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RESUMEN

La aplicacién de la tecnologia anaercbia para el tratamiento de
aguas residuales se ha incrementado sensiblemente en 1los dltimos
attos en un buen nunero de paises. Exceptuando los digestores de
lodos de purga, el reactor anaerobio de lechos de lodos (UASB) es
el mas utilizado. Para su correcta seleccién, operacién y control
se requiere de la compresnsién de los fenémenos que intervienen en
la formacién y crecimiento de los granos que forman el lecho en
la base del reactor. El objetivo del presente trabajo esconsiderar
los parsametrtos operacionales como tiempo de retencién hidraulica
y carga organica, la naturaleza del sustrato y el efecto del
sulfato ferroso en la formacién de lodos granulares de reactores
UASB. Para ello se utilizaron 8 reactores UASB de 2.3 1 de volumen
atil, inoculados con la misma fuente (lodos activados adaptados en
anaerobiosis) y alimentados con medios sintéticos durante 225
dias.

INFLUENCIA DEL TRH (reactores 1, 2 y 3 misma carga organica (1 Kg
DQO/Kg 8SSvV.d), mwmismo sustrato (glucosa)]. Se presentaron
diferencias en el IVL de acuerdo a las condiciones de operacién: a
menor TRH (6h,12h y 24 h) menor IVL (22, 28.9 y 30.8 ml/g); el
dismetro de grano alcanzado sigue un orden inverso al TRH (2.0,
1.7 y 1.5 m). Se obtuvieron lodos con IVL de 30 ml/g en 90 dias
con TRH de 6 y 12 horas; en cambio el reactor que operé con 24 h
requirié 180 dias para alcanzar este valor. La actividad en los
lodos fue mayor a los 225 con los valores siguientes: R« (6h) 0.25

mmol/g SSV/h; Re(12 h) 0.83 mmol/g SSV/h y Rs (24 h) 0.33 mmol/g
8SvV/h.

INFLUENCIA DE LA CARGA ORGANICA [reactores 2, 4 y 5 mismo TRh (12
h) mismo sustrato (glucosa)). El1 tamao de grano se vié
influenciado por la carga organica alcanza&ndose valoreé de 1.7 mm
con 1 Kg DQO/Kg SSV.d y de 1.4 mm con una carga orghnica de 0.5 Kg
DQO/Kg S8Ssv.d. La carga orgénicaelevada (5 Kg DQO/Kg SSvV.d)
provocé daNos severos en la poblaciénmetanogénica, no peraitiendo
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el arranque del reactor.

INFLUENCIA DEL TIPO DE SUSTRATO [reactores 2, 6, 7 Yy 8 mismo TRH
(12 h)]. El empleo de acidos grasos volaetiles como sustrato (R?)
no pernitié la formacién de granos con tamaNos mayores de 0.6 mm,
a diferencia de los alcanzados en los lodos de 1los reactores
alimentados con glucosa (Re 1.2 mm 135 dias) y albdmina Re (1.7
mm). Asimismo, el IVL encontrado en los lodos de dicho reactor
presenté pobres carac teristicas de sedimentazién (41.4 m1l/g) a
diferencia de los lodos alimentados con albamina (14 ml/g) vy
glucosa (28.9 ml/g). El sulfato ferroso favorecié las condiciones
de éxido-reduccién dentro del reactor 8 propiciando el desarrollo
de 1la poblacién metanogénica. La hipstesis de Sam Soon vy
colaboradores (1988) quienes seNalan que la granulacién se debe a
la formacién de polipéptidos extracelulares a partir de organismos
del tipo de Methanobacterium Strain AZ coincide con los resultados
encontrados en este estudio debido a que: Se encuentra mayor
diametro de granos en los reactores alimentados con glucosa vy
albdmina asf{ como el mayor contenido de bacterias hidrogenofilicas
en ellos. La’disposicién alta de nitrégeno favorece la produccién
de biomasa, pero el ndmero de bacterias acetoclasticas no
incrementa. No se favorecis la formacién de granos en los
reactores alimentados con una mezcla de AGV y AGV més sulfato.
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1. INTRODUCCION

El tratamiento anaerobio de aguas de desecho estd Iincrementandose
en todo el mundo dado el i{nterés en proteger el ambiente vy
recuperar este recurso. En los udltimos 10 afos 1la biotecnologfa
anaerobia ha tenido grandes avances en la ingenieri a del
proceso lo que en parte ha sido posible debido a nuevos
conocimientos en la fisiologia y bioquimica de 1las bacterias
anaerobias (Hulshoff Pol et al.,1983; Speece, 1983).

El auge que est4an teniendo los procesos anaerobios se debe
principamente a las ventajas que presentan sobre 1los sistemas
aerobios, como es el ser mias ecdnomicos por no necesitar equipo ni
energia para la aeracisan, ser altamente eficientes, producir una
limitada cantidad de lodos de desecho y tener la capacidad de
formar metano (McCarty, 1964).

Dentro de los sistemas anaerobios, los reactores del tipo lecho de
lodos de flujo ascendente (UASB) cuentan con una biomasa granular
que, al ser retenida por sedimentacién, permite separar el
tiempo de retencién hidraulica del tiempo de retencian calular;
con ello se logra tratar materia organica, en reactores de tamafo
reducido. El principal problema que presentan los reactofas
anaerobios en general es el arranque, el cual es un proceso lento

debido a 1la baja tasa de crecimiento de las bacterias
metanogénicas y, en el caso particular del UASB, al 1lavado
de parte del lodo de siembra (Hulshoff Pol et al., 1982);
sin embargo esta desventaja puede ser superada si se cuenta
con un buen inéculo.

Para el funcionamiento &ptimo del reactor UASB se requiere
comprender los fenédmenos que intervienen en 1la formacién y el
crecimiento de los granos en el reactor. Para ello se realizan
actualmente investigaciones sobre las especies bacterianas
involucradas mas importantes, 1los sustratos que inducen la
granulacién y las condiciones de operacién que actuan como
parametros de seleccién dentro del reactor. De cualquier manera,
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son relativamente pocas las investigaciones realizadas sobre el
fendmeno de la granulacién y la formacisn de insculos adecuados.

El reactor UASB puede ser una alternativa a las necesidades de
tratamiento de aguas residuales en México, pero su implantacién se
vers frenada si no se cuenta con inédculo en cantidad y calidad
suficiente (Arias y Noyola, 1988). En este estudio se pretande
contribuir en el conocimiento de la formacién de lodos
granulares considerando la influencia del tiempo de retencién
hidraulica (velocidad ascendente), la carga organica, la
naturaleza del sustrato, asf como 1la influencia da sulfato
ferroso usando &cidos grasos volatiles como sustrato.

2. GENERALIDADES

En algunos ecosistemas se pueden encontrar condiciones anaerobias

en donde las especies involucradas no producen metano como
tal, aunque estas especies pueden jugar un papel importunte
en ese ambiente, como por ejemplo los protozoarios

ternentntivos anaerobios, algunos hongos y otros organismos. Las
bacterias son en realidad las principales responsables del
proceso de metanizacien, el cual ocurre en un gran numero de
ambientes anaerobios que tienen un reciclaje lento de materiales
y donde el principal aceptor de electrones (COs), es producto de
los sustratos que son degradados. Algunos ejemplos de estos
anbientes son los digestores anaerobios de’ aguas de desecho
organicas, sedimentos acusticos de 1lagos, rios y mares, as{ como
suelos inundados, pantanos y ciénegas.

2.1 REACTORES ANAEROBIOS

En la fermentacisn metanica, la materia organica es
degradada a productos gaseosos (metano y diéaxido de carbono).
Cerca del 90% de 1la energia del sustrato se retiene como metano,
por 1o que, aunque una gran cantidad de materia organica =msea



degradada, solo se obtiene una relativamente baja produccién de
células microbjiales. Debido a esto y a 1la gran cantidad de
materia organica en ambientes anaerobios, el proceso es muy

importante para el ciclo del carbono y nitrégeno en la naturaleza
y se ha usado para la estabilizacien de aguas de drenaje Yy
otras aguas de desecho organicas (Mc Inerney Yy Bryant, 1980).

Los procesos anaerobios aplicados en sistemas de tratamiento de
aguas residuales se clasifican de la siguiente manera:

Ia. Generacisén , que comprende los tanques sépticos, los
digestores convencionales, los completamente mezclados Yy el
proceso de contacto.

2a. Generacién, donde se encuentran el filtro anaerobio (Young Yy
McCarty, 1969), el reactor tubular de pelfcula fija (van der
Berg y Lentz, 1979), el reactor de 1lecho de lodos (Lettinga
et al ., 1980; Bachmann et al., 1985), los biodiscos
anaerobios (Tait y Friedman, 1980; Noyola et al., 1988).

ja. Generacién , que considera a los reactores de lecho expandido

(Switzembaun y Jewell, 1980) y lecho fluidizado (Switzembaum
et al., 1984).

Dentro de los reactores avanzados se encuentra el reactor
anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente "Upflow Anaerobic
Sludge Blanket Reactor" (UASB), desarrollado por Lettinga vy
colaboradores en Holanda a fines de la década de los setentas;
éste consiste basicamente de un tanque que contiene en 1la parte
inferior una cama o lecho de lodos que funciona como digestor y en
la parte superior un separador gas-liquido-sélido. Las aguas por
tratar son uniformenmente distributdas en la base del reactor Yy
pasan a través de la cama de lodos biolégicos, la cual trans f orma
la materia organica en biogas, qué se retiene por medio de
colectores en la parte superior del reactor. Al operar este
reactor con flujo ascendente se ejerce cierta selectividad sobre
los organismos presentes y favorece la formacian de lodo con



puenas propiedades de floculacién y sedimentacién, obteniéndose
as{ la cama de lodos de textura granular. De la misma manera,

este flujo ascendente bien repartido en la base del reactor, evita
la necesidad de agitacién mecanica y la formacién de zonas muertas
y cortos circuitos hidraulicos (Lettinga et al., 1980).

Para una raéplida operacién del reactor se requiere que al
arrancarlo se inocule con un volumen suficiente de lodos
granulares. Sin embargo, para ello es necesario contar con
reactores UASB en funcionamiento y que hayan acumulado suficientes
lodos, lo cual no siempre es posible. Recientemente se han hecho
investigaciones sobre varias fuentes de inédculo alternativo como
son: estiercol de vaca (Wigant y de Mann, 1985), sedimentos de
rio, lodos de fosa séptica (Garcia Rojas et al., 1988), lodos
activados de purga adaptados (Noyola y Briones, 1988). Wu Yy
colaboradores (1987) mencionan tres ventajas importantes en los
lodos activados como son 1) se encuentan en

ellos una gran
cantidad de bacteria metanog#nicas, 2) se pueden

obtener grandes
cantidades de ellos a partir de plantas de lodos activados y 3)
contienen poca cantidad de arena y suelo vya gque estan
compuestos principalmente de biomasa.

En este sentido, se han realizado en México una serie de estudios
enfocados a ohtener indculo anaerobio para reactores UASB a partir
de de lodos activados de purga, que tengan buena sedimentabilidad

y alta actividad metanogénica, (Sanchez, 1988; Gonz4lez Ugalde,
1988; Calderon, 1989; Noyola et al., 1990).

2.2 BIOCONVERSION ANAEROBIA

En los procesos de digestiédn anaerobia usados en el tratamiento de

aguas residuales, se 1llevan a cabo diversas transformaciones

bioguimicas como resultado de diferentes grupos tréficos de
microorganismos que degradan una amplia variedad de sustratos.
Gujer y Zenhder (1983) proponen un esguema de 6 pasos en la
conversisén anzerobia de materia organica decradable de alto peso

et e g
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molecular a metano y diédxido de carbono. Estos comprenden:

1) Hidrélisis de proteinas, lipidos y carbohidratos.

2) Fermentacién de azucares y aminoacidos.

3) oOxidacién anaerobia de 4acidos grasos decadena larga Y
alcoholes.

4) Oxidacién anaerobia de intermediarios tales como acidos grasos
volatiles (con excepcién del acetato).

5) Conversién de acetato a metano.

6) Conversién de hidrageno a metano.

La Fig. 2.1 muestra la via de biodegradacisn anaerobia (Gujer y
Zehnder, 1983) asi como algunos microorganismos involucrados.

De esta manera, la bioconversién de las aguas residuales organicas
es realizada por las comunidades anaerobias en donde la materia
orgénica compleija como polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos
Yy lipidos es hidrolizada por bacterias quimiheterstrofas no
metanogénicas a sus monémeros respectivos, adem&s de acetato,
hidrégeno, diéxido de carbonc Y una serie de productos fermentados
reducidos como 4cido propiénico, dcido butirico, lactato,
succinato y alcoholes. Subsecuentemente estos wltimos son oxidados .
a‘acetato e hidrégeno, sustratos metanogénicos, por bacterias
acetogénicas. Dos sistemas microbianos distintos se encargan
de convertir el acetato Y el hidrégeno en metano; el primero
constituido por bacterias metanogénicas acetoclasticas que
producen a partir del acetato nids del 70% de metano y el segundo
grupo constitutdo por bacterias metanoq&nicas hidrogenofilica que
reducen el COz: con el Ha.

Existe una relacién obligada entre las bacterias que convierten
los Acidos propisénico y butfrico a acetato e hidrégeno y 1las
bacterias metanogénicas que utilizan el hidrégeno. La presién
parcial del hidrégeno debe mantenerse en un nivel extremadamente
bajo para favorecer termodinamicamente 1la conversién de &cidos
grasos volatiles Y alcoholes a acetato. Bajo condiciones
estandares de una atmésfera de hid r 6geno, el cambio de energia
libre es positiva para esta reaccien. Para la conversién de
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propidnato a acetato e hidrégeno se requiere que 1la presien
parcial de hidrégeno sea menor de 10™* atm. Las encargadas de
mantener esta presién extremadamente baja son las bacterias
metanogénicas que utilizan el hidrégeno; de no ser asi, el sistema
acumula 4cidos propidnico y butirico. Esta sintrofia fué
descubierta por Bryant y colaboradores (1967) y fue 1llamada:
transferencia interespecie de hidrsageno.

En el sistema anaerobio, la conversién de glucosa a metano y COx
lleva a la sintesis de aproximadamente 5 ATP por mol de glucosa;
las bacterias fermentativas primarias aprovechan 3 o 4 ATP de los
5 disponibles, por lo que sélo poca energia estd disponible para
las fermentadoras secundarias y las metanogénicas. La energia
libre para 1la conversién de acetato a metano es so0lo de
=28 KJ/mol. Esta limitada energia libre se considera insuficiente
para la produccién de ATP (Thauer et al., 1977). Existen ahora
evidencias de produccién de ATP via un mecanismo quimiosmetico,
por gradientes de protones a través de la membrana.

2.3 GRANULACION

El proceso de granulacién se da en los reactores UASB cuando 1la
biomasa es retenida dentro de éste, de manera que las
bioparticulas son estructuralmente estables y tienen buenas
propiedades de sedimentacién. Por otra parte, deben estar 1o
suficientemente agregadas para resistir la fuerza hidraulica del
liquido que fluye en forma ascendente, forméndose granos o
"pellets". La formacién de granos es un fendémeno nmetabdlico vy
depende de la disponibilidad de sustrato (Mahoney et al., 1987).
Los microorganismos se agregan para intercambiar alimento, se
realiza cometabolismo entre especies transfiriéendose hidrégeno

lo que mas tarde puede estimular el crecimiento de microcolonias
(Mahoney et al., 1987).

La granulacién de los lodos se realiza preferentemente en aguas de
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desecho que cuntengan 2-10 Kg DQO m® con pocos o sin sélidos

suspendidos; un reguisito para la acgregacién de los lodos en el
mantenimiento del maximo crecimiento hacterial (Hulshoff Pol et
al., 1982). Es dificil cuantificar el proceso de granulacién ya
que es un proceso dinamico sin un punto claro de inicio (Hulshoff
Pol et al., 1982). El1 mecanismo de 1la formacién de granos
metanogénicos difiere del de granulacién en reactores de
denitrificacién y de reactores acidificantes, ya que los primeros
se pueden conservar sin alimentar por largo tiempo, en tanto éstos
vltimos son inestables bajo estas condiciones (Hulshoff Pol et
al., 1983).

Los lodos anaerobios se han clasificado (Field, 1987) de 1la
siguiente manera:

1) Lodo disperso. No hay agregados de particulas de 1lodo, pobres
propiedades de sedimentacién.

2) Lodo floculento. Agregados en fléculos suelto, propiedades
intermedias de sedimentacién.

3) Lodo granular. Agregados en granos compactos, excelentes
propiedades de sedimentaciun.

Los lodos granulares de buena calidad, deben tener velocidades de
sedimentacién , cerca de 60 m. h™*, siendo agregados compactos de
0.5 a 3 mm de diametro (Zergers, 1987). Los lodos floculentos
tienen velocidades de sedimentacién cerca de 2 m. h™* y 1los lodos
dispersos tienen velocidades de sedimentacién de 0.5 m.h™* a
0.2 m. hl! (Fiela, 1987).

2.3.1 Factores que afectan la granulacién.

Se considera que los siguientes factores afectan el proceso de
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granulacién en el tratamiento anaerobio:

2.3.1.1 condiciones ambientales.

Las principales condiciones ambientales que inciden en un
tratamiento anaerobio de un agua residual, estan rel a cionados con
aquellos parametros cuyo control permite un mejor crecimiento de
biomasa y un alto porcentaje de remocién de la materia orgénica,
y por lo tanto un mayor volumen de produccién de biogas.

Ademas de los requerimientos fundamentales de macronutrientes como
nitrégeno, fésforo y azufre, gran namerode bacterias anaerobias no
son capaces de sintetizar algunas vitaminas esenciales o
aninoacidos, por lo que es necesario suplementar el medio con
ciertos nutrientes especificos para su crecimiento y actividad.
Frecuentemente las aguas de desecho industriales contienen exceso
de algunos nutrientes, pero otros como los iones de zinc y cobre
se encuentran en valores limitantes por lo que 8se recomienda un
suplemento quimico o la adicién de otras aguas de desecho (Byrad,
1961).

Los elementos traza pueden ayudar a la digestién anaerobia al

mantener la estabilidad de los componentes celulares (Stronach,
1986). La presencia de metales traza tales como hierro, molibdeno,
selenio, tungsteno y niquel es necesaria para la actividad de
varios sistemas enzimaticos; las hidrogenasas requieren selenio
y su limitacién reduce la actividad enzimatica (Lester, 1971).
Se conoce que el Ni** es un "elenento esencial" para las
bacterias metanogénicas, debido a su asociacién con el cofactor
Feso (Schoberth, ). Por otra parte la adicién de niquel,
cobalto y molibdeno incrementan 1la produccién total de gas
(incluyendo metano) en un 42% , al tratarse aguas de desecho del
proceso de alimentos (Stronach, 1986). De esta manera, B8se
debe disponer de 1los nutrientes esenciales para que las
condiciones de crecimiento sean ¢4ptimas.



En trabajos realizados por van den Berg y colaboradores (1980)
sobre digestores, encuentran que hay un efecto estimulante sobre
las bacterias metanogénicas alimentadas con acetato, cuando se
combina sulfato mas hierro en concentraciones ctuperiores a 0.6 mM
y 0.5 mM respectivamente. El efecto positivo del hierro sobre la
metanogénesis se puede explicar por 1la precipitacién de 1los
sulfuros producidos, ya que el sulfuro precipitado, puede aun ser
utilizado por las bacterias acetoclasticas . Otro experimento
realizado a nivel laboratorio (Guyot y Traore, 1985) demuestra

‘ gque un cultivo mixto con Methanosarcina barkeri y una
bacteria sulfato reductora que utiliza propionato, el acetato

- producido por sulfato reduccidn puede ser utilizado por
' M. barkeri, unicamente en presencia de Fe*", el cual precipita
. el sulfurc producido. De no estar presente hay acumulacién de

! sulfuro y por tanto se inhibe la metanogénesis.

Otro factor importante que gobierna la degradacién anaercbia es el

pH. Las bacterias metanogénicas tienen un rango de pH limitado

| alrededor de la neutralidad (6.2 - 7.8). La acidez o alcalinidad

en el reactor es el resultado de interacciones en el sistema

w] écido~-base, como resultado de reacciones gque ccurren durante los

ot procesos de degradacién. E1 control del pH y 1la alcalinidad

- parmitirsa mantener el pH en el rango 4ptimo para la metanogénesis.

mj En la nayoria de 1los reactores anaercbios, los sistemas

écidos-base son el carbédnico, hidrosulfurico Yy ortofosférico
(Stronach, 1986) y el amonio (NHe').

e,

3 )

La toxicidad de gran numeros de compuestos se relaciona con el pH;
ek por ejenplo el amonfiaco, el HaS y los AGV, todos ellos se disocian
o en alguna proporcién en el agua. Esta proporcisén estsd determinada
B por el pH y la constate de disociacién del compuestc., La forma

téxica es la no-ionizada, ya que estas moléculas pueden atravesar

facilmente la pared celular de las bacterias metanogénicas y una
vez dentro pueden disociarse produciendo un cambioc en el pH
interno (Rojas, 1988). De manera especial el a4cido propiénico se
reporta comunmente por ser tédxico para aquellos organismos que
asimilan Hs (Stronach, 1986).
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Naturalmente, la eficiencia de 1la conversién de 1la fuente de
carbono a masa celular estd sujeta a 1la influencia de 1la
temperatura. En los procesos anaeroblos generalmente se usa el
rango mesofilico (25-45°C); la temperatura ¢ptima de crecimiento
de los microorganismos es 35°C.

