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Resumen

La generacion de aguas residuales es un producto inevitable de toda actividad humana. Los
componentes caracteristicos de estas aguas, elevada concentracion de particulas en suspension,
materia organica, nutrientes, compuestos antropogénicos y patdgenos, son la razon por la cual
la descarga de aguas residuales en lagos o corrientes convencionales previo a un tratamiento
adecuado afecta gravemente a la salud publica y el medioambiente. Este trabajo de
investigacion busca establecer un proceso biologico adecuado para el tratamiento de aguas
residuales contaminadas con altas concentraciones de materia organica. Mediante
experimentos batch se determind la actividad maxima especifica de varios lodos y sedimentos,
asi estableciendo los pardmetros necesarios para la posterior aplicacion de uno de estos
inéculos microbianos en un proceso continuo. Bioensayos de cultivo enriquecido y
degradacion de glucosa determinaron la actividad méaxima especifica de los lodos aerébicos.
Mientras la actividad de los lodos anaerdbicos se establecié mediante un estudio de actividad
metanogénica. Los sedimentos acuaticos de la laguna sintética de la USFQ se empaquet6 en
un reactor anaerobico de flujo ascendente y manto de lodos UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket reactor), a escala de laboratorio, el cual se aliment6 con una muestra de agua residual
sintética. Por medio del monitoreo periddico del porcentaje de remocion de la demanda
quimica de oxigeno, los solidos suspendidos y la produccion de metano se determiné la
eficiencia del reactor UASB a través del tiempo. En 110 dias de estudio se establecié una

eficiencia del reactor UASB del 48.28% en la remocion de la materia organica.
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Abstract

All human activity produces wastewater, which is characterized by elevated concentrations of
suspended solids, organic matter, nutrients and pathogens. The uncontrolled disposal of these
wasters is potentially disastrous to the surrounding environment, ecosystems and the public
health of the neighbouring communities. This investigation is based on the need to establish an
adequate biological process for the treatment of wastewater with high concentrations of
organic matter. The maximum specific activity of various sludge and aquatic sediments were
tested by means of batch experiments in order to establish the necessary parameters for the
posterior application of the microbial inocula in a continuous process. Enrichment cultures and
glucose degradation bioassays established the maximum specific activity of the aerobic
sludge, while methanogenic activity bioassays determined the activity of anaerobic sludge.
Aguatic sediments from an artificial lagoon situated on the USFQ campus were applied in the
UASB (Up-flow anaerobic sludge bed) continuous reactor which was feed with synthetic
wastewater. The efficiency of the process was determined through constant monitoring of
chemical oxygen demand removal, suspended solids content and methane production. After

110 days of operation the reactor reached efficiencies of 48.28% removal of organic material.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

Las aguas residuales se caracterizan por tener altas concentraciones de materia organica,
solidos suspendidos, nutrientes y patdgenos. El agua residual es un producto inevitable de toda
actividad humana tanto doméstica como industrial que al ser descargada sin un tratamiento
previo en cuerpos o fuentes de aguas naturales representa una amenaza grave al ecosistema.
Por lo tanto, el desarrollo y la aplicacién de procesos de tratamiento de aguas residuales es
indispensable para preservar el medio ambiente, cuidar el recurso hidrico y proteger asi la
salud publica.

Los procesos bioldgicos constituyen sin lugar a dudas el corazén del tratamiento de aguas
residuales. En el presente estudio se evalud la aplicacion de un bioreactor anaerébico de flujo
ascendente y manto de lodos (UASB, Up flow Anaerobic Sludge Bed Reactor) para el
tratamiento bioldgico de aguas residuales domésticas con concentraciones variantes de materia
organica. El efecto de la inhibicion de sustrato en las actividades metabodlicas de las bacterias
anaerdbicas y su capacidad de recuperacion fueron estudiados en un amplio rango de
alimentacion de carga organica. Varios lodos y sedimentos microbianos fueron evaluados en
condiciones batch para establecer el mas adecuado para utilizarlo como inoculo microbiano en
el bioreactor UASB. Finalmente, la eficiencia de degradacion de la materia organica y la
produccion de biogas fueron evaluadas conjuntamente en el bioreactor UASB para establecer

la carga organica adecuada capaz de ser degradada por los microorganismos anaerobicos.



Los objetivos especificos de la presente tesis de grado en Ingenieria Quimica fueron:
e Estandarizar métodos analiticos a emplearse en la caracterizacion de los indculos
microbianos y en la determinacion de la eficiencia del reactor anaerébico UASB.
e Caracterizar indculos microbianos en base a sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas.
e Disefiar y poner en marcha, estabilizar el reactor UASB Yy determinar la eficiencia de

degradacion del mismo con una muestra sintética de aguas residuales domésticas.



1.2 Marco Tebrico

1.2.1 Agua, liquido vital

El agua es una sustancia quimica vital para todas las formas de vida. El agua cubre el 71% de la
superficie de la tierra en forma de océanos en un 97% y de agua fresca en un 3% que se encuentra
distribuida en glaciares, capas polares, agua superficial: rios, lagos o lagunas y agua subterranea.
Unicamente el 0.01% del agua fresca es accesible para el consumo humano [1].
Adicionalmente, el agua es el mayor componente de los seres vivos. Por ejemplo, el cuerpo
humano contiene entre un 60% y 70% de agua, una célula de Escherichia coli contiene un
70% de agua, el cuerpo de una planta contiene un 90% de agua Y el cuerpo de una medusa
adulta contiene entre el 94 y 98% de agua, entre otros [2].

El agua es considerada el disolvente universal y en los sistemas bioldgicos es una pieza
esencial de los procesos metabdlicos. Adicionalmente, el agua es un componente central en las
reacciones de la fotosintesis y respiracion [3]. Las propiedades Unicas y particulares del agua
hacen que promueva las reacciones de replicacion de los seres vivos siendo de esta manera un
elemento indispensable para la vida [4].

El agua es un recurso esencial para el funcionamiento de todo ser viviente, en especial para la
sobrevivencia de los humanos, sin embargo debido a su mal uso este recurso se encuentra
amenazado y en escasez. El estilo de vida que se lleva en los paises desarrollados requiere un
elevado consumo de agua por persona Yy el desarrollo de paises del tercer mundo busca un
estilo de vida semejante. En el siglo XXI con el crecimiento demogréafico el uso del agua
aumento drasticamente, se estima que a nivel mundial cada persona consume en promedio 13
galones de agua para realizar sus actividades cotidianas: beber, cocinar, para su higiene

personal, etc. En paises desarrollados como Estados Unidos se consume en promedio de 65 a



78 galones de agua por persona. En contraste, en los paises del tercer mundo, como Africa una
casa entera utiliza diariamente12 gallones de agua [2].

