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Digestion anaerobia en lechos bacterianos para remocion de nutrientes y generacion gas

metano a partir de agua residual de una extractora de aceite crudo de palma

Andrés Dillon, Rodny Pefafiel*

'Universidad San Francisco de Quito (USFQ), Colegio de Ciencias e Ingenieria, Diego de Robles y Via

Interoceanica, Quito, Ecuador.

Resumen

En el presente estudio se analiza la tasa de generacion de metano y los procesos de remocién
de la materia organica y nutrientes en biodigestores de lechos bacterianos a escala de
laboratorio para purificar agua residual de una extractora ubicada en la provincia de
Esmeraldas, Ecuador. La operacion de los reactores anaerdbicos se realiz6 en tres etapas en
las que se alimento diferentes mezclas de agua residual y medio basal: en la primera etapa se
aliment6 el medio basal con acetato, en la segunda etapa se alimentd el medio basal con
acetato/glucosa y en la tercera etapa se alimentd medio el basal con acetato/glucosa y una
creciente concentracion de amonio. Como in6culo microbiano se usé agua de una laguna
anaerobica de la extractora. La actividad metanogénica especifica (AME) del indculo es
inicialmente baja (0.052 gDQO-CH, gSSV™* d?), sin embargo la AME del efluente de los
biodigestores aumentd hasta un valor de 0.42 gDQO-CH, gSSV™* d*. El porcentaje de
remocion de DQO promedio es de 86%. La mayor tasa de generacion de metano fue 81.85
mL d™ es decir 227 mL gDQO™ El porcentaje méximo de remocién de amonio es de 85%.

Palabras Clave: POME, anammox, digestion anaerébica, actividad metanogenica, metano,

biodigestores, DQO



Abstract

This study analyzes the methane generation and removal of organic matter and nutrients in
attached growth laboratory biodigesters to treat wastewater from a palm oil mill located in
Esmeraldas, Ecuador. Experiments were carried out in three different feeding stages
consisting in a basal medium and wastewater from an anaerobic pond of the mill: in the first
stage the feed included a basal medium with acetate; in the second stage a basal medium with
acetate/glucose was used; in the third stage a basal medium with acetate/glucose and an
increasing ammonium concentration was fed. Wastewater from an anaerobic pond of the mill
was used as microbial inoculum. The initial specific methanogenic activity (SMA) of the
inoculum is low (0.052 gCOD-CH4 gSSV™ d) nevertheless the SMA of the biodigester
effluent increases to 0.42 gCOD-CH4 gSSV™* d™. The COD removal average is 86%. The
highest methane generation rate was 81.85 mL d*, 227 mL gCOD™. The maximum
ammonium removal was 85%.

Keywords: POME, anammox, methanogenic activity, methane, bioreactor, anaerobic
digestion, COD
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Introduccioén

La industria de extraccion de aceite crudo de palma es una actividad que puede
generar significativos problemas ambientales relacionados con la generacion de residuos
solidos, contaminacion de cuerpos de agua y suelos, emision de gases de efecto invernadero,
pérdida de la biodiversidad y deforestacion (WWF, 2004). En el Ecuador la produccion de
aceite de palma ha crecido un 7% en la Gltima decada, utilizando 250 000 hectareas de
terreno, generando entre 2.5a 3 m* de agua residual “POME” (Palm Oil Mill Effluent) por
tonelada de aceite crudo de palma (ANCUPA, 2015). Estas descargas por sus altas cantidades
de materia organica necesita de tratamientos previos para que sean descargados en cuerpo de
agua o en el alcantarillado cumpliendo los mandatos establecidos TULAS en relacion al
Manejo y Calidad del Agua (Mufioz, 2010).