Se ha observado también que el tipo de aguas de desecho es
importante con respecto a su composicién, la biodegradabilidad de
la materia organica , la presencia de materia finamente dispersa
tanto de origen organico como inorganico, 1la composicién ionica
(concentracién de cationes uni y divalentes) y la presencia de
compuestos irhibidores (Hulshoff Pol et al., 1983).

Lettinga y colaboradores (1985) indican que 1la granulacilén se
lleva a cabo mas rapido cuando el influente eata compuesto
principalmente de carbohidratos solubles tales como glucosa, por
lo que las aguas residuales de azucar de remolacha, aguas de
desecho de la papa y efluentes de cervecerias se reportan
comunmente en trabajos que hacen referencia a la granulacton. No
obstante se presentan problemas en agurs de desecho de destileria
y del proceso de fécula de maiz. Sin embargo , con estos tipos de

aguas de desecho dltimamente la granulacién a ocurrido (Hulshoff
Pol et al., 1983).

La presencia de materia finamente dispersa bien sea de origen
organico como inorganico, tambiém juega un papel importante en
la granulacién, pues el reactor UASB es un proceso eficiente
para efluentes con un alto grado de solubilidad. Lettinga vy
colaboradores (1980) recomiendan cantidades de SST menores a 1000
ppn.

Por otro lado la presencia de iones metdlicos divalentes como el
ca®’, Mg*'y Ba* pueden crear en 1la superficie celular puentes
entre los grupos de carga negativa, lo cual resulta importante en
el fendmerno de la granulacién. Concentraciones de ca®* entre
40 y 100 mg/L en las aguas de desecho favorecen la granulacisan.

11




cail y Bedford (1985) encuentran que concentraciones cercanas a
150 mg/L también la promueven. El calcio puede actuar no solo para
facilitar los puentes de célula a célula sino también para
promover indirectamente el crecimiento de agregados (Mahoney et
al., 1987), ya que al agruparse tienen mejores oportunidades de
intercambiar sustrato (Harvey et al., 1984).

Los metales pesados y los elementos téxicos empliezan a ser nocivos
a una concentracién relativamente alta. Se ha comprobado que en el
procesoc anaerobio, en general se realiza una etapa de adaptacién,
que permite la presencia de tales concentraciones, en compuestos
que hasta hace poco amos se determinaron como fuertemente téxicos
(Speece, 1983).

2.3.1.2 variables Operacionales

Se deben considerar también 1las condiciones aplicadas en el
arranque de los reactores, ya que es importante el procedimiento
seguido al incrementar la carga orgénica, con el fin de evitar el
exceso de carga y el subsiguiente lavado de s8élidos suspendidos.
De la misma manera, se debe considerar la cantidad de lodos de
siembra usados (Hulshoff Pol et al., 1983). Generalmente se
recomisnda inocular con 30% del volumen del reactor con lodos
activos (Stronach, 1986), Wu y colaboradores (1987) reconmiendan
inocular con una concentracisn de 30 a 40 g/l de SSV.

Se ha observado que 1la carga organica afecta 1la tasa de

granulacién; la carga orgénica determina la tasa de
crecimiento y es prerrequisito para el desarrollo del lodo
granular. Investigaciones realizadas por Hulshoff Pol Yy
colaboradores (1983) encuentran gque la granulacién solo se

observa cuando la tasa de carga esta por arriba de 0.6 Kg DQO
8SV™* dia. También consideran que la tasa de granulacién sera
baja en concentracionee de DQO en el influente inferiores a
l1g/1. Por otra parte, Boulenger y colaboradores (citado por
Guyot, 1988) reportan que 1la aplicacién de cargas demasiado
elevadas pueden desfavorecer el proceso de granulacién.

12
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La seleccisn de lodo con buena sedimentacién dentro del reactor
esté gobernada por la tasa de produccién de gas (dependiente de la
tasa de carga organica) y de la tasa de carga hidraulica. A altas
tasas de carga organica, el incremento en 1la produccién de gas
juega un papel importante en los procesos de lavado de 1la
biomasa por causar agitacisn en la cama y acarreo de los s8sélidos
con el biogsas. Por otro lado, la carga hidraulica provoca
turbulencia en la cama de lodos, incrementando el contacto entre
biomasa y sustrato.

Por lo anterior, la eficiencia del reactor UASB depende en gran
medida de una buena distribucién hidradlica y un maximo de
sustrato disponible para 1los microorganismos del digestor; si
tanto 1la biomasa como el influente estan uniformemente
distributdos se 1logra 1la utilizacién nAxima del sustrato
disponible.

En la cama de lodos, 1la concentracién promedio de 1lodos es
afectada por la velocidad del flujo ascendente artravis de ella,
por lo que la velocidad de sedimentacién del lodo debe ser nucho
mayor que la velocidad del fluftdo. De esta manera se tiene un
efecto significativamente pequeNo en el transporte ascendente del
lodo. No obstante, la velocidad del fluido ascendente también
es uha funcién de la produccién de gas, siendo proporcional
al gas formado dentro de la cama de lodos. En el reactor UASB el
grado de mezclado controla el tamaNo de las part{culas granulares.
Se han usado tasas de carga hidraulica alrededor de (0.3 m'm"h")
obteniéndose granulaciones favorables (Wu et al., 1987).

2.3.1.3 Conmposicién de los granos.
Hulshoff Pol y colaboradores (1983) encontraron en 1los 1lodos

anaerobios material inerte gque de alguna manera sirve como
material de soporte. Su contenido mineral puede variar ampliamente

13
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ya que se ha encontrado que contiene ontre 10 y 20 % de cenlzas
dentro de un mismo reéctor, y comparando entre varios reactores se
ha encontrado que vari{a entre 21 y 46% (Alibhai y Foster, 1986), o
entre 11 y 55% (Hulshoff Pol ¢t al., 1986). Por otro lado,
Dubourguier (1987) encuentra que existe correlacién entre la
densidad y el contenido de cenizas de los granos; también observé
variabilidad en el contenido de cenizas de acuerdo al tipo de agua
tratada y al método de muestreo, as{ como al nivel al que se
efectud &ste en el digestor. Por otro 1lado, 8se encuentran
diferencias significativas en 1la estabilidad de los granos
referida como mayor resistencia a la desintegracién por contener
una matriz polimérica, diferencias también en la porosidad y carga
superficial en los lodos de varios reactores UASB (Hulshoff Pol et
al., 1983).

Dolfing y colaboradores (1985) reportan que cerca del 30% de la
fraccién de cenizas contienen FeS; también se ha encontrado Ni y
Co como precipitados de azufre. Otras investigaciones reportan Al,
P y si (Mahoney et al., 1987). En cuanto al contenido de calcio,
é#ste se ha encontrado hasta en un 50% como carbonato. De una serie
de anélisis realizados con rayos X y mapeo elemental se ha visto
que la distribucisen espacial de los minerales dentro dal grano va
a depender de las condiciones locales creadas por las actividades
bacterianas (Dubourguier, 1988). Hulshoff Pol y sus colaboradores
(1986) al intentar relacionar el contenido de cenizas con 1la
longuitud del grano encuetran que esto no es posible.

Mediante la observacisn directa es posible ver 1la heterogeneidad
estructural de los granos. En lodos procedentes de digestores
anaerobios se observa por fotograffas al microscopio electrénico
que células filamentosas de Methanothrix sp estan cubiertas por
colonias de cocos y bacilos formando microféculos de 10 a 50 um
(Dubourguier et al., 1988; Macario y Conway de Macario, 1988).
Estos nicrofléculos se agregan mediante los filamentos de
Methanotrix, los cuales parecen servir de puentes, 1llegando a
encontrarse granos de mAs de 200 pm. Por otra parte, Hulshoff Pol
y colaboradores (1980) sostienen gque las presiones de selecciédn
creadas dentro del reactor dan como resultado el crecimiento
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bacterial sobre nucleos de material organico e inarganico
presentes como material acarreador originado a partir del lodo de
siembra.

Al examinar la superficie de las muestras mediante el microscopio
electrédnico de barrido se nota que éstas se deterioran y llegan a
romperse después de la fijacian. Ademas es diftcil hacer
observaciones precisas, ya que se encuentra una gran cantidad de
material extracelular que cubre 1las ceélulas bacteriales y las
microcolonias. Cuando se logra remover este material se pueden
apreciar microcolonias asociadas que indican la existencia de
sintrofia (Dubourguier et al., 1988).

Con respecto a las obervaciones hechas con microscopio electréanico
de transmisisn, éstas son técnicamente mas adecuadas para estudiar
la estructura interna de los granos (Dubourguier et al., 1988), ya
gue a altas resoluciones se puede observar que la matriz del grano
parece contener grandes cantidades de paredes celulares de varios
géneros de bacterias. En algunos casos se plensa que se trata de
paredes celulares de Methanotrix atacadas por bacterisfagos
liticos (Prensier et al., 1988a; Roustan et al., 1986). La matriz
parece se traslucida a los electrones. También se pudo observar
que las celulas bacteriales presentan varias clases de material
extracelular. (Dubourqguier et al., 1988).

La estabilidad estructural parece depender de la existencia de 1la
matriz polimérica en la superficie; cuando esta no existe 1la
desintegracién de los lodos es mas rapida. Estos exopolimeros
pueden llegar a tener un papel importante en 1la adhesian vy
estabilizacién del grano, aunque éstos representan sélo entre el
1 y 2% del peso seco (Dolfing et al., 1985).

Mediante observaciones realizadas en fotografias al microscopio
electrénico, varios autores (Harada et al., 1988) citan 1la
existencia de una matriz polimerica en granos cultivados en aguas
de desecho que contienen azucares, en donde adends de encontrarse
diversas morfologias de bacterias, se pueden apreciar grietas vy
aberturas en dicha matriz, las cuales se utilizan probablemente
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para el transporte de sustancias hacia adentro y 1a salida de
productos. Las cubiertas polimericas con grosores de 20 a 40 um
parecen servir para la adhesian de célula a célula. Al analizar 1la
composicién de los polimeros extracelulares se encontrd que los
principales azucares neutros que los constituyen fueron glucosa,
ramnosa, galactosa, manosa y ribosa (Dolfing et al., 1985; Harada
et al., 1988). Este ultimo autor sugiere 1la presencia de
polisacaridos anién!cos Ya que estos fueron positivos al rojo de
ruthenium, el cual es especifico para polisacaeridos y & cido
hyalurénico. Otras moléculas como las proteinas pueden fpncionar
como polimeros extracelulares, ya que pueden aportar
importantes sitios de unién, Pues aunque tengan una carga neta
negativa, los grupos positivos pueden formar fuertes uniones con
sitios negativos. Los lipopolisacaridos también se consideran
importantes constituyentes de la matriz en biopels culas
anaerobias, ' pero 'estos no se tiffen con el rojo de rhutenium.
(Dubourguiér et al., 1988).

Los granos que crecen ~unicamente en acetato no presentan
biopolimeroa en la superficie y dentro del grano. E1 género
Methanotrix se observa en los granos de acetato junto con otros
morfotipos de bacterias, 1o cual sugiere que 1a sfntesis Y
oxcrgcién de biopolimeros extracelulares no es un prerrequisito
para la formacisn de granos, pero puede usarse para reforzar la
fuerza mecanica y estabilidad del grano (Harada et al., 1988).

2.3.1.4 Bacterias que forman el grano.

Los lodos granulares o pellets tienen una composicién microbial
muy variable. Algunos reactores producen granos formados
predoninantenente por bacterias bacilares, mientras en otros 1las
bacterias filamentosas son dominantes. Esto puede ser de alguna
manera controlado de acuerdo a las caracteristicas de operacian
del reactor; por ejemplo, estas condiciones promueven diferencias
en los productos de conversién del sustrato (como el acetato) vy
pueden causar la sgeleccién de especies como Methanosarcina o
Methanotrix (Hilton et al., 1983; Reynolds, 1986; Noike et al.,
1985). Cuando se tiene baja concentracién de acetato con buen
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mezclado, las bacterias del tipo de Methanotrix y Methanospirillum
se observan, en tanto en los sitemas con altas concentraciones de
acetatro y menor mezclado se encuentan formas cocoides parecidas a
Méthanosarcina. Existe competencia por sustratos similares como la
que se realiza entre Methanobacterium y Methanospirillum por el
hidrégeno, donde se tiene crecimiento rapido y baja afininidad
contra alta afinidad (Tomei et al., 1985), o con respecto al dcido
propiénico (Heyes y Hall, 1983) Y probablenente muchos otros

sustratos. Esta competencia no sélo determina las especies
microbiales predominantes en el grano, sino también
caracteristicas fisicas tales como tamafo Yy distribucién espacial.

Methanotrix shoehngenii se reporta como la especie dominante de
las metanégeﬁas acetoclasticas en analisis realizados por
Dubourguier et al. (1985) Yy polfing et al. (1985), en lodos
granulares de la industria del almidén. Dubourguier Y
colaboradores (1988) encuentran Methanobrevibacter como especie
dominante de las mnetandgenas . hidrogenofilicas. Archer Yy Powel
(1985) consideran que Methanobrevibacter tiene el principal papel
en las asociaciones sintréficas.

En relacién a la identificacién de los microorganismo que forman
el grano, tomando como criterio de seleccién el tipo de sustrato
existen teécnicas disponibles para establecer cada grupo
fisiolégico de bacterias. El método clasico para evaluar el numero
de bacterias en una muestra, en placas de -agar, contando 1las
colonias después de un periodo de tiempo. La adaptacién de estos
métodos & la anaerobiosis y al crecimiento lento de bacterias da
lugar a las técnicas de tubos de agar rodados y a los métodos dé
agar profundo. Estos nétodos destruyen las interacciones entre las
especies de las muestras y pueden dar grandes distorsiones en el
entendimiento de la estructura de 1la comunidad a causa de 1la
selectividad en los métodos de cultivo. La microflora en general
puede se establecida por tincien de los &cidos nucleicos con
naranja de acridina (Hobbie et al., 1977) o con DAP (Porter Yy
Feig, 1980) teniendo diluciones adecuadas de las muestras Yy
contando la fluorescencia creada por iluminacién de
epifluorescencia. Como el 1lodo granular es un concentrado de
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bacterias, este método da siempre los mismos resultados, por
ejemplo entre 1 X 10**y 4 X 10'* celulas por gsSsV; ademés, no se
puede obtener informacién sobre grupos tréficos especi ficos
(Dubourguier et al., 1988).

Por diluciones en serie e inoculaciones de medios de cultivo que
contengan una fuente de carbono y los nutrientes esenciales, la
estinacién del namero mas probable es posible si se consideran los
altimos tubos subcultivados, bien sean 3, 5 o 10. Obviamente . se
tienen resultados mas precisos en este ultimo némero de
repeticiones por dilucién. Después de 1la incubacién (desde una
semana hasta varios meses, dependiendo del grupo de bacterias que
interesen), el analisis de productos terminales metabdlicos junto
con examinaciones microscopicas dan la concentracién de bacterias
que dégradan una fuente de carbono y la identificacién presuntiva
de las bacterias dominantes (Dubourguier et al., 1988).
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2.3.1.% Actividad de los granos

Smith Yy Mah (1966), observaron que el acetato produce
aproximadamente el 73 % del metano generado en los digestores
anaerobjios. En virtud de que el acetato es el principal precursor
de la produccién de metano, la reaccién acetoclastica ha sido
principalmente estudiada, basandose en los sustratos acetogénicos
que son los acidos grasos volatiles.

Segun Kaspar y Wuhrman (1987), en el proceso de la degradacién de
la materia organica soluble, la degradacién del acetato es la
reaccién limitante. Por lo tanto su cinética de degradacisen vy la
de los acidos grasos volatiles dan informacién sobre 1la tasa
maxima metanogénicas y la carga orginica aplicable que se
puede obtener con un lodo de digestor. Asimismo, proporcionan
datos sobre los pasos limitantes del proceso y se puede apreciar
indirectamente la evolucién de la biomasa.

La capacidad de consumo del sustrato ests relacionada al TRH y a
la carga orginica, asi como también a la biomasa activa y a

lag limitaciones de transferencia de masa en el grano (Hulshoff
Pol et al., 1983).

La "actividad metanogénica especifica " del lodo es la cantidad de
sustrato convertida a metano por unidad de masa de 1lodo, por
unidad de tiempo. Generalmente las unidades son gDQO CHs .q" ssv
lodo . d™*. La maxima actividad maetanogénica especifica es 1la
actividad bajo condiciones ideales como son temperatura, pH,

adecuada concentracién de nutrientes y sustrato, asi como perfecto
contacto sustrato-lodo.

Las actividades metabdlicas especificas pueden ser nmedidas en
experinentos "batch® con sustratos definidos. Con una nezcla de
AGV, el valor se encuentra en el rango de 6.5 - 27 umol CHe/g SSV/
min (Hulshoff Pol et al., 1986). Cuando se prueban los mismos
sustratos en los que fueron cultivados los lodos se tienen 1los
valores miximos de actividades especificas, ya que 1la nicroflora
estd adaptada.

Las bacterias metanogénicas hidrogenofilicas presentan actividades
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especi{ficas de 250 umol CHe/g SSV/min y 1las metanogénicas
acetoclasticas 25 umol CHe/g SSV/min (Dolfing y Bloemen, 1i985),
Las actividades espect{ficas de varios grupos tréficos pueden
clasificarse como azucar> acetato> propionato. Dubourguier (1988)
reporta que la degradacién del propionato durante la metanogénesis
es al parecer el paso limitante en la degradacién de sustratos
solublaes.

En biopeliculas gruesas, el sustrato no alcanza a llegar a zonas
profundas debido a la resistencia a 1la transferencia de nasa
(Dolfing, 1985). Este efecto puede ser de gran significado para la
tasa de reaccién en un reactor. El gradiente de concentracién en
la biopelicula estimado de acuerdo a la 1la. ley de Fick es:

F= -pD.dc/dx

donde F es el flujo del sustrato, o es la porosidadde la
biopelicula, D es el coeficiente de difusién y dec/dx es el
gradlante’de la concentracisen de sustrato en 1la biopelicula. La

ley de Fick predice que un flujo de sustrato a través de una

biopol&culn es acompaNado por un gradiente de concentracién. La

naqnitud del gradiente incrementa cuando aumenta el flujo. E1.

flujo daponde de la actividad especifica y de las dimensiones de
la biopelicula. Debido a la existencia del gradiente, las

vbactOtins dentro de 1la biopelicula estén expuestas a mAs

bajas concentraciones de sustrato en comparacién con las bacterias
de la superficie, de manera que mostraran una baja actividad.
La relacién entre actividad Y concentracién de custrato sigue
generalmente la cinética de Nonod (Dolfing, 1985).

La ecuacisn de Monod predice que la velocidad de una reaccién
cn:llltlca dop.ndo linealmente de la cantidad de sustrato presente

a conconttaclonos alrededor del valor de Knm Y por abajo de

éste. De esta manera, la resistencia a la transferencia va a ser
significativa si la concentracisn del sustrato est4 en los valores
antes seNalados o si el gradiente en la biopeslicula alcansa este
rango. Esto implica que los efectos de resistencia a la
transterencia de masa dependen:
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a) de la concentracién de sustrato,

b) de los valores de Km de las bacterias para el sustrato,
c) del grosor de la biocapa ,

d) de la actividad maxima especi fica de la biocapa.

Este ultimo factor determinan el flujo e influencia el gradiente
de concentracién en la biocapa. (Dolfing, 1988).

Henze Yy Harremtes (1983) predicen que la regsistencia a la
transferencia de masa en biopeliculas metanogénicas no es
significativa cuando el grosor de la capa es menor de 1 mm.
polfing (1985) encuentra que las actividades metanogénicas con
acetato Y ptopionato no estan influenciadas por el tamafio del
grano, pero gue la metanogénesis a partir de Hs-COa mejora cuando
los granos han sido macerados y la presién parcial de Hs esta
abajo de 1 atm. Por otro lado, encuentra que la transferencia de
Hs esta limitada en 1los granos intactos a bajas presiones
pardiales de hidrégeno. En reactores industriales no se detecta
limitaciones de transferencia de masa para AGV; asto se debe
probablendnte a los thnaﬂos relativanente pequeiNos de los granos
(diametro promedio = 2 mm) y su relativamente baja actividad
metanogénica especifica'para el Hs, acetato y propionato. Sin
onhargb la resistencia se observa en granos cultivados con
etanol-propionato gque tienen altas actividades  especificas
metanogénicas (Dolfing, 1985).