Las Naciones Unidas estiman que en los proximos 50 afios la poblacion mundial aumentara en
un 50%, este crecimiento poblacional conjuntamente con la industrializacion y la urbanizacion
resultard en un aumento en la demanda de agua fresca, la cual acarreard serios problemas
socio-ambientales [5]. Mas aun las proyecciones indican que en el afio 2025 dos de cada tres
personas se veran afectadas por la escases de agua [1]. Esta crisis mundial de agua afectara
directamente a toda la poblacion ya que frenara el progreso econémico de paises en vias de
desarrollo, podria generar conflictos entre naciones buscando abastecerse de este recurso vital
y pondria en riego la salud y supervivencia de las poblaciones mas vulnerables.

Toda aplicacion de agua para abastecer las necesidades humanas genera aguas residuales
(AR), aguas que han sufrido un deterioro en su calidad original. Se consideran como aguas
residuales domesticas los efluentes liquidos provenientes de las viviendas o residencias y
edificios comerciales e institucionales. Las aguas residuales municipales son aquellos residuos
transportados por el alcantarillado de una cuidad o poblacion y tratados en una planta de
tratamiento de agua residual (PTAR) municipal, mientras que las aguas residuales industriales
provienen de las descargas de industrias de manufactura y por lo general son tratadas en
PTAR de dichas industrias [6]. De manera general, las aguas residuales se caracterizan por
contener una alta concentracion de material organico, sélidos suspendidos, nutrientes y
patogenos; sin embargo, cada agua residual es Unica en sus caracteristicas y en la magnitud de
contaminacion. Por lo tanto, el tratamiento y disposicion apropiada de las aguas residuales

requiere del conocimiento de sus caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas.



Las descargas de aguas residuales sin un tratamiento previo afectan la calidad de los
ecosistemas acuaticos desequilibrandolos y ponen en riesgo la salud publica. La materia
organica presente en el agua residual produce agotamiento de oxigeno disuelto (OD) de la
fuente receptora, generando olores indeseables y contribuyendo al desarrollo de condiciones
sépticas. La biodegradacion de la materia organica requiere de OD para la oxidacién
microbiana, reduciendo asi la cantidad de oxigeno disponible para los organismos acuaticos
[7].

Los sélidos suspendidos (> 1,2 um) presentes en el AR conducen al desarrollo de depositos de
lodos, turbiedad en el agua y condiciones anaerdbicas cuando se descargan aguas crudas en el
medio acuatico. Los solidos suspendidos pueden absorber la engeria solar llevando a
temperaturas superficiales mas calientes, asi reduciendo la trasferencia de oxigeno del aire al
agua. La disminucién de OD afecta tremendamente a toda la vida acuatica de la fuente
receptora [8]. Adicionalmente las plantas acuaticas pueden sufrir dafios mecanicos y de
abrasion por el asentamiento de las particulas solidas, y finalmente los invertebrados mas
grandes pueden ser afectados por el taponamiento de sus branquias y otras superficies
respiratorias [9].

Los nitratos, fosfatos y otros nutrientes presentes en el AR son utilizados por algas y otros
organismos acudticos en sus actividades metabolicas. Sin embargo, una alimentacion excesiva
y continua de estos nutrientes puede desatar un proceso de eutrofizacion. La concentracion
elevada de nutrientes estimula el crecimiento de fitoplancton y algas impidiendo la
penetracion de la luz solar. Como consecuencia, en las aguas profundas se hace imposible la
fotosintesis, productora de oxigeno libre, y a medida que cae la materia organica de la

superficie aumenta la actividad metabdlica de los descomponedores los cuales consumen



oxigeno. Estas actividades agotan pronto el oxigeno, generando un ambiente andxico que
provoca la muerte de especies aerobicas lo cual a su vez ocasiona una gran cantidad de
biomasa acumulada en el fondo. La acumulacion continua de este material sélido conlleva a la
formacion de pantanos, terreno seco, bosque o pradera [7]. La descarga de aguas residuales
con concentraciones elevadas de nutrientes, tales como el nitrégeno, también pueden afectar
directamente a los seres humano. El nitrato, formado por la transformacion del nitrogeno
organico, puede ser transformado a nitrosaminas, algunas de las cuales son cancerigenas.
Adicionalmente, en los intestinos humanos el nitrato es reducido a nitrito el cual es absorbido
por el torrente sanguineo y causa la methemoglobinemia, un desorden cominmente conocido
como el sindrome del bebe azul [10].

Finalmente, los patdgenos que forman parte del agua residual constituyen uno de los riesgos
mas importantes para la salud publica. Segun el WHO (World Health Organization) en la
actualidad, mas de 1.2 billones de personas no tienen acceso a agua limpia y méas de 5
millones de personas mueren cada afo a causa de enfermedades infecciosas relacionadas con
el consumo de agua contaminada [5]. El programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA) anunci6 en el dia mundial del agua que mas gente muere por el consumo
de agua contaminada que por cualquier forma de violencia [11]. Esto incluye a 2.2 millones de
personas que mueren de diarrea atribuida a agua contaminada, y 1.8 millones de nifios
menores de 5 afios que mueren con enfermedades infecciosas acarreadas por el consumo de
agua contaminada [11]. En los paises en vias de desarrollo, como el Ecuador, el 80% de todas
las enfermedades infecciosas son causadas por aguas contaminadas [12]. En Latinoamérica las
enfermedades comunmente contagiadas a traves del agua contaminada incluyen el célera

epidémico causado por la bacteria Vibro Cholerae, diarrea, vomito y fiebre causado por el



virus Calici, diarrea causada por Escherichia coli (E. coli) y otras bacterias gastrointestinales

[12].

1.2.2 Tratamiento de aguas residuales

La prevencion de la polucion de los ecosistemas acuaticos por la descarga de aguas residuales
es posible si se definen técnicas apropiadas de tratamiento y disposicion de estos efluentes. A
medida que crece la poblacion también aumenta la necesidad de proveer o renovar los
sistemas de tratamiento de aguas residuales que permitan eliminar los riesgos para la salud y
minimizar los dafios al ambiente [13].

En el planeamiento y formulacion de un sistema de tratamiento de agua residual se deben
considerar varios aspectos tales como la disponibilidad de los recursos econémicos y técnicos,
y los criterios ambientales establecidos para las descargas de efluentes. Por lo tanto, el
objetivo principal del tratamiento de AR es la remocion de la materia organica, los solidos
suspendidos y los patdgenos. Posteriormente, se busca mejorar la calidad del agua a descargar,
por medio de la remocion de nutrientes (nitrégeno y fosforo), sustancias organicas refractarias,
metales pesados y sustancias inorganicas disueltas.

