a3 4.13
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Figura 4.2 Remocion de materia orgdnica medida como DQO en el reactor de 10 L para la adaptacion de la
biomasa anaerobia a vinaza
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Para esta investigacion, la carga organica volumétrica se conservo durante todo el periodo de
operacion en un promedio alrededor de 11 kgDQO/m’dia debido a que el TRH es mayor al
utilizado en el trabajo de Espinoza y Noyola (1992). El porcentaje de CH; en el biogas
obtenido en la presente investigacion, que fue de 67%, fue muy cercano al valor obtenido por
Espinoza y Noyola (1992).

En esta investigacion, con excepcion del incidente de la interrupcion del fluido eléctrico, en
ningun momento se presentd un desequilibro en el sistema por sobrecarga como ocurrio en el
trabajo de Espinoza y Noyola (1992). Esto da la pauta para afirmar que la estrategia seguida
de ir paulatinamente aumentando el TRH conforme se aumenta la cantidad de vinazas
manteniendo cargas organicas masica y volumétrica relativamente constantes resulta adecuada
para procesos de adaptacion de biomasa.

Con base en los resultados de esta investigacion, se elaboro la Tabla 4.7, que puede utilizarse
para trabajos futuros de operacion de RALLFA a 35°C. La Tabla 4.7 permite interpolar los
valores de arranque hasta una determinada concentracion de DQO en el influente a tratar.
Posiblemente, la Tabla 4.7 pueda utilizarse también a condiciones termofilicas cuando la
estrategia sea adaptar biomasa termofilica a un sustrato dado.

Tabla 4.7 Pardmetros operacionales para el arranque y la operacion de un RALLEA

Pardmetro Recomendado
> INICIO OPERACION
Concentracion del indculo fkgSSijreactor 15.6 19.2 213 21.0 23.0 233
Temperatura 35°C 35°C 35°C 35°C 35°C 35°C
Velocidad ascendente (m/h) 0.09 0.04 0.02 0.018 0.01 0.009
TRH (dias) 1 2.1 4.5 54 7.1 10
Carga organica masica (kgDQO/kg SSVdia) _ 0.65 0.65 0.65 0.67 0.69 0.75
Carga orginica volumétrica (kgDQO/m’dia) | 10.2 10.2 7.22 1045 | 1086 | 1L.72
Carga de materia orgnica medida como
DQO en el influente del reactor (mg/L) 10,000 | 20,000 | 35,000 55.000 | 75,000 | 115000

4,2 ARRANQUE Y ADAPTACION DEL INOCULO DE CONDICIONES MESOFILICAS A
MESOFILICAS INTERMEDIAS Y TERMOFILICAS

4.2.1 Inoculacion

Los tres reactores de 1.6 L fueron inoculados con la biomasa adaptada a las vinazas obtenida
del reactor de 10 L. La biomasa anaerobia fue tamizada de tal forma que los granulos de
mayor tamaiio fueran seleccionados como indculo. Se busco tener una mezcla homogénea de
inoculo para los tres reactores. La Tabla 4.8 presenta los valores de concentracion de sélidos
suspendidos volatiles, que determinan indirectamente la concentracion de biomasa en el

>
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volumen de cada reactor. Como puede observarse, los valores son similares entre ellos.
Asimismo, la Tabla 4.8 muestra los parametros que se obtuvieron al término de la estrategia
de arranque utilizada para las condiciones mesofilicas, mesofilicas intermedias y termofilicas.
Las Figuras 4.4 a 4.6 muestran los datos de pH, DQO soluble y remocién de DQO soluble en
los tres reactores.

Tabla 4.8 Pardmetros operacionales de los tres reactores de 1.6 L a las tres temperaturas

Pardmetro 35C ____45°C___ 35°C
= = e
Concentracién del inéculo, kgSSV/m” reactor 26.88 28.96 27.28
Temperatura 35 4. 55
Ve, velocidad ascendente, m/h 0.0012  0.0012 0.0012
TRH, dias 17 17 17
By carga organica mésica, kgDQO/kgSSVdia 1.67 1.62 1.65
Excaré or%ﬁi’ca volumétrica, kgDQO/ m"dia 7.06 7.06 7.06
85
s.o}. geoﬂg.aaﬂe‘aaoag YN igpa 8 s
75 -0 ™ e Promedio
791 @ 35°C
7.0
65 8.00 a 45°C
pH
6.0 798 © 55°C
55 ? & ” ’
5.0 ® % ® ® 4.85 ¢ Vinaza
" =3\
is] *@° oo * e "o, °
* * e
4.0 T T T T T Y
1] 50 100 150 200 250 300
Dias

Figura 4.4 Valores de p3{ del influente y efluente de los reactores de 1.6 L a 35(e) 45 (4)y 55°C (0)

4.22 Parimetros operacionales de arranque

La velocidad ascendente de los tres reactores, presentada en la Tabla 4.8, es mais lenta que la
obtenida en el reactor de 10 L, debido a que el TRH final en los reactores de 1.6 L fue de 17
dias y, naturalmente, que la propuesta por diferentes autores (Tabla 2.14 y 4.3). En la etapa de
arranque, entre los 106 y los 240 dias de operacion (Tabla 3.2) se intent6 reducir el TRH para
aumentar la velocidad ascendente pero el reactor que operaba a 55°C presentaba valores altos
en su relacion de alcalinidades, indicando acidificacion. Por ello, el tiempo minimo obtenido
para el TRH fue de 17 dias. Omil y col. (1996) emplearon velocidades ascendentes de 0.5 a 5
m/ a condiciones termofilicas, aunque emplearon aguas residuales con una concentracion de
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DQO menor a

15,000 mg/L. Al utilizar cargas organicas bajas en su trabajo, no pueden

realmente compararse sus resultados con los de esta investigacion.

0
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Figura 4.5 DQO soluble en el influente y efluente de los reactores de 1.6 L a 35, 45 y 55°C

%0
@ Promedio
@
WI ® o.o.o 71 045°C
o o Og (o] #35°C
e - t*-*ﬂ
% 60 * 20 0Rette o ’0’
0o L 2
40
30r T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Dias

Figura 4.6 Remocion de DQO soluble en el efluente de los reactores de 1.6 L a 35, 45 y 55°C

La carga orgénica masica, de acuerdo con los valores de kgSSV que posee cada reactor, es
relativamente constante. La carga organica volumétrica es la misma debido a que los tres
reactores son alimentados por una misma bomba peristaltica y el mismo recipiente de

alimentacion.
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Las cargas organica masica y volumeétrica utilizadas para la adaptacion de biomasa anaerobia
mesofilica a condiciones termofilicas estan fuera de los intervalos recomendados (Tablas 2.14
y 4.3). Obviamente, estos datos se obtuvieron para reactores mesofilicos y no pueden
extrapolarse a reactores termofilicos y, menos ain, para aguas residuales con concentraciones
de 120,000 mgDQO/L.

Soto y col. (1992) llevaron a cabo una investigacion sobre la caracterizacion y comparacion de
biomasa termofilica y mesofilica en filtros anaerobios para el tratamiento de efluentes de una
fabrica procesadora de mejillones (25,000 mgDQO/L). Ellos lograron la adaptacion a
condiciones termofilicas en un tiempo de 100 dias. En la presente investigacion, el tiempo de
adaptacion a condiciones termofilicas, considerando la eficiencia de remocion de DQO soluble
(Figura 4.6), fue de alrededor de 100 dias. Cabe mencionar que la concentracion de las vinazas
en esta investigacion es mas de cuatro veces mayor que la empleada por estos investigadores,
medida como DQO. También, Soto y col. (1992) experimentaron con aumentos en la relacion
de carga organica en forma lenta una vez adaptados los reactores. Al alcanzar una carga
organica de 10 ngQOfm’dia (TRH=6 horas), tanto el reactor mesofilico como el termofilico
disminuyeron el porcentaje de remocién de DQO de 75% a 65 y 50%, respectivamente. Esto
indica que el sistema termofilico es sensible a sobrecargas o reducciones de TRH. Por lo
mismo, la operacion del reactor termofilico en la presente investigacion se llevo a cabo sin
incrementar la carga organica como puede observarse en la Tabla 4.8.

4.2.3 Comportamiento fisico-quimico anaerobio

La Tabla 4.9 presenta los resultados promedio de la etapa estable de los reactores a 35, 45 y
55°C. Antes de los 100 dias, los reactores estuvieron atn en fase dinamica. Después de este
lapso alcanzaron una fase estable.

Los datos presentados en la Tabla 4.9 corresponden a los ultimos 150 dias de experimentacién
en los que se considera que la biomasa mesofilica estaba ya completamente adaptada a las
condiciones termofilicas. Se observa que hay un efecto de la temperatura en la concentracion
de azufre, tanto de la biomasa, como de las fases liquida y gaseosa. El efecto se refiere a que el
aumento en la temperatura promueve la metabolizacion del azufre disuelto como sulfatos en el
influente para transformarse a H,S por las BSR. En el apartado 4.2.4 se discutira con mayor
detalle el efecto de la temperatura en la solubilidad de los gases, que concuerda con los
resultados promedio de la Tabla 4.9.

En el dia 200 se presentd un problema técnico asociado con la temperatura de los reactores
(falla de corriente eléctrica) pero, después de hacer las reparaciones necesarias, los reactores se
recuperaron nuevamente. Esto indica que cualquier cambio en la temperatura puede ser un
factor limitante, especialmente si el problema toma periodos largos de tiempo, ya que pueden
inactivarse las BM como se explico en el apartado 2.5.1. En condiciones reales, donde las
vinazas provienen de las torres de destilacion y tienen temperaturas altas, habra que cuidar el
efecto contrario, esto es, que se alimenten a temperaturas mayores a las que se esperan en el
reactor.
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Yabls 4.9 Resubados promedio en eaps estable de & sdoptacion del indqulo de condiciones magflinsa
temofilicas en reactores de 1.6 L

Effuende (icuide/gaseoso)
Parimeire Vinan s e “C -‘E’_"
DQO sokible, mg/L 117928 | 46,787 34 497 26,518
DQOo %% 123,147 N.d. Nd. Nd.
Carga arginica, kgD QO4n ' dia " 7.06 7.06 7.06
% remociom de DQO soluble 62 71 78
% CH, en la fise gaseoss (PTS) 66 67 85
% H,S en la fase gaseosa (PTS) 3.43 3.52 4.13
% CO, en ha fase gaseosa (PTS) 28.65 29.12 10.26
Produccion de m’ , Lidia 333 5.82 7.29
Producciin de biogss, Lidia (PTS) 227 3.85 4.02
mbiogiskeD QOremovida (PTS) 0.38 0.51 0.57
kgD QOremovida/dia 0.006¢ | 0.0075 0.0082
kgD QOremovida/L 0.0713 0.0834 0.0871
kgD QO-CH, gD Q Oremovids (PTS) 046 0.65 085
€DQO-CH,/dh (PT5) 293 487 698
m mng; 0.0015 0.0028 0.0033
m‘g&_n’mdk@'rs:t 0.93 1.25 2.06
LCH/dh (PT8) 147 2.78 332
LCO0,/h (PTS) 0.70 0.90 0.50
LH, Sidia PTS) 0.08 0.13 0.20
Sulfitos en solncian, 15200 5 803 5,186 3791
mg50,-S reducidos/L. 9,397 10,014 11,409
Valor de pH. 4.82 791 8.00 7.98
Alcalinidsd 4 pH 5.75, mg/L. N4 10213 15,528 05673
Alcalinidad s pH 4.3, mg/L Nd 14,530 20313 14 250
Relacitn 1l N4 0.12 0.25 0.20
Solidos totales 66,239 49 687 52,174 43,959
S6lidos suspendidos totales, mg/L 7 306 7 407 8,306 12,129
S0lidos disueRos totales, mg/L 58433 42280 43 560 31,830
SG1idos totales volitiles, mg/L 47763 | 22,54 27,426 31971
Salidos suspendidos volitiles, mg/L. 3 481 3298 3,188 9,527
Sokidos disuekos volitiles, mg/L 42,489 19246 24,238 2443
sémmgg,g& 18,269 27,143 24 748 11988
Sélidos suspendidos fijos, mg/L 2325 4,109 5,118 2,602
SAlidos disuellos fijos, me/L 1594 | 23034 19 530 9,386
% Cabono en la fase liquida 3973 1972 1222 0.623
% Nitrogeno en I fase 0.097 0.066 0.03¢ 0.0068
% Amfre total en la fase hiquida™ 0.394 0.191 0.153 0.080
Eh el interior de cada reactor:
. Biomasa
__ Biomasa, mgC/L biomass Nd. IV 108 100
Biomasa, mgh/L biomasa N.d. 120 105 713
Biomasa, mgS{L biomasa Hd. 159 955 662
Nd.no foe determinado
* Inchuidos sulitos, sulfitos y sulfmos
& e o el fulaiag i
Farultad de Quimnica UHAM
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La Figura 4.4 presenta el seguimiento del valor de pH de los tres reactores, que muyestra
tendencias a valores promedio en sus efluentes alrededor de 7.8. Durante el seguimieato no
existieron variaciones estadisticamente significativas. Esto indica la gran adaptabilidad de los
ecosistemas y su capacidad amortiguadora del entorno independientemente de la temperatura.
Posiblemente, la estabilidad se deba en gran parte a la mezcla amortiguadora agregada a la
vinaza de alimentacion. Habra que hacer experimentos subsecuentes que en los que no se le
adicione a la vinaza esta mezcla y verificar el efecto en el pH del efluente. La Figura 4.5
presenta los datos de materia organica medida como DQO soluble en los efluentes de los tres
reactores y, en la Figura 4.6, el porcentaje de remocion alcanzado en cada uno de ellos. La
remocion en los reactores fue de 60, 71 y 78%, a 35, 45 y 55°C, respectivamente, como
promedio para los dltimos 150 dias de operacién. Los resultados indican que las comunjdades
microbianas son mas activas a 45 y 55°C que a 35°C, consumiendo mas eficientemente la
materia organica disuelta en las vinazas.

Asimismo, dentro del mecanismo de sulfato-reduccion, los resultados obtenidos de un reactor
RALLFA pueden ser diferentes a los obtenidos por un reactor anaerobio con un sistema
diferente al RALLFA debido a las propiedades de floculacion o materiales de soporte dentro de
los reactores. Los resultados pueden variar debido a la elutriacion de cierto grupo bacteriano.
De la misma forma, si el proceso de sulfato-reduccion se estudia en suelos o sedimentos
marinos, el tiempo de adaptacion de las biocomunidades al sustrato y ain a la temperatura
pueden alterar la percepcion del fracaso o €xito en la-competencia de las BSR y las BM. En la
presente investigacion, el tiempo necesario de adaptacion global fue de 900 dias a partir de
adaptar la biomasa al sustrato y, posteriormente, a la temperatura. Aspé y cal. €]1997)
realizaron un estudio en el cual trataron de reunir e interpretar el tratamiento anaerebio de
aguas residuales de pesquerias utilizando sedimento marino como indculo en un reactor y
estiércol de cerdo como- in6culo en otro reactor. Las condiciones de operacién-y de
alimentacion fueron iguales para los dos reactores. Las BSR del inéculo del sedimento marino
se desarrollo- de manera limitada. La relacion de BM/BSR disminuy6 en un 200%-en el
indculo del estiércol de- cerdo comparado con el sedimento marino. La investigacion destaca
la adaptacion que tuvo la biomasa antes de la inoculacion. El sedimento marino se adapto mas
rapidamente-a los sustratos salinos del agua residual que el indculo de estiércol de cerdg. Por
tanto, los resultados obtenidos en esta investigacion considerando el tipo de in6culo, el tiempo
de adaptacion y la operacion revelaran la relacion entre las BSR y las BM.

El tiempo de adaptacion a la temperatura de los ecosistemas metanogénicos es tan importante
que disminuir o aumentar siibitamente la temperatura en el sistema determina ciertos-efectos,
como lo indica el trabajo realizado por Lau y Fang (1997), donde se expuso una bjomasa
adaptada a condiciones termofilicas de 55°C a una temperatura de 65°C por 8 dias y-a 37°C
por 16 dias. El cambio de temperatura redujo significativamente la eficiencia del reactor sobre
la remocion de DQO en un 60 y un 40%, respectivamente. En la presente investigacign, el
exponer la biomasa adaptada a vinaza de 35 a 45 y 55°C provocd que el porcentaje de
remocion disminuyera drasticamente en las primeras semanas como puede verse en la Figura
4.6. El porcentaje de remocion se redujo de 65% obtenido a 35°C hasta 40% a 45y 55°C, con
un efecto mas marcado a 45°C.
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La Figura 4.7 presenta en forma grafica los resultados de la concentracion de material disuelto
medido como DQOs removida en la fase estable y de su transformacion a biogas,
especificamente a CHs. Si se considera que el porcentaje de remocién es la
DQOrem/DQOinicial por 100, resulta claro que la produccion de CH; en el intervalo de
temperaturas estudiado es directamente proporcional a esta variable. Esto permitiria establecer
un modelo para los reactores de acuerdo con Lcps/(DQOrem/DQOinicial) (a condigiones
estandar de presion y de temperatura). El modelo podria aprovecharse para el escalamiento de
los reactores para su utilizacion a mivel planta piloto e industrial. Esto constituye una-nueva
linea de investigacion.

La Figura 4.8 presenta informacion similar a la de 1a Figura 4.7 pero para el H;S. En este caso
también existe una dependencia similar entre la produccion de H,S en la fase gaseosa y la
concentracién de materia disuelta medida como DQOs removida/DQOs inicial, en el intervalo
de temperaturas en-estudio.

Los resultados mostrados en las Figuras 4.7 y 4.8 se discuten en detalle en el apartado 4.3.1.3
cuando se calcularon los porcentajes de DQO utilizados por las BSR y las BM. En el apartado
43.1.3 podra observarse que las BSR utilizan un menor porcentaje de DQO a menor
temperatura (35°C) que a mayor temperatura {(55°C).

Las Figuras 4.9 a la 4.11 muestran la adaptacion de los ecosistemas metanogénicos a la
elevacion de la temperatura. Conforme el tiempo de adaptacion transcurre y la bipmasa
mesofilica se convierte en biomasa termofilica, en el biogis se presenta una tendencia de
reduccion de la fraccion de CO; a 55°C con respecto al CHy. Posiblemente, esto se debio a
que, a 55°C, la reaccion de biodegradacion del sustrato carbonoso por las bagpterias
metanogénicas termofilicas tiene-como producto principal al CHy mas que el CO2. Al mismo
tiempo, las Tablas 2.5 y 2.6 (Capitulo 2) muestran que los sustratos principales de la mayor
parte de las especies bacterianas metanogénicas termofilicas son el H; y €O, para formar
CHa. El €Oz es el aceptor final de electrones de las bacterias metanogénicas hidrogenefilicas.
Dado que la actividad microbiana aumenta con la temperatura, esto puede ayudar a que las
BM a 55°C tomen la reaccion mas sencilla de obtencion de sustrato de la materia carbonosa,
que en este caso es 4H,+CO; — CH+2H;0.

La Tabla 49 muestra que el volumen de metano es directamente proporcional .a la
temperatura. Puede deducirse que la temperatura no solo incrementa la velocidad de reaccion
sino que, igualmente, aumenta el volumen producido de metano. Lo mismo fue obtenido por
Lokshina y Vavilin (1999), quienes realizaron una investigacion sobre metanogénesis en
suelos desde 6 a 28°C en pruebas intermitentes. El volumen de metano generado a 28°C fue
13 veces mayor al obtenido a 6°C.

Visser y col. (1992) elevaron la temperatura de un reactor mesofilice a 55°C. Como resultado
del cambio drastico de temperatura, obtuvieron el cese completo de la produccion de metano
y HzS que tenian a condiciones mesofilicas. La actividad sulfato-reductora se recuperé mas
rapidamente que la actividad metanogénica (hasta después de 45 dias). Lo mismo sucedio en
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la presente investigacion. Fue hasta el dia 60, en el que la produccién de metano fue similar a
la obtenida en condiciones mesofilicas. La produccion de H,S se recuperd més rapidamente a
55°C que a 45°C, antes del dia 50 como puede verse en las Figuras 4.9 y 4.10. Esto demuestra
que la actividad metanogénica es mas sensible que la actividad sulfato-reductora.

y=0.117x - 5.7071
R™=0.9734
5.0 [
o« 457
E 4.0 LCH, ®35°C
g 3.5 % remocién DQO soluble dia
3 301 ey b
£ 2.0- 1.47/62=0.027
& 151 . ®s5°C
§ 1.0 1
2 057 *
£10.0 - - - -
B 40 50 60 70 80 %0
% remocién DQO soluble

Figura 4.7 Remocion de DQO soluble en relacién con la produccion de (H; de los reactores de 1.6 £ a 35, 45
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Algunos estudios sobre reactores mesofilicos han encontrado el efecto del incremento de la
temperatura. Van Lier y col. (1990) encontraron que un reactor RALLFA a 38°C fue incapaz de
regenerar su bioactividad después de un choque de temperatura a 64°C por 5 horas. En otro
estudio, Leseure y col. (1988) encontraron que la eficiencia de remocion de- BQO de
microorganismos mesofilicos en un filtro anaerobio se redujo-desde 85 a 45% después de un
choque de temperatura de 7 horas a 50°C. Los resultados de la presente investigacién indican
también que las BM son muy sensibles a los choques de temperatura y, por ende, producen
menos gases. Otros reportes indican que los microorganismos termofilicos poseen mayor
estabilidad que-los mesofilicos (Van Lier y col., 1996; Lau y Fang, 1997). En la prgsente
investigacion, CHy y de H,S se estabilizo después de 200 dias de operacién. Por-fanto,
resultados obtenidos por medio de choques de temperatura- en duracion de-horas-o diag para
determinar la competencia de las BM con cualquier otro tipo de bacterias generan resultados
poco confiables. Simplemente no son las condiciones adecuadas para un estudio de
competencia microbiana.

Van Lier y col. (1996) encontraron que los gramuilos termofilicos presentaban una alta
termoestabilidad en un intervalo de 45 a 60°C en un RALLFA de flujo continuo y en pruebas
con viales. Esto-puede comparse-con los resultados obtenidos en-la presente investigacion a
55°C, pero- ne con los- resultados obtenidos a 45°C, debide a que la estabilidad en los
parimetros determinados a 45°C fue menor que la de los obtenidos a 55°C 6 35°C despnés de
una exposicion de 100 dias a-ambas temperaturas.

Los resultados muestran que la producciéon de HzS en el biogas por las BSR es paralela a la
produccién de CHy de las BM aunque no puede inferirse que exista inhibicién de las BSR a
55°C. La remocién de DQOQ soluble se incrementd a 55°C ya que la fuente de carbano es
utilizada por ambas biocomunidades. En la presente investigacion, la actividad microbiapa se
incrementa con la temperatura, por lo que los estudios realizados en-el apartado 4.3.1.3:podria
resolver st las BSR o las BM fueron las que consumieron mayor o menor cantidad de-materia

organica.

Como- los gases tienden a ser desorbidos a altas temperaturas, los datos del reactor a- 55°C
podrian analizarse en este contexto, con respecto a las otras dos temperaturas. Mas adelante se
presenta un analisis del fendémeno empleando la informacién termodinamica correspondiente.
En- esa discusion, se considera el equilibrio gas-liquido usando la ley de Henry para
determinar la produccion de H;S total considerando la concentracion de HzS presente-en la
fase liquida-y en la fase gaseosa.

La Figura 4.12 muestra la productividad global de los reactores en cuante a biogés gemarado
por unidad de DQOs removida, denominada Yiogss. Los valores fueron 0.38; 0.51 y 057 m’
biogis PTS/kgD€QOs removido, a 35, 45 y 55°C, respectivamente. De manera similar, la
Figura 4.13-presenta la produccién de CHx de los tres reactores. Los datos obtenidos en la fase
estable son para la Ycus: 0.46, 0.65 y 0.85 kgDQO-CHy/kgDQOremovida a 35, 45 y-55°C,
respectivamente. '
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Fignra 4.10 Volumen de 76, generado en los reactores de 1.6 L. a 35,45y 55°C

Fang y Chung (1999) trabajaron en el tratamiento- de- aguas residuales proteindceas
experimentando con diferentes cargas organicas a 35 y 55°C. Ellos concluyeron que el reactor
a 55°C no soportd cambios de cargas como el reactor de 35°C. Al incrementar la carga
organica de 2 a 10 gDQO/Ldia; la eficiencia del reactor-a 55°C disminuyd, a diferencia del
reactor de 35°C. Asi, a condiciones mesofilicas y termofilicas obtuvieron 0.85 y 0.72 gDQO-
CHykgDQQremovida, respectivamente, pero el reactor mesofilico se deterioré sibitamente al
final del experimento. Probablemente fue debido a-que la biomasa termofilica incrementa su
velocidad de reaccion y, de esta forma, soporta cargas mayores una vez que la-biomasa esta
adaptada a la temperatura de 55°C, como indica [a Fabla 1.3. Los resultados a condiciones
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termofilicas de Fang y Chung (1999) son andlogos a la presente investigacion a diferencia del
valor obtenido a condiciones mesofilicas.
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Figura 4.11 Volumen-de CO; generadd en fos reactores de 1.6 L a 35, 45y 55°C
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Figura 4.12 Rendimiento de biogds en los reactores de 1.6 £ a 35, 45 y 55°C
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Figura 4.13 Rendimiento de CHy en [os reactoresde 1.6 L a 35, 45 y 55°C

La Figura 4.14 presenta la produccion de-CHy pero-ahora en relacién con el volumen del
reactor. Los valores promedio en la fase pseudo-estable son 0.60, 1.07 y 1.51 m*CH,; PTS/m’
reactor dia, a 35, 45 y 55°C, respectivamente.
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Figura 4.14 Velocidad de produccion de CHy
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Esto implica que, el CH, obtenido a 35°C se tiene un 41% mas a 45°C y mas del 110% a 55°C.
Es claro que, a mayor temperatura, la produccion de metano se incremento.