Alibhai y Foster (1986) al comparar las actividades metanogénicas
de lodo granular y flocular encuentran gue los lodog granulares
tienen una actividad especifica alta (4 Kg DQO removido . Kg -s
ssv . dia) comparado con los sistemas no granulares (1.8 qu DQO
. xq"ssv . d). No obstante gue el lodo flocular presenta una me or

area superficial y que se esperaria favoreciera el transporte de
nutrientes.

2.3.2 TEORIAS SOBRE LA GRANULACION
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2.3.2.1 Teori{a de De Zeeuw

De acuerdo con De Zeeuw (1988), varias formas de 1lodo granular
pueden observarse en los reactores UASB de.laboratorio, lo cual no
sucede en reactores a escala completa. Al estudiar los tipos de
granos desarrollados durante el arranque de reactores de
laboratorio alimentados con AGV, encuentra 3 tipos de granos, de
acuerdo a sus diferencias macroscépicas:

A: granos esféricos compactos formados principalmente de bacterias
del tipo de Methanothrix soshngenii, los cuales se conocen como
granos-baclilares.

B: "pellets" m4s O menos esféricos que contienen bacterias
filamentosas difusamente entretejidas, adheridas a una
particula fnerte; la bacteria dominante es Methanothrix
soehngenii. A estos granos también se 1les llama granos
filamentosos.

C: Granos esféricos conpactds ~compuestos predoninantementc por
bacterias del tipo de Methanosarcina.

Este autor conlidéra que log tipos de granos estaen relucionados
con el patrén de arranque , el tipo de lodo de siembra y el tiempo
de retencién de 1la biomasa, segun los siguientes criterios:

Granos de tipo A.

En experinentos de tipe batch para conocer 1la cantidad
de biomasa activa en el ractor de acuerdo a la tasa de produccién
de metano, De Zeesuw (1984) encuentra que la actividad espectifica
mixima fusé de 2.85 KXg CH4-DQO /(Kg SSV . d), este valor concuerda
con los datos reportados para cultivos puros de Methanothrix
(Huser, 19681), lo que hace pensar que este tipo de granos contiene
predominantemente organismos como este. De Zeeuw (1984) raporta un
factor de rendimiento de 0.024 g de biomasa-S8V/g CH4-DQO.

De Zesuw propone que los granos de tipo A se forman a traves de

la colonizacisn por Methanothrix de 1las cavidades centrales de
Methanosarcina; ésta ultima es seleccionada en los estados
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iniciales por las altas concentraciones de acetato. Esto ha sido
apoyado por las observaciones de pegueMos granos Jjovenes que
tienen centros compuestos exclusivmente de Methanothrix, con
Methanosarcina en la periferia. El1 crecimiento subsecuente bajo
tales condiciones de arranque, producen granos de tipo
Metanothrix y la pérdida de las capas externas de sarcinas.

Granos de tipo B.

Estos se forman durante el arrangque cuando se lleva a cabo el
lavcdo del lodo flocular ejeréiendose fuerte seleccién sobre las
particulas de mayor densidad las cuales generalmente constan de
ﬁaterial kinerte, Methanothrix puede adherirse a estas
particulas acarreadoras.

Granos de tipo C.

Independientementc de la tendencia de Methanosarcina a agregarse,
cnando se tienen largos tiempos de retencién de biomasa que
tqvor-con ‘el crecimiento de granos de gran tamalo, vy
cuando se tienen concentraciones arriba de 1 Kg DQO/m3 se va a
favorecer el desarrollo de organismos de este tipo ya que bajo
estas condiciones no se tiene practicamente competencia con

‘Methanothrix (70 h). Este tipo de grano no se reconienda debido a

su inolhibilidld dentro del reactor, provocando un mal

funcionaniento as{ como a las limitaciones por sus altos valores
de Ks.

2.3.2.2 Teoria del spaghetti.

Weigant (1988) considera que la granulacién con Methanothrix como
organismo dominante se puede realizar de la siguiente manera:

S8i{ el reactor es operado durante el arranque a bajas
concentraciones de sustrato se favorece el crecimento de
Methanothrix, ya que e¢sta puede estar presente en el material de
siembra (como particulas aun con dismetros de 0.37 mm). Cuando la
concentracién de Methanothrix es 1o suficientemente alta y 1la
concentracién de material inerte es baja, Methanothrix puede
crecer en pequefos granos o adherirse a la materia finamente
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diepersa debido a que dicha bacteria se desplaza alrededor de la
cana de lodos por la turbulencia del gas generado. La seleccién
para los agregados se impone cuando se incrementa la velocidad de
flujo. A una carga organica constante, las particulas precursoras
del grano crecen hacia afuera por el crecinientocoqbinado de
bacterias individuales y por adhesisn a material no bacterial. E1
crecimiento en forma esférica se debe al movimiento moderado
y conetante del biogis. Los granos en crecimiento son de tipo
filanentoso. Bajo el nicroscopio se parecen a un plato de

spaghetti en el cual hay partes entretejidas y partes en
agregados.

Los granos de tipo bacilar, consisten principalmente de filamentos
cortos de Methanothrix; estos se han encontrado en instalaciones
a escala conpleta. Este tipo de grano puede crecer cuando se@
logran tiempos ‘largos de retencisén de lodos durante el arranque.
Al parecer, la formacién de granos de tipo bacilar es el
resultado de un incremento en la densidad, lo cual puede ser

generado por el tiempo que han sido retenido los lodos de
siembra.

2.3.2.3 Teoria de Hulshoff.

Hulshoff Pol (1988) considera que la formacién de 1lodos en 1los
rezctoree UASB ee origina principalmente del crecimiento bncteriaf
ligado a un ndmero 1limitado de ngcleos en crecimiento. Estos
pueden consistir de xmateriales de soporte organicos e inorganicos,
aef como también de agregados bacteriales presentes en el lodo
de siembra. Como las dimeneiones de agregados Y los grosores son
limjitadoe (por ejemplo, dictado por las fuerzas de unién internas
Y el grado de mezclado) en un cierto tiempo, una nueva gensracién
de ndcleos crece (ndcleoe secundarios), los cuales sersn generados
de la unién de peliculas y fragmentos de granos rotos. Estos
nadcleos creceran en tamaNo y eventualmente produciran una
nusva generacién. La primera generacién coneiste de agregados
relativamente voluminosoe, los cuales gradualmente se vuelven
densos, dado que el crecimiento becterial no sélo se limita al
crecimiento externo del grano, eino también a la parte
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interna de los agregados, ya que en este caso:

- la limitacieén de difusién del sustrato es menor gque con
agregados bacteriales densos.

- el sustrato puede penetrar profundamente en 108 agregados ya
que la actividad bacterial volumétrica del grano es baja. La
disminucién de la concentracion del sustrato en el granoc con
respecto a la distancia (radio), est4 relacionada con 1la
densidad de los agregados.

Finalmente Colleran (1988) propone un esquaeama donde sintetiza las
teorf{as propuestas anteriornente por 1los tres autores (de Zeeuw,
Hulsholff- Pol y Weigant) sobre 1los factoras primarios que
gobiernan 1la formacién de granos estables con buena sedimentacién
Fig.2.2 En todos aestos estudios se utilizaron mezclas de 4&cidos
grasos volatiles como sustrato y la formacién de granos fue
interpretada casi exclusivamente en términos del papel que juegan
las bacterias metanogénicas acetoclasticas por ejemplo Methanotrix
y Methanosarcina. El crecimiento de los granos en aguas de desecho
que contienen azucares implica tanbién la participacién de una
variedad de bacterias acidogénicas y acetogénicas, pero la
naturaleza de su relacién y su importancia en el fenémeno de la
granulacién aan no es clara. Dubourguier y colaboradores (1988)
observaron gue los granos peqgueNos, presumiblemente jovenes tan{an
altos relaciones de actividad acidogénica con respecto a la
acetocléstica; as{, los granos grandes probablenente estan
relacionados con las espaecies acidogénicas en las primeras etapas
de la granulacién. Guiot (1988) también reporta cambios conplejos
en las relacionas de las actividades acidogénicas,
propionotréficas y acetoclasticas con incrementos en el tamaNo de
los granos. Los incrementos en tamaNo fueron asociados con grandes
aunentos en las actividades acetoclasticas y propionotréficas,
mientras el incremento en la actividad acidogénica fue
significativamente menor. A este respecto, Guyot et al (1990)
mostraron que el aumento en biomasa de granos alimentados con una
mezcla de acetato y propionato durante 11 meses, era debido al
crecimiento de las bacterias utilizadoras del propionato.
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2.3.2.4 Teoria de Sam-Soon (1987)

Un requerimiento basico para 1la formacién de granos es una
presién parcial de hidrégeno alta, por consiguiente no s&lo el
sustrato debe producir Hs en la fermentacién, sino también 1la
presién parcial de Ha debe llegar a ser alta (mayor de 10°* atm).
En influentes donde los sustratos no producen hidrégeno (como por
ejenplo el acetato), la granulacisn es pobre o puede llegar a
ditonorae si la presién parcial de hidrégeno es baja (por ejemplo
con pfopionatoky l¢pidos), o cuando los sistemas de sintrofia por
si mismos promueven presiones parciales bajas de Ha.

Estos autores consideran que la granulacién en sistemas anaerobios
8¢ debe a la accién de organismos metanogénicos del tipo de
Methanobacterium Strain Az ( M. sStrain AZ). Este organismo
utiliza hidrégeno como unica fuente de energia, puede producir
todos sus aninoacidos excepto cisteina, 1la cual debe ser
suministrada por fuentes externas. Con una deficiencia de cisteina
en un anmbiente de presisn parcial alta de hidrégeno y

., hitrégeno amoniacal disponible, la sintesis protoplasmica esta

limitada, de manera que el exceso de aminodcidos producidos
son excretados como polipéptidos extracelulares. Los aniones
polimericos de varios organismos anaerobios juntos forman 1los
granos, ademis deque probablemente existan otros organismos
metanogénicos que utilizan utilizan hidrégeno de manera similar a
M. Strain AZ y contribuyan a 1la formacién del grano. Esto 1lo
proponen después de haber realizado estudios en reactores UASB
con efluentes del proceso de jugo de manzana Y con glucosa, en
ambos experimentos midieron 1los productos de fermentacién a lo
largo del reactor y observaron la formacisn de 3 zonas:

1) Zona activa baja
En esta zona los &cidos acetico Y propiénico alcanzan su naxima
concentracisén; la concentracien de nitrégeno amoniacal se hace
mintma y la concentracién de nitrégeno organico incrementa al
maximo, el crecimiento de los granos se realiza en esta zona
con un valor de Y de aproximadamente 0.36 mgSSV/mgDQO
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utilizado.

2) Zona activa superior
En donde la concentracion de DQO se reduce a un minimo; 1la
concentraciones de los acidos acético y propiénico decrecen
cerca de cero y la concentracién de nitrégeno amoniacal
permanece casi constante y el nitrégeno organico decrece a un
minimo. Es en esta zona donde se realiza 1la ruptura de los
granoz.

3) Zona inactiva superior
En esta zona no se observan reacciones biocine#ticas excepto en
1oé granos rotos, los fragmentos son depositados en el manto
suspendido de la cama.

En la zona activa baja el incremento en la concentracien de dcido
propiénico 1nd1cu que la tasa de generacién y utilizaciean es tal
que una alta ptesién de hidrégeno es mantenida. Esta zona tetnina
donde la presién parcial de Ha cae de manera que es posible que

las ucetoqenas puodun convertir el 4acido propiénico en acido

acético, hidrégeno y COs. En la zona activa baja no se dan las
condicionos del proceso de fermentacién normal por lo que Sam Soon
Yy colaboradoroa propusieron la teoria explicada en un inicio.

De acuotdo a lo antes expuesto son varias las tecrias propuestas
para explicar el fendémeno de 1a granulacién, dado que si ge
entiende la microbiologia del proceso la aplicacién del sistema
UASB se extenderdA aun nas, ya que, hasta el mnomento existen
ciertas 1limitaciones para su tecnologia como no formarse 1lodo
granular en algunas aguae de desecho o cambiar las propiedades

de este lodo en 1la transicién de una agua de desecho en
otra, o a 1a presencia de sustancias téxicas en el influente.
De tal manera que &8i se logra esto se tendra un mejor control

Y se superaran algunas de las limitaciones lograndose desarrollar
estrategias de control basadas en la microbiologia de 1las
comunidades metanogénicas . Sin embargo esto no resulta facil ya
que se deben considerar todos los grupos bacterianos involucrados
estrechamente. De esta manera, el presente trabajo considera
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parametros operacionales como tiempo de retencién hidradlica vy
carga orgénica, asi como diferentes sus tratos y al efecto del
del sulfato ferroso, para tratar de relacionarlos con la formacién
de granos y las teori{as expuestas. Proponeniendose el siguiente
plan expesrimental:

TABLA 2.1
PLAN EXPERIMENTAL

NUMERO DE REACTOR 1 2 3 4 5 6 7 8
TIEMPO DE RETENCION

HIDRAULICA (h) 6 12 24 12 12 12 12 12
CARGA ORGANICA INICIAL

(g DQO/ g SSV . Q) 1 1 1 0.5 8.0 1 3.2 3.2
SUSTRATO G G G G G A AGV AV

Giglucosa; A: albunina de huevo; AGV: acidos grasos volléil;irr
AGV :4cidos grasos volatiles con FeSOs.

|
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3. MHMATERIAL Y NETODO

3.1 DESCRIPCION DE LOS REACTORES.

El experimento se inicié con el montaje de 7 reactores anaerobios
de lecho de lodos de flujo ascendonte (Uplow Anaerobic Sludge
Blanket, UASB), de alimentacisén continua, construtdos de tubo de
vidrio de un diametro interno de 9.6 cm, con una altura de 36 cnm,
y un volamen ¢til de 2.3 1litros, instalados en un cuarto de
tenperatura controlada a 30 ©c. Se presenta un esquema del
reactor tipo en la Fig. 3.1

En la base del reactor, de forma cénica era alimentado el flujo
ascendente por medio de bombas peristalticas "masterflex". El
medio de alimentacién procedia de una camara fria contigua al
cuarto de temperatura controlada.

En la parte superior del reactor se encontraba un dispositivo que
funcionaba como separador de fases liquida-sédlida~gaseosa. El1 gas
era recuperado en una columna de medicién de gas. Esta columna
contenia una solucién coloreada con rojo de metilo, preparada
con agua corriente acidificada a pH menor de 4 y saturada con MNaCl
(400 g/1), cuya funcién era reducir la solubilidad de los gases
y facilitar la cuantificacién de biogas.

En la parte superior lateral de cada columna de medicién so
localizaba una entrada sellada con un septuin, para 1la toma de
muestras de gas. Las columnas estaban a su vez conectadas en la
parte inferior con un recipiente de plastico, cuyas funciones eran
regular la presién interna del éistemu y recibir 1la solucién
salina de las columnas, conforme esta era desplazada por el
volumen de gas producido.

‘La avacuacién de las aguas tratadas se realizaba a traves de

la parte superior del reactor para dar directamente al drenaje.

3.2 CONDICIONES DE INOCULACION Y OPERACION

Los reactores se alimentaron con agua rer idual sintetica
preparada con agua corriente 2 o 3 veces por semana. Las
condiciones de operacién para cada reactor se detallan en la
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Diémetro : 9.6 cm
Alturs 36.0 cm

Temperatura : 30 °C
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DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL REACTOR
UASB EMPLEADO EN EL ESTUDIO




Compo iclén d

| fracolién miner |

r Iidual int tica
(Adaptado de Boone, 1084 y de Kennedy y Droste, 1985)

grm———

Conosntracién final [Concentracisn en| _sol. stook
COMPUESTO on ol medio d: solucién stook | medio final OBSERVACIONES
(mg/s) (g/8) (ms/s)
NasHCO 4 €00.00 ©0.000 10
MgCL oHP 100.00 100.000 Su preparacién se
hace sepasadamen-

aCl; M , 000
crcl WP 200.00 200. te.para evitar pre-
InCly 1.00 1.000 1 clpitaciones.
CoCl; OHO 1.00 1.000
MnCh; 4 p 1.00 1.000
golucién UASB
NHCS 680.00 66.000 e preparan on una
m )80 280.00 misma solucién

42204 . 25.000 ) N

KOy 130.00 13.000
oLro, 100.00 10.000 10
P, lgMayg 4P 10.00 1.000
cucs 0.08 0.008
AKeQ -1 0.10 0.001
NiOS- 0.20 0.002

¢ Elagus de diuciin, o8 sgus ria ia lave.
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Condiciones de alimentacién y oper cién

Tabla 3.3

- de los re cicres

’n‘;;;t;-* SUSTRATO TRH c.0 DQO alim.
N° (g/1) (h) | (gDQO/gSS8V.d)| (mg/2)
1 Gilucosa lo.es e 1.0 eso
2 Glucosa 168 | 12 1.0 1,717
- 8 QGlucosa 3.30 24 1.0 3,435
“ Giucosa joea | 12 0.5 es9
] Giucosa ls.2e | 12 5.0 8,587
(] ADUMINa de huevo |1.47 12 1.0 1,717
7 Acetato ** ' rs.oo
A. propiénico 1.00*| 12 3.2 5.650
A. butirico 1.00*
8 Acetlato ** |5.00
A. propiénico 1.00* | 12 3.2 6.650
A. butirico 1.00*
Fe 80, 7HPO [o-s0
* me/e
lo trihidratada.

** Como sal de




Tabla 3.1. Por otra parte la composicién mineral del medio se
encuentra en la Tabla 3.2 ,

Los reactores fueron inoculados con 660 ml de 1lodos activados
adaptados a anaerobiosis, procedentes de la planta de tratamiento
de aguas residuales de la UNAM. Estos lodos fueron llevados a un
volumen total dentro de los reactores de 3 1litros con agua del
efluente del reactor UASB de la UAM-Iztapalapa; este tipo de
agua sra la miés indicada por estar libre de ox{geno.

Se hizé un estudio preliminar para caracterfzar el insculo,
obteniendose los siguientes valores:

TABLA 3.3
CARACTERIZA C ION DEL INOCULO

SST: 15.5 g/1

§8V: 10.3 g/l

IVL: 86.8 nl/g

BMA: 8 X 10° bacterias/gssv
BMH: 8 X 10*°® bacterias/gssv
OP: 9 X 10° bacterias/gssv |

S§ST: Sélidos Suspendidos Totales; SSV: Sélidos Suspendidos
Volatiles; IVL: Indice YVolumétrico de Lodos; BMA: Bacterias
Hetanoqtnicgs Acetoclasticas:; BMH: Bacterias NMetanogeénicas
Hidrogenofilicas; OP: Bacterias OHPA utilizadoras de Propionato,

3.3 PARAMETROS DE CONTROL

3.3.1 A nivel de entrada y salida.
Los pardmetros seleccionados para efectuar 1la operacién de 1los .
reactores se eligieron tomando en cuenta su importancia en el
control de este tipo de procesos y su utilidad al momento de
analigar los sistenas. Los analisis se efectuaron a nivel de
entrada y salida de cada reactor durante el proceso de operacién,
la Tabla 3.4 enlista los parametros registrados, 1la frecuencia
Yy el método utilizado.
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PARAMETRO

Potencial hidrégenc
Alcalinidad

" Demanda Quimica de Oxig
S4lidos Totales
Sélidos Totales Fijos
S&lidos Totales Volatil

Salidos Suspendidos Fij
Ss4dlidos Susp. Volatiles
Acidos Grasos Volstiles
Produccién de'gas
Metano en el gas

Sélidos Suspendidos Totales

TABLA 3.4
PARAMETROS REGISTRADOS EN Eﬁ INFLUENTE Y EFLUENTE
FRECUENCIA METODO
(veces por semana)

3 (I/E/L) -
3 (I/E) M. Stéandar

eno 2 (I/E)
2 (B) "
2 (B) "

as 2 (E) "
2 (B) "

os 2 (E) "
2 (E) "
1 (E) Cromatografia
2 (B) Desplazamiento vol.
1 (G) Cronmatogratia

I: Influente; E: Efluente; G: Gas; L: Lodos.