La capacidad y la eficiencia del sistema de tratamiento de aguas residuales estan definidas por
el disefio, la implementacion y el funcionamiento del proceso de tratamiento en si. El disefio e
implementacion del proceso de tratamiento de AR o la combinacion adecuada de ellos
dependen de las caracteristicas del agua cruda, la calidad requerida del efluente, la
disponibilidad de espacio, los costos de construccion y los costos de operacion. El
funcionamiento de estos procesos esta directamente influenciado por la cantidad y la

concentracion de la demanda quimica de oxigeno (DQO), los solidos solubles, las variaciones



de pH, elevadas temperaturas, la presencia de grasas y aceites en elevadas concentraciones y
de sustancias toxicas inhibitorias del proceso bioldgico, entre otros [6]. Los procesos de
tratamiento de AR se pueden clasificar en pretratamiento, tratamiento primario, tratamiento
secundario y tratamiento terciario. Un pretratamiento busca remover por medios mecanicos los
constituyentes que puedan causar dificultades de operacion durante el proceso de tratamiento
del AR. EI tratamiento primario se refiere cominmente a la remocion parcial de los solidos
suspendidos, la materia organica u organismos patogenos por medios fisico-quimicos. Por lo
general, el tratamiento primario remueve alrededor del 60% de los soélidos suspendidos
mediante procesos de sedimentacion. El tratamiento secundario convencional se usa
principalmente para remover la materia organica soluble y sélidos suspendidos, e incluye los
procesos biologicos de tratamiento que constituyen el corazon del tratamiento de AR.
Finalmente, el tratamiento terciario o0 avanzado remueve los nutrientes para mejorar la calidad
del efluente secundario con el fin de adecuar el agua para su redso [13].

En la Figura 1.1 se presenta un esquema tipico de una planta de tratamiento de agua residual
(PTAR) municipal en Estados Unidos que incluye el pretratamiento, tratamiento primario,
secundario y terciario. Brevemente, el pretratamiento consiste en la remocién del &cido
sulfhidrico gaseoso. A continuacion se encuentra el clarificador primario, un tratamiento
primario, que permite remover los sdlidos suspendidos por accion de la gravedad.
Posteriormente se aplica un tratamiento secundario, un tratamiento biologico para remover la
materia organica del afluente. En el reactor aerobico o lodos activados se provee el oxigeno
requerido para que las bacterias aerdbicas degraden la materia organica. El clarificador
secundario remueve la biomasa producida durante la degradacion bacteriana aerdbica y el

efluente del clarificador pasa a un tratamiento terciaro en el cual se realiza un proceso de



nitrificacion y desnitrificacion para remover el exceso de nutrientes. Los lodos se separan en
cada proceso por medio de un clarificador y se unen al resto de los sélidos producidos en
todos los procesos de la PTAR. Los desechos solidos se tratan en un reactor anaerobico, un
biodigestor en el que las bacterias anaerobicas degradan la materia organica y producen

biogas como producto final de la degradacion del agua residual [14].
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El objetivo primordial del tratamiento secundario o tratamiento bioldgico de las AR es la
estabilizacion de la materia organica mediante la accion catalizadora de los microorganismos
bajo condiciones aerobicas o anaerdbicas. Durante la descomposicion aerobica de la materia
organica esta se oxida en presencia de oxigeno molecular para obtener la energia necesaria
para la sintesis de tejido celular nuevo y sus actividades metabdlicas. La reaccion es muy
eficiente porque libera grandes cantidades de energia, la cual se almacena preferiblemente en
la biomasa sintetizada Yy los residuos formados son compuestos de bajo contenido energético
[13].

Por lo contrario, la descomposicién anaerdbica es un proceso en ausencia de oxigeno. La
digestion de materia organica anaerdbica es menos eficiente que la aerdbica en cuanto a la
produccién de energia. La mayoria de la energia liberada en el metabolismo anaerdébico
permanece en los productos finales organicos reducidos en forma de biogas, por consecuencia
se genera una cantidad de biomasa mucho menor que la producida en el proceso aerébico. La
materia organica se oxida generando biogas que esta compuesto principalmente por metano y
CO,. El metano es un hidrocarburo que tiene un calor de combustién de 803 kJ/mol [15] y
constituye una fuente de energia alternativa. Esta es una de las ventajas mas importantes del
proceso anaerdbico, al producir un producto final de alto contenido energético se promueve
una baja tasa de sintesis de biomasa, minimizando asi los problemas de disposicién de lodos.
Existen varios tipos de reactores anaerébicos empleados para el tratamiento de AR a nivel
mundial, uno de los mas interesantes es el bioreactor anaerdébico de flujo ascendente y manto
de lodos (Upflow Anaerobic Sludge Blanket reactor) por ser altamente eficiente. Este reactor

cuenta con manto de lodos asentado sobre el fondo del reactor por el cual atraviesa la
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alimentacion del agua residual. El disefio del UASB cuenta con un separador de fases en la

cual se separa la biomasa en suspension del agua tratada y de biogas formado [16].

1.2.3 Tratamientos de aguas residuales en el Ecuador

El Ecuador se ubica en un nivel intermedio con relacion al resto de paises latinoamericanos en
cuanto a los servicios de agua potable y alcantarillado. En el afio 1998 se tenia una cobertura
del 36.8% de agua potable y 41.8% de alcantarillado [17]. En el afio 2001 se observ6 un
mejoramiento, el 78.1% de la poblacion contaba con servicios de agua potable y el 48% con
alcantarillado [18]. Sin embargo, existe mucha inequidad entre las &reas urbanas y rurales. En
los Gltimos afios la cobertura urbana ha incrementado, mientras que la cobertura rural ha
disminuido. La mayoria de los sistemas publicos de agua potable dependen del re-
direccionamiento de aguas procedentes de manantiales de las partes mas altas de las montafias
hacia las comunidades. Si estas aguas cuentan con algun tipo de tratamiento, que es poco
frecuente, se trata Unicamente de desinfeccién. La Unica ciudad que cuenta con un sistema de
tratamiento completo de sus aguas residuales es Cuenca. De los 214 cantones del pais, apenas
19 tienen algun tipo de tratamiento, mayormente lagunas de oxidacion [17]. De acuerdo a
Galarraga-Sanchez en su informe nacional sobre la gestion del agua en el Ecuador, los
recursos hidricos del pais mas contaminados se encuentran en el Golfo de Guayaquil: los rios
Daule y Babahoyo; en la vertiente Amazonica: las cuencas de los rios Napo, Pastaza y
Zamora; en la region interandina: las areas de influencia de las ciudades de Quito, Cuenca,
Ambato, Loja e Ibarra, tales como el rio Machangara y el rio Cutuchi. EI problema empeora
por el aumento de los volimenes de desechos liquidos y solidos producto del crecimiento

poblacional y la actividad industrial. La vulnerabilidad hacia las enfermedades transmitidas
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por el agua se ha manifestado principalmente durante los brotes del colera. En el afio 1998,
durante el fenomeno de “El Nifio” hubo un brote masivo de cdlera en el Ecuador. Se
reportaron 3755 casos en 17 de las 21 provincias del pais. 37 de los pacientes fallecieron,
resultando en una tasa de letalidad del 0.97% [19]. Las medidas preventivas empleadas por las
autoridades del pais contribuyeron a reducir el impacto de esta epidemia de colera en el
Ecuador. Posterior a este caso los brotes de esta enfermedad disminuyen significantemente en
el pais. Sin embargo en diciembre del 2003 en la provincia de Zamora Chinchipie se
detectaron 25 casos de cOlera, resultando en una muerte. Gracias a la respuesta inmediata de
las autoridades locales se logré establecer el control de la situacion [20].