Las Figuras 4.15 y 4.16 muestran la concentracion de sulfatos presentes a las tres temperaturas
en las vinazas sin tratar y tratada, asi como los porcentajes de remocién, los cuales indican
que, a mayor temperatura, la remocion de sulfatos es mayor.

La Tabla 4.10 muestra los resultados obtenidos por Griffin y col. (1998) en un trabajo sobre la
degradacion anaerobia de biosdlidos a 37 y 55°C en presencia de sulfatos. Los resultados de la
presente investigacion al igual que los de la investigacion de Griffin y col. (1998) indican un
aumento con respecto a la remocién de sulfatos y la produccion de CH,. Griffin y col. (1998)
comentan en su trabajo que las BSR estuvieron activas en cada digestor. Ellos realizaron un
conteo de las BSR presentes en sus digestores obteniendo un menor nimero de las BSR a
condiciones termofilicas pero un porcentaje de remocién de sulfatos mayor que a 37°C. Puede
deducirse que, a condiciones termofilicas, disminuye el mimero de especies de las BSR
presentes en el sistema, pero su actividad se incrementa. Esto es claro ya que las BSR
remueven un mayor porcentaje de sulfatos a condiciones termofilicas.

Tabla 4.10 Resultados de otras investigaciones a condiciones mesofilicas y termofilicas

Vickiitio Patel y Madamwar, 2002 Este trabajo Dms‘;;[;_!i col.,
37°C 45°C 55°C 35°C 45°C 55°C 35°C 55°C

keDQO/m’dia 3.60 3.60 3.60 7.06 7.06 7.06 5 5

% remocioén de DQO 98 96 98 62 71 78 78 70

m biogas/m’reactor dia 2 3.10 2.70 2.08 2.40 2.51 0.375 0.333

m COy/m’reactor dia 0.50 1 1 0.43 0.56 0.31 - 4

m CH,/m’reactor dia 1.36 1.40 1.20 0.92 1.74 2.07 0.239 0.235

m’CH/kgDQOremovida dia 0.37 0.38 033 0.23 0.37 0.47 0.29 0.27

Griffin y col. (1998)
% CH,4 54 - 65 66 - 85
% remocion de sulfatos 90 - 97 60 - 75

En la misma Tabla 4.10 se observan los resultados obtenidos por Patel y Madamwar (2002)
sobre una investigacion con aguas residuales petroquimicas en un reactor anaerobio de flujo
ascendente de lecho fijo. Los resultados de Patel y Madamwar no son diferentes a los
obtenidos en la presente investigacién, exceptuando la produccion de metano que es mayor en
esta investigacion con respecto que la obtenida por Patel y Madamwar (2002). Asimismo, se
muestran los resultados obtenidos por Dinsdale y col. (1997a,b) para el tratamiento de aguas
residuales de la industria del café, en reactores (mesofilico y termofilico) donde los valores a
35 y 55°C fueron muy semejantes entre si. Patel y Madamwar (2002) obtuvieron valores
menores de m’CHs/kgDQOremovida-dia a condiciones termofilicas que los resultados
obtenidos en la presente investigacién, probablemente debido a las caracteristicas del agua
residual y no tanto al efecto de la temperatura. Esto podria confirmarse con los datos de
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Dinsdale y col. (1997a,b) quienes sefialan que los iones sodio presentes en su agua residual
afectan la productividad de metano a condiciones termofilicas.
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Figura 4.15 Concentracion de sulfatos en el influente y efluente de los reactores d 1.6 L a 35, 45y 55°C

El estudio de los valores de 35 y 55°C con la prueba de T student, con un nivel de
significacién o de aceptacion de 95%, indican que hay una diferencia significativa entre los
grupos de valores de 35 con 55°C y de 45 con 55°C, pero que no hay diferencia significativa
entre 35 y 45°C, lo que indica que el porcentaje de remocion de sulfatos en condiciones
termofilicas es mayor que a condiciones mesofilicas y mesofilicas intermedias.

La Figura 4.17 presenta la tasa de consumo de sulfatos con respecto a la productividad de
metano. Puede verse que son directamente proporcionales. En el apartado 2.2, se mencion6
que el azufre es un nutrimento esencial para las BM, lo que podria explicar que la poblacion
metanogénica se multiplica consumiendo parte del azufre disuelto. Por tanto, parte de la
remocion de sulfatos podria deberse a ese consumo de las BM termofilicas para su desarrollo.

Otros investigadores que también estudiaron la degradacion de los sulfatos fueron Smul y col.
(1999). Ellos evaluaron el efecto de la relacion DQO:sulfatos y la temperatura en un reactor
anaerobio tratando etanol. El estudio consistid en el aumento y decremento relativamente
subitos de la temperatura de operacion, subiéndola de 33 a 55 y regresando a 33°C. La
remocién, tanto como de DQO como de sulfatos, disminuyd drasticamente al aumentar la
temperatura (hasta un 50%) y, al reducirla, aumenté pero muy lentamente. Estos resultados
parecen reforzar la estrategia que se siguid en esta investigacion ya que, aunque la
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estabilizacion tomé un tiempo muy largo, una vez estable el sistema, la eficiencia de remocion
tanto de sulfatos como de materia organica medida como DQO es mucho mejor.

R
E852RSR308R

Figura 4.16 Remocisn de sulfatos en ¢fluente de los reactores de 1.6 L a 35, 45 y 55°C

Espinoza y Noyola (1992) obtuvieron una remocion de sulfatos del 96% en el tratamiento
anaerobio de vinazas diluidas a 35°C con una relaciéon de DQO/sulfatos de 11. Visser y col.
(1993b) trabajaron en un reactor anaerobio a 30°C a diferentes relaciones DQO/sulfatos. Una
de ellas fue 10.4, cercana a la de la presente investigacion. Ellos obtuvieron un porcentaje de
remocion de sulfatos de 81%. Los valores obtenidos por los dos trabajos mencionados son
mayores al obtenido en la presente investigacién. Puede ser interpretado que, logicamente,
cuando la actividad sulfato-reductora se incrementa, la remocion de sulfatos se incrementara
también. La Tabla 2.8 mostré la relacién que existe de predominio entre las BSR y las BM
dependiendo de la relacion de DQO/sulfatos de las investigaciones de varios autores. Visser y
col. (1993b) hicieron experimentos a relaciones de DQO/sulfatos de 10.4, 3.6 y 0.6. El
porcentaje de remocion de sulfatos que obtuvieron fue de 81, 91 y 18%, respectivamente. A
una relacion DQO/sulfatos de 0.6 obtuvieron una mayor actividad sulfato-reductora aunado a
un bajo porcentaje de remocion de sulfatos, pero a una mayor utilizacion de la concentracion
de sulfatos que a las otras dos relaciones de DQO/sulfatos. Puede deducirse de esta
informacién que el porcentaje de remocién de sulfatos no es un factor para determinar el nivel
de sulfato-reduccién en un sistema. En el caso de la presente investigacion, la concentracion
de sulfatos en la fase liquida fue igual en los tres reactores, pero la utilizacion de sulfatos fue
ligeramente mayor a 55°C. La produccién de HzS, como producto de la actividad sulfato-
reductora, es casi la misma a las tres temperaturas cuando se considera el H,S presente en la
fase liquida, lo que puede implicar que la actividad sulfato-reductora puede determinarse por
la propia produccion de H,S y no por la remocién de sulfatos en el sistema.
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Figura 4.17 Produccién de CH en relacion con la remocion de sulfatos de los reactores de 1.6 L a 35,45y
isc

La Figura 4.18, al igual que la 4.17, correlaciona el porcentaje de remocién de sulfatos con la
produccion de H,S. De los valores de las pendientes de ambas rectas (0.1134 versus 0.0079)
puede reforzarse la suposicion establecida parrafos arriba de que una parte de los sulfatos
disueltos son usados como fuente de azufre por las BM mas que para la produccion de H,S. La
carga diaria de sulfatos alimentados fue de 41.27 mgSO4“/dia y es equivalente a las tres
temperaturas y en los tres efluentes fue de 545.5, 487.5 y 356.3 mgSO4?/dia. Aparentemente,
los resultados indican que la temperatura favorece a ambos tipos de bacterias, las BM y las
BSR.

La Figura 4.19 presenta el parametro de alcalinidad indicando el desequilibrio ocurrido
alrededor del dia 200 por el problema de falta de suministro de corriente eléctrica, asi como la
recuperacion después de un mes. Los valores de la relacion de alcalinidad explicados en el
apartado 2.7.1 y 3.3.1, mostrados en la figura, caen dentro del intervalo de 0.25 para 45 y 55°C
mientras que durante el desequilibrio, el resultado estuvieron cercanos a 0.5. Debido al fallo
eléctrico, la desestabilizacion fiie para los reactores a 45 y 55°C a diferencia del reactor de
35°C, que pudo conservar una estabilidad continua. La relacion de alcalinidad oscilaba
alrededor de 0.12 para el reactor de 35°C. El hecho de recobrar el equilibrio se debi6 en gran
parte a la formula amortiguadora adicionada en la alimentacion. El método para recobrar la
eficiencia del funcionamiento habitual del reactor es aumentar en la alimentacion la
formulacién en un 10% (0.9 gCa(OH)/L y 1.32 gNaHCOQs/L) para disminuirla a sus
concentraciones normales (0.78 gCa(OH),/l. y 1.2 gNaHCOs/L) cuando se alcanza el
equilibrio. También debe disminuirse el flujo de alimentacién en un 10% (de 0.0027 a 0.0024
L/dia), que también debe reestablecerse una vez que la estabilidad es recobrada. Espinoza y
Noyola (1992) tuvieron un desequilibrio en su reactor anaerobio, para el tratamiento de
vinazas diluidas, recuperandolo después de 12 dias con la adicion a la alimentacion de
4gNaHCO5/L. En esta investigacion, la estabilizacion se alcanzo después de 5 dias con una
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cantidad sustancialmente menor de bicarbonato de sodio. La explicacion puede radicar en el
hecho de tener una concentracién de materia organica mucho mayor que, al biodegradarse,
genera una mayor proporcion de CO; que actia como amortiguador del sistema.
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Figura 4.18 Produccién de 1S en relacion con la remocion de sulfatos de los reactores de 1.6 £ a 35,45y
ssc

Relacién de alcalinidad

Figura 4.19 Relacion de alcalinidad como pardmetro de control en el efluente de los reactores de 1.6 L a 35,
45y355°C

Espinoza y Noyola (1992), quienes tuvieron en promedio valores de la relacién de alcalinidad
de 0.4 hasta 0.59, concluyeron que se debia a la acumulacion de acidos grasos volatiles en el
reactor, especificamente, una alta concentracion de acido propionico (de 3,000 mg/L). En esta
investigacion no se hizo un seguimiento de icidos grasos durante la operacién de los tres
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reactores pero, muy probablemente, al interrumpirse el suministro de energia eléctrica y bajar
la temperatura de los sistemas, podrian haberse generado acidos organicos que hicieron que la
relacion de alcalinidad se incrementara entre (.40 y 0.54 en los reactores que estaban
aperando a 45 ¥ 55°C.

La Figura 4.20 muestra las concentraciones de carbono promedio en las vinazas, 60.55 gC/L.
En el periodo estable se obtienen 30.05 a 35°C, 18.61 a 45°C y 12.55 gC/L a 55°C. Los
resultados indican que, tanto las BM como las BSR, poseen cierta actividad para la
conversion det carbono a CHy y COz y la energia necesaria para la preduccion de:H,S,
conforme la temperatura aumenta de 35 a 55°C, especialmente en la etapa estable.

La Figura 4.21 muestra que los promedios de las concentraciones de nitrogeno son 1.47, 1.03,
0.52 y .10 gN/L, para las vinazas y los efluentes de los reactores a 35, 45 y 55°C,
respectivamente. Las tendencias son similares a las del carbono. Las concentraciones de
nitrogeno en las vinazas son bajas, mucho més bajas que las concentraciones de azufre.
Cuando fueron realizadas las pruebas en viales, la produccion de amoniace gaseoso a pastir de
la fuente de nitrégeno se detecté en concentraciones bajas, 0.097, 0.235 y 0.534 gNH,/gN
alimentado & 0.13, 0.31 y (:70 LNHa/gN alimentade a los reactores a 35; 45 y 55°C,
respectivamente. Estos: valores se incluyen en la presente myesngacmﬂ para referencia de
otras investigaciones del tratamiento de vinaza.
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Figura 4.20 Concentracion de carbono total en el influente y efluente de los reactores de 1.6 L a 35,45 y
55 C
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Figura 4.21 Concentracién d nitrigeno total en el infTuente y efluente de los reactores de 1.6 L 235, 45 y
J5c

La Figura 4.22, a diferencia de la Figura 4.15, presenta la masa diaria de azufre total ¢n las
vinazas y en los efluentes de los tres reactores. En estos valores se incluyen todas las formas de
azufre presentes en la fase iquida (H,S disuelto, sulfuros, sulfatos, etc). Los compuestos
azufrados estan en menor proporcion en el reactor a 55°C mientras que, en el que opera a 35°C,
estan en mayor proporcion. Debe mencionarse que, en los tres reactores, en la parte superior
del colector de efluentes fue observada en forma continua una capa de nata de color amarillo
brillante sobre la superficie del liquido. Por ello, para la toma de muestras de los efluentes se
mezclaba perfectamente antes de realizar los analisis correspondientes. Et azufre determinado
por el analizador elemental involucra todos los- compuestos quimicos de azufre, incluido el
azufre elemental. En parrafos posteriores se hard un analisis de estos resultados a la luz de lo
que se obtuvo para la composieion del biogas producide en cada reactor.

La Figura 4.23 presenta los resultados de los sélidos suspendidos volatiles de las vinazag y los
efluentes de los reactores. Puede observarse que, para el reactor de 55°C, los valores de SSV
son elevados; esto significa que se dio un fendémeno de "elutriacién” de la biomasa al
cambiarle la temperatura de 35 a 55°C en forma sibita en la primera fase de esta investigacion
(1 a 100 dias). El comportamiento concuerda con la informacion de la literatura (Lepisto y
Rintala, 1997), que indica las pérdidas de biomasa mesofilica durante el cambio de
temperatura, en el periodo de adaptacion. El reactor de 45°C no presenta este fenémeno, ni ha
sido informado en la literatura consultada. Esto querria decir que una elevaciéon de 10°C no es
tan significativa para las bacterias que una de 20°C. Otra investigacion con relacién a esto, son
los estudios realizados por Lau y Fang (1997), en la que se redujo la temperatura de 65°C a
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37°C provocando una severa "elutriacion” de la biomasa termofilica en los reactores. En los
apartados 2.6.1 y 2.6.2, sobre la lisis de las bacterias anaerobias, quedé claro que estos
cambios drasticos de temperatura afectan a las poblaciones que proliferan en ellos y esto fue
lo que ocurrié con el arranque del reactor de 55°C. Experimentalmente pudo observarse a
simple vista que la biomasa de este reactor, desde el primer dia, empezd a flotar y se
requirieron casi 150 dias para que estas biocomunidades se estabilizaran.
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Figura 4.22 Masa diaria de azufre total en el influente y efluente de lps reactores de 1.6 £ a 35, 45 3 55°C

Soto y col. (1992) incrementaron la carga organica lentamente en un reactor anagerobio
termofilico y en otro mesofilico. Ellos observaron un escape mayor de solidos suspendidos
volatiles en el efluente del sistema termofilico que en el sistema mesofilico al incrementar la
carga organica. Enm la presente investigacion, como puede verse en la Figura 4.23, al
incrementar la temperatura en el indculo mesofilico aumenta la "elutriacion". Ellos
recomiendan la necesidad de una adaptacion mayor a 1000 dias para adquirir en la biomasa
termofilica propiedades floculentas o granulares (Soto y col., 1992). -

Soto y col. (1992) también investigaron en las biomasas termofilica y mesofilica el efecto de
cambios en sus propiedades aglutinantes. Su biomasa termofilica poseia siempre propiedades
de lodo disperso, mientras que la biomasa a 35°C era granular. En la presente investigacion
todos los lodos (a 35, 45 y 55°C) siempre fueron de tipo floculento. Es, por tanto, factible
considerar que el tipo o las caracteristicas del agua residual ejerzan algin efecto en esta
propiedad. Sera interesante emrinvestigaciones futuras evaluar este fenémeno.

La Figura 4.24 muestra la informacion de los sdlidos volatiles totales (en la biomasa y
disueltos), que concuerda con el comportamiento de los sélidos volatiles suspendidgs. La
Figura 4.25 proporciona la informacién sobre sélidos fijos.
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Sélidos suspendidos volitiles

Figura 4.23 Concentracién de séfidos suspendidos volitiles en el influente y efluente de los reactores de 1.6
L a35,45y55C
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Figura 4.24 Concentracion de séfidos totales volitiles en el influente y efluente de los reactores de 1.6 L a
35, 45y 55°C

Los datos indican que la concentracion de materia inorganica medida indirectamente como
solidos totales fijos es mayor en los efluentes de los reactores a las temperaturas menores (35 y
45°C) con respecto de los solidos que vienen con las vinazas y de las sales de calcio empleadas
para amortiguar el valor de pH (un solo recipiente de alimentacion completamente mezclado
con tres lineas, una para cada reactor, alimentando la misma concentracién a los tres
reactores). Como los datos del reactor de 55°C son equivalentes puede suponerse que el calcio
estid siendo ocluido con la biomasa que no es "elutriada" del reactor. Esto no pudo
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corroborarse ya que el color de los tres tipos de solidos "elutriados” con el efluente era
practicamente idéntico. Tampoco se midi6 la densidad para probar si existian diferencias entre
ellos. Esto queda como una incognita a resolver como actividad a realizar en futuras
investigaciones.
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Figara 4.25 Concentracién de solidos totales fijos en el influente y efluente de los reactores de 1.6 £ a 35, 45
y35°C

Los resultados que se evaluaran a continuacion son los que se refieren a la generacién de
biogas. Para ello, se presenta el estudio termodinamico que proporciona mayor informacion
con respecto a la produccion de CH,y y HzS y su desorcion a la fase gaseosa. En los siguientes
apartados se ilustrara la competencia entre las BSR y las BM a la luz de la discusién de los
nuevos resultados de la presente investigacion.

4.2.4 Equilibrio quimico de gases

La Tabla 4.11 muestra los valores promedio encontrados en el estudio de la solubilidad de los
gases generados en los tres reactores. Los valores se calcularon empleando el equilibrio gas-
liquido de las especies quimicas formadas. El procedimiento para calcular la solubilidad se
describio en el apartado 2.9 considerando a las vinazas como agua pura.. Como no se tiene un
analisis quimico completo (cualitativo o cuantitativo) de las vinazas, sera conveniente realizar
a futuro un estudio para determinar sus propiedades de polaridad y de solubilidad de gases.
Con estos estudios se afinaran los resultados obtenidos en esta investigacion.

De los tres gases formados, el mas soluble en agua es el H;S>>CO,>CH,4. La Tabla 4.11
muestra que esta propiedad se conserva en la vinaza en tratamiento (66.7, 60.8, 50.8E-4 para
H;S; 20, 17, 13E-4 para CO; y 0.9, 0.8, 0.7E-4 moles/d para CH,, en la fase liquida, a 35,45 y
55°C, respectivamente). En la fase gaseosa, la presencia de los tres gases esta justamente la
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opuesta: H;S<<CO,<CH, (23, 39, STE-4 para H,S; 198, 266, 323E-4 para CO, y 660, 1240,
1500E~4 moles/d para CH,, en la fase gaseosa, a 35, 45 y 55°C, respectivamente).

Tabla 4.11 Valores promedio del estudio del equilibrio quimico de gases* en los reactores de 1.6 L a fas tres

umpemmms
Pardmetro Efluente
35°C 45°C 55°C
Flujo de gas, L/dia+ 3.33 5.82 7.29
Flujo de gas, L/dia (PTS) 2.27 3.85 4.67
% CH.. 66 67 85
% COy, 28.65 29.12 10.26
% H,S+ 3.42 3.52 4.13
LCH/dia 1.47 2.78 3.32
LCO/dia 0.65 0.90 113
LH,S/dia 0.08 0.13 0.20
CH,
molCH,/dia (fase gaseosa)+ 0.066 0.124 0.148
Fraccién mol CH, disuelto 0.00001949 0.000016507 | 0.000014043
molCH,/L solucion (fase liquida) 0.00108311 0.0009171 0.00078022
molCH,/dia (fase liqnida) 0.00008663 0.00008049 0.000067345
molCH,/dia (fase gaseosa+ fase liquida) 0.06608663 0.12408049 0.148067345
CO;
molCO./dia (fase gaseosa)+ 0.01981 0.026627 0.032318
Fraccién mol CO, disuelto 0.00045084 0.00035094 0.00027073
molCO./L soluci6n (fase liquida) 0.025048 0.019498 0.0150418
mol CO./dia (fase liquida) 0.002003 0.001711 0.00129834
mol CO./dia (fase gaseosa+ fase liquida) 0.0218113 0.028338 0.03361634
mol H,COy/L sohucién 0.00008517 0.00006629 0.00005114
mol H,COv/dia 0.00000681 0.00000582 0.00000441
mol HCO, /L solucién 0.000081 0.000069 0.000052
mol HCO, /dia 0.00000663 0.00000605 0.00000451
mol CO, /L solucién como CaCO; 0.000000456 0.000000426 | 0.000000401
mol CO5/dia como CaCOs 0.000000040 0.000000036 | 0.0000000023
H,S
mol H,S/dia (fase gaseosa)+ 0.0023755 0.0039822 0.0056814
Fraccién mol HS disuelto 0.001499901 0.0012466 0.0010584
mol H,S/L solucién (fase liquida) 0.0833334 0.069266 0.058807
mol H;S/dia (fase liquida) 0.0066658 0.0060794 0.0050759
mol H,S/dia (fase gaseosa+ fase liquida) 0.0090413 0.0100616 0.0107573
mol HS7/dia (fase liquida) 0.006065 0.005532 0.004619
mol H,S (no ionizado) /dia (fase liquida) 0.0006008 0.0005474 0.0004569
mol S7/dia (fase liquida) 0.000521 0.000457 0.000298
mol SO, /dia (fase liquida) 0.0042 0.0033 0.0017
molSO, transformados/dia 0.0092026 0.009776 0.0111672

* Todos los valores son calculados a partir de los datos de flujo de biogés a PTS con la ley de Henry
+ Datos experimentales promedio
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De la Tabla 4.11 es entendible que no solamente la temperatura esta ejerciendo un efecto en la
desorcion (menor solubilidad) sino, primordialmente, en la reaccion quimica de conversion de
los compuestos organicos e inorganicos disueltos a gases por las BM y las BSR.

En el caso del CH,, la solubilidad es tan baja que el mecanismo controlador es la reaccion
quimica, aumentando su contenido en la fase gaseosa con respecto a la liquida entre 35 y 55°C
(de 0.000087 a 0.066 moles/dia a 35°C y de 0.000067 a 0.148 moles/dia a 55°C). Para el H;S,
se tienen 0.00667 moles/dia en la fase liquida y 0.00238 moles/dia a 35°C y 0.00508 y
0.00568 moles/dia a 55°C, respectivamente, quedando claro que en este caso, el paso limitante
esta definido por su alta solubilidad. Aqui hay un area por estudiar que resulta interesante y
que es un tema para continuar con esta investigacion tratando aguas sintéticas con una mayor
concentracion de sulfatos en el influente.

La Figura 4.26 corrobora los resultados anteriores con la produccién de CHy, tanto la parte que
permanece en disolucién como para la parte desorbida. Es evidente que la desorcion del CHy4
hacia la fase gaseosa es mucho mayor. La masa de carbono involucrada en la conversién
bioquimica es directamente proporcional a la temperatura (0.37, 0.54 y 0.63 gCHy/gC),
respectivamente. Harada y col. (1994) trabajaron en un reactor anaerobio, tipo RALLFA, para
determinar el efecto de diferentes niveles de sulfatos entre las BSR y BM a cargas organicas
bajas de glucosa. En esta investigacion se determinaron las concentraciones de CHy4 en las
fases gaseosa y liquida. Los resultados son anilogos a los mostrados en la Figura 4.26 de la
presente investigacion. Harada y col. (1994) obtuvieron la concentracion de CH; disuelto
empleando la ley de Henry como se hizo en la presente investigacion.

Moles de CH, en la fase gas y en la fase liquida
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Figura 4.26 Produccion en moles de CHi en las fases gaseosa y fiquida en [os reactores de 1.6 L a 35, 45 y
55’c
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Para el H,S (Figura 4.27), la mayor parte se encontré en la fase disuelta y, conforme la
temperatura se elevo, el H,S se fue desorbiendo a una mayor proporcion.