3.3.2 A nivel de lodos.

Las pruebas andliticas par
grupos:

MICROBIOLOGICAS: a)

- BIOQUIMICAS: a)

- FISICOQUIMICAS a)

Se efectuarcon 5 muestreos

a los lodos se pueden dividir en tres

Namero Mas Probable
Actividades Metabdlicas

Azdcares Totales
Protei nas

Indice Volumétrico de Lodos
S4lidos Suspendidos Totales y Volatiles
Granulometria.

cada 45 dias, de acuerdo al diagrama de

la Fig. 3.2. Como se podrs obser var, se tomaba una muestra de 45

ml de la cana de lodos de

cada reactor . Esta se subdividia en 2
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partes; la primera de ellas se destinaba para la determinacién del
nimerc mas probable (NMP) y para las pruebas bilogquimicas, 1la
segunda para las pruebas tisicoqui micas Yy actividadea
metanogénicas. Los lodos de la primera fraccién se maceraban con
un potter (macerador manual de tejidos), dentro de la camara
anaerobia (marca Coy Laboratory Products Inc, con una atmésfera
de 90-93% de Na y 5-10% de Ha).

3.3.2.1 Numero mas probable (NMP)

El NMP pernitié conocer cuantitativamente las concentraciones de
bacterias en los lodos por grupos de bacterias acetoclasticas,
hidrogenofilicas y las consumidoras de propionato y butirato
Se utilizaron las técnicas de Hungate (1969) y Balch et al.(1976),
para la preparacién de los medios de cultivo, la transferencia de
sustvatos y las inoculaciones.

La cuantificacien de bacterias se realizé usando la tecnica del
ndmerc mas probhable (NNP), con cinco tubos, detectandose el
metano producido (Garcia et al., 1982). Los medios de Balch et al
(1979) fueron utilizados para el cultivo de las bacterias
metanogénicas. Para las bacterias OHPA (obligate
producing acetogenic bacteria) (Mc Inerney y Bryant, 198l1) se
emplearon los mismos medios, excepto que 1los sulfatos fueron

cambiados por cloruros. El rango de dilusicnes utilizado fue el
siguiente:

Bac. Netanogénicas Acetoclésticas (107* a 107*%9)

Bac. Metanogénicas Hidrogenofilicas (10~ % a 107*)

3

Bac. OHPA que utilizan el propionato (10 - a 10"

)
Bac. OHPA que utilizan el butirato (10" a 10")
El tienpo de incubacién fué de 3 semanas a un mes, después del
cual se tomaron las muestras de gas de los tubos ¥y se analizaban

con un cromatégrafo de gases equipado con un detector de
ionisacién de flama (FID) para determinar la presencia de metano.
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3.3.2.2 Pruebas Bioqu micas

Las pruebas bloquinicas se realizaron siete dias después,
descongelando la ruestra paulatinamente. Los lodos descongelados
eran homogenizados por medio de un vértex, y se tomaba 1 ml de
lodos en un tubo eppendorf y centrifugaba a 13 %00 rpm, durante
20 wminutos, haciedose 2 lavados con agua destilada. Los lodos
lavados se diluian 1/100 con agua destilada, vy se realizaban las
pruebas correspondientes.

El nétodo colorimétrico para la determinacién de azdacares totales

fué el propuesto por Dubois (1956) usando glucosa como estandar,
realizandose por triplicado.

Las proteinas se determinaron mediante le nétodo de Lowry (1951) y
en ocasiones por el método del colorante azul de Coonassle

(Bradford, 1976), por duplicado usando seroalbimina bovina como
estdndar.

3.3.2.3 Actividades Matanogénicas

Como primer paso sa dejs la wuestra (8 ml de lodos) sin alimentar
durante 24 horas con el propésito de que las  Dbacterias
terninaran de consumir los sustratos residuales. En este lapso, la
muestra permanecié dentro de la camara anaercbia bajo vacio, de
manera gque los qnsci producidos pudieran sscapar mas facilmente.

A 4 nl de estos lodos se les agregé posteriormente 16 ml de
medio de cultivo anaercbios sin sustrato (Anexo 1 ) en frascos
de 40 ml (de tipo antibiético) y fueron cerrados con un tapsén
grueso de hule. Se utilizaron muestras por duplicado.

Al tiempo cero se agregé una cantidad determinada de sustrato
(acetato, propionato + butirato) a concentracién de 10 mM para
cada uno; a esta concentracién los sistemas microbianos estan en
saturacién (Guyot, 1988). Después de cada 30 minutos se tomaron
muestras del sobrenadante. El tiempo en el que se siguis el
experimento fué de 6 horas, establecido de acuerdo a otras
investigaciones (Guyot, 1989, 1990). Dada 1la gran cantidad de
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nuestras obtenidas con los 7 reactores, eatas fueron acidificadas,
congeladas y almacenadas para su posterior procesamiento.

Los AGV se analizaron por cromatografia de gases con detector de
ionizaciéan de flama (FID) utilizando una columna de acero
inoxidable 1/2" y 3 m de longuitud empacada con Porapak QS.
Se utilizé nitrégeno como gas acarreador. Las condiciones de
operacién fueron las siguientes:

Tenperatura del detector 230
Temperatura del inyector 210
Tenperatura de la colunmna 200
Atesnuador . 5
Volumen de muestra inyectada 2 ul.

3.3.2.4 Pruebas Fisicoquinmicas

La medicién de los sédlidos suspendidos totales (SST), sdélidos
suspendidos volatiles (SSV) fueron determinados por duplicado de
acuerdo a los métodos estandar (APHA, 1980Q).

La técnica del indice volumetrico de lodos (IVL) fue modificada
utilizande 20 ml de lodos concentrados y llevados a 60 ml con agua
destilada; la mezcla se homogenizé y se dejé decantar durante 30
minutos , en una probeta de 100 ml, la prueba se determiné por
duplicado. El IVL se deternind nediante la férmula siguiente:

v volumen ocupado por los lodos despuds de 30’ (ml)
IVL =

contenido de s4lidos suspendidos en la probeta (g)

Para el estudio de la distribucién del tamaio de las particulas
se aplicé la técnica seguida por Mahoney et al.(1987). Se medié
el dismetro de 100 granos por nuestra, con la ayuda de un
microscopio binocular (American Optical modelo 1138), el cual
contenia un ocular graduado en micras (Whipple). Los valores
fueron tratados estadisticamente y se presentan el las tablas vy
graficas correspondientes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 REACTORES ALIMENTADOS CON GLUCOSA

4.1.1 Influencia del TRH

La Tabla 4.1.1 muestra la caracterizaciéﬁ fisicoquimica del
inéculo y de diferentes muestreos de lodos en 1lcs 3 primeros
reactores, comparsandose el contenido de sélidos suspendidos
volatiles (SSV), la moda y el diametro promedio del grano ast
como el indicd volumétrico de lodos (IVL). De acuerdo al plan de
tfabgjo»kqstablecido anteriormente, 1los 3 reactores fueron
dlinontadoq‘con el mismo sustrato (glucosa), a la misma carga
organica (1 Kg DQO/Kg SSV .d) pero a diferentes tiempos de

:rotcncién hidr&ullca (TRH).

4.1.1.1 Indice volumétrico y produccién de biomasa.

De manera general, en la Fig. 4.1.1 se aprecia que en todos los

‘rnaetorou da hlinuyo el valor del 1IVL conforme transcurre el:

tionpo, en el prinor de allos, el valor varié de 81.3 a 22. o ml/g,

en el -oqundo de 62.2 a '28.9 nl/g Y en el tercero de 80.8 a 30.8
nl/g.

Dado que se parte del mismo inéculo, las caracteristicas son en un
inicio las mismas en todos los reactores. Posteriormente las 3
curvas de IVL siguen @1 mismo tipo de evolucién, para alcanzar
valores similares al dia 180. Cabs sefalar que el reactor 3

presenta una cinética de evolucién del IVL mas lenta que los otros
2 reactores.

Este comportaniento coincide con los tiempos de arranque
(considerado como el tiempo requerido para alcanzar la fase
estable de operacién) para cada reactor (Tabla 4.1.2): (i) el
reactor con 12 h de TRH (Reactor 2) fué el que tuvo un arranque

35



Sy b—

mas rapido (75 dlas), paralalamente en 1 empezd a seleccionarse
un lodo con buena nadimentacién; (11) el reactor con 6 h de TRH
(Reactor 1) requiriy do 8% dias para arrancar y se nota en la
Fig. 4.1.1 que la mayor varlaclén del IVL se tuvo en este tiempo.
(1ii1) Por dltimo, ol tiempo de arranque para el Reactor 3 (145
dias, TRH 24 h) fue el mAs largo, cda la misma manera se nota en
la Fig. 4.1.1 gue los lodos (e oste reactor evolucionaron mis
lentamente y tardaron un tiompo de 180 dias, para lograr sus
valores minimos de IVL,

De acuerdo con Hulshoff Pol w«ut al (1988) Yy Stronach et al
(1986), los parametros operacionalus durante el arranque que vah a
influir en la saleccian del tipo de lodo dentro del reactor son
la carga orgénica y la velocidad amcencional del fluido. EIl
efecto de esta ultima se ve aumentado por la produccién de gas,
dependiente de la carga orgénica; asi, al sumarse la velocidad
ascencional del influente con 1la del gas producido, se va a
ocasionar el lavado de lodos floculares y la seleccisn de 1lodos
con buena seaedimentacian. cConsiderando lo anterior, en este
experimanto, donde se mantuvo constante la carga organica, las
diferencias que se alcanzan en los valores finales del IVL y en la
cinéticas (Tabla 4.1.2) se puaden atribuir al TRH aplicado en
cadaAcyaso, es decir a la velocidad ascencional (R« TRH= 6 h, vel.
asc. 0.05 m/h; Re TRH= 12 h, vel. asc, 0.02 m/hy Rs TRH= 24 h,
vel. asc. 0.01 m/h), sin ser muy notoria la variacién de los
valores cuando 1los reactores alcanzan su equilibrio. 8Se puede
observar que se obtuvieron mas rapido lodos aon un huen
IVL en los reactores de 6 y 12 h de TRH (Tabla 4.1.2) y que la
diferencia es notable, con respecto de la rapides de su evolucien,
en al reactor de 24 h de TRH. Asi, se confirma la {nfluencia de
la velocidad ascencional sobre la formacién de lodos, pero ademis
se manifiesta un efecto claro sobre la rapides de obtencién de
lodos con buenas caracteristicas de sedimentacién. 8in emharqgo,
esta rapidez no se incrementd4d sensiblemente al pasar de 0.02 n/h
(Re) a 0.05 m/h (Rse). Cabe también insistir sobre la relacién
que s8e observé entre el tiempo de arranque y la cinética de
formacién de estos lodos: al lograr una avolucisén mas rapida,
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TABLA 414 CARACTERISITICAS FISICAS DE LOS LODOS.

28 (horas)
v as¢ {w/h)

Tieapo
(0 dies)

Pxiner
Msestreo
(45 dias)

(%0 dlas)

Nestreo
(135 dlas)

Meastreo
(100 dles

(225 dims)

EES gss ggs

g§s 83

§s

(s/g)
(4
(m)
(al/g)
1))
(m)
(nl/q)
()
{m)
(al/q)
(1)
(m)
(sl/q)
(1)
()

(sl/g)
)
(m)

Inoculo

$6.8
“no
0.40 8:0.20

Reactor )

6
0.05

0.
€%.0
0- “ lvO.Z‘

30.5
62.0
0059 "0026

28.6
74.0
0.675.0.28

2.0 ”00‘5

Reactor 2

12
0.02

66.2
75.0
00“ .‘o.m

Lo

2.3
66.0
o.“ "o. ‘o

n.3
.0
0175 ‘|0-3°

.17
.0
1.3 8:0.3

2.9
76.0
1.7 $:0.50

Reactor 3
r{]
0.01

80.4
6.0
0.45 9:0.19

9.9
72.0
o.‘s .'0"0

37.1
n.0
0.68 8:0.26

7.5
.o
1-3 Sro.w

30.3
8.0
1.5 850.32




IUOLUCION DEL INDICE VOLUMETRICO DE LODOS (IVL)
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A Reactor 1
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F'Ig -4,1.,1 E\joluciﬁn}'del fndice volumétrico
de lodos en los reactores 1, 2'y 3.
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se obtiene un tiempo de arranque mas bajo, sin olvidar que
esto depende también del tiempo necesario para que se establezcan
buenas actividades microbianas.

En resumen, se puede recomendar un arranque de un reactor UASB
alimentado con glucosa, en el rango de carga organica utilizado
en aste experimento. Los valores de velocidad ascencional
aplicados fueron relativamente bajos. Para realmente identificar
el efecto de este pardmetro sobre 1la formacién de lodos
granulares convendria, iﬁvestigar el efecto de diferentes
velocidades ascencionales para un mismo TRH, lo que se lograria
con diferentes geometrias del reactor.

Para conocer cualitativamente la evolucién de la biomasa dentro de
la cama de lodos de los 3 reactores se determinsd 1la fraccién
(en &) de‘sélidos suépendidos volatiles en 1los SST. Como se
observa en la Tabla 4.1.1 en general esta se incrementé a lo largo
del estudio pasando en el reactor #1 de 66 a 71%, en el reactor
reactor #2 entre 66 y 78%, y en el caso del reactor #3 de 66 a
66%“En la fig 4.1. 2 se observa 'que es hasta el dia 180 cuando
enpieza a haber diferencias mas marcadas entre los lodos de los 3
reactores. Al final del experimento el ¥ mas alto de SSV se obtuvo
en el reactor de 24 h de TRH. Este porcentaje es menor conforme
disninuye el TRH, lo que se relaciona aparentemente con la
observacién hecha- con 1los valores de 1IVL. Segun parece, al
disminuir el TRH ‘se obtuvieron lodos con el mas bajo contenido de
SSV, ¥y mis bajo - IVL. Por otra parte, hay que recordar que las
muestras de SSV en este experimehto procedian de la parte baja
de la cama de lodos de los reactores. Al comparar los
porcentajes encontrados al final del experimento con muestras
homogenizadas de 1a totalidad de los lodos de 1los reactores se
obtienen los siguientes valores de la Tabla 4.1.3.
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TABLA 4.1.3
PORCENTAJES DE SSV EN 2 MUESTRAS DIFERENTES DE LODQOS
SsSV (parte baja de la cama) 8SV (del homogenizado)
% E 3
Reactor
1 71 78
2 78 77
3 86 84

Como se puede observar, las diferencias encontradas entre los dos
tipos de muestras son minimas para el reactor 2 y 3. No asi{ para
el reactor 1, cuya diferencia podria deberse a una mayor
acunulacién de minerales en la parte baja de aste reactor a causa
de una mayor entrada de minerales. Esto se debe a que al aumentar
el caudal (8 1/d, 6 h TRH), no se modificd 1la concentracién
en sales ninerales del agua sintética, 1lo gue provocsd el
incremento en la carga mineral diaria. Por otra parte, analizando
el contenido de biomasa al inicio del experimento y al final se
tienen 1los datos de la Tabla 4.1.4

TABLA 4.1.4
COMPARACION ENTRE LA BIOMASA TOTAL (SSV Total) EN LOS
REACTORES. Cantidad total de inéculo al tiempo cero

6.87 g.
Reactor TRH biomasa Incremento biomasa
(h) final
(g) (%)
6 49 613
12 15 118
24 10 45
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Comv se puede observar, el orden de la mayor produccién de lodos
es inverso al aumento del TRH. De acuerdo con esto, podria
pensarse que a TRH bajos se favorecié la produccién de lodos. Sin
embargo, de alguna manera el mayor contenido de minerales,
principalmente de nitrégeno, pudo favorecer el crecimiento celular
en el reactor 1, ya que este elemento se encontraba en exceso, de
acuerdo con la relacién DQO:N (Rs de 100:26, Ra de 100:13, Rs de
100:7) Siendo la relacién comunmente aplicada de 100:2.

La Tabla 4.1.5 muestra los coeficientes de rendimiento de
biomasa Y para cada reactor, as{ como la relacién DQO:N
alimentadas..

TABLA 4.1.5
COMPARACION ENTRE LA RELACION DQO:N Y EL RENDIMIENTO DE
BIOMASA (Y).

Reactor TRH Relacién Y
(h) DQO:N Kg_SSV_
Kg DQO rem
1 6 100: 26 0.28
2 12 100:13 0.14
3 24 100:7 0.17

Nuevamente se encuentra que los valores mis altos corresponden al
reactor 1 en tanto el reactor 2 y 3 tienen valores cercanos
entre ellos, sin tener correspondencia directa con la
concentracisén de nitrégeno suministrado. Dado gque el calculo de
estos valores fue hecho de manera indirecta (Lara, 1990) se
podria pensar en posibles errores con respecto a ias Y
encontradas; de cualquier manera, es clara la diferencia
presentada en el reactor 1.

En un estudio realizado por Sam-Soon y colaboradores (1988) en un
reactor UASB alimentado con glucosa, se realizé un seguimiemto
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de los productos de fermentacivn a lo largo del reactor. ©Se
encontré que\existe una separacién de fases debida al flujo
ascendente, con una regién de presidn parcial alta de hidrdgeno en
la parte baja del reactor, a la cual denominan zona activa baja.
en esta zona, los &cidos acético y propiénico alcanzan sus
concentraciones maximas, a la vez que las concentraciones de
amonio libre y en sales (N~NH+') se reducen a un minimo y 1la
concentracién de nitrégeno organico soluble se incrementa al
maximo. Estas dondiciones permiten a los autores plantear que en
esta zona se encuentran organismos del tipo de Methanobacterium
Strain AZ, la cual utiliza hidrégeno como unica fuente de energia.
Este organismo puede producir todos sus aminodcidos, para slntesis
celular excepto cistefna. (zhender y Whurmann, 1977 citado por
sam-Soon et al., 1988). Debido a la presién parcial alta de
hidrégeno, M. Strain AZ es inducida a producir aminoécidos a una
alta tasa, pero su crecimiento esta limitado por la’disponibilidad
de cisteina de fuentes exterhas, bien sea a partir de la muerte de
organismos o suplaﬁento en la alimentacién. De esta manera, la
produccisén excesiva de aminoscidos induce al organismo a formar
grandes cadenas de polipéptidos extracelulares, basandose en el
hecho de que en cultivos puros este organismo acumula aminoAcidos
en el medio (Zhender y Wurhmann, 1977 citado por Sam-Soon et al.,
1988).

considerando lo anterior, podriamnos pensar que en nuestro
experimento se pudieron encontrar organismos de este tipo, ya que
s§ logré finalmente una produccién mayot de biomasa con respecto a
la mayor concentracidn de nitrégeno alimentado en cada reactor.
Sin embargo, se observa que en el reactor 1 kla biomasa aumento
mucho mas que en relacién a los otros reactores; esto podria ser
consecuencia de haber alcanzado la concentracién de nitrégeno a la
cual se dispararia el mecanismo para una produccién excesiva de
exopolimeros de polipéptidos hecho que no se 'presentaria tan
claramente con las otras concentraciones de nitrégeno.

Tratando de relacionar las Y con las reportadas por Sam-Soon et
al., (1988), estos autores encuentran una Y de 0.36 mg SSV/mg
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DQOrem en la zona de presién parcial alta de hidrégeno en el
reactor, este valor es mayor a su vez a la reportada por
Brummeler, Hulshoff Pol, Dolfing, Lettinga y Zehnder, 1985 (citado

por Sam-Soon et al., 1988) en sistemas anaerobios alimentados con

carbohidratog (0.03 mg SSV/mg DQO removida).

En nuestro caso, las Y encontradas son mayores también a 1las
reportadas por Brumeler et al., 1985, pero menores a las de
Sam-Socon et al., 1988 (en un 22% para el reactor ).

AAparentbhente, nuestros resultados parecen apoyar la hipatesis de

‘Sam-Soon et al. (1988).