El agua contaminada es la causa de varias enfermedades en el Ecuador, tales como el colera.
Por esta razon se realizo desde el afio 1998 hasta el 2003 un estudio en el cual se monitoreo la
calidad de agua en las regiones del canton de Cotacachi [12]. Los resultados alarmantes
mostraron que en los sitios de mayor contaminacion de materia organica, la poblacion usaba el
agua para sus necesidades domésticas como lavado de ropa y preparacion de alimentos. En
estas aguas se determind la presencia de colonias bacterianas coliformes y de E. coli
indicadores de contaminacion con heces fecales humanas o de animales. En las aguas
analizadas de Cotacachi se encontraron concentraciones muy elevadas de bacterias coliformes
incluso en algunas aguas consideradas potables. El 71% de las viviendas muestreadas dieron
resultados positivos para contaminacion de bacterias coliformes y el 30% mostro la presencia
de E. coli [12].

Las ciudades de Quito y Cuenca brindan los mejores servicios de agua potable y gestion
ambiental del recurso hidrico [21]. La Empresa Publica Municipal de Telecomunicaciones,

Agua Potable, Alcantarillado y Saneamiento (ETAPA) en Cuenca cuenta con una PTAR que
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trata las aguas residuales generadas en el area metropolitana de la ciudad de Cuenca que
anteriormente eran descargadas en los rios tales como el rio Tomebamba. El efluente, agua ya
libre de contaminacidn, se descarga a los rios y una parte se reutiliza en actividades tales como
riego, cultivo de peces, recreacion y generacion eléctrica. La PTAR cuenta con un tratamiento
preliminar y lagunas de estabilizacion [22]. La cuidad de Quito recién esta estudiando las
alternativas a nivel de factibilidad para la implementacion de una PTAR con el objetivo de
controlar la contaminacion de los rios de la cuidad [23].

El gobierno ecuatoriano buscar proteger la calidad del recurso hidrico y preservar la integridad
de las personas, de los ecosistemas y del ambiente en general por medio de la norma de
calidad ambiental y de descargas de efluentes hidricas. La norma técnica ambiental establece
los limites permisibles de méas de 40 parametros de control para la disposicion de efluentes
hidricos en cuerpos de agua dulce, salada y/o en sistemas de alcantarillado. Ademas postula
los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos y los métodos para determinar la
presencia de contaminantes en el agua [24].

Mediante estas normas y regulaciones las autoridades gubernamentales buscan controlar la
calidad del recurso hidrico en el Ecuador, debido a los efectos negativos que la descarga
descontrolada de aguas residuales presenta para el medioambiente y la salud publica. Ya que
el agua residual proviene de toda actividad humana es muy importante el desarrollo de
métodos eficientes para el tratamiento de estas. EI Ecuador es un pais en vias de desarrollo y
esto se ve reflejado en las técnicas aplicadas para el tratamiento de aguas residuales. En el
Ecuador no existe documentacion sobre la aplicacion de tratamientos anaerébicos de aguas
residuales por lo cual se realizé el presente estudio. El tratamiento anaerobico es uno de los

tratamientos de aguas residuales mas aplicado a nivel mundial por la eficiencia de degradacion
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de la materia organica y adicionalmente la generacion de biogads Durante el tratamiento
anaerdbico se produce poca cantidad de lodos, econdmicamente es mas rentable que el
proceso de degradacion aerobica ya que no se requiere oxigenar el sistema y finalmente se
genera biogas, un producto con elevado valor energético.

En la presente investigacion se evalud la aplicacion de un reactor anaerdbico de flujo ascendente
y manto de lodos (UASB) para la proteccion del recurso hidrico como un proceso alternativo

de tratamiento de aguas residuales que cumpla con las necesidades del pais.
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Capitulo 11

Caracterizacion de In6culos Microbianos para el Tratamiento de Aguas Residuales

2.1 Resumen

En América Latina las descargas continuas de aguas residuales provenientes de las actividades
domeésticas e industriales a los cuerpos y fuentes de agua constituyen uno de los problemas
actuales més serios que afecta severamente a la salud publica y al medio ambiente. El
desarrollo de sistemas de tratamiento de dichos efluentes es de gran importancia para afrontar
estos problemas. El tratamiento bioldgico de las aguas constituye en la actualidad uno de los
métodos mas importantes en el tratamiento de aguas residuales. En este trabajo de
investigacion se caracterizaron seis indculos microbianos para el tratamiento bioldgico de
aguas residuales en base a sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas. Dentro de las
propiedades fisico-quimicas se evalud el porcentaje de sélidos suspendidos totales (SST),
volatiles (SSV) y la demanda quimica de oxigeno (DQO), mientras que en las propiedades
bioldgicas se evaluo las actividades metabolicas de dichos indculos. El porcentaje de los SSV
con respecto a los SST vario entre 60 — 80% para lodos obtenidos de una planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) de la cuidad de Quito, 57 y 31% para sedimentos

provenientes de lagunas artificiales y facultativas, respectivamente. El inoculo microbiano
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con la mayor concentracion de demanda quimica de oxigeno (DQO) fue el lodo de la PTAR
de la ciudad de Quito con una concentracién de 2020.22 mg O, L. Las actividades
metabolicas de los diferentes inoculos se determinaron bajo condiciones aerobicas y
anaerdbicas en bioensayos batch. En los bioensayos aerobicos se emple6 la glucosa (2000 mg
L) como sustrato en presencia de 10% (v/v) de un cultivo enriquecido, mientras que bajo
condiciones anaerébicas los sustratos evaluados fueron acetato y glucosa (2.5 DQO L™) con
20% (v/v) de indculo microbiano. La mayor eficiencia de degradacion bajo condiciones
aerobicas fue alcanzada empleando lodos activados provenientes de una PTAR de la ciudad de
Quito con una actividad maxima especifica de consumo de glucosa de 180.73 ug glucosa mL™
h™*. Mientras que bajo condiciones anaerdbicas, los sedimentos de una laguna artificial
registraron la mayor eficiencia de produccion de metano con una actividad maxima especifica

metanogénica de 1.2 g DQO-CH, g SSV* d™.
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2.2 Introduccién

Las aguas residuales son los efluentes provenientes de las actividades domésticas, industriales
y comerciales que se caracterizan por su elevada concentracion de particulas en suspension,
materia organica, nutrientes, compuestos antropogenicos y patdgenos [1]. En América Latina
y particularmente en el Ecuador el 95% de las aguas residuales domésticas e industriales son
descargadas en lagos, rios o corrientes convencionales previo a un tratamiento adecuado
afectando gravemente a la salud publica y al medioambiente [2]. En la actualidad millones de
personas mueren por la ingestion de estas aguas no tratadas y el problema seguird
engraveciéndose por el crecimiento continuo de la poblacién, de igual manera el ecosistema se
ve altamente afectado [3].