La aplicacion de tecnologias como la digestion anaerdbica tiene varias ventajas en
comparacion a otras tecnologias como la aplicacion de tratamiento aerobicos (lgwe y
Onyegbado, 2007). Entre sus ventajas principales se encuentra el menor costo de aplicacion
de dicha tecnologia, utilizacion de microorganismos remediadores nativos y propios del
efluente, remocidn de carga organica y de nutrientes y la generacion de productos energéticos
como el biogas compuesto principalmente de CH,, el cual puede ser utilizado dentro de la
misma industria reduciendo la emision de gases de efecto invernadero GEI, costos
operacionales, ademas de promover la utilizacion de energias renovables (Rupani et al.,
2010).

La digestion anaerobia consta de cuatro etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis. En cada una de estas intervienen distintos microorganismos simbioticos y
competidores. En la etapa inicial: Se produce la hidrolisis del material orgénico particulado y

macromoléculas mediante reacciones de Oxido-reduccion catalizada por enzimas
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extracelulares de microorganismos fermentativos, generando compuestos organicos solubles
precursores de la acidogénesis los cuales se metabolizan en el interior de las células (Teng et
al., 2013). En la acidogénesis, la fermentacion se realiza en presencia de bacterias
acidogénicas anaerdbicas obligadas o facultativas quienes fermentan compuestos solubles de
la hidrdlisis en acidos organicos como el acético propidnico y butirico (El-Fadel y Massoud,
2001). Etapa acetogénica: las bacterias acetogenicas donantes de H, CO, Yy acetato,
transforman los productos de la acidogénesis por medio de la deshidrogenacion acetogénica
la cual puede fermentar acidos grasos volatiles (Ecuacién 1), lactatos y alcoholes o sintetizar
el acetato a partir de H,, CO, (Nayano et al., 2010).
2C0, + 4H, » CH;COOH + 2H,0 (1)

La Ultima etapa de fermentacion metanogénica: los organismos metanogénicos forman
metano y didxido de carbono a partir de sustratos organicos sencillos mono carbonatados
como el cido acético (Cecchi et al., 1989). Esta degradacién se produce principalmente por
dos grupos de microorganismos anaerobicos estrictos: los microorganismos metanogénicos
acetoclasticos, los cuales degradan el &cido acético en metano y dioxido de carbono
(Ecuacion 2) y las bacterias metanogénicas hidrogendfilas las cuales reducen el dioxido de
carbono con hidrégeno y producen metano y agua (Ecuacién 3) (Jetten et al., 2005)

CH;COOH - CH,+C0, (3)

H, +C0, - CH, +2H,0 (4)

Estudios de Garzon y Pefafiel (2015) realizados en biodigestores de 2 litros con
in6culos de la Laguna 4 y desarrollados en una etapa inicial con agua de la Laguna 3 como
sustrato y en una etapa posterior con medio basal acetato, mostraron que la generacion
méxima es alcanzada mediante la alimentacion de acetato como sustrato dando como

resultado una generacién de CH, de 62.14 mL d* (Pazmifio y Pefiafiel., 2015).
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La problematica entorno a las altas concentraciones de nitrdgeno en el POME, radica
en la eutrofizacion y disminucion del oxigeno disuelto en los cuerpos de aguas receptoras
causando detrimento de la vida acuatica (Bae et al., 1998). La remocién bioldgica de
nitrégeno del agua residual se puede desarrollar por nitrificacion y desnitrificacion, procesos
que requieren altas cantidades de energia y se los realiza en secciones separadas del
bioreactor, debido al requerimiento de oxigeno por los microorganismos nitrificantes (seccion
aerdbica) y la ausencia de oxigeno para los desnitrificantes (seccion anodxica) (Strous et al
1997). Estos procesos implican altos costos econémicos debido a la adicion de oxigeno en el
proceso de nitrificacion. Se necesita 4.57 g O, por cada g-N-NH4" para oxidar el amonio a
nitrato. Por otra parte, para llevar a cabo el proceso de desnitrificacion es necesario la adicion
de materia organica (4.6 g DBOs por cada g-N-NOj" reducido) (L6pez, 2009)