Las Figuras 4.28 a la 30 muestran la produccion total en moles en la fase gaseosa y liquida
para CHs, CO, y H,S, respectivamente, en los reactores en estudio. Es claro que la conversién
a CHj se incrementa con la temperatura (Figura 4.28). Esto se corrobora con el aumento en la
eficiencia de remocién de DQO (62, 71, 78% remocion de DQO soluble). Solera y col. (2000)
determinaron la poblacién microbiana en un reactor termofilico anaerobio. Encontraron que,
del total de organismos, las poblaciones metanogénicas de reactores anaerobios de una sola
etapa se incrementan cuando el TRH disminuye. En esta investigacion no se estudiaron las
poblaciones microbianas. Siguiendo lo establecido por Solera y col. (2000), a condiciones
termofilicas, las poblaciones microbianas debieran ser menos numerosas que a condiciones
mesofilicas, pero las poblaciones metanogénicas debieran incrementarse proporcionalmente al
total. En esta investigacién podria considerarse que ocurrié este fenémeno ya que la
produccion de metano aumenta.

Para el CO, (Figura 4.29), se tiene una gran dispersion especialmente en el lapso entre los 120
y los 180 dias de experimentacion. No se tiene una explicacion para esto, pero lo que si puede
observarse es que la generacion de CO; para los tres reactores esta entre 0.01 y 0.03 moles/dia
y, que para la fase estable, son 0.022, 0.028 y 0.034 moles/dia para las tres temperaturas en

estudio (Tabla 4.11).

La Figura 4.30 muestra que, para el H,S, una vez que se alcanza el régimen estable, la
temperatura no influye en la conversion. Soto y col. (1992), como ya se menciond,
experimentaron en dos reactores anaerobios, uno mesofilico y otro termofilico incrementando
la carga organica. En sus conclusiones mencionan que la produccién de H,S presenta un
efecto inhibitorio en el reactor termofilico porque la eficiencia del reactor se deterior6 a cargas
organicas mayores de 10 kgDQO/m’dia. En la presente investigacién se operé a 7.06
ngQOf‘m’dia con los reactores de 1.6 L y a 12 ngQOfmjdia con el reactor de 10 L, que
operaba mesofilicamente y en ninguno de ellos el H,S presenté un efecto inhibitorio. De
acuerdo con los resultados obtenidos por Soto y col. (1992), serd interesante aumentar la carga
de los tres reactores para corroborar el efecto de las dos variables, carga organica y
temperatura. Con la informacién obtenida de estos experimentos, puede deducirse que no
existe ningun efecto de la temperatura sobre la actividad de las bacterias sulfato-reductoras, ya
que la produccién de H,S es la misma a 35, 45 y 55°C.

El andlisis estadistico de los datos experimentales en los que se basé la construccién de las
Figuras 4.26 a la 4.30 mostraron que, a 90% de confianza y 10% de nivel de significacién, que
la comparacién de 35-45°C, 35-55°C y 45-55°C, tienen diferencias significativas solamente
para el metano. Con un 95% de confianza y 5% de nivel de significacién, solamente para la
comparacién de los resultados de metano a 35-55°C se encontré una diferencia significativa.
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Moles de H S en la fase gas y en la fase liquida
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Figura 4.27 Produccion en moles de IS de las fases gaseosa'y fiquida en los reactores de 1.6 L a 35, 45 y

55°C
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Figura 4.28 Produccion total de CHy en moles (en las fases gaseosa y fiquida) en los reactores de 1.6 L a 35,

45y55°C
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Figura 4.29 Produccién total de CO; en moles (en las fases gaseosas y fiquida) en los reactores de 1.6 L a 35,

45y 55°C
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Figura 4.30 Produccion de 38 en moles (en las fases gaseosas y fiquida) em los reactores de 1.6 L a 35, 45 y
5°C
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Los resultados de la produccion total del H;S en las fases liquida y gaseosa no muestran
diferencias significativas entre ellos a un nivel de significancia del 90%. Los resultados.de la
concentracion de HzS en la fase gaseosa presentan una diferencia significativa que aumenta
entre el valor de-35 y el de 55°C y se-encontro la misma diferencia para la fase liquida, en este
caso disminuyendo.

4.24.1 Toxicidad del icido sulfhidrico disuelto

El apartado 2.4 establece que no existe relacion entre la concentraciéon de H;S con la inhibicion
de las BM o de las BSR. Pudo observarse en las investigaciones de referencia en las Tablas
2.12 y 2.13 esto mismo. En el presente trabajo, se obtuvieron a partir de los datos
experimentales cor informacion de tablas, las concentraciones promedio de H;S- no ionjzado
de 217, 198 y 165 mgH,S/L, a 35, 45 y 55°C, respectivamente, a un pH de 8. Comparando los
resultados anteriores, a 35°C, con la Tablas 2.12 y 2.13, puede observarse que, segim los
valores, deberian ocasionar inhibicién taato en las BSR como en las BM. Con objeto de
corroborar si este fenomeno esta realmente ocurriendo serd necesario realizar experimentos a
35°C con diferentes concentraciones de H,S no ionizado- a pH constante, midiendo la
produccién de H,S y CHy. Lo mismo debera hacerse a las otras dos temperaturas en estudio.
Para las BM, a 45°C hay inhibicion tanto de las BM como de las BSR y a 55°C hay solamente
inhibicion de las BSR (Tabla 4.12). Esto puede confirmarse con la produccion de CH, y H,S.

La produccién equivalente puede observarse en forma grafica mediante Ia Figura 4.31, donde
la produccion de H;S no ionizada es directamente proporcional a la temperatura. Por otro lado,
a mayor temperatura se tiene mayor produecion metanogénica. Es decir, cuando se incremnenta
la temperatura, la cantidad de H,S no ionizada en la fase liquida es menor debido a que, a
mayor temperatura, una parte del H;S generado es desorbida y, en consecuencia, en la fase
liquida permanece una cantidad menor de HzS. Con 217 mgH;S/L, las BM a 35°C faeron
inhibidas pero a mayor temperatura, como la produccion de H;S no ionizado es menor, la
produccién metanogénica se restablece: Los valores de H;S no ionizade reportados en la
literatura que provocan inhibicion van desde 50 mg/L (Kroiss y Wabnegg, 1983), 90 a 250
mg/L (Koster y col., 1986) hasta 1000 mg/L (Isa y col., 1986a).

La inhibicién de las BM por el H;S ha sido objeto de varios estudios (Lawrence y col., 1964;
Kroiss y col., 1983; Koster y col., 1986; Karhadkar y col., 1987, Hilton y Oleskiewicz, ¥988).
Todos los estudios evalian la inhibicion de las BM por los sulfuros bajo condiciones
mesofilicas pero se conoce poco acerca de la toxicidad de los sulfuros para las. BM
termofilicas. Visser y col. (1993¢) concluyeron de su investigacion que para lodos granulares
precultivados en presencia de sulfatos, los efectos téxicos del H2S no ionizado sobre la
actividad metanogénica en aeido acético depende del valor de pH. A valores de pH alealinos
(7.95-8.00), la sensibilidad de las BM hacia el HzS es mas alta que a valores de pH neutros
(7.10-7.20) o acidos (6.35-6.40). Para lodos dispersos precultivados en ausencia de sulfatos, el
efecto toxico del H;S sobre la actividad metanogénica en acido acético es independiente del
pH y el efecto toxico de los sulfuros puede describirse en funcion del H;S no ionizado.
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Tabla 4.12 Concentraciones de 365 e inhiibicion y no inhibicion para las BSRy BM

Biomasa | Sustrate | °C pH__| H,S (mg/L) | Tuhibjcion
35 | 7.8-80 217 BM

45 | 7.880 198 BM y BSR
55 | 7.880 165 BSR

Lod Vinazas
suspendido

La presente investigacion con los valores de produccion de HzS y CH; se puede decir que, las
BM son menos sensibles que las BSK a las concentraciones de H:S no ionizado, pH y
temperatura que se tienen en el sistema. En esta investigacion se corroboran los. resultados
obtenidos por Flaherty y col. (1998a, b), donde las BM en lodos anaerobios son menos
sensibles a la inhibicién per sulfuros que las BM en cultivos pures. Parece no haber
diferencias significativas entre la biomasa adaptada a sulfatos y la no adaptada sino que el
efecto esta en la eoncentracién de HzS no ionizado y ¢l pH.

Se han encontrado en la literatura pocos datos sobre la inhibicion de las BSR por H;S. Para
las BSR degradadoras de 4cido lactico se reporté una inhibicion total con una concentracion
de H;S no ionizado de 230 a 250 mg/L a valores de pH de 6.2-8.0 (McCartney y
Oleskiewicz, 1991; Reis y col, 1992). McCartney y Oleskiewicz, (1991) encentraron que,
para lodo suspendido adaptado a acido lictico, 4cido acético y sulfatos a una relacion de
DQO/sulfatos de 3.7, las BSR son mas sensibles que las BM. Sin embargo, cuando la
relacion de DQO/sulfatos disminuye a 1.6 y 0.8, las BSR son menos sensibles que las. BM.
Esto fue debido, aparentemente, a una mayor actividad de las poblaciones de BSR a
relaciones de DQO/sulfatos mas bajas, sugiriendo que las diferentes especies de BSR
muestran sensibilidades con variaciones significativas a la inhibicion por H,S. En la presente
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investigacion, las BSR fueron mas sensibles que las BM a la temperatura y a la concentracion
de H3S no ionizado a un pH neutro-alcalino. Posiblemente, las especies de BSR termofilicas
son més sensibles a las concentraciones de H,S no ionizado presentes que las BSR mesofilicas.

Visser (1993) encontro que Ia sensibilidad at H,S de las BSR y las BM degradadoras de acido
acético fue similar a pH 7 y 7.5 Sin embargo, a niveles altos de pH, las BSR fyeron
considerablemente menos sensibles a la inhibicion per H2S que las BM. Los resultados de la
presente investigacion, como se vera mas adelante, muestran una sensibilidad de ambss, las
BM y las BSR, a Ia concentraeion de H;S, siendo mas considerable en las BSR degradadoras de
acido propidnico a 55°C. Segin McCartney y Oleskiewicz (1993) y Rinzema y Lettinga
(1988a), la degradacién del acido propiénico es el paso limitante de la depuracion anaerobia de
aguas residuales conteniendo- sulfatos. Posiblemente, las- BSR termofilicas degradadoras de
acido propidnico fueron inhibidas contribuyendo a la conversién de materia carbonosa por las
BM termofilicas, las cuales fiieron desinhibidas por la presencia de una menor congentraeion de
H,S no ionizado presente en el efluente tomando como factor la temperatura. Los resultados de
los experimentos con acido prepionico se-presentan en el apartado 4.3.1.2.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que, en la operacién de los
reactores a 35, 45 y 55°C, el valor del pH de 8 en el efluente indica que la forma- disociada del
H,S, que es toxica (Mc Cartney y Oleskiewicz, 1993), no se encontraba en el efluente de los
reactores. Esto concuerda con lo encontrado por Flaherty y col. (1998a), quienes relacionaron
la inhibicion de las BM, BSR y BA por el HzS en su forma no disociada a valores de pH entre
6.8 y 7.2. Se considera que la inhibicion que causa el H;S no ionizado se debe a su capacidad
de atravesar la membrana celular (Speece, 1983). Sin embargo, un gran nimero de autores han
reportado que la inhibicién de fas BSR y las BM es, en efecto, provocada por la presencia de
H,S no ionizado en un intervalo de pH de 7 a 9 (Cord-Ruwisch y col, 1988; Boone y col,,
1993; Visser, 1995). Por otro lado, McCarney y Oleskiewicz (1991, 1993) concluyeron que la
inhibicion de las BM en lodo suspendido fire relacionada solamente a la concentracion de H;S
no ionizado. Hilton y Oleskiewicz (1988) encontraron que la inhibicién de BSR _estaba
relacionada con la concentracion de H,S total, ya que la inhibicién de las BM se relacion6 con
la concentracion de HzS no ionizada. Flaherty y col. (1998a) indican que-esa inhibicion para las
BSR y las BM se relaciona con la concentracion de HaS no ionizada entre un pH de 6.8y 7.2,
ya que arriba de 7.2, la inhibicion puede relacionarse a la concentracion de H;S total. De la
presente investigacion se deriva que la inhibicion de las BM fue directamente proporcional a la
concentraciéon de H,S no ionizado y a la concentracion de H,S total. Al incrementar la
temperatura disminuye la presencia de estos dos compuestos quimicos en el licor mezclado del
sistema y la actividad metanogénica se reestablece. Parece no suceder lo mismo con las BSR
debido a que, a 55°C, las concentraciones del HzS total y el no ionizado afectan a las BSR
termofilicas, pero no a las BM termofilicas. Por esta razén, la produccion de LCH4/kgDQO
removida se elev a 55°C al disminuirse la inhibicion. Las observaciones sugieren que €] H,S
puede ser mas toxico a valores de pH altos para las BSR y que, para las BM, como lo
observado en estudios previos (Zinder, 1993; Visser y col., 1993c). Alternativamente, tanto el
H;S total como el H,S no ionizado pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre las BM- y las
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BSR en menor o mayor grado. Para la presente investigacion el efecto inhibitorio fue para las
BSR termofilicas.

El apartado 2.4 menciona que la dilucidn del influente en el tratamiento o el aumento del pH
son dos formas de disminuir la concentracion de la forma no disociada de H,S, pero sin éxito
hasta ahora. Por medio de los resultados de la presente investigacion, una forma de reducir la
concentracién de H,S no disociado es elevar la temperatura.

4.2.4.2 Componentes quimicos de la vinaza

Ehlinger y col. (1992) estudiaron la forma en que los polifenoles afectan a la actividad
microbiana anaerobia y sus resultados fueron mencionados en el apartado 2.5.2. Trabajaron en
un reactor anaerobio de dos etapas para el tratamiento de vinazas diluidas al 10% a 37°C.
Indican que el 50% de los sulfatos se removieron y que la concentracién de H;S en la fase
gaseosa alcanz6 un 9% (v/v). La concentracion de H,S no ionizado en la fase liquida fue de 30
a 360 mg/L dependiendo de la concentracién de sulfatos en el influente de 3 a 8 g/L. Otra
variable que estudiaron ademas de los sulfatos, fue la concentracién de taninos de 0.05 a 3
g/L. Una concentracién de 500 mg/L de taninos en el reactor metanogénico limit6
progresivamente la actividad metanogénica en un 20%. Ademas, se detectd un efecto
inhibitorio fuerte para las BSR en el reactor metanogénico.

Una buena opcién para reducir el efecto negativo de los fenoles es el planteado por Garcia y
col. (1997), quienes realizaron un estudio empleando Aspergillus terreus y Geotrichum
candidum para la degradacién de los compuestos fenélicos en vinazas. El estudio se enfocé en
un tratamiento anaerobio de dos etapas. Se adicionaron los microorganismos disponibles para
la remocion de los compuestos fendlicos y se corroboré su comportamiento cinético usando la
ecuacién de Monod. La conclusién fue satisfactoria. Estos hongos removieron eficientemente
los compuestos fendlicos del sistema.

Los polifenoles se disuelven facilmente en agua alcalina y especialmente a temperaturas
elevadas (Ehlinger y col., 1992). Relacionando lo encontrado por Ehlinger y col. (1992) con la
presente investigacién, la temperatura a 55°C favoreceria una mayor disponibilidad de los
polifenoles en la fase liquida que a 35°C para la biomasa por parte de los microorganismos. La
bibliografia indica, desde el punto de vista microbioldgico, que los microorganismos se
adaptan a los cambios de temperatura, modificando la composicién lipidica polar de su
membrana (Inniss e Ingraham, 1978; Herbert, 1986) y como los polifenoles afectan las
funciones de la membrana celular, incrementando su permeabilidad, ambos fenémenos
contribuirian a su degradacién. Por otro lado, los gradientes de pH (Steiert y col., 1988) o la
transportacion de pequefios metabolitos celulares como iones K™ y ATP (Heipieper y col.,
1991) también se afectan por los cambios de temperatura. Los microorganismos en presencia
de polifenoles incrementan el grado de saturacién de icidos grasos en la membrana, lo cual
disminuye la fluidez de la membrana reduciendo la difusién del sustrato hacia el interior
microbiano (Heipieper y col., 1992; Melin y col., 1998). Por tanto, la actividad sulfato-
reductora decreceria al aumentar la temperatura favoreciendo el aumento de édcidos grasos en
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la membrana de las bacterias sulfato-reductoras y disminuyendo la difusion de substratos hacia
el interior de [as bacterias para su degradacion y produccion d¢ H,S.

4243  Otros posibles mecanismos de degradacion

El apartado 2.8 menciona la capacidad de adherencia de las BM a matrices solidas (Zehnder,
1988). El principio de los reactores- anaerobios de alta tasa se basa en la capacidad de las
bacterias anaerobias para inmovilizarse en lodos granulares o particulas solidas. Las bacterias
con poca adherencia son arrastradas fiera del reactor con el efluente (“elutriadas™. Por
consiguiente, la competencia entre las diferentes bacterias esta determinada por las propiedades
de inmovilizacion de las bacterias. Isa y col. {(1986a, b} investigaron el rol de la capacidad de
adherencia de las BSR y las BM en un filtro anaerobio alimentado con é4cido acético o acido
acético y etanol con presencia de sulfatos. Ellos demostraron que las BSR no podian competir
con las BM por el 4cido acético, debido a que la capacidad de las BM para adherirse a la
biomasa era superior que de la de las BSR. Este experimento fue criticado por Rinzema (1988),
debido a que la colonizacion de las BM se obtuve basicamente por conteo celular y con pruebas
de actividad. Alphenaar y col. (1993) y Visser y cel. (1993), por otro lado, informaron que las
BSR degradadoras de acido acético eran también capaces de adherirse a particulas solidas y
proliferar en granulos anaerobios. Aunque en el periodo de adaptacion de la primera fase de la
presente investigacion, de 35 a 45 y 55°C, se “elutrié” una gran cantidad de biomasa, una vez
adaptadas las respectivas comunidades a sus temperaturas respectivas, las pruebas de actividad
metanogénica empleando acido acético como sustrato demostraron que las BSR no podian
competir con las BM por et 4cido acético(apartado 4:3.1). Esto indicaria que-los resultadps de
esta investigacion son congruentes con los ya obtenidos por Zehnder (1988) y por Isa y col.
(1986a y b) y no con los de Alphenaar y col. (1993) y Visser y col. (1993). Sera impartante
realizar en fituras investigaciones una corroboracion de la capacidad de ambos grupos
microbianos para inmovilizarse.

Una investigacién mas encontrada en la literatura sobre la produccion de H:S, que para la
presente investigacion permanece relativamente constante (entre 0.00904 y 0.0107 mol HpS/dia
en el intervalo de temperaturas estudiado), es sobre Ia limitacion de la trasferencia de masa de
sulfatos u otros sustratos en las capas internas de la biopelicula del floculo que indica la
competencia entre las bacterias sintroficas y las BSR por el sustrato (Overmeire y col., 1994).
Cuando la afinidad de las BSR por los sustratos decrece, entonces otras bacterias los consumen
(Laanbroek y col., 1984), lo que podria proveer una explicacion para la baja actividad de las
BSR teniendo diferentes sustratos, como se vera después.

Hay diversos estudios sobre la competencia entre baeterias anaerobias con respecto-a la
temperatura. La presente investigacion estudio la competencia entre las BSR y las BM. Ex otras
investigaciones se estudié sin éxito la competencia entre las bacterias nitrato-reductoras-y las
BM con respecto a la temperatura. El fracaso se debié a que las BM no estaban adaptadas a
condiciones termofilicas. Hansen y col. (1999) trabajaron sobre el mejoramiento de la digestion
termofilica de estiércol de cerdo. Ellos obtuvieron una menor produccion de metano y mayor
acumulacién de acidos grasos volatiles a condiciones termofilicas con respecto a
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condiciones mesofilicas. Como el tiempo de experimentacion fue de 100 dias, a la luz de los
resultados de la presente investigacion se considera que el tiempo de adaptacién de una
biomasa a condiciones termofilicas puede requerir de un tiempo méas prolongado para lograr la
recuperacion y el desarrollo de las BM termofilicas y que ésta podria haber sido una de las
causas de la falla de este experimento.

4.2.44 Relaciéon DQO/sulfatos

Algunos investigadores se han abocado a encontrar analogias entre la competencia de las BSR
y las BM por medio de la relacion de DQO/sulfatos, como se indicé en los apartados 2.3.1
(Tabla 2.8) y 2.8 (Tablas 2.18 y 2.19). En la Tabla 2.8 Rinzema y Lettinga (1988a) muestran
que a valores menores de 10 de la relacién de DQO/sulfatos existe predominio tanto de las
BSR como de las BM. En las Tablas 2.18 y 2.19 se presentan los resultados obtenidos en esas
investigaciones tomados de la bibliografia, casi todas considerando diferentes relaciones
DQO/sulfatos (aunque relativamente pocas a diferentes temperaturas).

Los datos de Duran y col. (1988), de Espinoza y Noyola (1992), de Tieelbard (1992), de
Colleran y col. (1994), de Harada y col. (1994), de Mizuno y col. (1996), de Yu-You y col.
(1996), de Aspé y col. (1997) y de Smul y col. (1999), todas ellas entre 20 y 37°C, son los que
se acercan a las condiciones desarrolladas en esta investigacion. Las relaciones de
DQO/sulfatos estaban entre 6 y 148, la produccién de metano entre 40 y 75% y su eficiencia

de remocion de DQO entre 23 y 97%.

Tomando como ejemplo los resultados publicados por Mizuno y col. (1996), a 35°C, quienes
usaron 4acido butirico como sustrato, indican que la produccién de CH4 se conservo
relativamente constante entre 63.6 y 72.7% (con relaciones de 6 a 148 de DQO/sulfatos) y que
la produccién de H,S presenta variaciones en la concentracién de H,S no disociado en la fase
liquida de 27.3 a 68.1 mg/L para 1.4 a 8.3% de H,S en el biogis. Mizuno y col. (1996)
midieron el H,S cromatograficamente con un detector de conductividad térmica y el H,S no
ionizado se midié por medio del método yodométrico mencionado en el apartado 3.2.1 (la
misma técnica utilizada en la presente investigacion). Al comparar esos resultados con los de
esta investigacion a 35°C (con una relacion de 8 de DQO/sulfatos), la produccién de CH,
(66%) y H,S obtenidos (3.42%) y de 219 mgH,;S no ionizado/L en la fase liquida indican
predominio, tanto de las BSR como de las BM, ya que no se observa un efecto en la
produccion de metano y H,S por parte de los consorcios microbianos que proliferan en las
vinazas.

4.2.5 Balances de masa en los reactores

4.2.5.1 Balances de carbono

La Tabla 4.13 muestra los resultados promedio obtenidos en los balances de materia para
carbono. Los promedios muestran que, al aumentar la temperatura, el C en los gases se
incrementa y disminuye su valor en la fase liquida. Los valores referidos a la formacidn de
nuevas células fueron mas bajos a altas temperaturas. El “error” en los balances de carbono es
de +30%, error esperable en los reactores, pues poseen un volumen de 1.6 L y pierden biomasa
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en el efluente por elutriacion, la cual no puede calcularse cuantitativamente, ya que el material
separado en la centrifugacion del efluente era dificil de recuperar e introducir al analizador
elemental. La vinaza nuevamente refleja su gran concentracion de materia organiea con 60.55
gC/Lvinaza. La Figura 432 muestra estos resultados, donde pueden observarse
simplificadamente los balances en forma grafica Es claro que, a mayor temperatura, la
conversion de materia carbonosa a metano es mayor. A pesar de que la conversion de carbono a
55°C es mayor, hay un porcentaje que no es degradado, posiblemente debido a que podria estar
ligado a compuestos poco biodegradables anaerobiamente.

Tabla 4.13 Balance de materia de carbono en la operacion de los reactores de 1.6 L. a 35, 45y 55°C

C reactivo C productos 35°C ISFC 55°C
T -
Tdia % g Cldia A 2C/dia %
4.91gCldia m‘*&f"“" 0.79%0.1 | 1609 | 149£0.5 |3035| 1.78£0.09 | 3625
con la vinaza G“‘éﬁ&‘““" 0.3088£0.05 | 629 | 043+0.21 | 876 | 0.54£0.2 | 11.00
(60.55 Materia no p
¢ClLvinaza) 9 | 24320.9 [4949 | 164x0.8 (3340 L09%0.3 | 2220
Biomasa dentro
100% i Otro | 6037140.02 | 0.76 | 0.0273£0.01 | 0.56 |0.0392+0.01] 0.80
% “diferencia” e 73T 6.4 e 3575

*  Efluente liquido que sale del reactor previamente centrifugado (sin considerar la biomasa sélida que arrastra)

** Considerando el volumen inicial de biomasa inoculada (del orden de decenas de miligramos/dia)

*** Se considera aqui el carbén que sale con la biomasa elutriada y el “error” de medicion en la biomasa que permanece
dentro del reactor y las muestras tomadas de biomasa y de efluente para medir en el analizador elemental

El balance de materia a 35°C no present0 cambios apreciables en la conversion de materia
carbonosa a biogas, ya que la biomasa estaba adaptada a esa temperatura. En el caso de las dos
reactores termofilicos, en las primeras semanas la produccion de biogas fue menor, pero al
adaptarse se incrementé la conversion de carbono en metano. En los primeros dias de
operacion, en los reactores a 45 y 55°C, se present6 una mayor produccién de CO; que de CH,,
debido a que durante el cambio de la temperatura en los primeros dias, las bacterias
acidogénicas fueron las que tuvieron el rel principal de degradacion. Por ello, también en los
primeros dias, la relacion de alcalinidad en estos dos reactores estuvo en los limites superiores
(mayores a 0.4).