El tratamiento secundario o biologico constituye el corazon del tratamiento de aguas
residuales, por lo tanto su aplicacion es muy amplia. Este tratamiento se basa en la utilizacion
de indculos microbianos para la estabilizacién del agua residual. Los lodos provenientes de
plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR) y los sedimentos acuaticos han
demostrado ser muy buenas fuentes de agentes bioldgicos principalmente bacterias. Por lo
tanto, una caracterizacion fisico-quimica y biolégica de los indculos microbianos es esencial
para el disefio adecuado de un sistema biol6gico de tratamiento de aguas residuales. Las
bacterias son procariotas, sin membrana nuclear y tipicamente unicelulares que se caracterizan
por su capacidad de sintetizar sus propios constituyentes a partir de nutrientes que toman del
medio externo, en este caso el agua residual rica en materia organica en suspension [4]. Los
microorganismos involucrados en el tratamiento del agua residual se denominan quimio-

heterdtrofos ya que obtienen el carbono celular y la energia mediante la fijacion y oxidacion
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de sustancias organicas biodegradables, coloidales o disueltas presentes en el agua residual.
Durante el tratamiento biolégico del agua residual, el crecimiento optimo de las bacterias
involucradas en dicho proceso de degradacion ocurre generalmente a valores de pH entre 6.5 y
7.5y por lo general no toleran valores de pH mayores a 9.5 o inferiores a 4.0. La temperatura
también es un factor que afecta de manera importante la actividad bacteriana, siendo la
temperatura Optima de crecimiento 30°C-45°C, es decir las bacterias mesofilas estan
involucradas en el tratamiento del agua residual [5].

El sistema de tratamiento bioldgico del agua residual estd compuesto por un reactor o sistema
de reactores. El afluente ingresa al reactor de forma continua, semi-continua o en lotes, en este
reactor se encuentra el inoculo microbiano el mismo que transforma la materia organica
presente en el agua residual en productos simples. Los productos generados son compuestos
acuosos o compuestos volatiles que abandonan el sistema ya sea junto con la biomasa en
suspension o son eliminados hacia la atmdsfera [5]. La biodigestién permite procesar los
nutrientes necesarios que dan lugar al crecimiento microbiano y eventualmente a la formacién
de flocs, que son estructuras coloniales de microorganismos formados por bacterias con la
habilidad de pegarse a particulas no bioldgicas y entre si [6]. La figura 2.1 presenta un
esquema ilustrativo del proceso de degradacion bioldgica de la materia organica durante el

tratamiento del agua residual.
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Figura 2.1: Ciclo de degradacion microbiana de la materia orgénica durante el tratamiento

biologico del agua residual [5].
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La metabolizacién de la materia organica presente en el agua residual se da por medio de una
reaccion de reduccidn-oxidacion (Red-Ox). Las reacciones de Red-Ox involucran la
transferencia de electrones. Segun el receptor de electrones que participa en la reaccion se
puede dividir la respiracion celular en dos tipos, aerdbica y anaerdbica. En la primera se utiliza
oxigeno, O,, como aceptor de electrones. Al contrario, en una respiracion anaerébica no
interviene el oxigeno, sino se emplean otros aceptores finales de electrones [4].

La reaccién Red-Ox que se da en la respiracion aerdbica involucra la transferencia de
electrones desde la materia organica hacia el receptor de electrones, oxigeno, O,. Los
productos finales de esta reaccion son el didxido de carbono y el H,O. Durante la transferencia
de electrones estos van liberando energia para sintetizar enlaces altamente energéticos en
forma de trifosfato de adenosina (Adenosine tri-phosphate, ATP). Siendo el resultado
energético neto de la respiracion aerébica de una molécula de glucosa igual a 38 ATP [4].

La respiracion aerdébica es muy eficiente por la liberacion de grandes cantidades de energia, la
misma que es almacenada por lo general en la biomasa sintetizada [5]. Por lo contrario, una
descomposicion de la materia organica en ausencia de oxigeno es menos eficiente en términos
energéticos. Durante la respiracién anaerdbica de una molécula de glucosa se da la glucdlisis
seguida de una fermentacion que requiere de energia, el balance energético neto es de 2
moléculas ATP. Este fendmeno se debe a que la mayoria de la energia liberada en el
catabolismo anaerdbico permanece en los productos finales organicos reducidos tales como el
metano. Ventajosamente, por esta razon se genera una cantidad de biomasa mucho menor que

la producida en el proceso aerdbico [4].
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2.2.1 Crecimiento bacteriano

El crecimiento microbiano ocurre durante la degradacion de la materia organica mediante la
fision binaria celular, una subdivision en dos células descendientes. El tiempo de duplicacion
de Escherichia coli fue estudiado por Nguyen et al. en base a la concentracion inicial de la
bacteria. En condiciones optimas el tiempo de duplicacion del E.coli es de 18 min [7].

La figura 2.3 presenta una curva tipica de crecimiento bacteriano a través del tiempo de
acuerdo a la teoria de Monod [8]. En esta curva se pueden observar cuatro fases: fase de
adaptacion, fase de crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase de mortalidad. En la fase
de adaptacion la poblacion bacteriana se aclimata al nuevo ambiente con una concentracion
elevada de nutrientes. EI namero de células no se incrementa apreciablemente ya que las
células deben sintetizar enzimas apropiadas para la digestion de los nuevos nutrientes. La
segunda fase de crecimiento se denomina fase exponencial. Esta fase se caracteriza por tener
la maxima tasa de crecimiento especifico, es decir la maxima conversion del sustrato [9].
Posteriormente se encuentra la fase estacionaria resultado del agotamiento de algln nutriente o
del sustrato. Las células reducen drasticamente su actividad metabolica y comienzan a utilizar
como fuente energética aquellas proteinas celulares no esenciales. En esta Gltima fase de
crecimiento se tiene una densidad méxima de poblacion y el nimero de células nuevas es
aproximadamente igual al nimero de células que mueren. Finalmente, se encuentra la fase de

mortalidad y lisis celular [10].
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Bajo condiciones Optimas de crecimiento, por lo general en bioensayos en el laboratorio, las
bacterias pueden crecer de manera mucho mas eficiente que en el medio natural. Grabai y
Sjorgren estudiaron los efectos de las condiciones ambientales sobre la sobrevivencia
microbiana a través del tiempo en bioensayos batch en laboratorio y crecimiento in situ [11].
En dicho estudio con E. coli se encontrd que la tasa de mortalidad de estos microorganismos
bajo condiciones dptimas de laboratorio comparada con las condiciones in situ fue de 620 h y
124 h, respectivamente, es decir los microorganismos fueron 5 veces mas resistentes en el

laboratorio que en el medio natural.

2.2.2 Fuentes de microorganismos

Las fuentes de microorganimos o indculos microbianos para el tratamiento bioldgico de aguas
residuales son los lodos provenientes de tratamientos bioldgicos ya existentes tales como
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y sedimentos obtenidos de ecosistemas
acuaticos. Los lodos derivados de un tratamiento primario de agua residual contienen todos los
posibles patdégenos humanos o animales presentes en el agua residual, mientras los lodos
provenientes de un tratamiento secundario tienen una fauna modificada [12]. Los lodos
secundarios contienen principalmente bacterias; sin embargo, los lodos se van enriqueciendo
en protozoos y rotiferos, conforme aumenta su edad. Los rotiferos son un grupo de animales
microscopicos que habitan en aguas dulces, tierra himeda, musgos, etc. Los microorganismos
que se encuentran en este tipo de inoculos crecen dentro de un consorcio microbiano, esto
significa que existen diferentes especies de bacterias que actlan conjuntamente como una
comunidad [4]. Dentro de este sistema complejo, todas las variedades de bacterias se

benefician de las actividades de los demas. Es asi que en un consorcio se pueden encontrar una
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serie de microorganismos con diferentes habilidades metabdlicas, incluyendo actividad
proteolitica (degradacion de proteinas y aminoacidos), sacarolitica (degradacion de diversos
tipos de azucares), lipolitica (digestion de lipidos o grasas) y celulolitica (degradacion de
celulosa o material vegetal) [13].