El proceso anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) se presenta como alternativa
para la remocion de nitrdgeno por procesos biol6dgicos. Las bacterias anammox,
microorganismos quimiolitotrofos, oxidan el amonio en condiciones anaerobicas utilizando el
nitrito como aceptor de electrones (Ecuacion 5). La ventaja principal de este proceso en
relacion a procesos convencionales radica en que los microorganismos no necesitan
cantidades altas de materia organica biodegradable para realizar el proceso de oxidacion de
amonio, ademés la biomasa generada por procesos anammox (0.066 mol-C-mol™ NH,*
eliminado) es menor que la producida por los procesos de nitrificacién (0.105 mol C-mol™

NH," eliminado) (Strous, 1997).

NH} + 1.32N05 + 0.066HCO5 + 0.13H* — 1.02N, + 0.26N05 + 0.066CH,005 No1s5 + 2.03H,0  (5)

El lento crecimiento de la biomasa anammox es la principal desventaja al momento de
la aplicacion de este proceso debido a su velocidad especifica de crecimiento con pmax =
0.065 d*, y un tiempo de duplicacion ty, es de 11 dias, velocidad 11 veces menor en
comparacion a microorganismos nitrificantes (Beun, 2000). Este lento crecimiento de la

bacterias anammaox esta relacionado con la baja velocidad especifica de consumo de amonio,
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0.04 umol NH," mg de proteina™ min *

, velocidad siete veces menor a la de las bacterias
oxidantes del amonio 0.3 umol NH," mg de proteina™ min™ (Jetten et al., 2001).

La utilizacion de tecnologias en reactores que eviten la movilizacién microbiana en
biodigestores promueve una mayor eficiencia en el aumento de la actividad microbiana de
digestion (Bermuadez, 2000). El lento crecimiento de las bacterias anammox requiere la
aplicacion de tecnologias que permitan una importante retencion de la biomasa. Los dos
principales sistemas utilizados para la acumulacion de biomasa se dividen en sistemas con
biomasa fijada en lechos bacterianos y procesos de biomasa en suspensién (Rojas et al.,
2008). Las tecnologias de lechos bacterianos con mayor aplicabilidad son filtros anaerobios y
reactores fluidificados (Guerra et al 2001). Los filtros anaerobios permiten que los
microrganismos se encuentren fijados sobre la superficie de un material o soporte inerte el
cual permite que se atrapen y se generen biopeliculas en intersticios. Los reactores
fluidificados trabajan mediante la fijacién de los microorganismos sobre particulas de materia
inerte que se encuentren fluidificadas por el flujo ascendente del fluido (Rojas et al., 2008).
Estos procesos promueven el incremento y la retencion de la biomasa dando como resultado
que la biomasa formada no sea extraida en el efluente (Lozano et al 2004).

Los objetivos del presente estudio son: 1) evaluar la operacion de biodigestores
anaerobios de lechos bacterianos a escala laboratorio en tres etapas en las que se varia su
alimentacion; 2) determinar la produccion de gas metano en cada biodigestor; 3) analizar la

eficiencia del proceso de remocion materia organica y amonio.

2. Materiales y Métodos

2.1 Toma de muestras
Las muestras de agua para el presente estudio se tomaron de la laguna anaerobia “Laguna

4> del sistema de tratamiento de aguas residuales de una industria extractora de aceite de
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palma ubicada de la Provincia de Esmeraldas Ecuador. Agua residual de esta laguna mostro
en estudios previos de Pazmifio y Pefafiel (2015) una elevada actividad metanogénica
especifica.
2.2 Métodos analiticos

Los parametros determinados se realizaron de acuerdo a los protocolos del LIA-USFQ
que se basan en los métodos estandar para el analisis de agua y agua residual de la APHA
(American Public Health Association) (APHA, 2012) y de la EPA (Environmental Protection
Agency) (epa, 2000): demanda quimica de oxigeno total y soluble (DQO), sélidos totales
(ST), solidos volatiles (SV), sélidos suspendidos totales (SST), solidos suspendidos volatiles

(SSV), nitratos, amonio, pH y potencial redox.