Debe recordarse que, en la Figura 4.20, la presencia de carbono remanente o no degradado en
el efluente liquido es inversamente proporcional a [a temperatura. Los resultados sugieren que
los consumos de carbono son mayores y, por tanto, que ese carbono se convierte a CHs y CO;
conforme aumenta la temperatura, como ya fue corroborado con el estudio termodinamice, que
es el balance del equilibrio quimico de gases (apartado 4.2.4).
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Figura 4.32 Balance de carbono en-porcentajes en.los reactores a 35, 45 y 55°C

Para los balances de carbono, nitrogena y azufre se consideré lo siguiente: Que las
concentraciones de carbono, nitrogeno y azufre que venian con el indculo-y con la vinaza se
conservan a lo largo del tiempo que Itevan operando los reactores y que Ias diferencias gn las
concentraciones de carbono, nitrégeno y azufre son convertidas a biomasa, ya sea que
permanezca en el reactor o sea elutriada con el efluente tratado. Ahring (1994) menciona que el
aumento de biomasa en sistemas anaerobios es de 5 a 10% en un afio, dependiendo del sustrato
alimentado y la concentracion. Este porcentaje puede ser muy variable.

A 55°C, se obtuvo un mayor porcentaje de remocién de carbono que a las otras dos
temperaturas, 45y 35°C (79% versus 69 y 50%, respectivamente). El porcentaje de remocion
se calculd a partir de la concentracion de carbono en la alimentacion y el carbono del efluente
remanente o no degradado de los balances de carbono, de acuerdo a los gC/dia, [inflyente-
efluente)/influente]*100. Este es un parametro global, ya que tanto el azufre como el carbono
se transforman en diferentes compuestos y de esta forma es como se miden todos ellos sin
discernir si son biomasa, si son gases disueltos, si son iones o si son compuestos organicos o
inorganicos diversos. '

4252 Balances de azufre

Los balances de azufre estan hechos con base en los resultados ebtenidos de Ias mediciones por
medio del analizador elemental, midiendo azufre total en el influente y efluente de los
reactores, del H;S en el biogas medido-en el cromatografo y el H;S presente en la fase liquida
calculado por la constante de Henry. En el valor de azufre en el efluente de los reactores va
implicito el valor de H;S disuelto, que es medido- analiticamente. Los niveles de azufre
equivalentes del HS disuelto evaluados por el estudio termodinamico estin de acuerdo con los
niveles de azufre medidos en el analisis elemental del efluente.
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La Tabla 4.14 muestra el balance de azufre para la operacion de los reactores a las tres
temperaturas. El consumo de azufre (azufre en el influente — efluente liquido) es mayor a al
aumentar la temperatura y es directamente proporcional a la presencia de azufre en forma
gaseosa a esa temperatura. Asimismo, la concentracion de azufre equivalente de sulfatos se
consume en mayor proporcion a mayor temperatura, con un 8% por cada 10°C, lo cual, puede
observarse en la Figura 4.16. Por tanto, la temperatura no inhibe la degradacion de los sulfatos
por parte de las BSR, lo cual se comprobé en el estudio termodinamico, cuyo balance se
obtuvo mediante el equilibrio liquido-gas (apartado 4.2.4).

Las bacterias sulfato-reductoras en los reactores de 45 y 55°C mostraron una produccion baja
de H,S, al igual que ocurria con las BM con la produccion de CHs, en los primeros dias de
operacion (Figura 4.33). Esto significa que ambos tipos de bacterias empiezan a producir CH,4
y H,S hasta después de 110 dias del choque térmico. A partir de los 250 dias de operacion en
los reactores existe la presencia de azufre en el efluente liquido con un cierto grado de
estabilidad (Figura 4.22). Por el contrario, la presencia de H,S transferida al efluente gaseoso
se mantiene relativamente constante después de los 110 dias (Figura 4.10).

Tabla 4.14 Balance de materia de azufre en [a operacion de los reactores de 1.6 £ a 35, 45 y 55°C

S reactivo | S productos 35°C 45°C 55°C
dia % ﬁSldia % _ES/dis %
0.4041 gS/dia | GasH,S | 0.0987:0.02 | 24.42 | 0.1709:0.03 | 42.29 |0.221420.06 | 54.79
con 1a vinaza G"‘S‘LI?';‘M“’ 0.2893+0,05 | 71.59 | 0.3219:0.05 | 79.66 |0.3426+0.07| 84.78
2!
100% Smedidoen | 505,006 | 58.95 | 020742003 | 5132 |0.1059:0.03 | 26.21
¢l efluente*

Biomasa
dentrodel | 0.0330:0.01 | 817 | 002432001 | 6.01 |00349:001| 8.64

reactor**
o, diferencia % 8.46 e 0.38 o 2.94

s Eﬂuenh:]iqmdoqw:saleddmdormvmwtedecanmdo(smmdauhhwmmséhdaquem)

**  (Considerando el volumen inicial de biomasa inoculada (del orden de d de milig dia)

*** Se considera aqui el azufre que sale con la biomasa elutriada y el arm:”denwdlc:bnenlammnnsaqmpermnece
dentro del reactor y las muestras tomadas de biomasa y de efluente para medir en el analizador elemental

En la Tabla 4.14, también puede observarse qu< el producto come H;S- gastdisuelto tiene un
comportamiento similar para las tres temperaturas. Esto permite afirmar que la desorcion del
azufre en el efluente gaseoso como HzS va aumentando con la temperatura. También puede
afirmarse que el aumento de la temperatura no provoca mayor produccion de HS sino que se
conserva y lo que se disminuye es la solubilidad en el liquido, paralela con la desorcion. El
aumento de temperatura parece no disminuir la competencia de las BSR con las BM, ya que
aunque la conversion de carbono a CHs4 es mayor, la conversion de azufre a H,S permanece
relativamente igual.
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Observando las concentraciones de azufre en el influente y en el efluente de los tres reactores a
lo largo de los 350 dias de eperacién puede observarse que la transformacion del azufre
depende menos de la temperatura que la transformacion del carbono. Esto podria significar que
las BM son mas susceptibles a los cambios de temperatura que las BSR y, por ello, se tyvo en
esta investigacion cuidado para que la temperatura de los reactores se conservara estable por
medio de chaquetas de agua caliente.

La Figura 4.33 muestra que el azufre estuvo presente en mayor proporcion en el efluente
liquido a 35°C que a 55°C, debido a que la fraccién mayor del azufre a 55°C se encontrabaen la
fase gaseosa como H;S y a 35°C en la fase liquida. Esto correbora que el fenomeno contmlante
debido al efecto de la temperatura es la desorcion de gases.

) 0  —O—azufre
e Y influente
—6—35°C

g o
‘ﬁi ® s & 45°C
& A :
ax KFE | xow55°C

T T T T T

0 2 4 6 8 1012 141618 20 22 24 26 28 30 32 34
x10 dias de operacion

Figura 4.33 alance de azufre en ef influente y efluente fiquidop de los reactores e 1.6 L a 35, 45 y 55°C

Como resultado de esta investigacion, en la Figura 4.34 puede observarse en forma grafica el
balance de azufre con respecto a compuestos de azufre en todas sus formas, a 35, 45 y 55°C.
Puede verse que el porcentaje de-remocién de sulfatos se incrementa con la temperatura.y, asi
mismo, se incrementa la presencia en el biogas de H2S-S. La produccion de HaS por las BSR
depende directamente de la actividad sulfato-reductora: Por los resultados de esta investigacion,
podria deducirse que al aumentar la remocion de sulfatos, la concentracion de HzS se
incrementaria pero, siguiendo la tendencia de H2S-S en-la fase gaseosa + la fase liquida:se ve
que se conserva constante a las tres temperaturas. Al mismo tiempo, puede observarse que el S,
los SO4-S y los compuestos quimicos de azufre disueltos en el efluente disminuyen al aungentar
la temperatura debido a que la mayoria de HzS generada es desorbido a H,S-S gas.

Todo indica que la actividad sulfato-reductora se incrementa, pero debe explicarse donde queda
el H2S como producto de la actividad, suponiendo que al incrementar la actividad
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sulfato-reductora se incrementara la concentracion de H;S, tanto de la fase gaseosa como de la
fase liquida. Una probable explicacion pudiera ser que, al aumentar la temperatura, la
competencia entre las BSR y las BM disminuyera: Las BM, que estaban inhibidas por la
concentracién de H;S no ionizado en el liquido, se recuperan a 55°C, consumiendo en mayor
proporcion la materia carbonosa y convirtiéndola a CHs comparada con aquéllas operando a
35°C. Debido a que la actividad metanogénica se incrementa a 55°C, el requerimiento de
nutrimentos también se aumenta. Como las BM requieren de concentraciones de azufre para su
metabolismo (la composicién de azufre elemental en las BM es de 10 g/kg célula seca, segun
Moreno y col., 1993), por lo tanto, consumiran parte de los sulfatos presentes en el influente y
su porcentaje de remocion se incrementara a 55°C.

0.6 80
——S0,S influente
05 T L ?5 g
-1 —0—50,-5 efluente
0.4 |
= 17 8 —@—H,S-Sengas
5 031 g )
= 165 & S
0.2 1 g —m—H,S-8 HS-S S8
0.1 160 & ,
§ —k— S influente
0 " T T T 55 A—S cflucnte
35 45 55
—¥—% remocion de sulfz
Temperatura °C .

Figura 4.34 Azufre en todas sus formas con-respecto a fa temperatura en [os reactores en estudio

Puede comroborarse por los resultados mencionados-hasta ahora, que los proceses-anaesobios
son sensibles a cambios de condiciones ambientales (Speece, 1983). El efecto de un choque de
temperatura depende de la temperatura aplicada, el tiempo de exposicion y la compasicion
bacteriana del lodo (Van Lier y col., 1990, 1996; Visser y col., 1993; Obaya y col., 1994). En
reactores anaerobios operados bajo condiciones mesofilicas, los choques de temperatura
podrian tener un fiuncionamiento inestable en el reactor y como en algunos cases extyemos
llegar a la fractura del sistema (Lescure y col., 1988; Van Lier y col., 1990). En fa presente
investigacion, el tiempo de adaptacion de los bioecosistemas al uso de vinazas y a la
temperatura tuvo un total de 900 dias. De acuerdo con los resultados obtenidos, puede decirse
que para determinar la competencia entre bacterias anaerobias, el factor determinante es el
tiempo de adaptacién. Debido al tiempo que implica, existe poca literatura sobre el efécto de la
temperatura sobre la competencia entre BSR y BM.

Por tanto, dado que los resultados obtenidos contravienen la hipotesis planteada en esta
investigacion en cuanto a las BSR, se hizo necesario buscar mas datos que pudieran exphcar el
destino de los compuestos azufrados en sistemas termofilicos anaerobios.
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4253 Balances de DQO

Los balances de masa se calcularon con los equivalentes en gDQO/dia de todos los reactivos y
productos involucrados en cada reactor a las tres temperaturas en estudio. El balance se realizo
para todos los productos gaseosos (CH; y H:S), con su comrespondiente determinacion de
equilibrios quimicos y posible formacion de especies quimicas a partir de ellos. Para su
determinacién como DQO se empled el método descrito en el apartado 2.12. Los calculos estan
fundamentados en las conversiones del gas a condiciones estandar de presion y temperatyra (1
atm y 0°C). La Tabla 4.15 muestra los promedios de los balances. La tabla incluye las relaciones
de DQO a las temperaturas en estudio (proporcion DQOs reactivo: DQOs producto- gas:- PQOs
no degradada: DQOs a células): A 35°C (1:0.45:0.34:0.0066); a 45°C (1:0.70:0.28:0. 0047) ya
55°C (1:0.81:0.21:0.0075).

Tabla 4.15 Valores promedio del balance de DYO de los reactores de 1.6 L a 35, 45y 55°C

gbQo 2DQO productos 35°C 45°C - 55°C
DQO/dia | % | gDQO/diz| % | gDQO/la] %

CH, (gas+disucho) | 2.8750.4 | 27.10 | 525209 | 4948 | 6.08:08 | 57.30
""“d‘a - HLS (gastdisuelto) | 0.9628:02 | 907 |0.9852:02| 929 |1.0533:04) 993
con Ia vinaza | _Gas tolalrdisuelio | 3.84203 | 3621 | 6242065 | 5882 | 714 | 67.30
100% Anerane [ 365:01 | 3440 | 30305 | 2856 | 220803 | 2158
" Biomasa dentrodel | ¢ 07.00> | 066 | 0.05:003 | 052 | 008:003 | 075
Y% diferencia g 28.77 e 12.15 b 10.37

» MH@wwﬁmmm(mmbmwh@qmmn)

**  Considerando el volumen inicial de biomasa inoculada

*** Se considera aqui la DQO que sale con la biomasa elutriada y el “emor” de medicion en la biomasa que permanece dentro
del reactor y las muestras tomadas de biomasa y de efluente para ser medidas

Mediante estos balances se reiteran los resultados obtenidos para la produccion de H,S, que
permanecen con poca’ variacion con respecto de la temperatura y que la produccion de CH, se
incrementa al incrementar la temperatura, de acuerdo-con el estudio termodinimice del sistema
(apartado 4.2.4). Debe recordarse que se adapté un indculo anaerobio a 35°C usando vinazas
como primer paso de esta investigacion. Después, ese indcula se distribuyé en tres reactores de
1.6 L de volumen con una sola linea de alimentacion para adaptarse a 45 y 55°C. Durante mas de
300 dias los reactores se operaron hasta alcanzar la estabilizacion a condiciones mesofilica
intermedia y termofilica (45 y-55°C).

Durante la experimentacion, el reactor de 35°C se mantuvo relativamente estable; por lo que sus
balances se realizaron con los datos de fos 300 dias. Para 45 y 55°C, los balances tomaron de los
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tltimos 100 dias, etapa estable de los mismos. Los balances en forma acumulada a cada
temperatura siguieron la metodologia de Marquez-Codina (1994), porque asi se disminuye el
porcentaje de error en cada balance.

Los balances fueron realizados en una sumatoria que incorpora los valores de gDQO/dia por
los dias de operacién estable del reactor. Los resultados del gas generado usados para el
balance de masa es la suma de los gases contenidos en las fases gaseosa y liquida.

A continuacién se presenta el balance para el reactor a 35°C para 300 dias:

DQO efluente
0.870 kg \
influente DQO lad 2310k Diferencia
acumul a . 2 20%
2871 kg ;: 0.022255 kg —* 30 ks
100% :
e /'
1.42 kg

A 45°C, como produccién acumulada en los 100 dias de fase estable, se tiene lo siguiente:

DQO efluente

02321 \
DQO

: Diferencia
fluent
infiaonke E> DQO acumulada (1.984 kg 6%

1.047 kg 1006222 k 94
100% 0.006222 kg % 0.063kg
DQO gas /
0.75kg

A 55°C, como producciéon acumulada en los 100 dias de fase estable, se tiene:

DQO efluente

0.144 kg \
Diferencia

Q DQO acumulada 1.051 kg %

0.00894 kg 100%
DQO gas /'
09kg
S A e e Tt I
A
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Mizuno y col. (1996) realizaron un balance de DQO en sus resultados. Como productos,
calcularon la DQO equivalente para el CH,, solidos suspendidos volatiles, azufre, H,S y acidos
grasos libres. Ellos obtuvieron un poreentaje de diferencia de 3 a 26%, mientras que para la
presente investigacion de 0 2 20%.

Es interesante observar que, eonforme se opera a mayor temperatura, Ia diferencia entre lp que
entra y lo que sale es cada vez menor. Esto pareceria. indicar que el factor limitante en este tipo
de balances es la fase gaseosa, la cual es predominante conforme la temperatura se eleva (49,
71.6, 85.9% del total que entra).

Los valores equivalentes de materia organica medida como gDQQO empleados para Ia generacion
de nuevas células en el balance de materia no muestran variaciones significativas con la
temperatura. Las bacterias anaerobias tienen tasas de proliferacion lentas y, por ello, su
metabolismo se considera como un paso limitante de este tipo de tratamiento. Es importante
recordar que hay una “elutriaciéon” continua de biomasa, como puede observarse en la Figura
4.23, por lo que su produccion neta es- muy pequeiia. Lau y Fang (1997) encontraron que los
cambios de temperatura redujeron significativamente la produccion de lodos, provocando la
“glutriacion” de la biomasa.

De acuerdo a las ecuaciones 2-2 y 2-3 del apartado 2.3 2, el grado de competencia entre las BSR
y las BM puede determinarse de acuerdo con las ecuaciones empleando el balance de DQO. Si se
aplican estas ecuaciones a los resultados a la presente investigacion, la Tabla 4.16 presenta los
flujos de electrones.

Estos resultados demuestran que; al aumentar la temperatura, la competencia entre las BSR y las
BM disminuye en favor de estas ultimas. Esta puede ser una de las razones por las que la
produccion de H2S se mantuvo relativamente constante a 35, 45 y 55°C y refuerza la suposicion
hecha al final del apartado 4.2.5.2.

Harada y col. (1994) investigaron sobre la interaccion entre las BSR y las BM en reactores
RALLFA alimentados con desechos de baja carga organica a diferentes niveles de sulfatos. En ese
trabajo indican que, a mayor actividad sulfato-reductora hay un mayor porcentaje de flujo de
electrones para las BSR, es decir, mayor competencia de las BSR con las BM.

Al comparar los valores de la Tabla 4.16 con la Tabla 2.9, existiria una ligera inhibicion-en la
produccion de metano a 35°C. De acuerdo con esa misma tabla, a 55°C, no hubo inhibicion de
acuerdo con el intervalo de % de flujo de electrones.

4.3 PRUEBAS EN VIALES

De las pruebas en viales se obtuvieron dos tipos de informacion: 1) Las actividades sujfato-
reductora y metanogénica en 77 viales y 2) La determinacion de las constantes cinéticas, eon las
que pudo aplicarse la ecuacién de Arhhenius para evaluar el efecto de la temperatura.en la
cinética de reaccion.
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Tabla 4.16 Distribucion de flujo de electrones para la metanogénesis y sulfato-reduccion

Temperatura Flujo de electrones (%)
*C gDQO-CH,gas/dia | gDQO-CH liquida/dia | ¢DQO -ASO,/dia BSR BM
35 2.87 0.0061 0.4882 14.5 85.5
45 5.25 0.0051 0.5082 9.1 90.9
55 6.08 0.0043 0.6082 7.8 91.2

4.3.1 Pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora

Con la metodologia descrita en el apartado 3.4, fueron comparadas las respuestas de las
biomasas adaptadas a vinazas a las tres temperaturas empleando tres sustratos: Acidos acético,
propiénico y butirico, ademas de las vinazas. Se construyeron gréficas con los datos obtenidos
de cada uno de los viales, donde se representa la respuesta de la biomasa a cada sustrato con la
produccion de gases (CHas, CO; y HaS). En la fase liquida se determinaron pardmetros como
DQO soluble, sulfatos, carbono, nitrégeno y azufre totales. Para cada vial se evaluaron las
actividades metanogénica y sulfato-reductora, de acuerdo al fundamento y metodologia de los
apartados 2.13 y 3.4, respectivamente. Con las curvas elaboradas se calcularon las rapideces
maximas de produccién de CHs y H;S. Los resultados de las actividades metanogénica y
sulfato-reductora se analizaron empleando métodos estadisticos, como la prueba t de student
para conocer las diferencias significativas entre ellos y el nivel de significancia. La Figura
4.35 presenta los resultados.

La Tabla 4.17 muestra el promedio de los datos por triplicado de la velocidad o rapidez de
produccién de CHy para los diferentes sustratos. Para la actividad metanogénica del 4cido
acético se tienen diferencias significativas entre los valores. Para los acidos propidnico y
butirico no hay diferencias significativas entre 35 a 45°C, pero existen para 35 y 45 a 55°C.
Para la vinaza existe el mismo comportamiento. Puede concluirse de estos resultados que, a 35
y 45°C, no hay diferencias significativas para las rapideces de reaccién de los tres sustratos
mds complejos pero si para 55°C.

Para los valores de la actividad sulfato-reductora, los resultados muestran que no hay
diferencia significativa en 45 y 55°C, para los 4cidos acético, propidnico y butirico. Pero, para
las vinazas, la diferencia significativa solo se presenta entre 35 y 55°C. No hay diferencia entre
35 y 45°C ni entre 45 y 55°C.

Los resultados obtenidos en este estudio reflejan la competencia entre las BSR y BM por el
substrato durante el tratamiento de aguas residuales con presencia de sulfatos. La influencia en
la competencia estd principalmente fundamentada en los resultados microbiolégicos
(actividades metanogénica y sulfato-reductora), cinéticos, fisicos (temperatura) y quimicos
(pH, produccién de H,S y HS no ionizado) de esta investigacion.
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Figura 4.35 Pruebas en viales de las actividades metanogénica y sulfato-reductora de la biomasa adaptada a
vinazas en tres sustratos y vinaza como “control” a las tres temperaturas en estudio

Tabla 4.17 Rapidez de reaccion en la generacion de productos, CHy y 35 en diferentes tipos de sustratos de

pruebas realizadas en viales
Sustrato Rapidez de reaccion para las BM | Rapidez de reaccion para las BSR
mol/dia
35°C
Acido acético 0.00087 0.00011
Acido propiénico 0.00042 0.00033
Acido butirico 0.00103 0.00050
Vinaza 0.00033 0.00042
45°C
Acido acético 0.0011 0.00018
Acido propidnico 0.00045 0.00038
Acido butirico 0.0011 0.00055
Vinaza 0.00038 0.00044
55°C
Acido acético 0.0013 0.0002
Acido propiénico 0.00127 0.00041
Acido butirico 0.00133 0.00062
Vinaza 0.00053 0.00047

Los factores como la concentracién de sulfatos, la afinidad al sustrato, la inhibicién por
sulfuros, la inhibicién por H,S no ionizado y la naturaleza de la biomasa de inéculo y la

T
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temperatura determinaron la competencia entre las BSR y las BM. Por los resultados de este
apartado, se han encontrado variaciones por las afinidades al substrato, tanto de las BSR como
de las BM. Sera objeto de otro estudio la busqueda de los microorganismos que proliferan a
estas diferentes temperaturas con cada uno de estos sustratos.

Lutgarde-Raskin y col. (1996) mediante el estudio de dos reactores anaerobios con
alimentacién de glucosa y glucosa-sulfatos respectivamente demostraron que dentro de los
reactores, la poblacién microbiana anaerobia era diferente. Las BSR, especificamente
Desulfovibrio spp fueron independientes de la presencia de sulfatos pero se observaron otras
especies de BSR que parecian ser mas competitivas en ambientes con presencia de sulfatos.
En cambio, para las BM, la poblacién microbiana cambi6 totalmente entre las dos condiciones
(con y sin sulfatos).

Omil y col. (1998) emplearon un RALLFA a 30°C alimentado con una mezcla de los tres acidos
grasos libres con sulfatos con una relacion DQO/sulfatos = 5. Para la presente investigacion en
viales, el valor es 3. Omil y col. (1998) estudiaron la competencia de las BM y de las BSR en
cidos acético, propidnico y butirico. Los resultados obtenidos a 30°C por Omil y
colaboradores se comparan en la Tabla 4.18 con los obtenidos en este trabajo a 35°C. La
actividad sulfato-reductora para el 4cido butirico en este trabajo es mayor que la obtenida por
Omil y col. (1998). Esto concuerda, que si se supone que a una relacion menor de
DQO/sulfatos, la actividad sulfato-reductora se incrementa.

Los resultados de actividad metanogénica son mds satisfactorios para este trabajo para los
sustratos de acido acético y butirico que los obtenidos por Omil y col. (1998) pero no con
acido propibnico. En las actividades sulfato-reductoras puede observarse que para acido
propiénico se detecté un aumento en la actividad lo que no se obtuvo en este trabajo. Si se
observan los resultados entre los 4cidos acético y butirico para la investigacién de Omil y col.
(1998), la actividad sulfato-reductora aumenta de la misma manera que en la presente
investigacion.

Tabla 4.18 Resultados comparativos de las pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora para
dcido acético, propidnico y butirico de la fiteratura con las de esta investigacion

gDQO/gSSVdia
Actividad metanogénica . Actividad sulfato-reductora
Sustrato Omil y col., 1998 |  Este trabajo Omil y col., 1998 I Este trabajo
Acido acético 052 - 0.66 0.13 0.07
Acido propiénico 0.41 0.27 0.39 0.18
Acido butirico 0.32 0.62 0.31 0.47

La Tabla 4.19 presenta los resultados de Fang y Chung (1999) para una investigacién de
degradacion anaerobia para aguas residuales proteiniceas bajo condiciones mesofilicas y
termofilicas. Ellos realizaron pruebas de actividad metanogénica a mesofilia y termofilia en
ausencia de sulfatos. De esta informacidn, se observa que la degradacién de écido propidnico
es mas de un 50% menor en las pruebas realizadas por Fang y Chung, a 35 y 55°C y en los
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experimentos de esta investigacion a 35°C. Sin embargo, si se obtuvo una actividad
comparable a la de los dcidos acético y butirico para este estudio a 55°C. Como se mencionaba
arriba serd necesario un estudio del tipo de organismos que proliferan para comprender las
diferencias de actividades.

Visser y col. (1993a) estudiaron las actividades metanogénica y sulfato-reductora de biomasa
anaerobia adaptada a 35°C la cual se expuso a un choque térmico a 55°C durante 8 a 9 horas.
Los organismos degradadores de 4cido propidnico y butirico decayeron en sus funciones, a
diferencia de las bacterias degradadoras de 4cido acético. La degradacion de acidos propidnico
y butirico se recuperd rapidamente después de la exposicion a 55°C porque nuevamente se
reestablecié la temperatura de 35°C. Para esta investigacion los organismos ya estaban
adaptados a 55°C después de 300 dias. Esto indica que la adaptacion de las BM y BSR
depende del tiempo, por lo que los estudios realizados por un lapso corto no pueden generar
resultados fiables cuando se trata de poblaciones microbianas.