Por otro lado, cuando se comparan 108 numeros mas probables
presentes en el 001¢nen total del reactor (NMPT) en el inséculo
y al término del experimento se 1llega a la Tabla 4.1.6 donde Be.
incluyen 1los valores de Y. |
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Tabla 4.1.6
COMPARACION ENTRE LOS VALORES DE Y y NMPT

REACTOR TRH Y NMPT (bacterias/reactor)
Kg msv (HMP X gSsV)
kg DQO rem |
Inoculo Bac.A 5.5 X 109 ’
Bac.H J.4 X 10’ |
Bac.Op 6.2 X 10 %
1 6 0.28 Bac.A 1.5 X 10*
Bac. H 2.4 X 10**
Bac. Op 2.4 X 10**
Bac. Ob 3.4 X 10**
[$ 8 '
2 12 0.14 Bac. A 8.4 X 10
Bac. H 1.2 X 10**
Bac. Op 1.1 X 10*
Bac. Ob 1.1 X 10**
3 24 0.17 Bac. A 2.6 X 10**
Bac. H 4.9 X 10"
Bac. Op 6.9 X 10*
Bac. Ob 2.0 X 10*

La Tabla anterior permite determinar cualitativamente que el
increnento en la Y del reactor 1 no se debié a un aumento en la
sintesis de bacterias metanogénicas y OHPA; si asi{ fuera, el NNMNPT
en este reactor hubiera sido significativamente mayor al de 1los
reactores 2 y 3, hecho que no se observa. Por lo tanto, el alto
rendimiento en biomasa del reactor 1 puede ati.ibuirse a otros
factores: i) incremento en la tasa de rehdimiento de las bacterias
fernentativas acidogénicas (grupo bacteriano no cuantificado en
este estudio), ii) sintesis de polipéptidos dada la alta
disponibilidad de nitrégeno amoniacal y ausencia de cisteina, de
acuerdo con la hipétesis de Sam-Soon et al. (1988), o iii) ambos
fendmenos.
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Zvoluoion de 1a moda a 1o largo del tiempo
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Fig. 4.1.3 Evolucidén de lg moda en el difmetro de los
lodos ree-tores 1, 2 y’3.
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En lo que se refiere al tamafo de grano alcanzado en los
reactores, si se considera la evolucién de la moda a lo largo del
tiempo se encuentra que el reactor 2 y 3 aumentan de diametro
a partir de los 45 dias, en tanto el reactor 1 mantiene constante
su diametro (0.4 mm) hasta los 135 dias después del cual se
tiene un incremento subito (1.6 mm) para mantenerse constante
nuevamente a partir del dia 180 hasta el final del estudio. El
comportamiento de los reactores 2 y 3 es muy semejante durante
todo el experimento, alcanzando los lodos del reactor 2 un
diametro de 1.3 mm y 1los del reactor 3 de 1.2mm (Fig 4.1.3).
Sl se considera el diametro promedio (Fig.4.1.4) de los granos
se encuentra también un incremento marcado a los 135 dias en 1los
3 reactores, pero al finalizar el experimento los diAmetros
promedio alcanzados son mayores Re 2.0 mm s = 0.4; R 1.7 nm, s =
0.5; R 1.5 mm s = 0.3 Tabla 4.1.1.

Dado que a partir del difa 135 es cuando se tiene un claro
crecimiento en el diametro de los granos en 1los tres reactores
(4.1.4) se aplicd un analisis de varianza en el que se encontré un
valor de F = 0.0239, por lo cual a un nivel de 0.5 de
probabilidad se tienen diferencias significativas unicamente
entre los reactores 1 Yy 2, lo0 cual demuestra que sometidos a
diferentes tiempos de retencién (6 hrs y 12 hrs) si influyen en
el tanaMo de grano en esta etapa del experimento no obstante no
se presentan diferencias significativas entre 1los diametros
alcanzados en 1los reactores 1 y 3 a dia 135. Al aplicar esta
misma prueba de SNK (STUDENT NEWMAN KUELS) al finalizar el
experimento (dfa 225) se encontraron diferencias significativas
entre los tres reactores con respecto al tamalo de grano. De
esta manera se observa que 1los resultados encontrados hasta
el tercer muestreo sean probablemente debidas a 1los tiempos de
arranque (Tabla 4.1.2).

Se ha visto gque 1la formacién de granos Be favorece en

reactores alimentados con carbohidratos, 1los valores de los
diametros encontrados por Harada et al (1988), fueron de 0.5 a

43




3 1

.

Tobla A\ Qelocidad de Foraacion de los Lades

Reactor TRH  Tieapo de Avranque  Tiespo de Estadilizacion  Pendiente do) IVL

M) (dias) de los lodos (dias) entre Jos dias 4SSy %0
| () 83 % -1.12
2 P I L %" -0.73
3 u 145 180 -0.60
-
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4.0 mm, con un valor promedio de 1.2 mm. Lo que se relaciona con
los resultados encontrados en nuestro estudio, sin embargo segun
este mismo se da a conocer que la fuerza 1ligada a 1la velocidad
ascencional juega un papel sobre la seleccidn de 1la biomasa por
efectos de lavado pero no sobre el didmetro de los granos.

Por otro lado podemos notar que las formas de las curvas de la
Fig. 4.1.4 B8Be parecen a aguellas del crecimiento bacterial,
relacionando el incremento en el diametros de 1los granos con
el crecimiento bacterial, ast como a la produccisén de
exopolimeros de polipeptidos (Sam Soon et al., 1988). En esta
misma Fig. 4.1.4 se muestra también como el reactor 1 (6h TRH)
presenta el mayor disametro (1.6 mm) después de 180 dias de
operacién, y considerando que se mantuvo 1la misma carga
organica en los 3 reactores, se puede pensar gue con bajos
TRH hay una mejor distribucién del efluente combinado con una
mejor difusibilidad del sustrato dentro del 1lodo granular, sin
olvidar tomar en cuenta gque se tuvieron diferencias también en las
concentraciones de nitrégeno y que ya ha sido ampliamente
comentado anteriormente.

Asimismo, al comparar las graficas de la Fig. 4.1.4 con las de

la Fig. 4.1.1 podemos observar dos fases principales an el
fendmeno de granulacién.

Fase 1. (0 a 135 di as)

En esta fase se nota un decremento muy notable del 1IVL de 1los

lodos, mientras que el diaAmetro promedio de 1los granos aumenta
lentamente.

En un inicié por tratarse de lodo flocular se encuentran estos con
caracteristicas pobres de sedimentacién. Durante esta fase, los
microorganismos tienen la oportunidad de colonizar 1los espacios
vacios dentro de 1la estructura de 1los 1lodos aumentando su
densidad e incrementando ligeramente su tamaNo. De la misma manera
los esfuerzos cortantes generados por el flujo ascendente del
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liquido y el gas producido provocan erosiédn en las capas externas
de los lodos, tavorecliendo su compactaciaén.

Fase 2 (135 a 225 di as)

En esta etapa se observa en forma indirecta que' la gravedad
especi fica de los granos no varia notablemente, ya que el IVL
parece estabilizado (Fig. 4.1.1). En este tiémpo, los espacios ya
han sido llenados y la biomasa bacterial crece hacia la superficie
de los granos, lo cual trae como resultado el incremento en su
dismetro, el cual se distribuye tal como 1lo hemos comentado
antefiornente (R= reactor). ¢ lodos R« > ¢ lodos Rs > ¢ lodos Ra Yy
del IVL final siga este orden: IVL lodos Ru< IVL lodos Ra2< IVL
lodos Rs. Por otra parte el mAs corto TRH y el mayor contenido de
nitrégeno en la alimentacién fueron determinantes para producir
un aumento marcado en el diametro de los granos del Rs. Asimismo,
se presenta una cierta concordancia entre los coeficientes de
rendimiento (Y) y el tamaXo de grano alcanzado por cada uno de
los reactores (Tabla 4.1.5 y Tabla 4.1. 1). Finalmente se observa
una tendencia hacia la estabilizacién de disametro. Es claro que

la disminuc16n del IVL no se relaciona directamente con la
,evolucién del- tanaﬂo de grano.
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4.1.1.2 EVOLUCION DE LAS POBLACIONES MICROBIANAS (Reactores 1,2
y 3)

En la Tabla 4.1.7, se presentan 1los nameros de bacterias por
gramo de sdlidos suspendidos volatiles encontrados para 1los 3
reactores durante el experimento.

El contenido de bacterias metanogénicas acetoclasticas en el
insculo fué 8 X 10° bacterias/g SSVy 5.0 X 10'® bacterias/ gSsv
para las hidrogenof{licas, as{ también se encontraron 9 X 10®
bacterias/ gSSV para las bacterias consumidoras de propionato.

Al final del experimento se observa gue hay un aumento de en el
namero de bacterias acetoclasticas metanogénicas en los 3
reactores, ya que los valores encontrados fueron 3 X 10% 5.6
X 10*°y 2.6 X 10® células/g SSV para los reactores 1, 2 y 3
respectivamente.

En la Fig. 4.1.5 se observa como inicialmente se presento
una disminucién de bacterias acetoclésticas metanogénicas, paru
luego incrementarse a partir del dfa 90 y alcanzar sus valores
maximos alrededor del dia 180, con los siguientes valores en los
reactores 1,2,3 respectivamente: 1 x 10**, 2 x i0*®, 1 x 10
bacterias/ gSSV. Por su lado, las bacterias hidrogenoff licas (Fig.
4.1.6) se mantuvieron en el mismo rango del indculo al final
del estudio (5 X 10'°). En forma paralela cuando las
bacterias acetoclasticas 1llegan a tener sus valores mis altos,
tanbién lo alcanzan las bacterias hidrogenofilicas (dias 135-180),
encontrandose (bacterias/g SSV) 5 X 10 ** en el reactor 1, 7 X
10'* para el reactor 2 y finalmente 1 X 10°® en el reactor 1.

La poblacién de bacterias que utilizan el propionato se
increments al final del estudio en los 3 reactores, encontrandose
5 X 10® en el reactor 1, 2 X 10°®en el reactor 2 y 7 X 10'°
células/g SSV en el reactor numero 3. (Tabla 4.1.7). Unicamente
se valoré el contenido de bacterias que degradan el butirato al
final del estudio, encontrandose: 7 X 10°>, 2 x 10 y 2 x 10'®
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células/g 8SV para el reactor 1, 2 Yy 3 respectivanmentes.

EFl método del NMP da una revisién de los diversos grupos
traficos y proporciona una identificacién presuntiva de los
grupos de bacterias presentes en el lodo granular (Dubourguier et

al., 1988; Guyot, 1988). Por otro lado Novaes (1986), menciona que -

los resultados obteridos nediante este método deban ser
interpratados cuidadosamente consideranto las caracteristicas vy
las condiciones bajo 1las cuales se trabaja, ya que pueden
influenciar el namero y el tipo de bacterias encontradas.

En los reactores alimentados con glucosa, por ser este un
sustrato facilmente degradable, la etapa limitante en el
proceso de digestisén anaerobia no va a ser la fermentacién sino la
metanogénesis, es por esta razén que la cuantificacien de
bacterias se realizé en este estudio principalmente para las

bacterias acetoclasticas @ hidrogenofilicas.

Como sSe observa en la Fig 4.1.5, la cantidad de bacterias
acetoclasticas en un inicio disminuye en relacién a las
encontradas en el inéculo, lo cual podria ser un reflejo de- la
sensibilidad de é#stas a las condiciones ambientales encontradas
durante el arranque como son las fluctuaciones en el pH; en
el reactor 3 se oObserva un descenso mayor, el cual corresponde a
los niveles mAs bajos encontrados de este parsmetro. Se ha
observado que las bacterias metanogénicas tienen un rango limitado
alrededor de la neutralidad, y una de las especies mige abundantes
Methanotrix soehngenii, tiene su pH 4ptimo entre 7.4 y 7.8, y esn
inactiva abojo de 6.8. (Huser et al., 1982). Se conoce que la
metanogénesis a partir de acetato en algunas bacterias del tipo
Methanosarcina es inhibida por el hidrégeno (Ferguson y Mah,
1983). Por otra parte, Attal et al. (1988) seffalan que las
poblaciones acetoclasticas y acetogénicas son progresivamente
inhibidas con decrementos en el pH cuando los &acidos grasos
volatiles no {onizados actuan cono agentes desacoplantes
por destruir el gradiente de p y modificar el potencial de
menbrana.
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Fig. 4.1.5 Evolucibn de las poblaéiones metanogénicas
acetoclfsticas en los reactores 1, 2 y 3.




En lo que respecta al namero de bacterias hidrogenofi{licas, estas
no sufrieron un descenso en el arrangue Yy se encontraron
generalmente en mayor namero que las acetoclasticas, de manera que
las bacterias hidrogenoff{licas al parecer son mas resistentes a
las variaciones al pH que las bacterias acetoclasticas. Esto puede
ser explicado si se consideran nuevamente las investigaciones
realizadas por Attal y Colaboradores (1988), quienes consideran
que el hidrégeno no tiene propiedades desacoplantes. Asi las
metanogénas hidrogenofi licas pueden mantener su maxima actividad
a pH'de 5.4, por lo que se sugiere que esto se explica mediante un
sistema de extrusisén de protones gue puede mantener un suficiente
alto pH interno.

El que sea mayor la poblacidén hidrogenofflica que la acetoclastica
es un hecho comunmente observado, ya que se considera que 1la
poblacién hidrogenofilica es mnayor para proteger a las
bacterias metanogénicas acetoclasticas y las OHPA en caso de un
incremento en la concentracién de hidrégeno y de formato en el
anbiente (Kaspar y Wuhiman, 1978; Guyot y Ramirez, 1989). En este
sentido Guyot y Ramirez (1989) consideran gque es necesario conocer
la relacien Methanosarcina / Methanothrixen el lodo para prever
su capacidad a inhibiciones tanto del formato como del hidrégenc a
nivel de la reaccién acetoclastica, considerando que Hothanothrix
tiene una lata afinidad para concentraciones bajas de acetato vy
potencial de resistencia a la inhibicisn de hidrégeno y formato.

Los conteos encontrados en este trabajo tienen un nivel ma4s alto
que los reportados por Guyot et al. (1988), en 1lodos granulares
obtenidos a partir de un digestor UASB alimentado con una mezcla
de acetato y propionato, los cuales tienen los siguientes valores:

10® bact. hidrogenogslicas/ g SSV
3.5 10" bact. acetoclasticas/ g 88V
2.0 10° bact. utilizadoras de propionato/ g Ssv

Por otra parte la Tabla 4.1.8 compara 1los conteos bacteriales
encontrados por Dubourguier et al. (1988) en reactores UASB
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alimentadog Con aguas qe desecho de la industrig del almiaen (T y
II), y con desechos 1L quidog de 1a industria @zZucarers Dolfing

et al. (1985 (Ir1x),

Grupo Retabslice Sustrato No. de organismos/ml
I II III

Metanogenicas He/ COy 2.2 X 10 3.5 X 10® 10® ,

Acetato 1.5 x 10® 2.5 x1¢ 10°* l

Sintréficag Propionato 3.0 x 10* L 5 X 10° 107 '
Butirato 1.1 x 10" 1.1 x 10° 107

19




_—

PO

1l y 2 presentaban actividades mas bajas, 0.25 y 0.33 mmol/g SSV/h
respectivamente, lo que equivale a cerca de un 30% y un 40% de 1la
primera. Para el final del estudio, el reactor 2 redujo su
actividad, pero sigui¢ teniendo 1l1la mejor actividad de 1los 3
reactores (0.4 mmol/g SSV/ h). Por otro lado, 1los valores
obtenidos en los reactores 1 y 3 se mantuvieron bajos (0.20 y 0.30
mmol/g SSV/h) y tambiéen menores a los del dia 135, (Tabla 4.1.9).

A los 228 dias se encontréd que 1la actividad dedegradacién para
el propionato y butirato en el Ra era practicamente nula, en
virtud de que estos resultados se obtuvieron cuando ocurrieron
problemas con el cromatégrafo se deben considerar con cierta
reserva. En tanto la actividad para el butirato en los reactores 1
Yy 3 fueron mayores (1.3 y 1.6 mmol/g SSV/h) gue para el propionato
(0.28 y 0.29 mmol/g SSV/h) respectivamentae.

De acuerdo a lo encontrado por Gujer y zZehnder (1983), el 70 ¥ de

metano producido en el digestor procede de la descarboxilacién del
acetato, cuya reaccién es la siguiente:

CHaCOO™ + HzO ~ - = > CHe + HCOs™

Dada la importancia de este sustrato, los estudios de actividad en
los lodos anacrobios se enfocan principalmente hacia 1la reaccién

acetoclastica y a los principales sustratos acetogénicos que son
los Acidos grasos volatiles.

La cinética de degradacién del acetato puede mnedirse bien sea
siguiendo su consumo o la produccién resultante de metano; en este
caso se utilizé la primera y se encontréd que alrededor del dia 135
los lodos en los 3 reactores eran metabslicamente mas activos que
cuando habl an transcurrido 225 dias. Al comparar estos resultados
con el namero de bacterias registradas en 1los reactores en las
mismas fechas, se ve que existe una correspondencia entre las
mejores cineticas y 1los valores mas altos de nameros de
microorganismos hidrogenofilicos a los 135 dias; a los 2325 dias no
hay diferencias en el numero de bacterias hidrogenofilicas entre



hidrogenof{licas. Sin embargo, dada la poca precisién del método
del NMP, estas diferencias entre los conteos dentro de un mnismo
grupo para los diferentes reactores, no son significativos vy
aparentamente, el mismo nivel de bacterias se establece en 1los
reactores, independientemente de las condiciones de operaciones (a
una misma carga organica). No obstante el R: parece diferenciarse

lo no se presenta entre el reactor 2 y 3, aqul podria considerarse
el papel de los excpolimeros en los SSV.

4.1.1.3 EVOLUCION DE LAS ACTIVIDADES METABOLICAS

La cinética de degradacisn del acetato paro los 3 reactores en los
dias 135 y 225 se presentan en la Tabla 4.1.9 as{ como también la

cinetica de degradacién de los AGV (propionato y butirato), en el
dia 225.

Inicialmente se determinéd la actividad de degradacisn del acetato
en los lodos adaptados utilizados en 1la 1inoculacién de 1los 3
reactores, pero durante el tiempo en que se realizé la prueba (6
horas) no sea ragistre degradacisén alguna. Este mismo
comportamiento ha 8ido encontrado por Fajardo et al. (1989)
al estudiar la transicién del lodo activado a inéculo adaptado
para digestores anaerobios, seNMalando gque es dificil entender como
las bacterias metanogénicas y acetogénicas pueden estar presentes
en los lodos activados aerobios. Se propone su existencia debido a
algunos nécleos anaerobios en los fléculos de lodos activados, en
los cuales se alcanzan potenciales redox de =-200 y =-300 mV,
permitiendo gue algunas anaerobias estrictas pueden crecer (Wu,
1987). Es de suponerse que tiempos de adaptacién y condiciones
apropiadas, les permitirfan crecer y transformar un lodo activado
8 un indéculo anaerobio, el cual aparentenente todavia tiene
que tomar un tiempo de adaptacisn durante el arrangque de los

reactores inoculados para alcanzar las actividades necesarias
(Fajardo et al., 1989).

Se observs una mayor actividad acetoclastica a los 135 dias en el
reactor 2, con un valor de 0.83 mmol/g SSV/h, mientras el reactor
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TABLA 4.19 PARANETMOS CINETICOS DE NETANOGENESIS POR LODOS GRAMULARES

S0 st sy ssv Veax  Msp AspT  Vmax/gsst
, (W) (9/1) (9) (Y) (weol/l/h) (wmol/qSSV/h) (wmol/h)
ACETATO:
R (M) 132 W1 [ 1.2 0.25 0.03
(SoM) 975 487 W75 N1 1.4 0.20 9.75 0.0
22 (M) 2.0 5.1 7 3.04 0.83 0.12
(50.M) 10.1 4.5 15.03 78 1.8 0.40 6.00  0.06.
B3 (derd) 975 25.59 n 1.2 0.3 0:05
(So.M) 7.5 29.22 9.88 86 1.5 0.30 3.0 0.05
BTIRICO:
Ri(SoM) M3 98 @78 N 9.5 1.3 6.37  0.97
B3 (%.0) 1.7 S.45 9.8 86 s 1.62 16.00 1.0}
PROPIONICO:
R1(So.M) 104 98 45 M 2.0 0.28 13.65 0.2
B3 (So.M) M5 58 .08 86 1.7 0.2 286 0.
L 4
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el R« Y Re. En cuanto a las bacterias acatoclasticas, a los 135
di{as no se tiene ninguna diferencia entre los conteos de los 3

reactores (Fig. 4.1.5), en cambio al dia 225 los conteos siguen el
orden: Re > Rs > Re Yy las actividades son: Rs (0.4) > Rs (0.3) >
Rse (0.2).

Como se observa, las actividades encontradas al dia 225 siguen el
mismo orden en relacisn al numero de bacterias hidrogenofflicas y
en las bacterias acetoclasticas el R« tiene menos del 10% de
bacterias que el Rs y Rs. Sobre esto hay gque considerar gque en
anbas pruebas se dan condiciones éptimas para su crecimiento, pero

en el método del NMP se maceran los lodos, de tal forma que
posiblemente se pierdan las interacciones que se presentan en
los granos, y algunas bacterias se vean mis desfavorecidas que
otras. En particular se considera que la técnica del conteo

por el NMP favorece m4s el crecimiento de las Methanosarcinas que
el de lae Methanotrix.

La Tabla 4.1.9 presenta también las actividades totales en
relacién al contenido total de sélidos suspendidos volatiles
(880:) en cada uno de los reactores. en el caso del acetato se
observa como el reactor 1 con menor TRH es el gue presenta la
mayor actividad seguido del reactor 2 'y 3. Las diferencias
encontradas entre ellos son fundamentalmente debidas al contenido

de 8SVr (Tabla 4.1.9); lo mismo sucede para el reactor 1 y 3 para
el propionato y butirato.