Los sedimentos derivados del fondo de ecosistemas acuaticos, son posibles fuentes de
microorganismos Utiles en un proceso de tratamiento de agua residual. Valentine et al.
mediante un estudio de sedimentos provenientes de varios cuerpos de agua, tales como lagos,
rios u océanos, encontraron que las condiciones ambientales determinan la actividad
microbiana de estos in6culos microbianos que en algunos casos puede llegar a ser my buena
[14]. Cheng, Sumner et al. verificaron esta hipotesis al estudiar varios cuerpos acuaticos con
condiciones ambientales diferentes. Sedimentos derivados de lagos y océanos mostraron
capacidades metabolicas muy buenas, sin embargo, las especies bacterianas presentes varian
de acuerdo a las condiciones ambientales de la fuente acuética [15].

Los in6culos microbianos se caracterizan en base a sus propiedades fisico-quimicas y
biologicas tales como concentracién de solidos totales y volatiles, demanda quimica de
oxigeno (DQO), actividades metabdlicas, entre otras. El andlisis de sélidos suspendidos totales
(SST) es muy importante ya que permite cuantificar el material particulado en suspension
compuesto por sélidos volatiles y solidos inertes, siendo los sélidos suspendidos volatiles
(SSV) la fraccion de los SST que se volatilizan a temperaturas de 550°C. La determinacion de
los SST es de gran utilidad durante el tratamiento biolégico de las aguas residuales ya que
representan un medida indirecta de la cantidad de biomasa presente en una muestra y permite

monitorear el crecimiento de biomasa a lo largo del tiempo en un proceso bioldgico [10].
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La determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) es otro parametro muy
importante en la caracterizacion de los inoculos microbianos ya que permite medir
indirectamente la cantidad de materia organica que se encuentra presente en una muestra [16].
Mediante este método analitico se mide espectrofotométricamente el oxigeno equivalente a la
materia organica oxidable quimicamente, en la presencia de un agente oxidante fuerte
(dicromato de potasio), en condiciones acidas (&cido sulfarico) y a alta temperatura.

La determinacion de las actividades metabdlicas de los indculos microbianos es vital para una
adecuada y completa caracterizacion. El crecimiento microbiano se da como consecuencia de
la degradacion de un sustrato organico, asi que por medio de este se puede monitorear la
actividad maxima especifica de consumo del sustrato o de formacion de producto bajo
condiciones aerobicas 0 anaerobicas.

Durante la caracterizacion de in6culos microbianos bajo condiciones aerdbicas se emplea un
sustrato facil de digerir. En bioensayos batch se monitorea la degradacion de dicho sustrato
por la accion de bacterias aerébicas durante un periodo de tiempo bajo condiciones dptimas de
laboratorio. La actividad maxima especifica de consumo del sustrato se expresa como mg
sustrato consumido por g SSV* d* o en mg sustrato consumido por L™ d™. La caracterizacién
de inéculos microbianos aerdbicos empleando glucosa como sustrato ha demostrado ser muy
efectiva y es ampliamente empleada. Por ejemplo, en un estudio realizado por Ochoa-Herrera
y colaboradores se determino la actividad méaxima especifica de consumo de glucosa de un
cultivo enriquecido de bacterias aerdbicas presentes en lodos activados de una PTAR en
Arizona en bioensayos batch [17]. La concentracion de la glucosa en los bioensayos fue
monitoreada con respecto al tiempo obteniéndose una actividad méxima especifica de

consumo de glucosa de los lodos activados de 9960.3 mg glucosa L™ d™.
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Bajo condiciones anaerdbicas es muy complicado determinar la actividad maxima especifica
por medio de la medicion de la concentracion del sustrato a través del tiempo. La forma mas
eficiente de determinar la actividad maxima especifica de lodos y sedimentos anaerdbicos es
por medio de la tasa de produccion de metano [18]. Este ensayo consiste en evaluar la
capacidad de los microorganismos metanogénicos en convertir un sustrato organico en CH, y
CO; alo largo de un periodo de tiempo. La produccion de metano en un ensayo de la actividad
especifica metanogénica se determina mediante el método de desplazamiento de liquido,
cromatografia de gases y respirometria [10]. Anzola-Rojas y colaboradores reportaron que en
un estudio de actividad metanogénica dentro de un reactor anaerébico-aerdbico de lecho fijo y
flujo ascendente con recirculacion de la fase liquida, el ensayo de actividad metanogénica fue
una herramienta eficiente para monitorear el comportamiento de las bacterias. La actividad
méaxima de produccion de metano del inoculo microbiano aplicado para el tratamiento de
aguas residuales de los barrios Tijuco, Preto y Villa Sdo Carlos, SP, Brasil, fue de 2.37x10°®
mmolCH4 mgSSV™* h! [19].

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar diferentes lodos y sedimentos como
posibles indculos microbianos para el tratamiento biolégico de las aguas residuales. La
caracterizacion fisico-quimica junto con la determinacion de las actividades metabdlicas de los
diferentes indculos microbianos fue realizada bajo condiciones controladas de laboratorio. Los
lodos y sedimentos fueron caracterizados en base al contenido de sélidos totales y a la
demanda quimica de oxigeno. Las actividades metabdlicas de los diferentes indculos fueron
determinadas bajo condiciones aerdbicas y anaerdébicas en bioensayos batch. Los indculos
microbianos estudiados incluyeron tanto lodos como sedimentos provenientes de plantas de

tratamiento de aguas residuales, lagunas artificiales y lagunas de estabilizacion.
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2.3 Materiales y Métodos

2.3.1. Fuente de Lodos

Varios lodos y sedimentos fueron evaluados en este estudio: cuatro lodos provenientes de una
PTAR de la ciudad de Quito, sedimentos de una laguna facultativa de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de Ucubamba- ETAPA en la ciudad de Cuenca vy,
finalmente, sedimentos obtenidos de una laguna artificial situada en el campus de la
Universidad San Francisco de Quito (USFQ). La PTAR de la ciudad de Quito de la cual se
obtuvieron los lodos cuenta, entre otros, con un tanque de descarga, un bioreactor aerébico y
un hidrociclén. Se colectaron lodos pesados de la descarga (recirculados al tanque de
sedimentacion), lodos livianos y pesados del hidrociclon y lodos del afluente del bioreactor.
Los lodos livianos del hidrociclén, pesados del hidrociclén, pesados de descarga y afluente del
bioreactor fueron evaluados bajo condiciones aerébicas. Mientras que los sedimentos de la
laguna facultativa de ETAPA , Cuenca y los de la laguna artificial de la USFQ, asi como
también los lodos pesados del hidrociclén y los lodos pesados de descarga fueron evaluados
bajo condiciones anaerdbicas. Todos los lodos y sedimentos se mantuvieron refrigerados a

4°C durante el almacenamiento.