Tabla 4.19 Resultados comparativos de las pruebas de actividad metanogénica para dcido acético, propionico
y butirico a condiciones mesofilicas y termofilicas de la iteratura con las de esta investigacion

Actividad metanogénica, gDQO-CH,/gSSVdia
Sustrato 35°C 55°C
Fang y ChunE: 1999 | Este trabajo | Fangy Chun& 1999 |  Este trabajo
Acido acético 0.92 0.66 1.31 0.99
Acido propiénico 0.37 0.27 0.21 0.82
Acido butirico 0.55 0.62 1.40 0.80

En otras investigaciones de Visser y col. (1993) sobre la actividad metanogénica y sulfato-
reductora de la degradacién anaerobia de mezclas de acidos grasos volatiles a diferentes
concentraciones de sulfatos, obtuvieron resultados muy semejantes a los de la presente
investigacién en la degradacién de 4cido propidnico y butirico.

Debido a esto, puede intuirse que las rutas de degradacion del acido butirico son iguales a las
descritas para el 4cido propidnico. Es posible que los 4cidos grasos sean transformados a acido
acético e hidrégeno por las BA degradadoras para cada tipo de sustrato y el hidrégeno
generado es parcialmente utilizado por las BSR y las BM. Debido a que los distintos tipos de
BSR poseen una afinidad diferente a los sulfatos (Ingvorsen y col., 1984), esta 1iltima hipétesis
es muy comun en la literatura consultada. Al respecto, las BSR reservan el hidrégeno a una
presion parcial mas baja que las BM y las BA degradadoras de acido propidnico y butirico se
desarrollan mucho més rapidamente en cultivos con BSR consumidoras de hidrégeno que con
BM consumidoras de hidrégeno (Boone y Bryant, 1980). Esto puede relacionarse con la
presente investigacion, donde se present6 este fenémeno en las pruebas con 4cido butirico y
ain empleando el sustrato de adaptacion, las vinazas, pues la actividad sulfato-reductora
aumenta con respecto a la actividad metanogénica con los sustratos de 4cido butirico y
vinazas. Con las vinazas puede esperarse un modelo méas complejo de degradacién pero, al
final, los 4cidos grasos volatiles deben ser los productos de degradacion anaerobia intermedia.
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Flaherty y col. (1998b) realizaron una investigacion durante cinco afios con aguas residuales
de la industria del 4cido citrico estudiando la competencia de las BSR y las BM en un reactor
anaerobio. A la biomasa del reactor se le hicieron varias pruebas de actividad metanogénica
con sustratos diferentes al agua residual en tratamiento, como acidos acético, propidnico,
butirico, etanol e Ho/CO,. Los resultados de la investigacion de Flaherty y col. (1998b) se
muestran en la Tabla 4.20 y se comparan con los de la presente investigacion a la misma
temperatura. Flaherty y col. (1998b) midieron la competencia entre las BSR, las BM y
bacterias sintroficas, mediante pruebas de actividad metanogénica y seguimiento del consumo
de sustrato en presencia y ausencia de sulfatos y/o inhibidores metanogénicos o sulfato-
reductores. La actividad sulfato-reductora la determinaron directamente del consumo del
sustrato y la actividad metanogénica mediante la produccién de metano generado durante el
experimento. Flaherty y col. (1998b) concluyeron que las BSR juegan un rol clave en la
degradacion de acido propidnico en reactores a gran escala. Ellos observaron que la
conversién de acido propidnico fue muy baja en ausencia de sulfatos. También observaron que
las BSR llevaron a cabo una oxidacién incompleta de acido propidnico a acido acético,
especificamente por las bacterias Desulphobulus spp. Para esta investigacion, a 35°C esto no
ocurre con la biomasa adaptada a vinazas pero, a 55°C, si podria asumir este rol.

Tabla 4.20 Resultados comparativos de las pruebas de actividad metanogénica para dcido acético, propidnico
y butirico a condiciones mesofilicas y presencia de sulfatos de un reactor con un tiempo de operacion
profongado tomados de (a fiteratura con los de esta investigacion

Actividad metanogénica especifica, gCH,/gSSVdia

Sustrato Flaherty y col., 1998b Este trabajo
indeulo | 2afios | 4 afios | 5 afios 35°C
Acido acético 0.2168 | 0.0750 | 0.0679 | 0.1029 0.66
Acido propiénico | 0.0527 - 0.0039 - 0.27
Acido butirico 0.0638 | 0.0531 | 0.0393 | 0.0527 0.62

Flaherty y col. (1998b) encontraron que la degradacién de acido acético se deterior6 al final de
los 5 afios de operacién a 35°C pero fue mayor la actividad metanogénica para los demas
sustratos, los resultados pueden ajustarse a los obtenidos por la presente investigacion, ya que
la degradacion de 4cido acético se presenta en mayor grado para este estudio y atn para dcido
butirico y los resultados sobre la falta de degradacion de 4cido propidnico fueron similares.

Schmidt y Ahring (1996) obtuvieron valores tipicos de actividad metanogénica a condiciones
mesofilicas que van desde 0.5 hasta 2.4 gDQO-CH4/gSSVdia. En grinulos termofilicos
observaron actividades metanogénicas arriba de 7.14 gDQO-CH,/gSSVdia. De la Figura 4.35
puede verse que las actividades fluctiian de 0.275 para 4cido propidnico a 35°C hasta 0.994
para dacido acético a 55°C pasando por 0.452 a 0.723 para vinazas a 35 y 55°C,
respectivamente (todas las actividades en gDQO-CH.,/gSSVdia). Es claro que las vinazas son
un sustrato complejo y dificil de degradar y que, a pesar de 300 dias de adaptacién, sus
actividades no son comparables a lo establecido por Schmidt y Ahring (1996). Ademas, el
acido acético resulta ser el sustrato con el que se obtiene la mayor actividad, indicando que los
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consorcios microbianos de la biomasa supuestamente adaptada a vinazas inmediatamente
modifican sus vias metabdlicas para asimilar una fuente de carbono mas simple.

En los siguientes apartados se discuten los resultados considerando cada sustrato empleado
para las pruebas de actividad metanogénica y sulfato-reductora.

4.3.1.1 Acido acético

Van Lier y col. (1996) realizaron una investigacién sobre la actividad metanogénica de un
reactor anaerobio de compartimientos para diferentes concentraciones de 4cido acético en un
inéculo mesofilico para operar a condiciones termofilicas. Sus resultados indican que, al
incrementar las cargas orgénicas con respecto al tiempo (de 5 a 100 gDQO/Ldjia), la actividad
metanogénica disminuye de 1.4 a 0.43 gDQO-CH,/gSSVdia. Si se toma en consideracion que,
para la presente investigacion, la carga organica manejada fue de 7.06 gDQO/Ldia, se debiera
haber obtenido un valor cercano a 1.4 gDQO-CH,/gSSVdia como el establecido por Van Lier
y col. (1996). En esta investigacién se obtuvo una actividad metanogénica para el icido
acético de 0.994 y para las vinazas de 0.7423 gDQO-CH./gSSVdia, a pesar de que la biomasa
anaerobia de la presente investigacion estaba “adaptada” a vinazas. Esto puede indicar que la
biomasa supuestamente adaptada a la degradacién de un sustrato complejo tiene una actividad
metanogénica menor en ese sustrato que la obtenida para uno mas simple, como el 4cido
acético, alin en presencia de altas concentraciones de sulfatos (Hoeks y col., 1984; Mulder,
1984; Isa y col., 1986a, b; Rinzema y col., 1986; Motoyuki y col., 1987; Ueki y col., 1988,
1989; Qatibi y col., 1990; Mc Cartney y Oleszkiewicz, 1991; Visser y col., 1993b).

Algunos investigadores plantean que existe un predominio de las BSR sobre las BM para
degradar 4cido acético. En la presente investigacion se obtuvo una mayor actividad
metanogénica que sulfato-reductora (0.662-0.994 versus 0.074-0.129 gDQO-CH,/gSSVdia,
entre 35 y 55°C) (Rinzema, 1988; Alphenaar y col., 1993; Visser y col., 1993). Harada y col.
(1994) probaron que las BSR son pobres competidores con las BM por el 4cido acético. Sin
embargo, durante un periodo largo de operacién con dcido acético, las BSR gradualmente
compiten con las BM debido a su alta afinidad al substrato En los resultados de la presente
investigacion, el dcido acético estuvo en contacto con la biomasa tinicamente el tiempo de
prueba, lo cual probablemente influyé en los resultados obtenidos.

Smul y col. (1999) midieron las actividades metanogénica y sulfato-reductora de biomasas
extraidas del reactor en el lapso de operacion a 33°C, a 55°C y, nuevamente, a 33°C utilizando
acido acético. La biomasa tomada de la operacién termofilica no mostré predominio de las
BSR sobre las BM, probablemente debido al corto periodo de tiempo pero, retornando a la
temperatura de 33°C, la degradacién de 4cido acético se incrementé por la via de la sulfato-
reduccion. Podria deducirse de sus resultados que las BM son maés sensibles a los cambios de
temperatura que las BSR y, por lo mismo, la presente investigacion fue realizada para atender
la recuperacion de la actividad de las BM en condiciones termofilicas y precisar entonces, la
competencia entre las BSR y las BM.
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Por lo resultados mostrados en la Figura 4.35, puede decirse que, para el dcido acético como
sustrato, no hay competencia entre las bacterias metanogénicas (BM) con las bacterias sulfato-
reductoras (BSR). Alrededor del 90% del carbono del acido acético es convertido a CHy4 por
las BM y la competencia entre las BSR no estd presente ya que la actividad sulfato-reductora
fue casi nula. Harada y col. (1994) probaron que las BSR son pobres competidores con las BM
por el acido acético.

Choi y Rim (1991) reportaron que si la relacion de DQO/sulfatos excede 2.7, las BM
acetoclasticas predominan, aunque a relaciones de DQO/sulfatos menores de 1.7, las BSR
acetoclasticas predominan. Visser (1993) también indica que los lodos adaptados a bajas
relaciones de DQO/sulfatos poseen grupos de BSR degradadoras de acido acético muy activas.
Esto tltimo corrobora los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde la relacion
es de 8, por lo que influye grandemente en la competencia de las BM con las BSR por el 4cido
acético. Flaherty (1997) demostr6 que durante la competencia de acido acético en un digestor
a escala industrial, las BM acetoclésticas predominan atin después de 6 afios de operacion del
reactor a una relacién de DQO/sulfatos de 3.

4.3.1.2 Acido propidnico, butirico y vinaza

Se conoce muy poco acerca de la competencia entre las BM y las BSR para é4cidos propidnico
y butirico en la degradacion anaerobia, como se mencion6 en el apartado 2.3. Cuando se
tienen concentraciones intermedias de sulfatos, como es el caso de la presente investigacion,
las BSR pueden degradar parte de los 4cidos grasos volatiles. Las BA estan involucradas en la
oxidacion de acidos grasos volatiles a acido acético e H,. El H; se consume parcialmente,
tanto por las BSR como por las BM, ya que el acido acético es degradado por las BM (Visser
y col., 1993b).

Espinoza y Noyola (1992) trabajaron en un reactor anaerobio para el tratamiento de vinazas y
obtuvieron una acumulacién de acidos grasos volatiles, especialmente de acido propidnico
(3,000 mg/L). El mismo resultado se observod en la presente investigacion al realizar las
pruebas de actividad metanogénica con la biomasa anaerobia adaptada a vinazas utilizando
como substrato de prueba al 4cido propidnico. En las pruebas de actividad metanogénica, la
degradacion de 4cido propidnico esta limitada por parte de las BM a 35°C pero esto no se ve
reflejado en el paranietro de la relacion de alcalinidad.

En la presente investigacion, la degradacion de los acidos propidnico y butirico puede
esquematizarse mediante la Figura 4.36. Los porcentajes mostrados en ella se obtuvieron por
medio de los resultados de las actividades metanogénicas y sulfato-reductoras de la Figura
4.35.
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Diagrama representativo de la degradacién de icido propidnico y butirico por las BSR y la sintrofia de las

BA con las BM (Visser y col., 1993b)
. Addos grasos valities
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Figura 4.36 Representacion del rof de intervencion de las BSR.y de las BM con la degradacion de vinaza'y
EJSM:WM butirico con respecto a [a temperatura de acuerdo a [bs resultados de actividades
metanogénica y sulfato-reductora

A 35 y 45°C, puede decirse que-las BSR y las BM contribuyen poco en la degradacion de
dcido propionico (20 y 15% para las BM y las BSR, respectivamente). A 55°C, la actividad
metanogénica se reestablece para la degradacion de acido propidnico (60 y 15% para las BM
y las BSR, respectivamente) pero Ia actividad sulfato-reductora permanece constante a 35,
45 y 55°C indicando, por tanto, que no existe competencia de las BSR con tas BM por acido
propionico a 55°C. Si se considera la teoria de Visser y col (1993), que mencionan la
existencia de una sintrofia entre las BM y las BA, al observar en el diagrama que las BA
inician la degradacion de acido propidnico, los subpraductos de estas reacciones pueden ser
usados, tanto por las BSR como por las BM. Pero, eonforme al esquema, puede entenderse
que la degradacion no ocurre a 35 ni a 45°C, asi como de ningin modo la degradacion
directa por parte de las BSR del acido propionico, lo que pedria indicar que fue suprimida
alguna reaccion en la degradacion para el acido propionico que a 55°C no estuvo limitada.
En la misma Figura 4.36 puede observarse que la degradacion de acido butirico a 35, 45 y
55°C permanece constante, tanto por la actividad metanogénica como por la sulfato-
reductora. La competencia entre las BSR y las BM es la misma para este sustrato.

Van Lier y col. (1990) observaron en experimentos similares que la degradacion del 4cido
propionico no serecobra después de elevar la temperatura sibitamente de 35a 55°C en
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ausencia de sulfatos, mientras que la degradacion de acido acético y butirico se reanuda
después de una semana. En el caso de la presente investigacion ocurrié lo contrario. La
degradacioén del 4cido propidnico se reestablece a 55°C, a diferencia de la degradacion
obtenida a 35°C.

Se sabe que las vinazas estin constituidas por compuestos quimicos desconocidos pero
simulando la intervencion de las BA, las BM y las BSR para su degradacion, de acuerdo al
esquema de la Figura 4.36, donde puede observarse que tanto a 35 como a 45°C se presenta
una competencia por €l substrato, posiblemente la actividad sulfato-reductora se incrementara
debido a que las BSR poseen la propiedad de degradar directamente compuestos complejos
(como fue mencionado en el apartado 2.1) e implica que la competencia por el sustrato de las
BSR se compensa. A 55°C, la competencia de las BSR se conserva casi andloga a la de 35 y de
45°C, pero la actividad metanogénica se incrementa.

Los diagramas presentados en la Figura 4.36 representan solo una interpretacion superficial
que podra compararse con el andlisis de resultados finales con base en la actividad
metanogénica, actividad sulfato-reductora y los balances de materia para cada consorcio
bacteriano que seran discutidos mas adelante.

Las poblaciones bacterianas en un reactor anaerobio poseen diferentes temperaturas dptimas
para su desarrollo. Ahring (1994) midi6 la rapidez de produccién de metano inicial, (V(int), en
porcentaje a diferentes temperaturas, empleando estiércol digerido a 55°C e incubado con
diferentes sustratos. Puede verse una clara diferencia entre la temperatura éptima de los acidos
férmico, acético, propidnico y butirico y del hidrégeno. La actividad de todos los sustratos fue
alta excepto para 4cido propidnico a 55°C. La actividad se incrementa al aumentar la
temperatura a 60°C y se presenta una caida en la actividad a 65°C y, mas significativamente, a
70°C. La Figura 4.37 muestra los resultados y puede observarse que la produccién de metano
se incrementa conforme el sustrato contiene mayor nimero de carbonos en su férmula
quimica, pero la velocidad de reaccién metanogénica es inversamente proporcional a este
razonamiento. Los resultados se obtuvieron sin presencia de sulfatos en el sustrato a degradar.
En la presente investigacién sucedié algo similar con los resultados obtenidos exceptuando
que, a 55°C, la actividad metanogénica para acido propionico se reestablecié (muy
posiblemente por alguna interaccién entre las BM y las BSR, que no formaba parte de los
estudios de Ahring). Los resultados de Ahring (1994) se mostraron en el apartado 2.6.2 en
forma grifica en la Figura 2.4.

En la presente investigacion, a 55°C, los resultados de las actividades sulfato-reductoras
poseen valores crecientes conforme la temperatura se aumenta, reforzando lo establecido por
Ahring (1994), o sea, que las BSR presentan un aumento en su actividad con la temperatura.
También es interesante observar que su actividad es mayor conforme el sustrato es mas
complejo (apartado 2.1). La razén de este comportamiento requiere de una linea de
investigacion especifica que cae fuera del alcance de este trabajo. Sin embargo, si se considera
la investigacion de Ahring (1994), posiblemente el mimero de carbonos y la complejidad
molecular quimica pueda involucrarse en una explicacion a los resultados.
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En el apartado 2.13 puede observarse la Tabla 2.27 que muestra los resultados de varias
investigaciones sobre actividad metanogénica con diferentes sustratos intermedios de la
degradacion anaerobia. Los valores son muy diversos y no siguen una tendencia entre ellos.
En la Tabla 2.27 aparecen resultados de investigaciones donde fueron probados diferentes
clases de inéculos adaptados a sustratos muy diversos. Comparando los resultados de la
presente investigacién para el 4cido acético como sustrato con los de la Tabla 2.27, puede
observarse que los valores estan entre los valores que poseen los indculos que no estin
adaptados al sustrato, como la fébrica de azicar y las mezclas de sustratos para condiciones
mesofilicas. En esa misma Tabla 2.27, para las pruebas de actividad metanogénica con acido
acético a 55°C, los valores van desde 0.09 hasta 9.4 gDQO-CH,/gSSVdia y como, en el
presente trabajo se obtuvo un valor de 0.99, puede decirse que va muy de acuerdo a los
resultados obtenidos por indculos provenientes de mezclas de sustratos, 4cido propionico,
etanol, acido acético y acido lactico.

También en la Tabla 2.27 puede verse que, para pruebas con 4cido propiénico a condiciones
mesofilicas, los valores de la actividad metanogénica oscilan desde 0.002 hasta 2.4 gDQO-
CHy/gSSVdia. En el presente trabajo se obtuvo un valor de 0.27, valor que va de acuerdo a los
resultados obtenidos por los indculos provenientes de una fabrica de azicar. Para 55°C, en la
Tabla 2.27 solamente aparecen datos para un inéculo proveniente de una mezcla de acidos
grasos libres con una actividad metanogénica de 0.15 gDQO-CH4/gSSVdia, que es menor al
valor obtenido en este trabajo. Esto indicaria que la biomasa adaptada a vinazas puede
degradar mejor al acido propidnico.

En la Tabla 2.27, para el icido butirico se tienen valores que oscilan desde 0.12 hasta 14.24
gDQO-CH/gSSVdia. Si se comparan con los resultados obtenidos en esta investigacion,
puede decirse que son semejantes (0.56 versus 0.62) a los obtenidos a 30°C por un indculo
proveniente de una mezcla de acidos grasos volétiles y para 55°C con otra investigacion de un
inéculo, también con una mezcla de 4cidos grasos volitiles (0.85 versus 0.799). Griffin y col.
(1998), asi como como Cecchi y col. (1992) y Zinder y col. (1984), refuerzan los resultados
obtenidos en la presente investigacion sobre las bacterias sintréficas degradadoras de acido
propidnico. Laanbroek y col. (1984) demostraron que, en viales operados a condiciones de
sulfatos limitadas, las bacterias que utilizan acido acético, D. postgatei, no podian competir
con §. propionicus con respecto de la utilizacion de sulfatos disponibles. Los consorcios
microbianos adaptados a las vinazas tuvieron un comportamiento similar (0.074 versus 0.185,
para 35°C; 0.116 versus 0.212 para 45°C; 0.129 versus 0.23 para 55°C).

Wiegant y de Man (1986), mencionan que los sistemas termofilicos tienden a acumular altos
niveles de 4cido propidnico, lo que no coincide ni con los resultados de esta investigacién ni
con las de los otros investigadores (Zinder y col., 1984; Cecchi y col., 1992; Griffin y col.,
1998).

En el apartado 2.3.4 se describié el trabajo de Uberoi y Bhattacharya (1995), quienes
indicaron que los consorcios microbianos que proliferan a 35 y 45°C presentan practicamente
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actividades metanogénicas y sulfato-reductoras pobres. A 55°C, es claro que los consorcios
microbianos si estan siguiendo los mecanismos de degradacion de &cido propidnico
propuestos por estos autores.

Las bacterias sintréficas degradadoras de cido butirico, debido a que poseen una rapidez de
desarrollo o “crecimiento” especifica alta y estdn presentes en un intervalo mayor de sustratos,
no tiene problemas para degradar el 4cido butirico (Mclnerney, 1992; Schink, 1992).

4.3.1.3 Balances de S, C y DQO en las pruebas de actividades metanogénica y sulfato-
reductora

Durante las mediciones de la actividad metanogénica se evaluaron simultaneamente C, S total
y DQO soluble, con objeto de realizar los balances de materia que se presentan en este
apartado. Los resultados de la Figura 4.37 a 4.39 son los porcentajes promedio de triplicados
de prueba y triplicados de analisis de cada paradmetro.

La Figura 4.37 presenta los porcentajes de consumo de azufre para la prueba de actividad
sulfato-reductora, por medio de la determinacién de azufre total en el liquido, al inicio y al
final del experimento. Las BSR transformaron el azufre a H>S en diferentes concentraciones
dependiendo del tipo de sustrato empleado.
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Figura 4.37 Fraccién de S empleado por las BSR de pruebas realizadas en viales

El azufre consumido en vinaza por las BSR se conserva constante a las tres temperaturas en
estudio (35, 45 y 55°C), lo que confirma los resultados mostrados en el apartado 4.2.4, donde
la produccién de H,S y la actividad sulfato-reductora es constante a las tres temperaturas
debido a que las concentraciones de HyS no ionizado 6 sulfuro presente en el sistema afectan
su actividad, pero no a las BM.

Como ya se mencioné en el apartado 4.2.1, uno de los factores mas importantes para
determinar la competencia entre las BSR y las BM de digestores es la concentracion de H;S no
ionizado. Existen pocos datos disponibles sobre el efecto de la toxicidad de este compuesto
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sobre grupos individuales troficos de bacterias y sobre la competencia entre las BSR y otras
bacterias anaerobias en presencia de niveles altos. Confirmando lo obtenido en la pruebas de
actividad sulfato-reductora, es claro, que la fuente de carbono para tomar la energia requerida
para la transformacion del azufre influy6 en la cantidad de azufre transformado, que fue mayor
con el acido butirico con respecto del acido acético (71 a 88 versus 28 a 38% de consumo de
azufre).

La Figura 4.38 presenta los valores promedio de los balances de carbono para la prueba de
actividad metanogénica, por medio de la determinacion de carbono total en el liquido, al inicio
y al final del experimento. Puede verse que las BM transforman la materia carbonosa
exclusivamente a CH, y CO;,.
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Figura 4.38 Fraccion de C empleado por las BM y las BSR,
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En el caso de las vinazas hay una conversion entre 50 a 60% de CHy y el restante se convierte
a CO,. Conforme disminuye la complejidad del sustrato, como el acido acético, el porcentaje
de CH4 es del 80% en el biogis y el restante es de 20% como CO,. Esto se debe a que la
variedad de los productos de degradacion en la vinaza son mayores y hay una mayor presencia
de CO,. Una explicacion mas precisa fue descrita en el apartado anterior.

La Figura 4.39 muestra el balance de DQO al inicio y al término del experimento, medida en
el liquido.

En general, los resultados obtenidos dependieron del tipo de sustrato a degradar y la
produccién de gases se incrementa al aumentar la complejidad del sustrato, ain cuando la
cantidad de materia carbonosa adicionada al principio del experimento es la misma para todos
los viales, independientemente del sustrato. La conversién de materia organica de las vinazas
fue mayor que la obtenida en acido acético, debido a que se obtuvo una DQO equivalente de
los gases generados mayor que para el 4cido acético. En el balance de carbono, la tendencia es
contraria cuando se considera como base la generacion de CH; solamente. Las BM optiman su
respuesta con la produccion de metano con el sustrato de acido acético que con los otros
sustratos. Con el dcido propidnico no hay respuesta de produccién de gases y la remocién de
DQO también es baja a 35 y 45°C, aunque a 55°C, la produccion de metano se restablece.

A 55°C, el CH4 producido es semejante para los sustratos de 4cidos acético, propidnico y
butirico. Para las vinazas, el equivalente de metano disminuye. Para icido propidnico, los
gases producidos por las BSR son mayores que los producidos por las BM y asimismo para
acido butirico y vinazas. Las BSR generan CO; y H,S, mientras que las BM generan CH, y
CO,, los que en cuestion de equivalencias de DQO dan valores mayores para el H,S con
respecto del CHa.

En la Figura 4.39 puede observarse en forma grifica la respuesta metanogénica y sulfato-
reductora para los acidos acético, propionico y butirico y para las vinazas. En acido acético, el
porcentaje de DQO utilizado por las BM es superior al utilizado por las BSR, de tal forma que
puede deducirse que no existe competencia por la materia organica. Asimismo, los valores
méximos de porcentaje de utilizacion de DQO por las BM son cercanos a 100%. Con esto
puede reafirmarse que no existe competencia entre las BM y las BSR. La metanogénesis en
este caso es la via de degradacién dominante.