A continuacién se presenta en la Tabla 4.1.10 los logaritmos de
los ndmeros de bacterias contenidas en los 8SSVr al final del
experimento (225 dias).
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Tabla 4.1.10
Log NMP en la totalidad del reactor

Raeactor . Bact. A Bact. H Bact. Op Bact. Ob
1l 11.2 12.4 11.4 11.5

2 11.9 12.0 11.0 11.0

3 11.4 11.7 11.8 11.3
Inéculo 9.7 11.5 9.8 nd

Comparando estos resultados, se tiene gque el nimero de bacterias
en el contenido total de lodos en el reactor (NMPr) aumenta en los
3 reactores en los 3 grupos bacteriales; el cuarto grupo (Ob) no
se cuantificé en el inéculo, pero es de suponerse un incremento
similar; ademsés, con excepcién de las bacterias hidrogenofi{licas
del Rs, se tiene el mismo orden de magnitud entre las poblaciones
totales de los 3 reactores.

Por otro lado al comparar las actividades especi ficas de
degradacién se encuentra que es mas alta para el 4cido butirico
que para el acético y propionico en el ultimo muestreo (225 dias)
(Tebla 4.1.9). En el reactor 2 no se pudo observar la degradacién
tanto del propionato como del butivrato, a pesar de presentar 1la
mejor cinetica de degradacisn par el acetato de los 3 reactores.

En estudios realizados por Dubourguier y colaboradores (1988b)
comparando las actividades metanogénicas potenciales en 1lodos
alimentados con propionato y butirato encuentran gque las tasas de
degradacién fueron m's r educidas (23-64%) qQue las tasas de
degradacién del butirato (7.6-328). Ademss este nismo autor
reporta (1988a) relaciones entre metanogenas/Syntrophobacter de
2.46 y de 0.71 entre metanogenas/Syntrophomonas las primeras
degradando propionato y las segundas butirato de nanera que el que
se encuentren estas relaciones podr{an explicar la menor
actividad para el propionato ademss de que su degradacién es mnis
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afectada por la presencia de hidrégeno (McInerney y Bryant, 1961).

Las actividades especificas encontradas por Dolfing (1985) para el
propionato en lodos procedentes del tratamiento de la industria
azucarera fueron en el rango de 0.36 a 0.42 mmol/g SSV/ h, por lo
gue son mayores a las registradas en este estudio (Tabla 4.1.9).

Las actividades especificas observadas para el acetato en este
trabajo, coinciden en el 1limite bajo con las observadas por

Dolfing (1985), el cual reporta un intervalo de 0.3 a 1.14
mmol /g SSV/h.

Hay que hacer notar gue dicho autor calculé las actividades de
degradacién a partir de 1las curvas de produccién de metano,y
encontré que existe una correlacién entre el didmetro del grano y
el Km aparente. De esta manera seNala que a bajas concentraciones
de sutrato y en biopeliculas gruesas (diametros mayores a 2 nm),
la resistencia a la transferencia de masa es significativa. En

casos de baja actividad hay un balance entre consumo y la
difusién.

Como se puede observar, en los lodos de 1los 3 reactores los
dismetros promedios encontrados no sobrepasan los 2 mm, y al tener
tanbién una baja actividad especsfica acetoclastica, (excepto an
el caso del Reactor 2), no se tienen problemas de resistencia a la
transferencia de masa, inclusive en 1la cinetica de degradacisén
para el propionato y butirato, cuyos 1lodos parecen ser mas
activos. Por otro lado Guyot et al (1988) mencioran que eo
necesario considerar la difusién del gas a partir del interior del
grano de lodo y su trayecto a través del lecho de lodos hacia 1la
atnésfera, y sefalan que la tasa de consumo en lodos granulares,
por lo gque es necesario una medicién directa de 1la desaparicién

del sustrato en la fase liquida, que es el procedinmiento que &se
siguié en este trabajo.

Tratando de comparar las actividades especi ficas acotoél‘sticas en
los lodos y las actividades especificas calculadas a partir de los
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reactores se llega a la Tabla 4.1.11

Tabla 4.1.11
Conmparacién de las actividades especificas en pequeNos
reactores batch y en los reactores UASB.

Reactor 1 Raeactor 2 Reactor 3
batch
(Kg DQO/Kg S8V 4) 0.31 0.61 0.46
UASB
{Kg DQO/Kg SSV d4) 0.10 0.33 0.52

Las actividades especificas realizadas de manera directa con los
lodos granulares en pequefos reactores batch, resultan ser mas
altas (excepto en el reactor 3) que las calculadas a partir de los
datos reales de operacién de 1los reactores, lo cual es de
esperarse dadas las condiciones éptimas que se proporcionan en los
reactores batch, indicando la potencialidad de actividad
metanogénica de estos lodos. Asimismo, se puede observar que la
actividad global de los reactores es mayor conforme aumenta el
tiempo de retencién hidraulica (Tabla 4.1.9), 1o Que podria hacer
pdhlar” que un nayor tiempo de contacto permitié una mayor
actividad. Por otro lado tomando en cuenta gque la concentracién

de sustrato en el medio se encontraba en el siguiente orden
Re>Rs>R¢ ¥ que las actividades totales siguen un orden inverso
(Tabla 4.9) Ru>Rs>Re podrian explicar el que no se presenten

diferencias significativas en las eficiencias de remocién de 1la

la DQO en los 3 reactores ya que son alrededor del 80%Y (R« 78.50;
Ra 82.70% y Rs 81.00%).
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4.1.2 EFECTO DE LA CARGA ORGANICA (Reactores 2,4 y §)

pPara determinar 1la influencia de 1la carga organica en el
proceso de granulacién, se operaron los Re , R¢e Y Rs con 1, 0.5 ¥y
5 Kg DQO/Kg S8V .d respectivamente, manteniendose conqtantes los
dends parametros operacionales como TRH (12 hrs), velocidad
ascencional (0.02 m/h), y el mismo sustrato (glucosa), Tabla 2.1

El estudio del reactor 5 no fue posible seguirlo debido a las
malas condiciones de operacisén que se presentaron como
consecuencja de la alta concentracién de glucosa suministrada
(8256 mg/l), la cual ccasiond una acumulacién excesiva de AGV
trayendo como resultado la cafda del pH (5.2) e inhibiendo
el desarrollo de la poblacién metanogénica.

4.1.2.1 Indice volumétrico y produccién de biomasa.

Las diferencias encontradas en 1las caracteristicas fisicas de
los lodos se resumen en la Tabla 4.1.11 Como puede observarse,
el indice vclumétrico (IVL) en los dos reactores disminuyé con

respecto al del inéculo (86.8 ml/g), alcanzando 1los valores
mis bajos alrededor del dfia 180, el Rz con 22.7 y el Re
con 26.8 ml/g . Al finalizar el estudio se registra el mismo
IVL para ambos reactores (28.9 ml/g). En relacién al diametro
promedio del grano, ¢ste se incremento de 0.40 mm a 1.7 mm para
el Re y a 1.4 para el Rs.

En los prineros dias de funcionamiento de 1los reactores se
observa (Fig. 4.1.%) que hay un mejor IVL en el Re (60.2) que
en el Rs (66.2), sin embargo conforme transcurre el tiempo, eésta
situacién se invierte, para finalmente alcanzar idénticos
valores (28.9 ml/g), los cuales son cercanos a los encontrados
por Harada et al., (1988) en lodos granulares alimentados con
sacarosa (20.9 ml/g), con cargas orgénicas cinco veces mayor a
la del reactor 2. De acuerdo a estos resultados, parece que la
carga orgAnica no determina diferencias en cuanto a 1la
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sedimentabilidad. Por otra parte al comparar el contenido de
SSV (%) en muestras tomadas de la parte baja del reactor y en
muestras homogéneas para el ultimo muestreo (225 dilas) se
obtuvieron los datos de la Tabla 4.1.12.

Tabla 4.1.12.
PORCENTAJES DE 88V EN 2 MUESTRAS DIFERENTES DE LODOS

Reactor SSV (parte baja de la cana) S8V (homogenizado)
% %
2 78 77
4 67 70

Practicamente no hay diferencias entre los dos tipos de muestreo,
pero si entre los dos reactores, ya que es mayor el contenido de
SSV para el reactor 2 con mayor carga orghnica. Por otra parte, al
relacionar la biomasa producida entre estos dos reactores al

final del experimento (Tabla 4.1.2.3), =se observa que
Tabla 4.1.13
COMPARACION ENTRE EL BIOMASA FINAL Y EL RENDIMIENTO DE
BIOMASA (Y).
Reactor Cc.0 bionasa Y incremento
final Kg_88sv_ bionasa
(Kg DQO/g SSV) (9) Kg DQO rem ()
2 1l 15.00 0.14 118.3
4 0.5% 8.70 0.12 26.6
Inoculo 6.87qg
es notable 1la diferencia en cuanto a la biomasa producida

(205.68) para el final experimento en el reactor 2 cuya
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carga organica aplicada en el arranque fue el doble en
relacison al reactor 1, por lo que presenta menor produccisén de
biomasa. Para tratar de establecer si dicha diferencia sea

confirma con un mayor contenido de bacterias, se determinaron los

. log de los NMP totales para este mismo muestreo (225 dias)

Y Se relacionsd con los encontrados en el inéculo (Tabla 4.1.14).

TABLA 4.1.14
COMPARACION ENTRE LOS VALORES DE NMP (TOTALES)

INOCULO REACTOR 2 REACTOR 4
BAC A 9.7 11.9 11.2
BAC H 11.5 12.0 11.4
BAC Op 9.8 11.0 10.9
BAC Ob 11.0 11.2

Como se puede observar hay incremento en el numero de bacterias
acetoclasticas y 1las gque utilizan el propionato para ambos
reactores, sin embargo, el namero de bacterias hidrogenofilicas
se mantiene casi en el mismo nivel del indculo en el reactor 4, en
tanto en el reactor 2 si aumentd. Por otro lado al comparar al
NMP entre el reactor 2 v 4, efectivamente se encuentra
mayor namero de bacterias en el reactor 2 gque en el reactor 4
(excepto las del Grupo que utilizan el butirato). Sin embargo,
esta diferencia no es tan wmarcada como para explicar 1las
diferencias entre los contenidos de biomasa, por 1o que habria
que considerar la presencia de las bacterias fermentativas
dando este incremento de materia organica.

En relacién a la tasa de conversién a biomasa Y (Kg SSV/Kg DQO
remn) esta fue ligeramente mayor en el Re (0.14) que en el Re
(0.12) por 1o que se puede observar gque a una carga organica de 1
Kg DQO/Kg SSV d) favorecié 1ligeramente @l crecimiento celular.
Por otro lado en lo que respecta al diametro de 1los granos, se

58



GRANULOKE TR IA

| o

=
m

de los lodos <eam)d

8

diamsetroe swromedico

& * p & &

Fig., 4.1.8 Evoluci6n del difmetro promedio del grano en
los reactores 2 y 4,




i

s ke

tiene que en ambos reactores aumentaron sus tamaNos conforme
transcurr{a el tiempo, hasta hacerse muy similares alrededor de
los 135 ds aB (Fig. 4.1.8), para después incrementarse
marcadamente. Tal evolucién es contraria a 1la del IVL, gue
se va haciendo asintota al eje de las X, 1lo cual 8Be explica
por la mayor densidad que logran los granos como consecuencia del
crecimiento bacterial Yy compactacién. Los tamaNos promedio
alcanzados a los 225 dias, para el Ra fue 1.7 mm y una moda de
1.3 mm, en tanto para el Rs¢ el diametro fue 1.4 mm y con wuna
moda de 1.2 mm (Tabla 4.1.11). Al aplicar la prueha de "Student"
entre 1los dianetros promedio de los lodos se encontrd un valor de
5.46, que con un intervalo de confianza del 95% y presenta
diferencia significativa entre las muestras lo cual indica que la
carga organica determing diferencias entre el tamaMo de grano
alcanzado entre estos dos reactores. Estos valores son sinilares
a los encontrados por Harada et al., (1988) en lodos granulares
alimentados con sacarosa con cargas orgianicas cinco veces mayores
a las empleadas en el reactor 2, encontrando tamafos promedio

menores (1.2 mm) a los presentados en el reactor 4 (1.4 mm), Yy
en el reactor 2 (1.7 mm).

Por otro lado Hulshoff Pol et al. (1983) consideran que
cargas orgAnicas mayores a 0.6 Kg DQO/ Kg SSV .d se requieren
antes de que proceda la granulacién; dicho valor es muy cercano al

aplicado en el Re, on tanto en el Rs se utilizé una mayor carga
orgAnica.

4.1.2.2 EVOLUCION DE LAS POBLACIONES MICROBIANAS

En relacién al numero de bacterias encontradas, la Tabla 4.1.15
muestra los viiores obtenidos en las cuantificaciones realizados
en los 2 reactores; asimismo, me presentan en las Fig. 4.1.% Y
4.1.10 su evolucién con respecto al tiempo.

En anbos reactores el nadmerc de bacterias acestoclasticas se

incrementa, para alcanzar un valor maximo de 7 X 10'°
microorganismos/ g SSV a los 135 dias en el Re y 2.0 x 10'f
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Cuantificacion de Bacterias Anaerobias Estrictas

Ricroorganismos/g SSV y SSVi

SsV §

BAC. A
BAC. B
BAC. Op

(45 dias)
ssv §
BAC. A
BAC. ¥

{90 dias)
ssv
BiC. A
BiC. B

{135 dias)

(225 dies)

nC. A
ne. 8
me. 0p
BAC. O

INOCULO

66
8.0E+08
5.0E+10
9.0B+08

R2

7
4.08407
2.08+11

66
7.0E+08
4.00411

73
7.0E+10
7.0E412

(L
2.0B412
3.08411

n
5.63+10
$. 410
2.0E+410
2.0B+10

R A

(1]
3.0E+08
2.0E411

62
3.08407
3.02411

69
7.0E410
1.08412

)
4.0E+10
7.08+10

€
2.08410
3.03410
1.08410
2.08+10

S8V: solidos suspendidos volatiles; Bac. A: bacteries
acstoclesticas; Bac. H: bacteries hidrogemofilices:

Bac. Op: bacteries
Bac. 0b: bactexies

A que utiliten el

fonato;

A que utilizam el butirato.




microorganiamos/g SSV a los 180 dias en el Ra. En la fase terminal
del experimento se observa gue dicho namero de bacterias se
hace similar. Unicamente en el arranque se observa gque el Re
éresenta mayor nuamero de bacterias acetoclasticas que el Rs. Por
otro lado, las bacterias hidrogenofi licas también aumentan,
presentdndcse los valores mas altos de los 2 reactores a los 135
dias, Re 1.0 X 10** y Ra 7.0 X 10** microorg/g SsSV. Finalmnente
se obtienen valores en el mismo rango que el registrado en
el inéculo (10*®) estas bacterias se mantienen a lo largo del
estudio en mayor cantidad en el Ra. De la misma manera se
encuentra un aunento en el numero de bacterias gque utilizan el
propionato de 9.0 X 10® a 1.0 x 10*® y 2.0 X 10*® nmicroorg/g
SSV para el reactor 4 y 2 respectivamente, mientras 1los valores
para las bacterias que utilizan el butirato son iguales 2.0 X

10*® microorg/g SSvV.

En el primer muestreo se encontréd que el reactor 4 con menor carga
organica se encontraba una mayor cantidad de bacterias
acetoclastica (Tabla 4.1.15 y Fig. 4.1.9). Esto podria contribuir
a explicar el arranque nis rapido de dicho reactor (42 dias) con
respecto al reactor 2 (75 dias), considerando que se partiée del
mismo insculo. Dicho inéculo contenfa suficientes bacterias pero
al parecer estaban inactivas de acuerdo a los resultados obenidos
al aplicar la prueba de actividad especifica metanogénica. Al ser
alinontada con cargas organicas de 0.5 Kg DQO/Kg SSV. d se
favorecisé un arranque rapido, ya que la baja tasa de produccién de
AGV permitié 1la adaptacién y el crecimiento del consorcio
microbiano; en cambio, en el Re la carga organica inicial fue de 1
Kg DQO/Kg SSV. d 1la cual produjo mayor cantidad de AGV gueno
pudieron ser degradados rapidame..te, afectando por lo tanto a 1la
poblacién metanogénica y ocasionando un retraso en el arranque.

Es importante hacer notar gue el nimero de bacterias
hidrogenofflicas se mantuvo siempre en valores mas altos que las
acetoclasticas. De acuerdo con Dolfing y colaboradores (1975) y
Kaspar y Wuhrman (1978) 1la mayor poblacién de bacterias
hidrogenofilicas funciona como proteccién a posibles cambios en
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la presisn parcial de hidrégeno ern el ambiente.

Al finalizar el estudio se encuentra gue hay un nivel equivalente
bacterias metanogénicas y acetogénicas, lo cual permite notar
que la proporcién de bacterias hidrogenofilicas por unidad de
masa no varis, mientras que las acetoclésticas se incrementaron,
lo mismo con las Op.

4.1.2.3 ACTIVIDAD METANOGENICA

Para conocer las actividades metanogénicas de los lodos se
realiszaron cinéticas de degradacién para el acetato en el dia 135,
(3er muestreo) encontrandose una mayor actividad especi fica en

los lodos del Rs (0.83 mmol/g SSV/h) que la presentada en el
Re (0.24 mmol/g SSV/h), repitiéndose este comportamiento al
final del estudio (50. muestreo), aunque con valores mnas bajos
para ambos casos: 0.40 y 0.15 imol/g SSV/h para el reactor 2 Yy 4
respectivamente (Tabla 4.1.16). También se observan diferencias
en el contenido de SSV de las muestras de lodos al término
del experimento, lo que va a acentuaradn mas las diferencias
cuando se analiza la actividades referida al volumen total de
los reactores: reactor 2 (6.01 mmol/h) 'y reactor 4 (1.3 mmol/h)
Tabla 4.1.2.6.

La actividad especifica es una prueba que da una estimacién del
grado de actividad de biomasez relacionada con un grupo metabslico
(bact.acetoclasticas) cuando se agrega un sustrato especifico
bajo condiciones de saturacién. Las actividades encontradas en
el Rs tanto a los 135 dias como a los 225, se encuentran
dentro del ranqd de los resultados reportados por Dolfing (1985)
para granos alimentados con acetato procedentes de un reactor
UASB industrial, alimentado con aguas residuales de 1la industria
productora de azacar a partir de remolacha (0.3 a 1.14 nnol/g
SSV/h), en tanto los valores registrados en el Re son mis bajos.
El trabajo de Dolfing se enfocd a estudiar la influencia
de la resistencia a 1a transferecia de masa en las cindticas de
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formacidn de metano, y encontré que ésta depende de la actividad
especi fica maxima y del grosor de las biopeliculas, seNalando que
en granos con tamafos pequelos (= 2 mm) Yy con actividades
metanogénicas relativamente bajas para el acetato, no se detectan
limitaciones enla transferencia de masa. Por lo que en los granos
correspondientes tanto al Re como en el Re¢ al parecer no se tuvo
este problema, ya que los tamaMos promedio del grano no son
mayores a 2 mm y la actividade es baja para el reactor 4, aunque
intermedia para el reactor 2.

Por otra parte, Pette Y colaboradores (1980) reportan
actividades metanogénicas de 1.3 g DQO/g SSV d en lodos
alimentados con efluentes de la industria azucarera. Convirtiendo
unidades, este valor es cercano al encontrado en este estudio para
el Ra (1.27 g DQO/ g SSV d) a los 135 dias. De acuerdo con 1lo
.ﬁcontrado por Brummeler et al (1985) 1la actividad espectfica
en granos cuyo dianetro variaba de 1 a § mm fue 1.92 g DQO/ g
SsVv d, y considerando gque se produjeron granos entre este
dianétro se puede decir que las actividades son muy cercanas. De
acuerdo a lo descrito anteriormente, se puede considerar que las
diferencias en 1la carga organica aplicada, van a determinar
una mayor actividad especifica metanogénica.

62



4.2. REACTORES ALIMENTADOS CON DIFERENTE TIPO DE SUSTRATO
fGLUCOSA, ALBUMINA, AGV Y AGV + FeSO04) .

Se presentan en la tabla 4.2.1 los valores del IVL, diametro
promedio del grano y contenido de SSV para los 4 reactores
alimentados con diferentes sustratos y bajo las condiciones de
operacién establecidas en la Tabla 2.1.