2.3.2. Medio de Cultivo
La composicién del medio basal mineral empleado en los bioensayos aerdbicos (MB-1) fue
(en mg L™): NH,4CI (280); K,HPO, (250); MgSO4-7H,0 (100); CaCl,-2H,0 (13.27); extracto

de levadura (10) y KH,PO, (2050). El medio basal mineral usado en los bioensayos
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anaerébicos (MB-2) estaba compuesto de (en mg-L™): NH.CI (280); K,HPO, (250);
MgSQ,-7H,0 (100); CaCl,-2H,0 (13.27); extracto de levadura (10) y Na,CO3 (3750). Cada
medio contenia 1 mL L™ de la solucién de elementos traza, cuya composicion fue (en mg L™):
H3sBOj3 (50), FeCl,-4H,0 (2000), ZnCl, (50), MnCl,-4H,0 (50), (NH4)sM07024-4H,0 (50),
AICl3-6H,0 (90), CoCl,-6H,0 (2000), NiCl,-6H,0 (50), CuCl,-2H,0 (30), NaSeO3-5H,0
(100), EDTA(L000), resazurina (200) y 36%HCI (1 mL L™) [17]. EI pH del medio basal se

ajusto a 7.2 — 7.3 con HCI or NaOH, de acuerdo a lo requerido.

2.3.3. Cultivo Enriquecido

Los cultivos enriquecidos se realizaron bajo condiciones aerébicas en experimentos batch por
triplicado en matraces Erlenmeyer (250 mL) alimentados con 47.5 mL de medio basal (MB-1)
y 5% en volumen de inéculo microbiano (2.5 mL). El in6culo se obtuvo de los lodos livianos
del hidrocicldn, lodos del afluente del bioreactor, lodos pesados del hidrociclén y lodos
pesados de descarga de la PTAR en Quito. Se agreg6 glucosa como sustrato al medio basal
mineral en cantidades de 2 g L™. Los bioensayos fueron colocados en una plancha de
calentamiento a 30°C con una agitacion leve. Cada matraz fue tapado con algodén con el fin
de permitir una mejor transferencia de oxigeno con la atmosfera exterior. Se tomaron 1.5 mL
de muestra para determinar el crecimiento microbiano mediante la medicion de la densidad

oOptica a diferentes intervalos de tiempo.
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2.3.4. Actividad maxima especifica de consumo de glucosa

La actividad maxima especifica de consumo de glucosa se evalué en bioensayos batch
identificados como tratamiento y control abidtico. Los ensayos tratamiento incluyen el indculo
microbiano mientras que el control abiotico carece de inoculo. Los bioensayos se realizaron
por triplicado en matraces Erlenmeyer (250 mL). Los bioensayos tratamiento se alimentaron
con 95 mL de medio basal (MB-1) y 5% en volumen de in6culo microbiano. El indculo
microbiano se obtuvo del cultivo enriquecido previamente realizado utilizando los lodos
pesados de descarga. Por el contrario, las muestras de control se alimentaron con 95 mL de
medio basal (MB-1) y 5% en volumen de agua destilada. Se agregd glucosa al medio basal
mineral en cantidades de 2 g L™. Los bioensayos fueron colocados en una plancha de
calentamiento a 30°C con una agitacion leve. Se tapd cada matraz con algodon, con el fin de
permitir una mejor transferencia de oxigeno desde la atmosfera exterior. Se tomaron 2 mL de
muestra para la medicion de glucosa a diferentes intervalos de tiempo. La actividad maxima

especifica de consumo de glucosa se expresé en mg glucosa degradada g SSV*d™.

2.3.5. Actividad méaxima especifica metanogénica

La actividad maxima especifica metanogénica se determind en experimentos batch utilizando
botellas de suero, botellas de vidrio (165 mL) con 40 mL de medio basal (MB-2) y 20% en
volumen de inoculo microbiano. El inoculo se obtuvo de los lodos pesados del hidrociclon,
lodos pesados de descarga, sedimentos de la laguna facultativa de ETAPA, Cuenca y
sedimentos de la laguna artificial USFQ. El sustrato evaluado se agregd al medio basal en
cantidades requeridas de acetato (2.5 g DQO L™) o glucosa (2 g L™). Las unidades de los

sustratos se expresan en funcion del oxigeno requerido para degradar el compuesto, g DQO.
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Las botellas se sellaron con tapones de caucho y tapas de aluminio y se obtuvieron
condiciones anaerdbicas cambiando la atmosfera con N Los bioensayos se mantuvieron en
una incubadora con temperatura controlada a 30 £ 2 °C. Se monitoreé la generacién de metano
durante 2 o 3 dias de acuerdo al método de medicion de metano descrito en los métodos
analiticos [20]. La actividad méaxima especifica de generacion de metano se expresdé en mg

DQO-CH,g SSV*td™.

2.3.6. Métodos Analiticos

Determinacion de solidos suspendidos totales (SST) y s6lidos suspendidos volatiles (SSV)

Los solidos suspendidos totales (SST) y los solidos suspendidos volatiles (SSV) se
determinaron de acuerdo al protocolo descrito en Métodos Normalizados para el Anélisis de
Aguas Potables y Residuales ya sea mediante el método de crisoles o de filtros [20]. En el caso
del empleo de crisoles, estos fueron colocados en el horno mufla 1400 (Barnstead
Thermolyne, Dubuque, lowa USA) a 550°C, para asegurar que los residuos organicos se
quemen por completo. Posteriormente, se colocaron los crisoles en un desecador y se registro
su peso (Mmc). A continuacion se afiadio al crisol una cantidad especifica de la muestra de lodo
o sedimento en volumen o en masa. El peso del crisol con la muestra himeda también se
registré (myy). La muestra fue sometida a un proceso de evaporacion en un horno (Precision
Scientific, Winchester, VA, USA) a 105°C durante toda la noche. Finalmente se coloco los
crisoles en el horno mufla a 550°C por 3 horas y finalmente se registro el peso de los crisoles
con cenizas (Magsh).

En la determinacion de SST y SSV por medio de filtros se emplearon filtros de microfibra de

vidrio 934-AH con diametro de 90 mm (Whatman, Piscataway, NJ, USA). Una vez registrado
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el peso del filtro, se procedié a armar el equipo de filtracion al vacio. Se filtr6 un volumen
especifico de muestra de lodo y el filtro himedo se sometio a un proceso de evaporacion en un
horno a 105°C durante toda la noche. Al igual que el procedimiento anterior, al dia siguiente
se registré el peso del filtro con el lodo seco (mgs). A continuacion se coloco el filtro en el
horno mufla a 550°C por 3 horas se registré el peso del mismo con las cenizas (Masy).