En la misma figura puede observarse la respuesta microbiana utilizando 4cido propiénico. El
porcentaje de DQO utilizado por las BSR a 35 y 45°C indica que existe competencia sobre las
BM. A 55°C esta competencia desaparece debido a que la metanogénesis aumenta la
degradacién de materia organica hasta un maximo de 90%, mientras que la sulfato-reduccién
tiene una participacion menor. A 55°C, la competencia entre las BSR y las BM disminuye con
el 4cido propidnico.

La degradacion de vinazas por las BSR y las BM muestra en la Fig. 4.39 que el porcentaje de
DQO utilizado por las BM y las BSR es muy semejante a 35 y 55°C pero, a 55°C, la
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metanogénesis tiende a elevarse permaneciendo la sulfato-reduccion con un aumento lineal.
Podria decirse que, a 55°C, no hay competencia entre las BSR sobre las BM para la
degradacion de vinazas.
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Figura 4.39 DQO empleada por las BM y las BSR,

Visser y col. (1993a) obtuvieron a 55°C una eficiencia de remocion con base en la DQO de
20% para las BM con un sustrato de una mezcla dcidos grasos volatiles y la remocion obtenida
por las BSR fue también de 20%. En la presente investigacion, para vinazas a 55°C se obtuvo
una remocion de DQO de las BM de 80% y para los acidos acético, propidnico y butirico de
95, 82 y 82%, respectivamente. Esto indicaria que las biomasas estaban bien adaptadas a las
condiciones termofilcias y por ello degradaron eficientemente la materia organica medida
como DQO (acidos y vinazas).
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Como resumen de la informacion discutida en los parrafos anteriores, en la Figura 4.40 se
presentan los porcentajes de DQO empleado por las BM y las BSR para generar productos.
Los datos de la parte superior son para la fase gaseosa. Los datos intermedios son para la fase
liquida y los datos de la parte inferior son para la biomasa en suspension.
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EM BSR BM EBSR BM BSR BM BSR
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50 60 g 20 33 40 70 62 <=t45°C
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Figura 4.40 Balance de DQO para la actividad metanogénica y sulfato-reductora a 35, 45 y 55°C para cada
grupo de viales en las fases gaseosa, fiquida y de la biomasa en suspension

Existe poca literatura sobre cinéticas de inhibicion para sistemas que contienen azufre en sus
formas potencialmente toxicas. Es obvio que el grado de toxicidad es diferente para bacterias
acidogénicas, BM y BSR y este factor puede jugar un rol determinante en la competencia a
tiempos prolongados entre la metanogénesis y la sulfato-reduccién. Algunos autores notan
alguna conexién entre la resistencia a la toxicidad de los compuestos de azufre con el estado
del lodo (disperso o granular). Los lodos granulares muestran una resistencia elevada a los
compuestos azufrados téxicos en comparacion con los lodos dispersos respecto de la actividad
metanogénica (Alphenaar, 1994). Es evidente que las bacterias que proliferan en biopeliculas
(como ocurre con el lodo granular) pueden estar mas protegidas a concentraciones de HzS no
disociado en niveles toxicos que las que estan dispersas, debido a que tienen condiciones
microambientales diferentes (valores de pH, temperatura, etc.).

Kalyuzhnyi y Fedorovich (1997) indican en sus resultados de modelacion que las BSR,
dependiendo del grado de granulacion, mostraron disminucion o incremento de su resistencia
a la toxicidad. Si el lodo contiene BM principalmente en forma granular y BSR principalmente
en forma dispersa, esto podria ser un factor para el predominio de la metanogénesis sobre la
sulfato-reduccion. En esta investigacion no se buscé estudiar ni los organismos ni si estaban
en forma granular o dispersa, por lo que sera interesante en las investigaciones siguientes
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corroborar esto y ver con la confirmacion de los resultados de esta investigacion obtenidos de
los balances de S, C y DQO y de las actividades metanogénica y sulfato-reductora.

Kalyuzhnyi y Fedorovich (1997) encontraron también el efecto de algunos parametros de
operacion en la relacion de DQOgsg/DQOmy (Tabla 2.25). En algunas investigaciones, las
BM y las BSR bajo condiciones de H;S no disociado muestran fuerte inhibicion (Vavilin y
col., 1994). Algunos resultados de modelacion bajo variacion de pH en el influente
demostraron una influencia débil de este factor sobre la relacion DQOpsr/DQOgy debido a
que el CO; y H,S producidos crean un nivel suficiente de capacidad amortiguadora en el
medio del reactor. En esa investigacion, que contemplé- recirculacion de- efluente,- TRH,
incremento de BSR sobre BM en el indculo, no se eonsidera el efecto de Ia temperatura en la
relacion DQOgpsp/DQOgN, por lo que st se toma: la-informacion generada en la presente
investigacion (Fig. 4.39, especialmente para acido prapiénica y vinaza), podria decirse gue al
aumentar la temperatura baja la relacion DQOpsr/DQOsM.

El apartado 2.12 expone las formulaciones-que, de acuerdo con Alphenaar (1994), permiten
calcular la fraccion utilizada por las BSR y las BM. La Tabla 4.21 muestra los datos
publicados por este autor. Puede observarse que al incrementar la temperatura aumenta el
porcentaje de DQO utilizado por tas BM y disminuye-el porcentaje de DQO utilizado por las
BSR, esto es, la competencia disminuye- Esto indica- que-los resultados de-la presente
investigacion tienen un comportamiento similar al reportado por Alphenaar (1994).

Tabla 4.21 Balance de DQO en [os reactores a 35, 45 y 55°C con respecto a los resultados de Alphenaar

(1994)
Segiin Alpheaur 1994 Resultados en este trabajo con vinaza
: 35°C 45°C unidades §  35°C 45°C 55°C
DQOuaveriianse | 176 | 188 z. 14 gDQO/dla 5.05 4.90 422
4.23 14.59 20.18 gDQO/dia § 3.77 444 5.88
%DQ0wm 29 11 9.6 % 57 52 47
_%DQ0gy 7 89 90.4 % 43 48 58

4.3.2 Parimetros cinéticos

Para lealmente a las pruebas en viales con los medios-especificos para determinar actividades
metanogénica y sulfatorreductora, se adicionaron viales para determinar las constantes
cinéticas y aplicar la ecuacion de Arrhenius.

Los calculos se basan en las ecuaciones 2-13 y 2-15 del-apartada 2.11:

XeTRH _Ksl 1 F So-$§
~ 2-13 =Y, -k 2-14
So-S kS k &1 TRH "XeTRH ° @-19)

SEa
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B
k = Cmax
Yb (2-15)

donde

Y,=Coeficiente de produccién mixima de biomasa medido durante cualquier periodo finito de la fase de
crecimiento logaritmico definido como la relacién entre la masa de células formadas y la masa de
sustrato consumido (g/g)

k~=Cocficiente de descomposicién endégena (dia™)

K.,=Constante de rapidez media, concentracién del sustrato para la mitad de la tasa maxima de
crecimiento (gDQO/L)

S=Concentracion del sustrato limitante del crecimiento en disolucién (gDQO/L)

X=Concentracién de células (g/L)

Me=Tasa de crecimiento especifico maxima (dia™)

k =Tasa maxima de utilizacién del sustrato por unidad de masa de microorganismos

TRH=Tiempo de residencia (dias)

La Tabla 4.22 muestra los resultados de los parimetros cinéticos obtenidos a las tres
temperaturas.

Tabla 4.22 Pardmetros cinéticos de los lodos de [os reactores de 1.6 L evaluados con vinazas en viales

Ks K Y, kd T

(DQO/L) (@ia) () (dia™) (dia’)

118.17 0.02894 1.2250 0.0266 0.0355

35°C 120.81 0.03075 1.3795 0.0347 0.0424
Promedio 119.49 0.02984 1.3022 0.03065 0.03895
45°C 103.87 0.10323 0.8818 0.0509 0.0910
108.18 0.10489 0.7490 0.0286 0.0786

Promedio 106.02 0.10406 0.8154 0.0397 0.0848
55°C 87.36 0.45917 0.9171 0.0745 0.4211
90.59 0.35143 0.9585 0.0555 0.3368

Promedio 88.97 0.4053 0.9378 0.0650 0.3789

La Figura 4.41 muestra en forma grafica los resultados de las constantes cinéticas con la
obtencion de la ecuacion que sigue su comportamiento para poder emplear las constantes para
un escalamiento de los viales para su utilizacion a nivel planta piloto e industrial. En la Figura
4.41, tanto los valores de Ks como k, kd y p. incrementan sus valores con la temperatura
pero no se observa el mismo comportamiento con los valores obtenidos para Yy, que
disminuyen. Este fenomeno de reduccion del rendimiento de biomasa se aprecia
experimentalmente, ya que aunque la biomasa es mas activa es menos abundante, aunque es
bastante mayor que los datos reportados por Malina y Pohland (1992) y Hu y col. (2002), que
aparecen en la Tabla 2.23. A lo largo de esta experimentacion hubo “elutriacion” de biomasa
con el efluente, por lo que al incrementar la temperatura, la proliferacién neta de biomasa
disminuye ligeramente como lo demuestran los parametros cinéticos. Del mismo modo, el
decaimiento de los microorganismos se incrementa en biomasas suspendidas, indicando
afinidad de un lodo al substrato cuando se tienen valores de Ks que se reducen (Sponza, 2001).
En la presente investigacion, los resultados pueden sugerir que, a mayor temperatura, aumenta
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la afinidad al substrato por los microorganismos y que no existe acumulacion, lo cual puede
corroborarse con los resultados de actividad metanogénica y sulfato-reductora del apartado
4.3.1, donde la eliminacion de acido propidnico se optimiza a 55°C. A 35 y 45°C se detecta
una acumulacion de acido propidnico en el sistema.
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Figura 4.41 Efecto de la temperatura en las constantes cinéticas de las biomasas en vinazas (ecuaciones 2-13
a 2-15)

En el apartado 2.10 se muestra, como referencia, valores obtenidos de otras investigaciones
para las constantes cinéticas (Tabla 2.23). Los obtenidos en el presente trabajo estan dentro de
los intervalos mostrados en esa tabla, lo cual indica que a mayor temperatura se incrementa la
utilizacién de sustrato por los microorganismos. De los datos de la tasa de proliferacion o
“crecimiento” especifico y la descomposicién endégena puede inferirse que hay un equilibrio
entre la proliferacién y muerte de los microorganismos, conforme se aumenta la temperatura.
Debe entonces cuidarse la produccién de biomasa para que no se reduzca a niveles tan
limitados que pongan en riesgo la produccion de metano.

Fang y Chung (1999) en su trabajo suponen una férmula quimica CsH70;N para la biomasa
usada en el tratamiento de aguas residuales proteiniceas. También suponen una equivalencia
en DQO de los SSV (1.42 mgDQO/mgSSV) a 37 y 55°C. A condiciones mesofilicas y
termofilicas obtuvieron una Y} de 0.066 y 0.099 gSSV/gDQO, respectivamente. Los valores
obtenidos por Fang y Chung estan muy por debajo de los valores ilustrados en la Tabla 2.23
del apartado 2.10, y de los obtenidos en esta investigacion, lo que posiblemente pudiera
indicar que en el tratamiento de aguas residuales, los valores cambian dependiendo de la
respuesta microbiana a la composicién quimica del agua residual a tratar.

Los resultados de los estudios cinéticos obtenidos de estos experimentos pueden emplearse
para la estimaci6n de la eficiencia del tratamiento de reactores a escala industrial aplicando las
mismas condiciones de operacion de esta investigacion. Al estimar la eficiencia del
tratamiento en la presente investigacion por medio de los parametros cinéticos, puede
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observarse que, al incrementar la temperatura, se incrementa la rapidez de consumo de
substrato por los microorganismos, 13 veces mas de 35 a 55°C.

Pérez y col. (2001) realizaron cinéticas de biodegradacion de un reactor de lecho fluidificado a
55°C con vinazas diluidas con una concentracién de 15,000 mgDQO/L. Ellos obtuvieron
valores de pmay de 0.72 diay de Y}, de 0.08 g/g. Estos valores, comparados con los obtenidos
en la presente investigacion (0.38 dia” y 0.94 g/g, respectivamente), muestran las diferencias
de operar con efluentes diluidos y sin diluir (120,000 mgDQO/L).

Visser y col. (1993a) calcularon el coeficiente de descomposicién enddgena en una
investigacion del efecto a corto tiempo del incremento de la temperatura mesofilica a
termofilica del tratamiento de un agua residual sintética conteniendo sulfatos. El valor de la
descomposicion enddgena con base en la degradacion de sustrato (kd), al cambio de
temperatura, fue de 1.71 a 10 h'. Esto revela el claro deterioro de la actividad metanogénica,
sulfato-reductora y acetogénica a condiciones termofilicas después del choque térmico. La
exposicion de la biomasa a la temperatura termofilica en un periodo de 0.5 horas hizo que se
perdiera la actividad de la biomasa. Ellos informan también que el decaimiento de la actividad
para las BSR fue menor que para las BM. En la presente investigacion se demostré que, una
vez que la biomasa se adapta a la temperatura, los valores de kd siguen estando en el mismo
orden de magnitud que los que se obtienen a condiciones mesofilicas. Ciertamente, cuando se
incrementé la temperatura de forma sibita al inicio de la investigacién, la actividad
metanogénica disminuyd considerablemente, como pudo observarse en la Figura 4.13 sobre
kgDQO-CHy/kgDQOremovida y en la Figura 4.14. La actividad sulfato-reductora también
disminuyd, pero en menor medida que la actividad metanogénica (Figura 4.10) en la misma
etapa de arranque. Los estudios realizados por Visser y col. (1993a) demuestran que la pérdida
de la actividad de la biomasa después del choque térmico ocurre de manera similar a la de la
presente investigacion. Asimismo, la pérdida de la actividad de la biomasa es transitoria. El
valor de kd va aumentando con la temperatura, pero nunca llega al valor de kd obtenido por
Visser y col. (1993a).

4.3.3 Constantes de rapidez de reaccion

Por medio de estos experimentos se obtuvo la cinética del tratamiento de vinazas (ver apartado
3.5) y la aplicacién de la ecuacién de Arrhenius. De acuerdo con el apartado mencionado se
determiné el orden de reaccién, resultando de primer orden. En varias investigaciones sobre
tratamientos anaerobios de aguas residuales y sintéticas y metanogénesis en suelos se ha
supuesto una reaccion de primer orden (Duboc y von Stockar, 1998; Lokshina y Vavilin,
1999; Ahn y Forster, 2000; Sanchez y col., 2001; Faisal y Unno, 2002) y, aisladamente, una
reaccion de segundo orden (Biiyitkkamaci y Filibeli, 2002).

Desde un punto de vista practico, existen muchas investigaciones sobre analisis cinéticos
debido a su utilidad (Yang y col., 1987). Los modelos cinéticos que han sido probados en
filtros anaerobios involucran el modelo de Monod (Williamson y McCarty, 1976; Hobson,
1983; Lindgren, 1983; Flora y col., 1995a,b), el modelo Haldane (Hill, 1983); modelos de
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primer orden con respecto al sustrato (Pfeffer, 1968; Eastman y Ferguson, 1981); modelos de
primer orden con respecto al substrato y de orden cero con respecto a la biomasa (Rozzi y
Verstraete, 1981) y el modelo de Contois (Chen y Hashimoto, 1980; Hill, 1983; Srivastava,
1995). Entre todos los modelos, el de Monod es el mis empleado para describir sistemas de
degradacion anaerobia (Hanaki y Matsuo, 1985; Yang y col., 1987; Anderson y col, 1990;
Anderson y Yang, 1992; Annachhatre y Khanna, 1990). El modelo empleado en la presente
investigacion se describio en el apartado 2.10.

La Tabla 4.23 presenta los valores de la rapidez de reaccion obtenidos, tanto para la
metanogénesis como para la sulfato-reduccién.

Tabla 4.23 Rapidez de reaccion obtenidas para la produccion de CHy y HzS en pruebas realizadas en viales

CH; st

Temperatura (T°C) 35 45 55 35 45 55
Rapidez de reaccién K (dias™) 0.0309 0.0530 0.1388 0.0072 0.0146 0.0227

La Tabla 4.24 muestra los valores obtenidos por otras investigaciones y ésta con respecto a la
constante de rapidez de reaccion. Rodriguez-Martinez (2002) calculé la constante de rapidez
de reaccion de la metanogénesis para el tratamiento anaerobio a 40°C de aguas residuales de
un matadero de animales. Para la presente investigacion a 45°C, el valor fue menor al de
Rodriguez-Martinez (2002), de tal manera que si se considera la complejidad del tratamiento
anaerobio de las vinazas versus aguas residuales fundamentalmente biodegradables en su
mayoria, como las provenientes de un matadero de animales, puede observarse que la
velocidad de reacciéon para la metanogénesis se lleva a cabo mas lentamente para el
tratamiento de vinazas que para el otro tipo de agua residual.

Tabla 4.24 Comparacion de resultados de la constante de rapidez de reaccién en la metanogénesis con otras

investigaciones
CH, Referenci
Rapidez de reaccién K (dias™) elerencia
Temperatura (T°C) 20 35 45 55
Tratamiento anae_ro_hio de - 0.03 0.05 0.13 En la p_irescete
vYinazas lﬂVCStIgEIGI‘I.
Tratamiento anaerobio de aguas Rodri Marti
residuales de mataderosde | - : 0.16 (40°C) | - & ”g(";g(‘n ARILEE
animales )
Digestién de diversos materiales Veeken y Hammeler
orghnicos 0.15 | 0.28 (30°C) | 0.47 (40°C) - (1999)

Otras investigaciones relacionadas con la constante de rapidez de reaccién de la
metanogénesis pudieron observarse en la Tabla 2.24. Destaca la investigacién de Veeken y
Hammeler (1999), quienes calcularon las constantes de rapidez a 20, 30 y 40°C de diversos
materiales organicos. El valor de las constantes se incrementé conforme a la temperatura como
en la presente investigacion. Los valores obtenidos por Veeken y Hammeler son més altos que

—"‘;’.—.
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los de la presente investigacion, nuevamente debido a la diferencia en la composicion quimica
de los sustratos en estudio.

Las constantes de rapidez de reaccion en los tratamientos anaerobios a condiciones
termofilicas son considerablemente mas altas que en condiciones psicrofilas y mesofilicas
(Varel y col., 1980; Wiegant y col., 1985; Romero y col., 1988; Jimeno y col., 1990; Safley y
Westerman, 1992; Kotsyurbenko y col., 1993; Lepisto y Rintala, 1996, 1999; Vartak y col.,
1997), como sucede con los resultados de la presente investigacion.

Con la constante de rapidez de reaccion para la sulfato-reduccion se tiene también un aumento
conforme se incrementa la temperatura. No se encontraron datos en la literatura para comparar
los valores numéricos. En la Figura 4.42 se presentan los resultados de la constante de
velocidad de reaccion para la metanogénesis y sulfato-reduccion con respecto a la temperatura.
Puede observarse que, al incrementar la temperatura, aumentan la metanogénesis y la sulfato-
reduccion pero a una tasa diferente. En el caso de la rapidez de reaccion de la sulfato-
reduccion su tasa es lineal mientras que la reaccion de la metanogénesis se incrementa
exponencialmente.

0.16
< 014 -
k:
E 0121
£ 0.1 1
g
£ 008
S ]
- 006
'g 0.04 .
2
o) ]
2 002 .——/”"/.
0 : T T . -
30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)
|—°— Metanogénesis —®— Sulfato-reduccibn I

Figura 4.42 Efecto de [a temperatura sobre [a rapidez de reaccién de la metanogénesis y de la sulfato-

reduccion

4.3.4 Obtencion de la ecuacién de Arrhenius a partir de los datos experimentales

La ecuacion de Arrhenius se emple6 para conocer el efecto de la temperatura sobre la rapidez
de produccion de CHs, H,S y de la degradacion de sustrato, para obtenerlos como productos
de las reacciones de metanogénesis y sulfato-reduccion, respectivamente, que es la materia de
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esta investigacion. La formulacion para la obtencion de los resultados se describio en el
apartado 2.11 con las ecuaciones 2-17 a 2-19. Todos los datos se calcularon a PTS.

La Figura 4.43 muestra los resultados obtenidos para la metanogénesis, sulfato-reduccion y
consumo de sustrato, de acuerdo con la literatura (ecuacion 2-19). La desviacion estandar es
baja y la correlacion es cercana a 1 para las tres reacciones. De ella, se obtienen Ko (constante
de Arrhenius) y la energia de activacion: La misma Figura muestra comparativamente las tres
reacciones en cuestion, donde puede observarse que a mayor temperatura se presenta un
aumento en el consumo de sustrato y un apreciable aumento en la metanogénesis mientras que
la sulfato-reducciéon no presenta mayor cambio a la temperatura. Puede observarse que la
metanogénesis presenta una mayor dependencia a la temperatura y, consecuentemente,
después el consumo de sustrato y la sulfato-reduccion tienen una respuesta a la temperatura
relativamente menor. En conclusion, la sulfato-reduccion permanece casi constante a la
temperatura.

Ea= energia de activacién de la reaccién, kJ/mol
Kv=Kcn4 O Kjpg constante de rapidez de reaccién de metanogénesis o sulfato-reduccién

respectivamente (d)
T=temperatura, K
Ko= Factor de frecuencia o constante de Arrhenius (d*)
2 R
18 S e, A Reaccion global o
}2 consumo de sustrato
g 12 =
1 ® Metanogénesis
< 08 \“‘\
0.6 ~_
04 R ]
0.2 i\x‘—f&’ —3¢— Sulfato-reduccion
0 T T T T T
3.05 3.15 325 :
1/T (1/K*1000)

Figura 4.43 Energia de activacion y constante de Arrhenius para: a) Metanogénesis (Ea/R=7597,
Kp=1.321x10°) y 6) Sulfato-reduccion (Ea/R=5815, Kp=1.18x10°)

La Tabla 4.25 muestra los valores de la energia de activacion obtenidos para la metanogénesis
y para la sulfato-reduccion. En la Tabla 224 del apartado 2.11, se citaron diferentes
investigaciones sobre la aplicacion de la ecuacion de Arrhenius y los resultados de las energias
de activacion correspondientes. Si se observa la Tabla 2.24, no existen investigaciones sobre la
actividad metanogeénica en el intervalo analizado en la presente investigacion (35-55°C), pero
puede relacionarse con la investigacion realizada por Lubberding y Stams (1995), que
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calcularon la energia de activaciéon de la metanogénesis en una biomasa mixta para la
digestion de lodo y en un cultivo puro metanogénico. Estos resultados se compararon en la
Tabla 4.26 con la presente investigacion. De ellos, puede interpretarse que la energia de
activacion es mayor cuando la actividad metanogénica se obtiene por un cultivo puro
metanogénico, que por una biomasa anaerobia mixta. Es decir, que la actividad metanogénica
de un cultivo puro tiene una mayor respuesta a la temperatura que cuando se trata de un
cultivo microbiano anaerobio mixto adaptado (como el de la presente investigacion) y una
menor respuesta cuando se trata de un cultivo microbiano anaerobio mixto no adaptado a la
temperatura.

Tabla 4.25 Energias de activacion obtenidas para la produccion de CHa y H2S en pruebas realizadas en

viales
CH.] Hls
Constante de Arrhenius {d"} 1.321x10 1.18x10°
Energia de activacién (kJ/mol) 62.8 kJ/mol 48.3 kJ/mol
Tabla 4.26 Comparacion de resultados de (a energia de activacién en la metanogénesis con otras
investigaciones
Metanogénesis
Energia de activacion Referencia
(Ea) (kJ/mol)
Tratamiento anaerobio de vinazas (35-55°C) 63 Esta investigacion
Cultivo metanogénico puro de 5
Methanothrix soehngeni (25-38°C) i fabherdiag’y Sthow; 100
Digestion de lodo con indculo no adaptado (15-30°C) 51 Lubberding y Stams, 1995

En la literatura, las aplicaciones de la ecuacién de Arrhenius para sulfato-reduccion son
escasas, como lo muestra la Tabla 2.24. Las investigaciones existentes fueron realizadas en
sedimentos marinos. En general, las energias de activacion para la sulfato-reduccion para
sedimentos marinos van de 47 a 93 kJ/mol (Jorgensen, 1977; Abdollahi y Nedwell, 1979;
Nedwell y Abram, 1979; Nedwell, 1982; Skyring y col., 1983). El incremento en la
temperatura de 10°C estimula la rapidez de sulfato-reduccion con un factor de 2 a 3.9 con base
en la produccién de H,S en la fase gaseosa. La temperatura Optima de la mayoria de los
cultivos puros de las BSR (Tabla 2.4) es de 28 a 32°C.

Si ahora se analizan los resultades de la produccion de H,S considerando la concentracién de
H,S disuelto, la energia de activacién tiene un valor de 48.3 kJ/mol y un incremento de la
rapidez de sulfato-reduccién cada 10°C con un factor de 0.1 para 35 a 45°C y un factor de 0.15
para 45 a 55°C. Debe considerarse que, en la literatura, las investigaciones se realizaron para
un intervalo de temperatura psicrofilo y que en esta investigacion iban de condiciones
mesofilicas a termofilicas, en las que no se encontraron referencias del calculo de energias de
activacion en la literatura.
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Las energias de activacion para los sistemas microbianos estan habitualmente en el intervalo
de 33.5 a 50.3 kJ/mol (Tchobanoglous y Schroeder, 1985), por lo que las obtenidas en esta
investigacion, de 48 y 63 kJ/mol, entdn dentro de ellos.