De manera general, se observa en la Fig. 4.2.1 que el IVL en
todos ellos mejorsé a lo largo del tiempo (excepto en el reactor
# 6 a partir del dia 135 que fue cuando se rompié, razén por 1la
cual camblaron sus propiedades de sedimentacién ademis de otras
caracteristicas las cuales de detallaran mis adelante). Los 1IVL
fueron de 86.8 ml/g en el iné&éculo hasta 14 ml/g para el reactor
# 6 en el tercer muestreo (135 dias), dicho valor fue el mas bajo
registrado entre los 4 reactores. Es importante seftalar que en
el caso del reactor 8, el IVL que presenta a lo largo del estudio
resulta ser engagoso ya que de acuerdo con los resultados se
considerarfa que presentdé buenos IVL; sin’ embargo, esto no
sucedié ya que en realidad los lodos que se formaron en este
reactor resultaron ser sumamente finos y al parecer con gran
cantidad de precipitados de FeS. De esta manera, los resultados
msh bajos obenidos (12.5 ml/g) se deben en gran parte al alto
conenido de cenizas, ya que éstas ultimas representaban alrededor
del 64% de los SST. En seguida se encuehira el reactor # 2 cuyos
tndices mas bajos estuvieron entre los 180 dias y los 225 dtas con
valores de 22.7 y 28.9 ml/g respectivamente. Por ultimo, el IVL
mas alto se registra en el reactor # 7 y asi se mantiene hasta
el final del experimento alcanzando 41.4 nl/g.

Por lo antes expuesto se puede decir que el sustrato que
favorecié un mejor IVL fue 1la albamina de huevo ( sin tomar en
cuenta los resultados posteriores a su ruptura) sequido de 1la
glucosa y finalmente 1-8 AGV.

De acuerdo con Dubourguier et al. (1988) 1la formacién de

—e
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exoboliﬁeros juega un papel importante en la adhesién y
estabilizacién de 1lecs agregados. Asimismo, las proteinas pueden
considerarse como polimeros extracelulares. Sumandose a los
grupos negativos de los 4cidos urdnicos, las proteinas pueden
proveer importantes sitios de unién, ya que aunque ellas puedan
tener una carga neta negativa, los grupos positivos pueden
formar fuertes uniones para sitios negativos. Considerando 1lo
antes expuesto puede pensarse que en el R e se tuvo un lodo con
buenas caracteristicas de sedimentacién debido a que los lodos ahi
formados tenian densidades altas como producto del incremento
en el tamafo de grano ocasionado por el crecimiento bacteriano
Yy la ptoduccién de exopolimeros (teniendo en cuenta la teoria de
Sam Soon Yy colaboradores, 1988) los cuales funcionaron como
superficie de unién tanto para otras células como  para
particulas inertes.

En cuanto al reactor 2 este presentd de la misma manera valores
,bajos de IVL, resultado del crecimiento bacteriano gque se vid
favprecido por tratar un sustrato facilmente degradable as{ como a
la fotmacién de exopolimeros. Sin embargo, 1la fraccién de
polisacaridos extracelulares de los granos se ha encontrado que es
solo de 1 a 2% basados en el peso seco (Dolfing et al., 1985).
Este valor es muy bajo comparado con la gran cantidad de
material capsglar produgido por algunos géneros como

Entqrobaqteria, Leunostoc o Streptococci. Este material
extracelular contiene 13% de scido urénico.

Por otra parte Lettinga et al., (1980) consideran a los lodos con
IVL de 15 a 20 ml/g como lodos con alta sedimentabilidad y 1los
cuales son cercanos a los encontrados tanto para el R s y mhs aun
para el Res.

En cuanto al disametro promedio del grano (Tabla 4.2.1 Y
Fig. 4.2.2) se encuentra que en el reactor 6 se incrementa desde
el primer muestreo (45 dias), lo cual coincide con s8su réapido
arranque, alcanzando 1.18 mm a los 135 dias (antes de su ruptura).
Después de esta fecha, sigue en aumento el tamafto de grano (1.8
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mm) manteniéndose alrededor de este valor hasta el final del
experimento (pero ahora presenta una pelfcula blangquesina que 1lo
cubre dandole una consistencia menos compacta). Asimismo, el
reactor # 2 aumenta el tamafo del grano perc de manera m&s lenta,
hasta el dia 135 en donde se hace notorio el crecimiento

alcanzando 1.7 mm a los 225 dias.

Se describe gque la formacién de pellets bioldégicos es unica en
sistemas de fermentacién metanogénica de flujo ascendente y su
formacién se ve favorecida al tratar aguas de desecho que
contengan carbohidratos Lettinga et al., 1980; Ross, 1984;

Sam Scon et al., 1987. Un hecho importante es que Ross (1984)
encuentra que una gran fracciédn de los granos desarrollados en una
mezcla de glucosa-almid4n como sustrato fue de origen proteico, vy
las fotografias al microscopio electrénico indicaban al
crecimiento de muy finos filamentos a partir de 1las paredes
celulares de los microorganismos.

Por otra parte, el tamalo alcanzado en los granos del reactor 6
podrian deberse a la presencia de organismos del tipo de M. Strain
AZ , (bacteria metanbgbnlca que utiliza el hidrégeno y cuya
hipétesis ha sido ampliamente explicada en el Capftulo 4.1.1) ya
que en general 1las proteinas son hidrolisadas. a péptidos vy
aninoscidos los cuales son fermentados a 4cidos grasos
volatiles, COs, Hz, NHe', y S~. Ademas a sus caracteristicas
como proteina funcionando como exopolimero, explicadas arriba.

Aunque el tamaNo de grano mejord en el reactor 7 sélo llegd a 0.6
mm al final del estudio. Este resultado coincide con lo
propuesto por Sam Soon et al., 1988, indicando que no se logra
la granulacién o ésta resulta ser pobre con sustratos que no
producen hidrégeno (como por ejemplo el acetato) o que requieran
para su rompimiento de presiones parciales bajas de Ha (como en
el caso del propionato, butirato y lipidos). Por otra parte, de
Zeeuw Yy Lettinga (1980) encuentran un grado limitado de
pelitizacisn en reactores alimentados con mezclas de
acetato-propionto de los datos reportados una fraccién apreciable
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(i 10%) de la DQO del influente es aportado como extracto de
levadura la cual contiene una glucoproteina gue de acuerdo con Sam
Soon et al. (1988) es la que permite se alcance alguna formacién
de pellet. Otro punto de apoyo son los resultados obtenidos por
Boari et al, (1984) quienes no observaron la formacién de granos
durante el tratamiento de aguas de desecho del procesamiento del
aceite de olivo, ya que de acuerdo con Mc Inerney et al.
(1979), los 1lipidos no pueden ser convertidos a 4&cidos grasos
excepto bajo condiciones de presiones de Ha bajas.

Por otra lado, los lodos del reactor 8 alcanzaron tamagos (0.7
mm) similares a los del reactor 7 ya gue ambos fueron alimentados
con una mezcla de AGV. Sin embargo la consistencia fue diferente,
probablemente como consecuencia de la adicisdn de 100 mg/l glucosa
en el R? pero sobre todo a 1la clara influencia del sulf a to
ferroso mediante la presencia «de precipitados de FeS en el Re
que dié a los lodos una consistencia fina. A este respecto,
también menciona Sam Soon et al.(1988) que se ha consequido una
granulacién limitada en sistemas UASB tratando‘aguas de desecho

de 1la industria papelera cuyo influente consist{a de 50% de
carbohidratos, 50% de AGV, con una DQO de aproximadamente 5000
mg/l y sulfato (S0e®7) de 300 mg/l. Como es sabido, los

organismos sulfato reductores tienen una mayor afinidad por el
hidrégeno que los organismos metanogénicos (Kristjansson, Shénheit
Yy Thauer, 1982; Kristjansson y Shonheit, 1983), por 1lo tanto
el hidrégeno generado sers utilizado inmediatamente para reducir
los iones sulfato a sulfuro en la base del reactor. Como
consecuéncia, se 1limita, 1la disponibilidad de hidrégeno para
la granulacién (Sam Soon et al., 1988). Este comportamjiento
también es apoyado por Russo (1987), quién observa gque al

disminuir la concentracién de sulfato incrementa la formacien
de granos.

De lo anterior resulta claro que el tipo de sustrato es un factor
determinante en la formacién de granos. Cabe mencionar que se
considera en la bibliograffa que para que se lleve a cabo
el proceso de granulacién es también indispensable. la existencia
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de regliones de alta y baja presidén parcial de Ha
ligeramennte separadas, las cuales son exclusivas de sistemas

de flujo ascendente o semiascendente, en cuyo primer grupo
entrarfa el reactor UASB.(Sam Soon et al., 1988).

Por otra parte al comparar el contenido de SsSV al final del
experimento entre una muestra de lodos tomada de la parte baja del
reactor y una muestra homogénea se llega a la Tabla 4.2.2.

TABLA 4.2.2

PORCENTAJES DE SSV EN 2 MUESTRAS DIFERENTES DE LODOS
REACTOR 2 6 7 8
PARTE BAJA
58V (%) 78 86 67 33
HOMOGENEA
SSV(%) 77 85 65 41

De manera que son muy similares los valores encontrados entre
anbas muestras, excepto en el reactor 8, pero cuya 6xp11cact¢n se
debe posiblemente a una mayor mineralizacién en la parte baja del
reactor como consecuencia de la precipitacisn del sulfuro ferroso.
Por otro lado, se observa gque en ambage muestras el reactor 6
presenta el nayor contenido de SSV sequido del reactor 2 7
Y por dltimo el R 8.

Por otra parte la Tabla 4.2.3 compara el lodo producido por estos
reactores al final del estudio en relacién al imsdculo.
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TABLA 4.2.3
COMPARACION ENTRE LA BIOMASA TOTAL (SSV Total) EN
LOS REACTORES. Cantidad total de inéculo al tiempo cero
6.87 g.
Reactor Sustrato biomasa Incremento en biomasa
(a9) 3
2 glucosa 15.0 118.3
6 albumina 7.7** 12.0
10.7* 55.7
7 AGV 4.4 -36.0
8 AGV + FPeS0s4 28.9 320.0

* Hasta el dia 135; * Despué¢s de su ruptura.

Se ha conasiderado la produccién de lodos para el reactor 6 a los
135 dias (antes de que se rompiera) y al final del experimento.
En el reactor 6 (135 dias) y en el 2 sge nota gue hay una
produccién alta de lodos en comparacién con el reactor 7 en
donde hubo pérdida. En el caso del reactor 8 el mayor
contenido de lodos se debe sequramente a la catda de lodos del
reactor 6 en el momento del accidente ya gue 8se encontraba
colocado en la parte inferior de éste Y cuyo volumen no se pudo
determinar. Por otra parte al finalizar el experimento se encontre

que este lodo estaba muy mineralizado, ya que se determind solo 41%

de SSV de los SST.

Al comparar las tasas de produccidn de biomasa se tiene 1la Tabla
4.2.4.
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TABLA 4.2.4
COMPARACION ENTRE EL RENDIMIENTO DE BIOMASA (Y) EN
REACTORES ALIMENTADOS CON DIFERENTES SUSTRATOS.

Reactor Sustrato Y

2 glucosa 0.14
*
6 albumina 0.20
7 AGV 0.28
8 AGV + SO 0.094

Hasta el dia 135.

Los valores encontrados par los reactores 2 y 6 van en el sentido
de 1ncrenentos en el contenido de lodos Ya que en ellos hay una
alta produccién. sin embargo, los datos no son claros para el
reactor 7 en donde 8e esperaria valores muy bajos dado gque no
hubo produccién de lodos. Este resultado se debe tomar con reserva
ya gue son valores calculados en un reactor que no alcanzé 1a
estabilidad en su operacisn. Por otra parte la Y alcanzada en el
reactor 8 es muy baja si se considera que las Y reportadas para
las bacterias metanogenicas es de alrededor de 0.05 Kg/ Kg DQO
removido (Henze Y Harremoes, 1981) Y de las sulfato reductoras es
0.16 Kg SSV/ Kg DQO (Barton et al., 1983) sin considerar también
de las bacterias que utilizan el propionato y butirato.

Para poder interpretar mejor estos resultados se pueden considerar
los NMP totales al final del experimento (225 dfas) presentados en
la Tabla 4.2.5.
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TABLA 4.2.5
COMPARACION ENTRE LOS NMP7?
REACTOR 2 6 7 )
NMP (log)
Bact. A 11.9 11.4 10.7 10.8
11.7 (135 dias) )
Bact. H 12.0 11.2 10.8 12.0
12.6 (135 dias)
Bact. Op 10.9 10.4 10.5 11.7
Bact. Ob 11.2 11.2 10.5 10.3

Es necesario aclarar que se incluyen los datos encontrados en el
reactor 6 a los 135 dias ( para las bacterias acetoclasticas e

hidrogenofil i cas) que fue antes de que se rompiera y al final

del experimento cuando ya sus caracteristicas tanto fisicas (IVL)
como 'morfolégicas eran diferentes dabidap probablemente a
contaminacidn por algun otro tipo de bacterias el cual no fue
deternminado. Como seria de esperar, el mayor namero de bacterias
se encuentra en los reactores con el mayor contenido de 8Ssv
(reaCtor 2 Y 6) excepto las que utilizan el'proplonato.

En relacién a los reactores 7 y 8, en ellos es menor el contenido
de SSV y el numero de bacterias (excepto en el Re el nanero de
bacterias hidrogenofilicas y las que utilizan el propionato) ya
que ambas fueron alimentadas con el mismo sustrato aunque a mayor
carga organica (3.2 Kg DQO/Kg SSV d) que los otros 2 reactores (2
Yy 6), pero esta alta concentracién de acidos al parecer no
favorecié el crecimiento de la flora metanogénica. Sin embargo en
el reactor 8 tendria que considerarse también el papel que estan
Jugando las bacterias sulfatoreductoras ya que ellas estarian
consumiendo el hidrégeno y manteniendo el potencial redox a
niveles favorables para el desarrollo de las bacterias
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4.2.2 EVOLUCION DE LAS POBLACIONES MICROBIANAS

En la tabla 4.2.6. se presentan los numeros de bacterias por gramo
de s&lidos suspendidos volatiles encontrados tanto en el insdculo
como en los 4 reactores alimentados con diferente sustrato y de
acuerdo a las condiciones de operacién establecidas en la Tabla

2.1'

Como se puede observar al final del experimento se encontrd un
aumento en el namero de bacterias acetoclésticas en todos los
reactores con respecto al. del insdculo (8.0 X 10" bact/g SsV)
siendo de 5.6 X 10 '° para el reactor 2, 3.3 X 10*° para el
reactor 6, 1.1 X 10*°® en el reactor 7 y 2.0 X 10° bact/g SSV en
el reactor 8.

En la Fig. 4.2.3 se observa que en todos 1los reactores hay
una disminucién en el numero de bacterias acetoclasticas en los
primeros dias, pero conforme transcurre el tiempo se recuperan

para alcanzar s8us valores maximos alrededor del dfa 180,
encontrandose 2.0 X 10'** en el reactor 2, 3.0 X 10 en al
reactor 6, 9.5 X 10 ' en el reactor 7 y en el caso del
reactor 8 este mantiene su valor (3.1 X 10‘°) en esta fecha

muy cercano al valor maximo encontrado a los 135 dias con 3.7 X
10*® bact/ g ssv.

En cuanto a las bacterias hidrogenofilicas estas se encontraron
al finalizar el estudio en el mismo orden de magnitud que en
el 1indculo (10'®) (Tabla 4.2.6). El namero m&s alto de estas
bacterias se presentan en el reactor 2 y 8 a los 135 dias con
7.0 X 10" y 1.9 X 10** bact/g SsSV, en cambio para los reactores
6 y 7 los miximos se observan a los 180 dfas con 4.2 X 10** y 2.0
X 10*"* bact/g SSV respectivamente.

En relacién a las poblacién bacteriana que utiliza el propionato,
ésta se incrementd en todos los reactores al comparar el numero
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17 T cuantiticacion de Bacterias Anaercbias Bstrictas
Nicroorganismos/g SSV y Ssv

SV Y.
B, A
B
B:C. Op

(45 dias)
ssv ¢

mo.;utsb

NC. A
. 8

(225 dies)
e

BC. A
NC. B
NC. Op

. “

66
$.08+08
5.0L+10
’I“m

R2

)
4.08+07
2.08+11

66
7.02+08
4.08411

73
7.08430
7.08412

7n
2.08412
3.0ee11

7"
5.68+10
$.08¢10
2.02410
2.08410

»

418408
1,001}

”
1.38407
1.95411

4.0B410

4.18411

3.08411
4.28411

%
3.38410
2.18120
3.43+09
2.18020

R?

63
1.48408
5.38¢09

9.62406
5.38+09

62
4.38410
7.68¢10

9.50¢10
2.00¢11

(1)
1.02420
1.58410
1.70¢09
1.78:09

1.08+08
7.08:09

4.38407
2.98109

-8
3.7k110
1.98+11

)|
3.18410
1.08411

n
.
3.4800
1.78¢10
6. 08
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encontrado en el insculo (9.0 X 10') con los observados al
finalizar el experimento. Asi, se tienen 2.0 X 10%° bact/g SSV en
el reactor 2, 1.7 X 10*"® en el reactor 8, 7.7 X 10° para el
reactor 7 y finalmente 3.4 X 10°bact/ g SSV en el reactor 6.
Por otra parte, al analizarse 1la poblacién de bacterias que
utilizan el butirato, al termind del estudio se encontré un
mayor numero en los reactores 2 (2.0 X 10*°® bact/g SsV) y 6
(2.1 X 10*°) que en los reactores 7 (7.7 X 10°) y 8 (6.9 X 10°
bact/g SsV).

Como se puede observar en la fig. 4.2.3 durante los primeros dias
el namero de bacterias acetoclasticas encontradas en los
reactores disminuyé con respecto al del inéculo. En el caso del
reactor 2 es muy posikle que se deba a los bajos valores
registrados en el pH durante estos dias, ya que 1la glucosa al
fermentarse produjo grandes cantidades de sacidos; una vez que se
resolvis este problema agregando bicarbonato de sodio, se dieron
las condiciones apropiadas para el crecimiento de dichas
bacterias. De cualquier forma, y con excepcién del punto anterior
en este reactor se observé el mayor contenido de bacterias
acetocldsticas que los otros 3 reactores a lo largo del estudio.

Por otra parte el reactor 6 no presentéd este descenso tan marcado
en ei numero de bacterias acetoclasticas en los primeros dias de
funcionaniento del reactor. Ello puede explicarse considerando 1a
naturaleza de este sustrato. Los grupos ~-NHz y ~-COOH libres de
las uniones peptidicas cuando se h idrolizan las proteinas pueden
contribuir a 1la capacidad del sistema a resistir cambios en
el pH. Cuando la mayoria de los grupos ionizables en las proteinas
o sus constituyentes aminoscidos en aguas de desecho muestran
valores de pK cercanos a la neutralidad, el sistema puede exhibir
capacidad buffer para mantener un PH neutro s8in 1la necesidad
de agregar acidos o bases para su control (Gaudy & Gaudy, 1981),
factor determinante e indispensable para el crecimiento de las
bacterias metanogénicas. Sin embargo, alrededor de los 90 dfas el
nadmero de bacterias metanogénicas disminuye sin ninguna razén
aparente para nuevamente incrementarse hacia los 135 dias (3er
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muestreo), independientemente de haber sufrido el accidente
causado por la ruptura del reactor después de este muestreo. El
numero de bacterias acetoclasticas encontrado siguié en aumento a
pesar de ser evidentes las diferencias en las caracter{ sticas
morfolégicas (color y textura) asi como de sedimentacisén en los
lodos recuperados; sin embargo, al finalizar el experimento si se
cbserva una disminucién en el numero de bacterias (tendencia

general).

En lo gue respecta al namero de bacterias acetoclasticas
encontradas en los reactores 7 y 8 este es muy parecido hasta
el 3er. muestreo (135 dias). En el 4o0. muestreo, el reactor 7
presenta un numero ligeramente nmayor gue el del reactor 8, (el
cual se mantiene practicamente con la misma cantidad de bacterias
acetoclasticas. Aquf cabe seMalar que esta diferencia pudo ser
ocasionada por el suministro de glucosa (0.1 g/1) que se
proporcion4 al reactor 7 el dia 101 de operacién. El objetivo de
agregar glucosa fue para que al degradar este sustrato las
bacterias anaerobias facultativas consumieran el oxigeno disuelto
en el medio y ast abatir el potencial redox. Al finalizar el
estudlio se observa gque nuevamente disminuye 1la cantidad de
bacterias acetoclasticas a niveles un poco menores a las
encontradas anteriormente (otra vez tendencia general). Sobre todo
el efecto temporal de la glucosa Ee Ve en 1los parametros
entrada/salida. Por otra parte también se encuentra una
disminucién de bacterias acetoclasticas en el reactor 8 a los
225 dias, pero esta es mis acentuada que la observada en el
reactor 7. El haber agregado en el reactor 8 sulfato ferroso
(0.5 g/1l) en forma continua durante 6 neses, ocasiond
posiblemente una acunulacién excesiva de sulfuro ferroso en la
cama aumentando el contenido de material mineral y disminuyendo la
actividad metanogénica de los lodos; asimismo se observéd una caida
del pH en esta ultima etapa del estudio, lo que parece indicar
la inhibicién de las bacterias metanogénicas en esta fecha.

otro hecho importante de mencionar es gque probablemente la mayor
carga organica con la que se arrancaron los reactores 7 y 8 vy
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ademas en este ultimo la presencia de sulfato ferroso no
propiciaron un buen desarrollo de las bacterias metanogénicas
hidrogenofi licas comparando los numeros encontrados en estos dos

reactores con respecto a los presentados en los reactores 2 y 6
(Fig. 4.2.4).