2.3 Bioensayos AME
Los bioensayos AME (Actividad Metanogénica Especifica) se desarrollaron mediante
el método de desplazamiento de liquido utilizando medio basal de acetato descrito en el

estudio desarrollado por Garzon y Pefiafiel (2015).

2.4 Biodigestores

Se instalaron 4 biodigestores herméticos de 4 L de capacidad con un volumen de
operacion de 3 L (Figura 1). En cada biodigestor se colocd una malla plastica de polietileno
de alta densidad para soporte de trozos de mangueras para promover la fijacion microbiana
(lecho bacteriano). Los biodigestores se arrancaron con una mezcla de 2700 mL de medio
basal acetato (Tabla 1) y 300 mL de agua de Laguna 4 (Tabla 2). En la primera etapa se
alimenté unicamente con 90% de medio basal acetato y 10% agua de la Laguna 4. En la
segunda etapa se alimenté con 90% de medio basal acetato + glucosa y 10% agua de la
Laguna 4. En la tercera etapa se incrementd semanalmente la concentracion de amonio en el

medio basal glucosa + acetato (Tabla 1). El volumen de alimentacién fue 150 mL d™* con un
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tiempo retencién hidraulico (Hydraulic Retention Time, HRT) de 20 dias y con carga organica

de 0.12 g DQO d™.

Tabla 1 Medio basal alimentacion etapa 1, etapa 2 y etapa 3

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Medio basal
Medio basal acetato (acetato +
glucosa) Medio basal (acetato + glucosa)

Compuesto [mgL"] [mgL™ [mg L™
NH,CI 280 280 286.4 292.8 299.2 305.6
KH,PO, 250 250 250 250 250 250
MgSO,4.7H,0 100 100 100 100 100 100
CaCl, 10 10 10 10 10 10
NaHCO; 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Extracto de levadura 10 10 10 10 10 10
tsrg'zi‘i'on deelementos ) 1mL 1mL imL 1mL 1mL
CH3COONa 3H,0* 5316 2658 2658 2658 2658 2658
NaHPO, 148 148 148 148 148

Glucosa - 2343 2343 2343 2343 2343
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NaOH 2%

Salida Gas

Alimentacion (IN}

Salida (OUT) ;I IF

Malla soporte

NaOH
desplazado

Mangueras

N 0 o agitador
Figura 1 Esquema de operacion biodigestor 1

3. Resultados y discusion

La caracterizacion fisico quimica del agua de la Laguna 4 del sistema de tratamiento de la

planta extractora de aceite de crudo de palma se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2 Caracterizacion de la muestra Laguna 4

PARAMETRO Unidad Laguna 4
pH 7.06
DQOsoluble [mg/L] 1497
Sélidos totales [g/L] 4.1
Sélidos volatiles [o/L] 1.4
Solidos suspendidos totales [o/L] 0.1
Sélidos suspendidos volatiles [g/L] 0.09
Nitrato [mg/L] 221
Amonio [mg/L] 226

En la Tabla 2 se puede observar que el pH se encuentra en un rango neutro. La DQO

de Laguna 4 es alta debido a la cantidad de materia organica que se descarga en el proceso de
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extraccion del aceite de palma ( Tchobanoglous et al., 2010). En relacion a los sélidos del
agua de la Laguna 4 se presentan valores de ST y SV de 4.1y 1.4 g L ™ respectivamente,
ademés que los SST y SSV se encuentran entre 0.1y 0.09 g L ™ Los sélidos volatiles son un
medida indirecta de la cantidad de materia organica presente en la muestra la Laguna 4. Con
respecto a la concentracion de nitrato en la Laguna 4 se puede notar que existe una
concentracién de 221 mg NO3 L™. Por otro lado la concentracién de amonio se encuentra en
226 mg NH;* L™ y se relaciona con las condiciones anaerébicas de la Laguna 4.
3.1 Bioensayos AME

La AME evalla la capacidad que tienen los microorganismos metanogénicos para
convertir un sustrato organico (acetato) en CO, y CH,4 bajo condiciones controladas (Cheng et
al., 2012). La Figura 2 muestra la produccion de gas metano (moles) en funcion del tiempo.
Se puede observar la tendencia de produccion de metano es similar a la literatura, es decir
con estados de crecimiento graduales y fases estacionarias (Rodriguez, 2009). La Tabla 3
presenta la actividad metanogénica especifica del inoculo Laguna 4 y del biodigestor 1, 175

dias después del inicio de su operacion.