Las rapideces de degradacién disminuyen en un factor de 2 para una disminucién de
temperatura de 10°C como ocurre para las reacciones quimicas (Ahn y Forster, 2000). Los
resultados de esta investigacion con base en la degradacién de sustrato muestran que el
aumento en la rapidez de degradacion maxima especifica (1max) fue de 2 veces al incrementar
la temperatura de 35 a 45°C y de 4.5 veces al elevarla de 45 a 55°C. Es decir, en la literatura se
informa que por cada 10°C menos, la degradacién disminuye en un factor de 2, como se
afirma con los resultados de esta investigacion. Resulta interesante observar que, cuando la
biomasa cambia de condiciones mesofilicas a termofilicas, de 45 a 55°C, el factor fue de 10.
Esto podria indicar que no es posible comparar a las biomasas termofilica y mesofilica. Como
se recuerda de las Tablas 2.4 y 2.6, los organismos que proliferan son muy diferentes.

La Tabla 4.27 muestra una comparacién entre la energia de activacion requerida para la
degradacion de sustrato en los reactores de 1.6 L de 98 kJ/mol. Esto refuerza la aseveracion de
que la degradacién de sustrato es dependiente de la temperatura. La energia de activacion se
calculé también a partir de los resultados obtenidos en los reactores de 1.6 L con base en el
consumo de sustrato en equivalentes de DQO. La Tabla 4.27 muestra estos resultados y los
compara con los obtenidos en los viales usando esta misma metodologia. Dado que la cantidad
real de biomasa presente en los reactores de 1.6 L fue estimada y no calculada, como ocurre
con los viales, las energias de activacién obtenidas no son iguales aunque tienen el mismo
orden de magnitud (18% de diferencia).

Tabla 4.27 Cuadro comparativo de energias de activacion en los reactores de 1.6 L y viales por consumo de

sustrato con [a equivalencia a DQO
Energia de activacién (Ea)
gDQOremovida/gSSVdia consumo de sustrato
kJ/mol
Reactores 1.6 L Viales Reactores 1.6 L Viales
35 0.26 0.30
45 0.30 0.34 98 120
55 0.33 0.45

4.3.5 Balances de materia en los viales para corroboracién de los resultados en los
reactores

Como ya se describi6 en el apartado 3.2 se analizaron un total de 81 viales. De ellos, 72 viales
correspondieron a cada actividad (36 para la metanogénica y 36 para la sulfato-reductora),
para los estudios con cada sustrato (9 para vinazas, 9 para el 4cido acético, 9 para el acido
propiénico y 9 para el acido butirico). Para las pruebas con vinazas se obtuvieron también 9
viales adicionales para realizar la cinética de degradacion, la aplicacion de la ecuacién de
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Arrhenius y realizar los balances de materia. A continuacion se presentan los resultados de
estos balances.

4.3.5.1 Balances de carbono

Mediante las pruebas de degradacion puede simularse el ambiente de los reactores anaerobios
en condiciones mas controladas. De esta forma, se compararon los resultados obtenidos de los
balances de C, N, S y DQO para los reactores anaerobios de 1.6 L con los de los viales. La
Tabla 4.28 muestra un resumen de los resultados promedio para los viales una vez que se
termind la fase experimental. La informacion “etiquetada” como materia no degradada
representa no solamente el carbono que realmente no se degradd sino también los gases
carbonosos disueltos (CHy y CO, disuelto).

Para los RALLFA a 35, 45 y 55°C se obtuvieron 65, 72 y 88% de CHy en el biogas,
respectivamente. Para las pruebas de viales para vinaza se obtuvieron 66, 71 y 87% de CH, en
el biogds, respectivamente. Las variaciones entre ambos sistemas en los porcentajes de metano
no son notables a pesar de la diferencia de escala del volumen (1.6 L versus 5 mL).

Tabla 4.28 Balance dz carbono de las pruebas reafizadas en viales (volumen de trabajo 5 mL)
C reactivo | _C productos 35°C 45°C 55°C

e ——

2C A 2C % 2C %
GasCH, | 0.026120.008 | 17.91 | 00446001 | 30.61 | 0.0785:0.01 | 53.88

0.1457 gC Gas CO, 0.0098+0.001 | 6.73 0.0125+0.009 | 858 | 0.008+0.001 | 5.49
con la Gas 0.0359+0.01 | 24.64 0.0571+0.01 39.19 | 0.0865+0.02 | 59.37

vinaza Materia no
100% degradada* 0.0727£0.015 | 49.90 0.0532+0.01 36.51 | 0.0207+0.009 | 14.21

Biomasa dentro | 4113400002 | 0.89 |0.001240.00005 | 0.82 | 0.001:0.0005 | 0.69

del reactor**

% diferencia iy 24.57 e 23.47 b 25.74
*  Efluente liquido que sale del reactor previamente centrifugado (sin considerar la biomasa s6lida que arrastra)
**  Considerando el vol inicial de bi i lada (en el orden de miligramos)

*** Se considera aqui el carbdn que sale con la biomasa elutriada y el “error” de medicion en la biomasa que permanece
dentro del reactor y las muestras tomadas de biomasa y de efluente para medir en el analizador elemental

La Tabla 4.29 presenta los balances de materia para carbono se empled un estudio de
reproducibilidad estadistica para validar los resultados obtenidos. Los balances muestran que,
en lo referente a la concentracion de CHa, los valores no presentan variacion significativa entre
ellos. Para la produccion de biogas total como gCgas/gC removido, los valores presentan
variacion significativa al 1% con un indice de confianza de 73%, pero con la misma tendencia
entre ellos para cada una de las pruebas. Esta informacion indica claramente que parte del
carbono esté siendo utilizado para las funciones metabdlicas de la biomasa presente (no siendo
convertido ni a metano ni a CO,). Por ejemplo las BSR utilizan ese carbono como fuente de
energia para producir H,S.
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Tabla 4.29 Resultados comparativos de los balance de carbono en viales y en los reactores de 1.6 L a las tres

temperaturas
°C Viales RALLFA Viales RALLFA
moICEzg. removido -CH removido
35 0.030 0.024 0.36 0.28
45 0.040 0.034 0.48 0.40
55 0.052 0.039 0.63 0.47
T T TR,
molCO;!g(_S removido gC-CO,/C removido

35 0.011 0.009 0.13 0.11
45 0.011 0.011 0.13 0.13
55 0.005 - 0.004 0.06 0.08

mol gas WEC removido m muﬁl removido
35 0.041 0.033 0.49 0.36
45 0.051 0.045 0.62 0.53
55 0.057 0.043 0.69 0.55

* La concentracion de carbono inicial en los viales era de 0.1457 gC (el experimento durt 45
dias) y en los RALLFA era de 4.91 gC/dia

Considerando el factor de escala, los resultados de los balances de carbono de los reactores de
1.6 L, mostrados anteriormente, indican que el porcentaje de remocion de carbono a 55°C fue
ligeramente mayor al obtenido en los RALLFA, 85.4 versus 79%, respectivamente; a 35°C,
fueron similares y a 45°C, los porcentajes fueron de 63.5% para los viales y de 69% para los
RALLFA. Estos datos dan validez a los experimentos a microescala (5 mL versus 1.6 L),

En la Tabla 4.28 puede verse que el error experimental en los balances de carbono es alrededor
del 25%. Este error es relativamente pequefio considerando el factor de escala (5 mL). Por
ejemplo, las cantidades de biomasa de cada vial eran del orden de microgramos, medida como
carbono.

4.3.5.2 Balances de azufre

La Tabla 4.30 presenta los resultados comparativos entre las pruebas en los viales y la
operacion de los RALLFA en los balances de azuffe.

Los moles de H;S mostrados en la Tabla 4.30 se refieren a los presentes en la fase gaseosa
debido a que los gS removidos incluyen el H,S disuelto en el efluente. Los balances indican
que, referente al gSgas/gS removido, los valores no presentan variacion significativa entre
ellos.

Lo resultados de remocion de azufre en los viales fueron de 42, 64 y 82% y en los RALLFA
fueron de 51, 61 y 81%, a 35, 45 y 55°C, respectivamente. Los porcentajes de remocion de
azufre en las pruebas realizadas en los viales a las tres temperaturas se obtuvieron empleando
los datos de azufre inicial versus azufre remanente o no degradado en el liquido antes y
después de la prueba.
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Tabla 4.30 Resultados promedios del balance de azufre de las pruebas realizadas en viales

_S reactivo | S productos 35°C T 45°C 55°C
% oS A S %
0.006162 0.007266 0.009811
0.0127 g8 Gas H,S 40,0012 48.52 000152 57.21 40,0018 77.25
conly | Materano | 00060 | 47201 09046 | 362 | 00022 |10
b + | 200012 : £0.0011 : £0.0009 :
100% Biomasa 0.0004 0.0003 0.0001
i 00001 | 32| 00001 | 23 | s000005 | 078
% diferencia e 1.00 e 421 o 3.07
*  Efluente liquido que sale del reactor previamente centrifugado (sin considerar la biomasa solida que arrastra)

** Considerando el volumen inicial de biomasa inoculada ( 1mL)
*** Qe considera aqui el azufre que sale con la biomasa elutriada y el “error” de medicién en la biomasa que
E]ermnn;]xdmtmde!mmyiasmmstmmdﬂsdebimmsaydeeﬂumtepuamaﬁrmeimm]izador
emen

Tabla 4.31 Resultados comparativos de los balance de azufre en viales y en los reactores de 1.6 L a las tres

temperaturas
Temperatura °C Viales RALLFA
molH,S/gS removido
35 0.01474 0.01868
45 0.0203 0,02694
55 0.0213 0.02649
gSgas/gS removido
35 0.4719 0.5949
45 0.65012 0.8688
55 0.6806 0.8430

4.3.5.3 Balances de DQO en los viales

La Tabla 4.32 muestra los resultados promedio de los balances. Los resultados estan
calculados a PTS, de acuerdo al apartado 2.12 y ecuacion 2-21. De las pruebas descritas en el
apartado 3.5, se tomo¢ el valor inicial, que era de 8.5 gDQO/gSSV. Los calculos estan basados
en los gDQO al inicio y al final. Los resultados referidos como gDQO de gases representan la
equivalencia de todos los productos gaseosos como CHy y H,S a DQO.

La Tabla 4.32 presenta los diferentes porcentajes que corresponden a cada tipo de especie
presentada como producto, cuando la cantidad de reactivo es igual a 100%. La diferencia
representa el error experimental, que esta entre 4 y 6%.

La Tabla 4.33 muestra en forma individual los equivalentes de DQO en la suma de productos
como gases en las fases gaseosa y liquida. La generacion de CHy muestra que, a 55°C, se
obtuvo la mayor produccion y se presentan diferencias significativas tanto a 90% como 95%

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica) %
Facuitad de Quimica UNAM e
159



Tesis Doctoral-Resultados
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

de nivel de confianza entre los valores en 35-45°C, 35-55°C y 45-55°C. Esto puede confirmar
que la produccion de metano se incrementa con la temperatura. La produccion de H,S muestra
que no hay gran variacién entre la produccion de 45 y 55°C y atn a 35°C, a diferencia de lo
observado en la produccién de CHy. Tampoco existe diferencia significativa entre los valores
de la produccién de H,S, tanto para 90 como 95% de nivel de confianza. Esto reafirma que la
produccion de CHy en el biogis se incrementa con la temperatura y la produccién de H,S
permanece relativamente constante.

Tabla 4.32 Resultados promedio del balance de DQO en las pruebas realizadas en los viales

risc?i?o gDQO productos 35°C 45°C 55°C
.gDQ0 | % [gD0O | % | eDQO | %
. 0.1212 0.1893 0.2993
CH, (gas+disuelto) £0.02 30.68 +0.03 47.92 £0.03 75.77
. 0.0107 0.01348 0.01463
G o H,S (gas+disuelto) £0.003 271 £0.004 341 £0.001 3.70
con la vinaza Gfts total+disuelto i 0.1319 3339 0.2028 5133 0.3139 79.47
100% (sumatoria de los dos anteriores) | +0.008 +0.017 +(.05
; 0.163 0.126 0.047
Materia no degradada* £0.03 41.27 £0.009 31.90 +0.009 11.90
; 0.0026 0.0025 0.0021
Biomasa dentro del reactor** +0.0007 0.66 £0.0008 0.63 £0.0009 0.53
% diferencia bty 5.66 biaiod 2.15 . 3.52

*  Efluente liquido que sale del reactor previamente centrifugado (sin considerar la biomasa sélida que arrastra)
** Considerando el volumen inicial de biomasa inoculada
**+ Se considera aqui la DQO que sale con la biomasa elutriada y el “error” de medicion en la biomasa que permanece

dentro del reactor y las muestras tomadas de biomasa y de efluente para ser medidas

Tabla 4.33 Equivalente de DQO en los productos del biogds generado en las pruebas realizadas en viales
(CH, COzyH2S)

Temperatura °C

Pruebas en viales

gDQO-CH; (fase gaseosa+fase liquida)

35 0.118
45 0.189
55 0.299
gDQO-H,S (fase gaseosa+fase liquida)
35 0.01075
45 0.01348
55 0.01463

La Tabla 4.34 presenta los resultados de productividad confrontindolos con los obtenidos en
los RALLFA, ambos en las fases gaseosa y liquida. Aplicando la estadistica a los datos por
grupo de valores, comparando resultados de viales contra resultados de RALLFA para
gCHy/gDQO removida (fase gaseosa), no hay diferencias significativas en un nivel de
significancia de 5%. Comparando los valores de gCH4/gDQO removida (fase gaseosa+fase
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liquida) también como grupos, tampoco hay diferencias significativas en un nivel de
significancia de 5%. Al aplicar la estadistica a los valores de gH,S/gDQO removida (fase
gaseosa), usando un nivel de significacion del 5% tampoco presento diferencias significativas.
Para los valores de gH,S/gDQO removida (fase gaseosatfase liquida), al nivel de
significacion del 5% si hubo diferencias significativas pero al 10% no las hubo.

Todo lo anterior se interpreta como que los valores obtenidos en los reactores de 1.6 L son

similares a los obtenidos en los viales, a pesar de la diferencia de volimenes. Las reacciones
entre reactivos y generacion de productos son cuantitativamente analogas.

Tabla 4.34 Resultados comparativos de los balances de DQO en los viales y en los reactores de 1.6 L a las

tres temperaturas
“Temperatura °C Viales _ RALLFA

gCH/gDQO removida (fase gaseosa)
35 0.187 0.151
45 0.266 0.262
55 0.335 0.301

gCH/gDQO removida (fase paseosa+fase liquida)
35 0.188 0.151
45 0.266 0.262
55 0.335 0.302
gH;S/gDQO removida (fase gaseosa)
35 0.014 0.011
45 0.016 0.018
55 0.022 0.023
E!_i,ngDQO removida (fase gaseosatfase liquida)
35 0.062 0.048
45 0.052 0.045
55 0.045 0.044
La duracién del experimento en viales fue de 45 dias

4.4 DISCUSION GENERAL

A continuacién, se presenta un compendio de los resultados originales alcanzados con esta
investigacion:

La estrategia de arranque del reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente
propuesta en esta investigacion para el tratamiento de las vinazas a 35°C consté de varias
etapas. La inoculacion del reactor y la determinacion de los parametros hidraulicos para operar
el reactor se iniciaron con la adaptacién de un inéculo anaerobio que proliferaba a una
concentracion de materia organica baja. Esta adaptacion de la biomasa anaerobia a vinazas a
condiciones mesofilicas en un reactor anaerobio de 10 L se realizé lentamente, Para ello, se
llevo a cabo mediante la dilucién de las vinazas en la alimentacién del reactor hasta lograr
alimentar vinazas sin diluir. El tiempo de adaptacion fue relativamente prolongado,

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica) @
Facultad de Quimica UNAM
161



Tesis Doctoral-Resultados
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anaerobio

aproximadamente 600 dias. Probablemente, inéculos adaptados a altas cargas organicas
puedan adaptarse mas rapidamente para degradar vinazas u otro sustratoc omplejo similar.
Una vez obtenido el indculo adaptado, se caracterizo la biomasa anaerobia, asi como el agua
residual a tratar, como base para determinar las mejores condiciones de arranque del reactor
anaerobio. A continuacion, en la Tabla 435 se ilustran los parametros operacionales
recomendados para futuras investigaciones que inicien la adaptacion de un inoculo que trate
aguas residuales de alta concentracion de DQO o sustratos con una composicién quimica
compleja.

Tabla 4.35 Pardmetros hidriuficos de arranque a 35°C para el tratamiento anaerobio de vinazas

Pardmetro Obtenido para vinazas
Concentracion del indculo 10 kgSSV/m reactor
Temperatura 35°C
Velocidad ascendente 0.0988 m/h
Tiempo de residencia hidrdulica 24h
Carga orgdnica masica 0.65 kgDQO/kgSSVdia
Carga orginica volumétrica 10.24 kgDQO/m"dia
Concentraciéon de DQO en el influente del reactor 10,241 mgDQO/L

Los parametros hidraulicos encontrados durante la etapa de arranque del reactor a 35°C con
una concentracion de vinaza al 10% son especificos para estos efluentes complejos. Por ello,
estos parametros difieren a los que se encuentran en la literatura. Al iniciar este periodo de
adaptacion debe siempre considerarse el tipo de agua residual a tratar y el efecto de
“elutriacion” o arrastre de biomasa debido a la composicion quimica del agua residual en
cuenstion (para el caso de las vinazas que tiene la propiedad de romper los floculos anaerobios
esto debe considerarse). La biomasa “elutriada” se recolecté en un sedimentador para ser
nuevamente introducida al lecho de lodos del reactor. Se requiri6 de TRH prolongados que
variaron de acuerdo a los parametros operacionales que fueron aplicados en forma sucesiva.
Ademas, como el equilibrio anaerobio es muy sensible al cambio de cargas organicas
aplicadas en la operacion, los parametros hidraulicos se fueron estableciendo segun la tabla
4.36.

El seguimiento analitico del arranque del reactor hasta lograr la adaptacion de la biomasa
anaerobia a vinazas indico que era necesario ir aumentando el TRH, el cual llegé hasta 10
dias, alcanzando un porcentaje de remocién de DQO soluble de 62%. Al medir el parimetro
alfa de alcalinidad, se obtuvo un valor de 0.1 a 0.2 a lo largo del periodo de adaptacion, debido
en gran medida a la formula amortiguadora mezclada con la alimentacion [600 mgCa(OH),/L
y 1200 mg NaHCOs/L], lo que evito la acidificacion ya que proporciona al sistema iones
HCO;5'.

La medicion de H,S se realizo en esta etapa mediante una técnica yodométrica modificada
obteniendo un error de 0.5%, comparado con los valores obtenidos cromatograficamente, lo
que puede plantear una metodologia alternativa cuando no se tenga disponibilidad de equipo
cromatografico. También la metodologia cromatografica planteé innovaciones, las cuales ya
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estan publicadas (Castro-Gonzalez y Duran-de-Baziia, 2002). De la misma forma, se
instrument6 una metodologia para la medicion de C, N y S en un equipo de analisis elemental,
que consisti6 en un cambio de reactivos en la columna reaccionante, recalibracion y
reformulacion del programa de computo a emplear para la determinacion del programa
obteniendo con tan solo un duplicado, un valor confiable, preciso y exacto, con un porcentaje
de variacion de 0.001% entre los dos valores. Con los datos obtenidos del analizador
elemental, en particular los de carbono, se establecio una correlacion entre la DQO y el C
presentes en las vinazas.

Tabla 4.36 Pardmetros de arranque a diferentes concentraciones de DQO en el influente a 35°C

DQO* % Carga orgdnica | Velocidad | Cargaorginica | Concentracién | TRH
mg/L remocién volumé(ri’ca ascendente mdsica del Indgmlo (dias)
O Ty roachy

10,241 71 10.24 0.0988 0.654 15.6 1
15,344 72 10.23 0.0658 0.654 18.9 1.5
21,497 72 10.23 0.0470 0.654 19.2 2.1
23.556 66 7.85 0.0329 0.502 19.8 3.0
25478 67 6.37 0.0247 0.407 204 4.0
35,473 64 7.22 0.0219 0.461 21.3 4.5
43,315 60 8.66 0.0198 0.553 21.2 5.0
54,101 61 10.41 0.0190 0.665 20.9 5.2
56,450 61 10.45 0.0183 0.668 21.0 54
65,444 62 10.06 0.0152 0.643 223 6.5
77,109 62 10.86 0.0139 0.694 22.9 7.1
96,463 62 12.05 0.0123 0.770 23.0 8.0
115,319 61 11.53 0.0099 0.737 23.1 10.0
117,256 61 11.72 0.0099 0.749 23.3 10.0

Para adaptar la biomasa mesofilica del reactor de 10 L a 45 y 55°C, se realizaron experimentos
siguiendo la formulacién quimica presentada por Bryant y col. (1971) que propicia la
proliferacion de las BM. El procedimiento se realizo en tres reactores (a 35, 45 y 55°C) con
una misma configuracién, de 1.6 L. Los parametros hidraulicos empleados se establecieron
por ensayo y error para reducir el tiempo de adaptacion, tomando como base los resultados
obtenidos en los experimentos en el reactor de 10 L y la informacion de la literatura. La Tabla
4.37 presenta los parimetros empleados, que pueden ser considerados para siguientes
investigaciones con sustratos complejos.

Un parametro hidraulico a resaltar es el TRH empleado (de 17 dias) para los reactores de 1.6
L, el cual es un TRH mas prolongado al que tradicionalmente se utiliza en los RALLFA. Al
igual que para la etapa de adaptacion, se inicié con el TRH de 10 dias y se fue incrementando
conforme se realizaba la adaptacion. Este TRH de 17 dias fue un factor determinante para
favorecer el incremento de poblaciones metanogénicas y reducir el tiempo de adaptacién en un
50% (de 600 dias a 300 dias).
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Tabla 4.37 Parimetros de arranque a 45 y 55°C para el tratamiento de vinazas

Pardmetro 45°C 55°C
Concentracién del indculo, kgSSV/m” reactor 28.96 27.28
Temperatura 45°C 55°C
Velocidad ascendente, m'h 0.0012 0.0012
Tiempo de residencia hidrdulica, dias 17 17
Carga orginica misica, kgDQO/kgSSVdia 1.62 1.65
Carga orgdinica volumétrica, keDQO/ m’dia 7.06 7.06

El método cromatografico desarrollado en la presente investigacion para el seguimiento de la
produccion de biogas en los reactores y, posteriormente, en las pruebas en viales aporta a la
medicion de CH4, H2S, CO; la posibilidad de obtener una mayor precisién en una sola
determinacién empleando una columna cromatogrifica especifica. [Este método
cromatografico puede adaptarse para futuras investigaciones sin problemas, ya que la columna
puede solicitarse a cualquier proveedor de insumos cromatograficos. La produccion de CHa,
H;S y DQO conforme al tiempo para el reactor de 55°C se presentan en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38 Produccién de CHa, H2S y pwmtq: de remocion obtenida a 35°C en proceso de estabilizacion de

la biomasa a vinazas
Dia CH, (L/dia) H,S (L/dia) | % remocién de DQO
0-25 0 0.08 45
55 0.2 0.11 50
100 3.0 0.22 70

El seguimiento analitico de la operacién de los reactores de 1.6 L alimentados con vinazas
muestra que los resultados obtenidos pueden usarse para estudiar el comportamiento de las
BSR y las BM. El pH en el efluente a 35, 45 y 55°C se conservé alrededor de 7.8 debido a la
formula quimica adicionada en la alimentacion de los reactores. Las BM son mds sensibles a
cambios operacionales que las BSR. La adaptacion de un inéculo mesofilico a condiciones
termofilicas implica el incremento de la temperatura y, por consecuencia, el cambio de
especies microbianas anaerobias. Por tanto, los fenomenos de lisis microbiana ocurrieron, lo
que fue demostrado por la concentracién mayor de SSV en el efluente del reactor durante esa
etapa. Para alcanzar la etapa estable, el reactor a 55°C mostro mas facilidad de adaptacion que
el de 45°C ya que al desaparecer la mayor parte de las comunidades mesofilicas, las
termofilicas rapidamente se establecieron.

El método para recobrar la eficiencia del funcionamiento habitual del reactor después de un
desequilibrio externo que afecte a las comunidades anaerobias, es el de aumentar en la
alimentacion la formulacién amortiguadora en un 10% (0.9 gCa(OH),/L y 1.32 gNaHCO5/L) y
disminuir en un 10% el flujo de alimentacion (de 0.0027 a 0.0024 L/dia), para que cuando sea
alcanzado el equilibrio nuevamente, pueda reestablecerse la concentracién de la formula
amortiguadora y el flujo a sus valores habituales.
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El desequilibrio en un sistema anaerobio puede detectarse de forma temprana manteniendo un
seguimiento de la produccion de CO. presente en el biogas ya que esta manifestacion es mas
rapida que la del aumento de relacion de alcalinidad.

En la etapa estable de los tres reactores, los porcentajes de remociéon de DQO soluble
alcanzados y la produccion de metano fue de 0.46, 0.65 y 0.85 kgDQO-CHy/kgDQOremovida
a 35, 45 y 55°C y en litros a condiciones estandar de temperatura y presion (PTS) se presentan
en la Tabla 4.39. La produccion de H,S también se presenta en la Tabla 4.39.