De Zeeuw (1988) analizd los tipos de lodos formados en reactores
UASB alimentados con AGV y los relaciond con su arranque,
clasificando los granos en 3 tipos. Los granos de tipo A gque son
aquellos de forma esférica compacta compuestos principalmente de
bacterias en forma parecidas a Methanothrix socengenii ; el tipo B
son granos m&s o© menos esféricos constituidos de bacterias
filamentosas difusamente entretejidas adheridas a particulas
inertes, en donde también se observan frecuenteménte bacterias
parecidas a Methanothrix soengenii. Los granos de tipo C, de

forma esférica compacta, compuestos predominatemente por bacterias
del tipo de Methanosarcina.

Durante 2] arranque, cuando se selecciona los fléculos con mejores
caracteristicas de sedimentaci&an, Methanothrix se adhiere a
particulas acarreadoras presentes en los lodos de siembra,
desarrollandose granos de tipo B, o bien formandose granos densos
(granos tipo A). Por otro lado Methanosarcina no se conoce que se
adhiera facilmente a superficies, aunque se sabe bien su capacidad
de formar agreqgados (Zhilina, 1976). De tal manera gue su
retencién dentro del reactor dependersa de gque los granos hayan
crecido lo suficientemente para sedimentar, en tanto las o¢lulas
solas y los pequeNos conglomerados de esta bacteria seran lavados
del reactor. La tasa de crecimiento reportada para este organismo
en concetraciones de 1 % de acetato es de 1.0 d“(nah, 1980):; se
ha calculado (de Zeeuw, 1988) que en una concentracién promedio de
acetato (1.0 kg/mP) se desarrollara ‘un grano macroscépico en
alrededor de un mes cuando se parte de una sola célula. En
cambio la tasa de crecimiento en cultivos puros de Methanothrix
a 30° Cc es de 0.14 d* (Huser et al., 1982); siendo de
alrededor de un séptimo de 1la de Methanosarcina; esto 1llevarfa
aproximadamente a 180 dfas el formar un grano macroscépico a
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partir de una ceélula. Sin embargo, se han observado granos
macroscdpicos compactos formados principalmente de Methanothrix
despuds de 30 o 45 dias del arrangque. Esto puede implicar
que la tasa de crecimiento de Methanothrix soengenii en cultivos
mixtos sea mks alta gque en cultivos puros, ©0 que especies
diferentes esten involucradas o bien que granos microscépicos (que
conéisian de mas de 500.000 bacterias) esten ya presentes en el
lodo de siembra (de Zeeuw, 1988).

Considerando lo expuesto, se puede pensar que dada la carga
organica con la que se arrancaron los reactores 7 y 8, la
concentracién de acetato fue alta, dandose asi condiciones
favorables para el crecimiento de Methanosarcina y;quadando fuera
de competencia Methanothrix. Esta hipé4tesis puede ser apoyada por
el hecho de que durante la operacién del reactor 7 no se alcanzé
su estado estable y de acuerdo con Wiegant (1988) se seleccionara
la formacién de granos de Methanosarcina cuando 1la concentracién
de acetato sea alta lo cual llevari eventualmente a procesos de
operacién inferiores, ademés, en el caso del reactor 7 es
importante considerar que debido al tipo de sustrato con el que
fue alimentado (mezcla AGV) no se alcanzaron las condiciones de
oxido-reduccién de acuerdo a los resultados encontrados al
finalizar el experimento (+11 mV), por lo cual no se logre el
desarrollo adecuado de la poblacién metanogénica.

Por otra parte, la diferencia entre las estabilidades de operacién
entre el reactor 7 y 8 muestra que el papel del sulfato ferroso
fue decisivo, hecho que se detallara mas adelante. Sin enbargo
este conpuesto pudo influir en las diferencias encontradas al

final del experimento entre los NMP de las bacterias
acetoclesticas.

En lo que respecta a 1las bacter i as hidrogenoffilicas, estas se
encontraron generalmente en mayor cantidad que 1las bacterias
acetoclésticas a lo largo del experimento en todos los reactores y
se presentan en mayor cantidad alrededor de los 135 di as es
decir antes de los crecimientos maximos de las bacterias
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acetoclasticas (135 dias).

En el reactor 2 y 6 se encuentran los mayores numeros de
bacterias hidrogenofilicas, segquidas del reactor 8 y por ultimo
el reactor 7, esto al parecer va en relacisén al sustrato con el
que fueron alimentados los reactores, ya que tanto la fermentacién
de la glucosa como de proteinas forman grandes cantidades de
hidréageno, y este a s8su Vvez tendra que ser removido por la
poblacién metanogénica autotréfica para que sea posible la
degradacién de los ac. propiénico y butirico Yy proceda la
metanogénesis a partir del acetato que representa la mayor
parte del proceso (73%). Por otra parte, cuando se alimentan los
reactores con una mezcla de AGV, el hidrégeno formado durante su
tomplmiento sersa menor que el formado en los reactors 2 Yy 6.

Un hecho interesante se presenta en el reactor 8 en donde 1la
adicien de sulfato ferroso parece que favorecid al
crecimiento de las bacterias hidrogenofilicas en comparacidén con
el reactor 7, lo cual hasta cierto punto se esperaria que hublera
sido ‘contrarla por 1la competencia por el hidrégeno con las
sulfatorreductoras, dadas las diferencias en las constantes de
afinidad para el hidrégeno (Km BSR 1 uM; Km BM 6 uM) .

Es nocesario nancionar que al‘realizar la prueba de NMP se les
provee de sustrato en exceso a las bacterias, de tal manera que si
no existis limitacisn de hidrégeno y no existio fuente de azufre
para las bacterias sulfatoreductoras no hubo conpotancia entre
estas Y las bacterias metanogénicas. De manera que el
crecimiento de 1las hidrogenofilicas fue favorable.

Por otra parte, Schink y Thauer (1988) consideran que la
competencia entre estas bacterias, tanto para el hidrégeno como
para el acetato, interpretadas como simplemente una consecuencia
de diferencias en las constantes de afinidad al sustrato
(Kristjansson et al., 1982; Shénheit et al., 1982; Kristjansson
Y stnheit, 1983) deben ser revisadas para dar importancia a 1la
estructura de los granos. En efecto, la eficiencia en la
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transferencia de metabolitos entre diferentes grupos tréficos
en una comunidad microbial mixta dependers en alto grado de 1a
distancia difusional entre los organismos asociados. Es ast gue,
una alta heterogéneidad de la microestructura influenciarta el
resultado de 1la competencia en una comunidad més que las
diferencias en las afinidades al sustrato. \

Se ha encontrado un efecto estimulante sobre la matanogénesis en
digestores alimentados con acetato (van der Berg et al., 1980)
cuando interactuan el sulfato y el hierro en concentraciones
superiores a 0.6 mM y 0.5 mM respetivamente, debido a la formacien
de precipitados de sulfuro. Se sabe en este caso que el sulfuro

precipitado puede aun ser utilizado por las bacterias
acetoclasticas. !

Estudios realizados por Guyot y Traore (1985) en un cultivo mixto
de una bacteria sulfatorreductora utilizadora de propionato con
Nethaggggrq;gg barkeri, en presencia de sulfato Y de propionato,
demostraron gque el acetato producido podia ser utilizado por M.
barkdri, 80lo 81 se encontraba presente el Fe'® para precipitar
el sulfuro producido, evitando 1la inhibicisen por altos niveles de
sulfuro solubles sobre 1la acetoclastia. De acuerdo con Guyot
(1988) los sulfuros ademas de . or una fuente de azufre para 1la
célula, me joran las condiciones reducldas del medio,
lo cual favorece a las bacterias metanogénicas ya que requieren
de potenciales alrededor de - 300 mV para su desarrollo (Gujer
Y Zender, 1983). A este respacto se realizé al final del
exparimerito la medicién de los potenciales de oxido-reduccisén
entre los reactores 7 y 8 y se encontraron valores de + 11 nv
Y =~ 181 wV respectivamente. )
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4.2.3 EVOLUCION DE LAS ACTIVIDADES METANOGENICAS

En la Tabla 4.2.7 se presaentan las cinéticas de degradacién del
acaetato a los 135 dfas (3er muestreo), a 1los 225 dias (50.
muestreo) se presentan tanto para el acetato como para el
propionato y el butirato. En el indculo se trato de seguir 1la
cinética del acetato, pero no se observé durante 6 horas que fue
el tiempo en que se realizé la prueba.

La mayor actividad encontrada para el acetato fue en el reactor 2
a los 135 dias con un valor de 0.83 mmol/g SSV/h. Esta disminuys
al transcurrir el tiempo ya que a los 225 dgas fue de 0.4
mmol/g SSV/h. Por otra parte, la actividad acetoclastica para el
reactor 7 y 8 fue de 0.33 mmol/gSSV/h a 1los 135 dias, Y
descendis ligeramente en el reactor 8 al final del experimento
(225 dias) encontrandose 0.31 mmol/g SSV/ h; en cambio, el
reactor 7 1incremento su actividad a 0.40 mmol/qg SSV/h.
Finalmente, la cinética de degradacién para el acetato en el
reactor 6 fue la mias baja con un valor de 0.05 mmol/g SSV/ h.

En relacién a las actividades para el propionato y butirato en el
reactor 2 no se lograron medir ya gque se presentaron problemas
con el equipo para su determinacisn (cromatografos de gases), en
tanto estas actividades tampoco se obtuvieron en el reactor 6 ya
que durante 6 horas no se observé su degradacién.

En el reactor 7 se encontrd mayor actividad para el butirato
(0.58 mmol/g SSV/ h) que en el reactor 8 (0.18 mmol/g SSV/ h),
la degradacisén del propionato no se observé en el reactor 7 y en

el reactor 8 fue muy baja (0.01 mmol/qg SSV/ h).

Al relacionar las actividades metanogénicas con 1los NMP (7 X
10*° 3er muestreo y 5.6 X 10'® So0. muestrec) en las mismas fechas
se encuentra que a los 135 dias el namero de bacterias/ g
S8V en el reactor 2 se encontraban en mayor cantidad que a
los 225 dias, no obstante esto no explicaria 1la diferencia tan
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grande (40%) en las actividades. Nuevamente se debe considerar
que en ambas pruebas se dan condiciones &ptimas para el
crecimiento, pero en el caso del NMP se maceran los lodos de
tal manera que se pueden alterar las condiciones sintraficas
entre los organismos.

En cuanto al reactor 6, también es ligeramente mayor el NMP de
bacterias acetoclasticas a los 135 dtas (4.0 X 10%*°® bact/g SsV)
que a los 225 dias (3.3 X 10' bact/g SSV) y las actividades
también decrecen (considerando que cambio la poblacién bacteriana
a partir de su ruptura). Ssin embargo, es en especial interesante
Preguntarse porgque no fue posible seguir la degradacién de 1los
AGV en este reactor alimentado con albumina. De acuerdo a Field

(1987) la actividad metanogénica esta relacionada con la
cantidad de tiempo que el lodo tiene para adaptarse al
sustrato usado. Generalmente durante la primera alimentacian

el lodo estd adaptandose as! mismo a 1los AGV del sustrato.
Considerando que el sustrato original es 1la protefna cuyos

aminoacidos son convertidos facilmente en metano pero no
en forma directa Ya que de 10 a 20 % de 1los aminoscidos son
aromiticos (p.e. fenilalanina Yy tirosina). En principio, estos
compuestos son degradados lentamente, bero una vez que el lodo
esta adaptado seran degradados rapidamente, el periédo de
retraso refleja el tiempo necesario para que las bacterias
pProduzcan la enzima proteasa. Teniendo en cuenta esto entonces

podriamos pensar que al cambiar las condiciones de los 1lodos al
alimentarlos con acetato se requirié de otra etapa de adaptacién,
Ya que parece presentarse una inhibicien en 1la degradacisn de
los AGV cuando no provienen de la protef na como fue en
este caso al realizarse la prueba de actividad metanogeénica. En
relaciéon a esto Tempest et al. (1970) seNala que un
incremento en la tasa de catabolismo resulta en cambios en el
tamaNo de pool de los metabolitos y coenzimas en la ceélula.

Las actividades metanogénicas para el acetato en el reactor 7
Y 8 son las mismas a los 135 dias (33 mmol/gsSSV) y los numeros
de bacterias son muy similares entre ambos reactores en este



tiempo (4.3 X 10* y 3.7 X 10*9). Al final del experimento fue
menor la actividad para el acetatc en el reactor 8 que en el

7, Y las poblaciones acetoclasticas siguen también este orden,
lo cual hace pensar gque se debiera a 1las condiciones favorables
que se les proporciona al realizar ambas pruebas.

Las actividades encontradas con el butirato al final del
experimento son mayores para el reactor 7 gue en el reactor 8 asi
como también la poblacién utilizadora de butirato, por otro
lado no se observd actividad para el propionatov en el reactor 7

Y en el reactor 8 fue muy baja, y la poblacién utilizadora fue
mayor en el reactor 8.

La acumulacién del propionato se puede explicar por el hecho de
que su conversion anaerobia es termodinamicamente menos favorable
que para el acetato o butirato (Conrad et al., 1986), a causa de
las bajas tasas de crecimiento especifico de 1la poblacién que
oxida el propionato (Zenhder & Koch, 1983) requiere de un tiempo

largo para su adaptacién.Lo que podria implicar que no estuvieran
activas en los reactores.

Durante la degradacién completa de la materia orgénica
bajo condiciones anaerobias, cerca del 15% del carbono total es
degradado via propionato como un intermediario (Kaspar & Wuhrmann,

1978 ; Gujer & Zender, 1983). El propionato es oxidado a
diéxido de carbono e hidrégeno de
reacclén:

CHsCH2COO~ + 3HRO =~mmemcmee——oe >

acetato,
acuerdo a 1la siguiente

CHsCOO™ + HCOs  + H' + 3Ha
L4
G° = +76.1 ki/mole ( Thauer et al.,1977 )

Debido a la extrema positividad G°', la degradacién del propionato
es solo posible cuando el hidrégeno es removido por las bacterias
metanogénicas (Zehnder & Koch et al., 1983) Aunque alguna
informacién esta disponible acerca de 1la cinética de ruptura
(Kaspar y Wuhrman, 1978a; Zenhder & Koch, 1983) poco se sabe
acerca de la via bioquimica de oxidacién del propionato.
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten hacer las siguientes

conclusiones:

- El tiempo de retencién hidraulica (TRH) es un parametro que
afecta la granulacién.

con tiempos de 6 y 12 horas de TRH y velocidades ascencionales
muy bajas, de 0.05 y 0.02 m/h respectivamente se obtuvieron . mis
r‘pidamente (90 dias) lodos con mejores IVL (30 ml/g; 32.3 ml/qg)
que a TRH de 24 h y velocidades ascencionales de 0.01 m/h (IVL
49.9 ml/g), debido a la seleccién de lodos con buenas
caracteristicas de sedimentacisn durante el arranque.

El TRH marcé diferencias en el tamafo de grano al final de 1la
experimentacién (225 dias). A menor tiempo de retencién
hidraulica (6, 12 y 24 h) mayor diawmetro alcanzado (2.0 mnm,
8 = 0.45; 1.7 mm, s = 0.50 Y 1.5 wm, s = 0.32
respectivamente).

Las actividades especificas de los lodos ‘muesttan su
potencialidad en los reactores encontrandose valores en el Rs de

0.31 Kg DQO/ Kg SSV.d mientras el observado en el reactor fue

0.10 Kg DQO/Kg SSV.d, en el Re 0.61 Kg DQO/ Kg SSv.d, 0.33 Xg
DQO/ Kg SSV.d y finalmente en el Rs 0.46 Kg DQO/Kg SsSv.d, 0.52
Rq DQO/kq SSV.d. Conforme aumenta el TRH las diferencias entre la
actividad especifica y la actividad real se hacen mnmenores.
Asimismo considerando 1la biomasa producida en cada reactor
(Re 49 g, R 159 y Rs 10 g) fue en orden inverso al TRH, por
lo que el tiempo de contacto influyé en 1las eficiencias
sncontradas al final del experimento (alrededor del 80%).

~-La carga organica influyé en el desarrollo de 1la poblacién
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metanogénica.

Una carga orgdnica de 5.0 Kg DQO/Kg SsV. d ocasiond acumulacién
de AGV en el digestor afectando severamente a la poblacién
metanogénica.

Se presentd una mayor actividad especf{fica (0.83 mmol/g SSV/h)
en lodos alimentados con 1 Kg DQO/Kg SSV.d que en aquellos

alimentados a 0.5 Kg DQO/Kg SSV.d (0.24 mmol/g SSV/h) a los 135
dsas.

El tamaNo de grano se vié influenciado por la carga organica a
1 Kg de DQO/Kg SSV .d se alcanzé un diametro propedio de 1.7 mm
¥ 0.5 en tanto a 0.5 Kg DQO/Kg SSV . d fue de 1.4 mm t o.31.

'El tipo de sustrato influencié fuertemente 1la formacién de

granos en los reactores.

La albdmina favorecid un mejor IVL, seguido de 1la glucosa Yy
AGV, presentandose valores de 14 ml/g (dia 135) para 1los lodos

alimentados con albumina, 28.9 ml/g para los de glucosa Yy 41.4
ml/g con AGV.

Se alcanzaron diametros de grano mayores con glucosa (1.7 mm, 8 =
0.5) y albamina (1.2mm, s = 0.42) en comparacién con los AGV (0.6
mm, 8 = 0.16) y AGV mas sulfato (0.7 mm , 8 = 0.25).

En general se presentaron mayor numeroc de bacterias en los
reactores alimentados con glucosa y albamina. El log del namero
total de bacterias en 1los reactores fue: En el Rs
Acetoclasticas 11.9, Hidrogenofilicas 12, Res Acetoclasticas 11.7,
Hidrogenofilicas 12.6, R? Acetoclasticas 10.7, Hidroqbnotilicas
10.8, Re Acetoclasticas 10.8, Hidrogenofilicas 12.

- Los resultados encontrados apoyan la teoria de Sam Soon et al
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a)

b)

(1988) la cual indica:

La granulacién en sistemas anaerobios se debe a la accién de
organismos metanogénicos del tipo de Methanobacterium Strain AZ
el cual utiliza el Ha como unica fuente de energia, puede
producir todos sus aminoacidos excepto cisteina, cuando existe
deficiencia de este aminoacido y en el medio se dan condiciones
de alta presién de hidrégeno, asi como amonio disponible
producira polipéptidos extracelulares.

La existencia de zonas de alta y baja presisén de Hs como las
gue se presentan el reactores de flujo ascendente \'4

semiascendente y el tipo de sustrato del influeqte son factores

c)

a)

En

1)

2)

3)

que determinan la granulacién.

Con sustratos como carbohidratos y proteinas en este tipo de

gsistemas (UASB) 1la granulacién se presenta debido a la
aeparacién de fases; el hidrégeno es liberado durante la fase
acidogénica, a,ptesiones parciales altas de hidrégeno pueden
crearse las condiciones para la formacisn de _polipséptidos por
M.Strain Az si el medio contiene suficlente amonio disponible.

Ls granulacién es inprobable con sustratos que regquieren bajas
presiones de hidrégeno para su degradacieén.

nuestros resultados se tiene:

Se encuentra el mayor contenido de bacterias hidrogenogi licas
en los reactores alimentados con glucosa y albamina.

Existe una mayor produccién de biomasa en el reactor 1
alimentado con glucosa y con el mnas alto contenido de
nitrégeno (relacién DQO:N de 19:5).

La poblacién acetocléstica en dicho reactor 1 es inferior en
un 10t a la de los reactores alimentados con el mismo sustrato
a la misma carga organica y diferente TRH.
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4) No se favorecié 1la formacién de granos en el reactor 7
alimentado con una mezcla de AGV, ya que se requieren
presiones parciales bajas de hidrégeno para su degradacién.

5) Los lodos formados en el reactor 8 tampoco alcanzaron didmetros
mayores debido a la presencia de las bacterias
sulfatorreductoras que mantuvieron presiones de hidrégeno bajas
por la competencia con las bacteria hidrogenofilicas.
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