0,0025

0,002

0,0015

0,001

0,0005

Moles CH4

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Tiempo [h]

Figura 2 Generacion acumulada de CH4 del bioensayo en funcion del tiempo
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Leyenda: (0) Agua Laguna 4.

Tabla 3 Actividad metanogénica especifica y porcentaje de relacion SSV/SST del agua de la

Laguna 4
Actividad Metanogénica Especifica
Muestra gDQO-CH,4 gSSV*'d?  9%SSV/SST
Agua Laguna 4 0.052 90%
Agua biodigestor 1 0.42 90%

En la Tabla 3 puede apreciar que la AME para el agua de la Laguna 4 es baja. La
literatura determina valores dptimos de generacion de metano que se encuentran entre 0.5a 1
g DQO-CH, gSSV! d* (Poh et al 2010). La proporcion %SSV/SST se encuentra en
condiciones 6ptimas las cual sugieren proporciones mayores a 60% SSV/SST (lgwe y
Onyegbado, 2007). Esta proporcion indica que el agua de la Laguna 4 puede ser utilizada
como indculo debido a que los SST representan la concentracion de solidos presentes en el
in6culo microbiano y los SSV representan la fraccion de biomasa presente en los SST
(Abdurahman et al 2013). La AME del biodigestor 1 presenta 0.42 g DQO-CH, gSSV*d™8
veces superior al agua de la Laguna 4. Este valor se relaciona al enriquecimiento mediante

medio basal glucosa y acetato durante los 175 dias de operacion

3.2 Biodigestores

La Figura 3 muestra la concentracion de DQO total del efluente de los cuatro
biodigestores durante el tiempo de operacion. Los biodigestores R1, R2, R3 y R4 arrancan
con concentraciones de 2400 mg DQO L™.Los primeros 15 dias los biodigestores no fueron
alimentados para que puedan comenzar una adaptacion inicial a las condiciones de operacion.
Se evidencia la tendencia de estabilizacion de los biodigestores en el dia 60 para R1, R2 y R4
llegando a concentraciones de 293, 203 y 456. En R3 la estabilizacion se presenta en el dia 80
llegando a concentraciones de 309 mg DQO L™, este comportamiento se atribuye a falla en el

sistema hermético del biodigestor. El porcentaje de remocién en promedio es de 87%, valor
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que se encuentra acorde a la literatura que establece rango de remocion de DQO entre 80-
90% en biodigestores ( Kluber y Conrad 1998). El estado estacionario en los biodigestores se
Ilega en promedio 40 dias después del inicio de cada etapa de alimentacidn a excepcion de la
etapa 3 que utiliza la misma alimentacion de la etapa 2 con pequefios incrementos en la
concentracion de amonio. Durante la etapa 2 la concentracion de la DQO del efluente de los
biodigestores muestra un ligero aumento para R3 y R4 con 328 y 773 mg DQO L™
respectivamente y una disminucién que llega a 266 mg DQO L™ tanto para R1 y R2. En la
etapa 3 se presenta un aumento en cada biodigestor con valores de 690 mg DQO L™ para R1

y R3y 497 mg DQO L™ para R2 y 388 mg DQO L™ para R4.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

DQO [mg/L]

Tiempo [d]
Figura 3 Concentracion de DQO soluble
Leyenda: R1(X), R2 (A), R3 (0) y R4 (0) en funcion del tiempo de operacion de los
biodigestores.