Tabla 4.39 Resultados de a etapa estable a 35, 45 y 55°C

Parimetro 35°C 45°C 55°C

% remocién de DQO soluble 62 71 78
LCHy/gDQOremovida (PTS) en la fase gascosa 023 0.33 0.40
LCHJ/dia en la fase gaseosa 1.47 2.78 3.32

moles CHy/dia en las fases liquida y gaseosa 0.066 0.12 0.15

% H;,S en la fase gascosa (PTS) 3.43 3.52 4.13

LH,S/dia (PTS) en la fasc gascosa 0.08 0.13 0.20
moles H,S/dia en las fases liquida y gaseosa 0.009 0.0100 0.0107

Para el estudio del equilibrio gas-liquido, la ley de Henry fue la herramienta empleada para
dilucidar la capacidad de solubilidad de los gases generados en un reactor anaerobio. La
solubilidad en agua de los tres gases formados en los sistemas anaerobios se representa como:
H;8>>C0,>CHj. El factor controlante de la concentracion en las fases liquido-gas para el CH,
es la cinética mientras que para el H;S es la reaccion quimica y la desorcion.

Con la ley de Henry se calculan también las concentraciones de H2S no ionizado. En el
presente trabajo se obtuvieron concentraciones promedio de H,S no ionizado de 217, 198 y
165 mgH,S/L a 35, 45 y 55°C, en la fase liquida, respectivamente, a un pH de 8. A 35°C se
presenta inhibicion de las BM, a 45°C inhibicion de las BM y BSR y a 55°C solamente
inhibicion de las BSR. Como la concentracion de H;S no ionizada es inversamente
proporcional a la temperatura y, por otro lado, a mayor temperatura hay una mayor actividad
metanogénica, cuando se incrementa la temperatura, la concentracion de H;S no ionizada en la
fase liquida se reduce y, por ende, las BM producen méas metano. Cuando la concentracion de
H;S no ionizado €n la fase liquida es igual o mayor de 165 mgH,S/L, a un pH de 8, puede
distinguirse un efecto inhibitorio mayor para las BSR que para las BM, afectando la actividad
sulfato-reductora. Estudios realizados por otros investigadores concluyen que las BSR
disminuyen en nimero y posiblemente en su actividad a condiciones termofilicas. Pero no
existen otras investigaciones que sustenten los resultados, por tanto, en la presente
investigacion conforme a los resultados obtenidos, la produccién de H,S total asevera que la
actividad sulfato-reductora permaneci6 practicamente constante a 35, 45 y 55°C.

La presente investigacion deduce que las BM son menos sensibles que las BSR a las
concentraciones de H,S no ionizado (ver tabla anterior). Las BSR fueron mas sensibles que las
BM a la concentracion de HzS no ionizado a un pH neutro-alcalino. Puede considerarse que
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las especies de BSR termofilicas son mas sensibles a las concentraciones de H,S no ionizado
presentes que las BSR mesofilicas. Las observaciones sugieren que el H,S puede ser mas
toxico al nivel de pH estudiado para las BSR que para las BM. En la Tabla 4.40 puede
corroborarse el efecto de la concentracion de H,S no ionizado.

Tabla 4.40 Produccion de CHy y 338 con respecto a la concentracion de 3.5 no ionizado presente en [a fase

fiquida
Parimetro 35°C 45°C 55°C
mol H,S/dia 0.0090 0.0100 0.0107
mol CHy/dia 0.066 0.124 0.148
mgH,S no ionizado/L 217 198 165

Esto puede vincularse con los valores de LCH,/gDQOremovida, que fueron de 0.23, 0.33, 0.4
para 35, 45 y 55°C respectivamente. A 55°C, como la inhibicién por la concentracion de H,S
no ionizado es menor, la actividad metanogénica se modifica y tiene una mayor produccion de
CH.,.

En todo estudio experimental en reactores anaerobios es conveniente el uso de pruebas
intermitentes en viales para poder llevar a cabo los balances de materia y estudiar respuestas
anaerobias desde el punto de vista microbiolégico, quimico y de ingenieria. Ademas de
requerir volumenes mucho menores, resultan ser practicos por sus tiempos de respuesta (45
dias versus 300 a 600 dias en los reactoresde 1.6 Ly 10 L).

La mayor conversion de materia carbonosa a metano a 55°C fue 2 veces mayor que la obtenida
a 35°C. Por otro lado, la remoci6n de sulfatos esta relacionada indirectamente con la actividad
sulfato-reductora, ya que un mayor o menor consumo de sulfatos en el sistema no indica una
mayor o menor actividad sulfato-reductora y, por tanto, la relacion DQO/sulfatos no es
directamente proporcional a la actividad sulfato-reductora. El azufre es un nutrimento esencial
para el desarrollo y estabilizacion de las BM, ademas de la utilizacion de azufre en forma de
sulfatos por las BSR.

Los balances de carbono revelan que el sistema a 55°C ofrece una mayor capacidad de
conversion de materia carbonosa a metano que a 35 y 45°C como se muestra en la Tabla 4.41.

Con los datos obtenidos de los mismos experimentos en viales se obtuvo el orden de reaccion
para el sistema empleado en la presente investigacion. El resultado indicé que era de primer
orden.

La aplicacion de la ecuacién de Arrhenius en los resultados de los viales determinaron el valor
de la Ea, en este caso, para las BM y para las BSR considerando la degradacion de sustrato
(vinazas). La reaccién de sulfato-reduccion presenta un valor menor que la de metanogénesis.
Las energias de activacion se presentan en la Tabla 4.42.
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Tabla 4.41 Balance de carbono a las tres temperaturas

% C
Bty 35°C 45°C 55°C
CH,4 18 30 38
Co, 8 9 11
Biomasa 0.76 0.56 0.80
No degradado 50 33 22
Tabla 4.42 Energias de activacion obtenidas
< Consumo de sustrato
Metanogénesis Sulfato-reduccién (consumo global)
Energia de activacion (kJ/mol) 62.8 483 98.2
Constante de Arrhenius (d™) 1.321x10° 1.18x10° 2.56x10"

Se concluy6 que la metanogénesis tiene un mayor nimero de choques en sus moléculas para la
reaccion de la metanogénesis que el consumo de sustrato y por ultimo para la sulfato-
reduccion.

Los parametros cinéticos indican que la tasa de crecimiento especifico y la descomposicion
endogena obtenida en la presente investigacion puede significar que existe un equilibrio entre
el crecimiento y muerte de los microorganismos por tanto, la produccion de la biomasa no fue
la esperada. La produccion de biomasa alcanzd, como era de esperarse, niveles limitados. Las
constantes cinéticas pueden sugerir que a mayor temperatura aumenta la afinidad al substrato
por los microorganismos y que no existe acumulacion de subproductos intermedios de la
degradacion anaerobia.

La medicion de las actividades metanogénica y sulfato-reductora ofrecio un panorama mas
amplio para dilucidar la competencia entre las BSR y las BM con diferentes sustratos
intermedios de la degradacion anaerobia y de la vinaza.

La temperatura tiene un efecto positivo en la actividad metanogénica y la actividad sulfato-
reductora disminuye. Esto pudo corroborarse también aplicando la formula de flujo de
electrones sugerida por Harada y col. (1994).

La metodologia establecida en el presente trabajo puede ser una opcidn practica para la
determinacion de las actividades en futuros experimentos. Los experimentos mostraron que la
acumulacion de acido propidnico a 35 y 45°C fue notable por ausencia de degradacion de este
compuesto quimico. La degradacién de acido propidnico como producto intermedio de la
degradacion anaerobia fue optima a 55°C por una sintrofia posiblemente establecida por BA
termofilicas y BM termofilicas. Las BSR termofilicas fueron incapaces de degradar el acido
propidnico directamente. La actividad microbiana de una especie determinada es directamente
proporcional a la cantidad relativa de biomasa viable del grupo trofico correspondiente y a un
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sustrato determinado utilizado para las pruebas de actividad. Esto podra corroborarse en
estudios posteriores.

La. intervencion de las BSR y de las BM en la degradacion de acido propidnico no es
suficiente a 35 y 45°C. La competencia en la degradacion de acido butirico es
aproximadamente analoga entre las BSR y las BM a 35, 45 y 55°C_ La competencia en la
degradacion de vinaza es la misma entre las BSR y Iags BM a 35 y 45°C. A 55°C, las BM
degradan en un 50% a la vinaza mientras que las BSR participan en un 40%. La actividad
sulfato-reductora se incrementa directamente en proporcion al nimero de carbonos en el
sustrato mientras que la actividad metanogénica tiende a disminuir. Para corroborar esto sera
necesario en estudios posteriores estudiar los compuestos intermediarios y los organismos que
proliferan. Las BM y BSR degradadoras de acido propiénico a 35 y 45°C fueron las mas
sensibles a las condiciones de presencia de HzS no ionizado.

Los balances de DQO revelaron que el porcentaje de DQQ utilizado, medido como la DQO
soluble de las vinazas, por las BSR es inversamente proporcional a la temperatura y el
porcentaje de DQO utilizado por las BM es directamente proporcional a la temperatura.

El 4cido acético se convierte completamente a metano y CO; por las BM acetocldsticas ain en
presencia de. WMWMM@MMWr las
BSR probablemente se deba a que la biomasa en experimentacion esta adaptada a vinazas a
una relacion de DQO/sulfatos mayor de 2.7. La deficiencia bacteriana de una especie es
debida al origen del in6culo adquirido, lo cual influye directamente en la degradacion por BSR
o BM de un producto intermedio de la degradaciénanaemhia.enmalquiensistema_msgm y
BSR degradadoras de 4cido propidnico a 35 y 45°C fueron las. mas sensibles a las condiciones
de presencia de HzS no ionizado y pH.

Consecuentemente, la temperatura si tiene una influencia en la actividad de las BM y de las
BSR. Con base en esta investigacion, a continuacion se presenta las conclusiones derivadas de
ella.
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Capitulo 5
5 CONCLUSIONES

5.1 CONCLUSION GENERAL

La hipotesis planteada en esta tesis es que el aumento de la temperatura de 35 a 35°C tiene un
efecto positivo sobre la actividad metanogénica mientras que fiene un efecto negativo sobre
las bacterias sulfato-reductoras. Los resultados fueron que la produccion de metano tiene un

efecto positivo pero la produccién de H,S permanece constante.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, considerando el intervalo de remperaturas
estudiado (35-55°C), puede decirse que las especies de BM son activas a altas temperaturas y,
por ende, este pardmetro tiene un efecto positivo en la generacién de CHs. Dado que la
solubilidad del CHy en la fase liquida es muy baja, el CHy practicamente ¢s desorbido
conforme es generado. lo que permite tener una excelente recuperacion del gas. Este efecto es
contrario al H.S, el cudl es muy soluble en agua favoreciendo a la formacion de H-S no
ionizado. que resulto téxico para las BSR a concentraciones de 163 mg'L y para las BM a 217

mg/L .

Para las bacterias sulfato-reductoras, la cinética de produccion de H»S aunque también se
favorece por la temperatura levemente. su mavor solubilidad en Ja fase liquida afecta
directamente a las BSR y no a las BM a 33°C. La capacidad de las BSR. como competidores
por ¢l carbono disponible podria considerarse limitada en ¢l intervalo d: temperaturas
estudiado (produciendo entre 0.009 y 0.107 moles de H,S/d con 217 v 165 mgH:S no
ionizado/L a 35 y 35°C respectivamente). La concentracién de 165 mgH-S no ionizado/L

afecta a las BSR v no a las BM.

La actividad neta de las BSR como competidores no se incrementa pero la actividad de las BM

si lo hace con la temperatura (produciendo entre 0.066 v 0.15 meles de CH. d). Al incrementar
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la temperatura. aumentan la velocidad de metanogénesis v la velocidad de sultato-reduccion
pero a una tasa diferente. En el caso de la rapidez de reaccion de la sulfato-reduccion. su tasa -
es lincal mientras que la reaccion de la metanogénesis se incrementd exponencialmente. A
35°C. la metanogénesis es mayor 4.3 veces que la sulfato-reduccion mientras que a 45 y 55°C

€5 3.6 y 6.1 mavor respectivamente.

Un factor como la DQO/sulfatos (de &) influyo en ¢l predominio de las BM sobre las BSR.
Las concentraciones de sulfatos no son tan altas para que las BSR predominaran fuertemente
en el consumo de sustrato. El tiempo de adaptacion de la biomasa a la temperatura fue un
factor clave para determinar la competencia de las BM sobre las BSR. Las BM termofilicas
necesitaron un largo periodo de adaptacién a la temperatura d¢ aproximadamente 100 dias,
alcanzando al cabo de este tiempo la produccién de metano de 3.32 LCH, dia que en un inicio
fue de 0.5 LCHydia. El casi nulo incremento en la produccion de H:S dz 35 a 55°C fie debida
a la presencia de H,S no ionizado en el liquido (217, 198 v 165 mg'L a 33, 43 y 55°C). Las
BSR son mas sensibles a estas concentraciones de HaS no ionizado que 'as BM. La naturaleza
de la biomasa del indculo (proveniente de la industria cervecera) y la temperatura (35, 45 y
55°C) daterminaron la competencia entre las BSR y las BN, Entre des inGeules anaerobios no
existe duplicidad exacta en sus comunidades microbianas que conformian cada uno de ellos.
las BM termofilicas en la biomasa inoculada se encontraban posiblemente en mayor
proporcion que las BSR termofilicas, especificamente como fue revelade en el enperimento

con las BSR degradadoras de acido propionico.

La conversién de materia carbonesa fue mayor a 55°C debido a que la actividad metancgénica
se incrementé de 0.452 a 0.723 gDQO-CH4/gSSVdia de 35 a 55°C respectivamente La
materia carbonosa degradada por las BSR tiene una tendencia lineal mientras de 'a
degradacion por las BM fue exponencial a 35°C. La velocidad de reaccion y la conversion de

carbono a 55°C fue exponzncial.
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En la produccion de H:S. la energia de activacién tiene un valor de 48.3 klmol v un
incremento de la rapidez de sulfato-reduccion cada 106°C con un factor de 0.1 para 35 a 43°C v

un factor de 0.15 para 45 a 55°C.

La metanogénesis presenta una mayor dependencia a la temperatura (energia de activacion de
62.8 klJ/mol) con un factor de 10 por cada 10°C y. consecuentements, después la sulfato-

reduccidn que tiene una respuesta a la temperatura relativamente menor.

5.2 LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

En el desarrollo de esta investigacion se plantearon muchas incdgnitas que representan las
lincas de investigacién que pueden y deben ser abordadas con objeto de enriquecer el
conocimiento sobre el desempefio de los reactores anacrobios que operen a alte temperatura
para depurar aguas residuales con altos contenidos de sulfatos. Alguras de ellas son:

¢ El estudio de la composicién quimica de las vinazas y sus efectos en las propiedades
aglutinantes de las biomasas termofilica v mesofilica corroborando la capacidad de los
grupos microbianos metanogénicos v sulfatorreductores para autoinmovilizarse o
inmovilizarse en particulas inorganicas como las sales de calcio reduciendo los fendémenos
de "elutriacién” o arrastre de la biomasa con ¢l efluente de los RALLFA que tratan de las
vinazas

e El estudio de los mecanismos de degradacién de los compuestos quimicos recalcitrantes,
como los polifenoles, presentes en las vinazas

e El cstudio del efecto de concentraciones de sulfatos mavores a la estwdiada en el
tratamiento de las vinazas usando sistemas modelo

s El estudio de la formacidn v degradacion de otros compuestos intermediarios durante la
degradacion anaerobia usando biomasas adaptadas a vinazas

o El aislamiento, identificacidn y cuantificacion de las especies microbianas que intervienen
en la degradacion de !a materia orgdnica de las vinazas por las biomasas termofilica y
mesofilica (en diferentes sustratos asociados con las vinazas).

o El esmdio de las propiedades termodinamicas de los gases en un disolvente que no es agua
pura sino vinazas

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica) gy
racultad de Quimica UNAM e
172



l'esis Doctoral-Bibliograli
Efecto de la temperatura en la actividad metanogeénica
y sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

Bibliografia

La bibliografia citada en el presente documento conjunta las investigaciones de diferentes
equipos abocados a la linea de investigacion en sulfato-reduccion. A continuacion son listados
estos equipos de investigacion para que de una forma practica puedan ser intercambiadas
intereses del lector sobre el tema de este documento con otros investigadores

e Programa de Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica Ambiental, Facultad de Quimica,
UNAM, México, D.F. México (Castro-Gonzélez, Duréan)

e Instituto de Ingenieria, UNAM, México, D.F. México (Rodriguez-Rivera, Noyola,
Espinoza, Briones, Illangovan)

e Departamento de Tecnologia Ambiental de la Universidad de Agricultura de Wageningen,
Wageningen, Paises Bajos (Van Langerak, Omil, Visser, Jules, Lettinga, Lens)

¢ Departamento de Microbiologia. Centro de Ciencias Biomoleculares de la Universidad de
Agricultura de Wageningen, Wageningen, Paises Bajos (Wiegant, Lettinga)

e Departamento de Citologia y Morfologia de Plantas de la Universidad de Agricultura de
Wageningen, Wageningen, Paises Bajos (Van Langerak)

e Departamento de Ecologia Tedrica de la Universidad de Agricultura de Wageningen.
Wageningen, Paises Bajos (van Hulzen)

e Agencia regional de manejo de coleccion de aguas residuales y su tratamiento de
Vancouver y municipios contiguos. Vancouver, Canada (Krugel)

» Departamento de Microbiologia y Genética y Desarrollo de la Universidad de Illinois,
Urbana, Tllinois y el Departamento de Ciencias Biofisicas de la Universidad de Houston,
Houston, Texas, EEUUA (Bryant)

e Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental de la Universidad de Cincinnati. Cincinnati,
EEUUA (Gupta)

» Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental de la Universidad de Tulane. Tulane,
Nueva Orleans, EEUUA (Bhattacharya)

e Ciencia e Ingenieria Ambiental del Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad de
[llinois. Urbana-Champaign, Urbana, Illinois, EEUUA (Griffin, Lutgarde-Raskin)

s Centro de Investigacion Ambiental, Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad de
Hong Kong. Pokfulam Road Hong Kong (Fang y Chung, Lau)

e Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Provenza. Provenza, Francia (Cord-
Ruwisch)

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica

173

UNAM



Fesis Doctoral-Bibliogratia
Efecto de la temperatura en la actividad metanogénica
v sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

Unidad de Agronomia de Laon-Péronne. Laon, Cedex, Francia
Instituto de Problemas de Agua de la Academia de Ciencias de Rusia, Novaja,
Basmannnaja, Mosct Rusia (Vavilin)

Departamento de Ingenieria Ambiental de la Universidad Téenica de Dinamarca. Lyngby,
Dinamarca (Ahring. Hansen)

Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad Tecnologica de Nagaoka.
Kamitomioka, Nagaoka-shi, Niigata, Japon (Shigeki, Harada)

Departamento de Ingenieria Civil de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de
Tohoku. Aoba, Sendai, Japon (Mizuno)

Industria de Agua Kurita. Wakamiya, Morinosato, Atsugi, Japon (Yoda)
Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad de Auburn. (Jenkins)

* Departamento de Microbiologia y Biologia de la Universidad de Marburg Philipps.
Marburg, Alemania (Kristjansson)

Departamento de Biologia de la Universidad de Essex. Colchester, Inglaterra (Nedwell)
Laboratorio de Microbiologia Microbiana de la Universidad del Estado de Ghent. Ghent,
Bélgica (Isa)

Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Cordoba. Cordoba, Espaiia (Garcia)

e Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Santiago de Compostela.
Santiago de Compostela, Galicia. Espafia (Soto)

Departamento de Ingenieria Quimica, Tecnologia Ambiental y Tecnologia de Alimentos
de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad de Cadiz. Puerto Real, Cadiz, Espaifia

(Pérez, Romero)

¢ Laboratorio de Tecnologia Quimica y Quimica Organica de la Universidad Técnica de
Atenas. Atenas, Grecia (Vlyssides)

e Division de Ciencias Microbiolégicas del Instituto de Investigaciones de Agharkar.
Agharkar, India (Ranade)

e Departamento de Biologia y Ciencias Ambientales de la Universidad de Jyvaskyla.
Jyvaskyla, Finlandia (Rintala)

s Departamento de Ingenieria Mecénica y de Proceso y Escuela de Ciencias Aplicadas de la
Universidad de Glamorgan. Pontypridd, Glamorgan, Alemania (Dinsdale)

e Consultoria Biometano. Pradépolis, Brasil (Souza)

g Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica

174



Fesis Doctoral-Bibliogralia
Lifecto de fa temperatura en laactividad metanoadnica
y sullato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

Abdollahi. H. y Nedwell, D. 1979. Seasonal temperature as a factor influencing bacterial
sulfate reduction in a saltmarsh sediment. Microb. Ecol. 5:73-79.

Aguilar. A., Casas, C. y Lema, J. 1995. Degradation of volatile fatty acids by differently
enriched methanogenic cultures: Kinetics and inhibition. War. Res. 29(2):505-509.

Ahn, I. y Forster, C. 2000. Kinetic analyses of the operation of mesophilic and thermophilic
anaerobic filters treating a simulated starch wastewater. Process Bioclem..
36(2000):19-23.

Ahring, B. 1994. Status on science and application of thermophilic anaerobic digestion. Wat.
Sei. Technol., 30:241-249.

Ahring, B. y Westermann, P. 1987. Thermophilic anaerobic degradation of butyrate by a
butyrate-utilizing bacterium in coculture and triculture with methanogenic bacteria.
Appl. Environ. Microbiol., 53:429-433.

Alphenaar, P. 1994. Anaerobic granular sludge: Characterization, and factors affecting its
functioning. Tesis doctoral. Wageningen Agricultural University, Wageningen, Paises
Bajos.

Alphenaar, P., Visser, A. y Lettinga, G. 1993. The effect of liquid upward velocity and
hydraulic retention time on granulation in UASB reactors treating wastwater with a
high sulfate content. Biores. Technol. 13, 801-812,

Anderson, G., Ozturk, I. y Saw, C. 1990. Pilot-scale experiences anaerobic fluidized bed
treatment of brewery waste. Wat. Sci. Technol. 22:157-166.

Anderson. G. y Yang, G. 1992. pH control in anaerobic treatment of industrial wastewater. .J.
Environ. Eng. 118:551-561.

Annachhatre, A. y Khanna, P. 1990. Fixed film biomethanation modeling. J. Environ. Eng.
116:49-57.

APHA, 1985. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 16a Ed.
American Public Health Association. Washington, DC, EEUUA.,

Aspe, E., Marti, C,y Roeckel, M. 1997. Anaerobic treatment of fishery wastewater using a
marine sediment inoculum. Wat. Res., 31(9):2147-2160.

Baetens, D., Vanrolleghem, P.A., van Loosdrecht, M. y Hosten, L. 1999, Temperature effects
in bio-P removal. Wat. Sci. Technol. 39(1):215-255.

Bak, F. y Pfenning, N. 1987. Chemolithotrophic growth of Desulfovibrio sulfodismutans sp.
nov. by disproportionation of inorganic sulfur compounds. Arch. Microbiol., 147:184-
189.

Bak, F. y Widdel, F. 1986. Anaerobic degradation of indolic compounds by sulfate-reducing
enrichment cultures, and description of Desulfobacterium indolicum gen. nov. sp. nov.
Arch. Microbiol., 146:170-176.

E Doctorado en Ciencias Quimicas (Ingenieria Quimica)
Facultad de Quimica UNAM
175



Tesis Doctoral-Bibliografia
Efecto de la temperatura en la actividad metanogenica
v sulfato-reductora de consorcios microbianos en un reactor anacrobio

Balaguer, M., Vicent, M. y Paris, J. 1992. Anaerobic fluidized bed reactor with sepiolite as
support for anaerobic treatment of vinasse. Biotechnol. Lett. 14 (5), 433-438.

Balch, W., Fox, L., Magrum, C., Woese, R. y Wolfe, R. 1979. Methanogens: Reevaluation of
a unique biological group. Microbiol. Rev., 43:260-296.

Banat, 1. 1981. Evidence for coexistence of two distinct functional groups of sulfate reducing
bacteria in salt marsh sediments. Appl. Environ. Microbiol. 42(6):985-992.

Bautista-Zuaiiga, F., Reyna-Trujillo, T., Villers-Ruiz, L. y Duran-de-Bazta, C. 2000.
Mejoramiento de suelos agricolas usando aguas residuales agroindustriales. Caso:
Vinazas crudas y tratadas. Serie: Quimica Ambiental del suelo. Vol. 1. Primera
edicion. PIQAyQA.

Belyaev, S., Wolkin, R., Kenealy, M., DeNiro, J., Epstein, S. y Ziekus, G. 1983.
Methanogenic bacteria from the Bondyuzhskoe oil field: General characterization and
analysis of stable-carbon isotopic fractionation. Appl. Environ. Microbiol., 45:691-
697.

Blotevogel, K. y Fisher, U. 1985. Isolation and characterization of a new thermophilic and
autotrophic methane producing bacterium: Methanobacterium thermoaggregans spec.
nov. Arch. Microbiol., 142:218-222.

Blotevogel, K., Fisher, U., Mocha, M., y Jannsen, S. 1985. Methanobacterium
thermoalcaliphilum spec. nov., a new moderately alkaliphilic and thermophilic
autotrophic methanogen. Arch. Microbiol., 142:211-217.

Bonastre, M., Paris, J. y Camprubi, M. 1987. Development of new methods for the
determination of methanogenic activity 