3.3 Generacion de metano

En la Figura 4 se presenta la generacion de gas metano acumulada durante el periodo
de operacion de los biodigestores. Se observa que durante los primeros 40 dias los
biodigestores generan una cantidad minima de biogas. Durante la etapa 2 la generacion de

metano no esta influenciada por el medio basal glucosa, Hernandez (2003) determina que el
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medio basal glucosa influencia directamente en el incremento de comunidades de bacterias,
produciendo simbiosis y competencia a las archeas metanogénicas Entre los dias 130 a 150,
la produccién de gas para R1 y R2 llega a su maximo con valores de 81.65 mL CH, d™, es
decir 227 mL g DQO™. Estos valores se encuentran similares a estudios similares Garzén et
al., (2015) en el que se utilizé otro tipo de alimentacion. La generacion de metano para R3 y
R4 no fue significativa y se atribuye a los problemas de su hermetismo al arranque
experimental donde el ingreso del oxigeno causo que los microorganismos no se adecuen a
sus condiciones anaerobias. La actividad metanogénica especifica de los biodigestores
aumento a 0.42 g DQO CH, g™*VSS d™ después de los 175 de operacién y alimentacion con

medio basal glucosa y acetato.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
6
> ——R1
1
T —A—R2
@)
93
©
> —O—R3
2
1 —X— R4
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Figura 4 Generacion acumulada de CH4 en los biodigestores en funcion del tiempo de
operacion.

Leyenda: R1 (o), R2 (A), R3 (0) y R4(x)
3.4 Remocion de amonio
En la Figura 5 se muestra la concentracion de amonio y nitrato en la alimentacion y

efluente de los biodigestores. Se observa que el biodigestor 1 y 2 presentan una mayor
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remocion de N-NH;* mg L™ que los biodigestores 3 y 4. En la etapa R1, R2, R3 y R4
alcanzan valores en el dia 20 de 11.64, 9.92, 4.29, 19.41 mg N-NH," respectivamente, en la
etapa 2 en el dia 100 poseen valores de 9.31, 2.48, 21.74 y 12.42 mg N-NH,". En la etapa 3 al
introducir una concentracién adicional de 2 mg N-NH4* L™ por semana en el dia 175 poseen
valores de 31.87, 24.69 50 y 23 mg N-NH," dicho aumento de concentracion no inhibe la
degradacion de amonio por parte de los microorganismos. La eficiencia de remocion
promedio de cada etapa es de 87%. Segun literatura estos porcentajes de remocién de amonio
en reactores anaerobicos pueden desarrollarse por procesos microbiolégicos anammox

(Theuretzbacherer et al., 2015).
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Figura 5 Remocion de nitrégeno en el tiempo de operacion. A) Biodigestor 1, b) Biodigestor
2, C) Biodigestor 3 y D) Biodigestor 4

4. Conclusiones

La remocion maxima de DQO se presenta en el Biodigestor 2 con un porcentaje de
remocion de 89%, valor que concuerda con la literatura que establece porcentajes de
remocion de materia organica por digestién anaerobia entre 60 a 97%. Esto se atribuye a los
procesos de digestidn de la materia organica por parte de los microorganismos anaerobios.

La Actividad Metanogénica Especifica del inéculo es baja 0.052 g DQO CH4 g*VSS
d %, sin embargo al comparar con la AME de 0.42 g DQO CH, g*VSS d ™del biodigestor 2
se determina que durante el tiempo de operacion, la alimentacion con medio basal acetato

promovié al enriguecimiento microbiano metanogénico en el biodigestor.
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El medio basal mineral de glucosa no tiene influencia en el incremento de la
generacion de biogas. La produccion de biogas se mantiene en 81 mL de CH4 d™* en rangos
similares a los estudios previos de Garzén y Pefiafiel (2015).

Los porcentajes de remocion de N-NH," mg L™ son consistentes con la literatura y
estan probablemente relacionados con el proceso de reduccion de amonio por procesos

microbioldgicos anammox.
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