La determinacion del contenido de soélidos totales suspendidos (SST), solidos volatiles
suspendidos (SSV) y cenizas (ASH) se realizO empleando las ecuaciones 1, 2 y 3,

respectivamente.

SST [g L7!] = == Ec. 1
Lodo
SSV [g L7 = =5—=< Ec. 2
Lodo
ASH [g L71] = -4 Ec. 3
Lodo

Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno

La determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) soluble se realizé mediante un
método colorimétrico de acuerdo al protocolo descrito en Métodos Normalizados para el
Anadlisis de Aguas Potables y Residuales [20]. Para la determinacién de la demanda quimica
de oxigeno se empled una solucion de digestion de dicromato de potasio (K,Cr,0;) con &cido
sulfurico concentrado, y una solucion de acido sulfdrico concentrado con nitrato de plata en
una relacion de 6 g AgNO3 por kg H,SO,4. La demanda quimica de oxigeno de las muestras
analizadas se determind en base a una curva de calibracion empleando estandares de

hidrogeno fthalato de potasio (KHP). Los estandares de KHP equivalentes a 50, 100, 250, 500
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y 750 mg O, L™ fueron preparados a partir de una solucién madre de KHP equivalente a 1000
mg O, L. En la determinacion de la demanda quimica de oxigeno soluble, los estandares, las
muestras y los blancos fueron preparados de acuerdo a la tabla 2.1. Posteriormente, las
muestras fueron sometidas a un proceso de digestién a 150°C por dos horas y finalmente se
midié la absorbancia en el espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA) a una longitud de onda de 600nm. Previo a la preparacion de las
muestras, estas fueron centrifugadas durante 15 minutos y de ser necesario diluidas para estar
dentro del rango de los estandares. Las muestras de lodos fueron analizadas por triplicados, y
los estandares y blancos se corrieron durante cada medicién para minimizar errores

instrumentales y asegurar la precision del método analitico.

Tabla 2.1: Preparacion de muestras para determinar la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Muestra Solucion de digestion ~ Acido sulfirico  Volumen final
(mL) (mL) (mL) (mL)
2.5 1.5 35 7.5

Medicion de la Densidad Optica
La densidad dptica se midié utilizando un espectrofotémetro, Spectronic 20D+ (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) a una longitud de onda de 600nm. La absorbancia

de cada muestra se registrd a varios intervalos de tiempo.

Medicion de Glucosa
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La medicion de glucosa se realizé colorimétricamente en base a un método desarrollado por
Dubois y colaboradores [21]. Brevemente, en un tubo de ensayo se agregaron 0.5 mL de 5 %
(v/v) de fenol y 2.5 mL de &cido sulfarico concentrado a 0.5 mL de cada muestra previamente
centrifugada. Se mezcl6 cada tubo, se dejé reposar durante 7 minutos y posteriormente se
calento a 45°C durante 20 minutos. Una vez frios los tubos de ensayo, se midio la
concentracion de glucosa de cada muestra en base a la intensidad del color a una longitud de
onda de 490 nm empleando el espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Fisher Scientific
Inc. Waltham, MA, USA). La determinacién de la glucosa se realiz6 empleando una curva de
calibracion con estdndares de glucosa. A partir de una solucién madre de glucosa de 100 ug
mL™ se prepararon estandares de 20, 40, 60 y 80 pg glucosa mL™ como se encuentran
descritos en la tabla 2.2. Las muestras se tomaron a diferentes intervalos de tiempo. Estandares
y blancos se corrieron durante cada medicion para minimizar errores instrumentales y asegurar

la precision del método analitico.

Tabla 2.2: Preparacion de estandares de glucosa para la determinacion colorimétrica de la

misma

No Volumen de solucién Agua Concentracion
' madre (mL) (mL) (pg mL™Y)

1 0 0.5 0

2 0.1 0.4 20
3 0.2 0.3 40
4 0.3 0.2 60
5 0.4 0.1 80
6 0.5 0 100
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Medicion de Metano

El volumen del gas metano generado durante los bioensayos anaerdbicos se determind
mediante el método de desplazamiento de liquido utilizando botellas de suero [22]. El reactor
batch anaerdbico (botella de suero de 160 mL), se conectdé mediante una manguera a una
botella de suero (160 mL colocado de forma inversa) suministrada con la solucion de NaOH
(2%) previamente sellada con un tapon de caucho y una tapa de aluminio. El biogas formado
en los ensayos anaerdbicos esta compuesto principalmente por dioxido de carbono y metano.
A medida que el dioxido de carbono (CO,) pasa a través de la solucion de hidroxido de sodio,
este es convertido en bicarbonato y es absorbido; mientras que el metano generado desplaza a
dicha solucion. EI volumen de hidroxido de sodio desplazado, equivalente al biogas formado,
se recolectd en un recipiente vacio a través de una aguja acoplada a la botella de NaOH.
Finalmente, se determind el metano generado expresado como actividad metanogénica

especifica en mg DQO-CH, gSSV* d* (Figura 2.3)
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Medio Basal (MB-2)

Liquido desplazado 20% (v/v) inbculo
microbiano

Figura 2.3: Esquema de la medicién de metano por el método volumétrico de desplazamiento de

la solucién de hidroxido de sodio
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2.3.7. Reactivos

Glucosa (>99%), fenol (>99%) y nitrato de plata (>99%) se obtuvieron de Reactivos H.V.O
(Quito, Pichincha, Ecuador). Acido sulfarico (95-97%) e hidroxido de sodio (>99%) se
adquirieron de MERCK (Darmstadt, Alemania). Acido Clorhidrico (37.2%) y &cido acético
(99.5%) se obtuvieron de Fisher Scientific (Fan Lan, New Jersey, USA). Acido butirico
(99%), acido propionico (99.5%) y dicromato de potasio (99.4%) se obtuvieron de J.T. Baker

Inc. (Phillipsburg, New Jersey, USA).



41

2.4 Resultados y Discusion

En el presente trabajo de investigacion se realizaron experimentos batch para evaluar la
eficiencia de diferentes lodos y sedimentos como inéculos microbianos para el tratamiento
bioldgico de las aguas residuales. Los indculos microbianos fueron caracterizados en base a la
cantidad de sélidos suspendidos totales, sélidos suspendidos volatiles, cenizas y demanda
quimica de oxigeno. Posteriormente se determind las actividades méaximas especificas de

dichos inéculos microbianos bajo condiciones aerobicas y anaerdbicas.

2.4.1 Caracterizacion fisico-quimico de indculos microbianos

2.4.1.1 Solidos suspendidos totales (SST), s6lidos suspendidos volatiles (SSV) y cenizas (ASH)
La determinacion de la cantidad de material particulado, biomasa y las cenizas presentes en
cada inéculo microbiano se realizé mediante una cuantificacién de los solidos suspendidos
totales, sélidos suspendidos volatiles y cenizas, respectivamente. Existen dos métodos
analiticos para determinar los solidos suspendidos presentes en una muestra ambiental, por
medio de crisoles o0 por medio de filtros, los protocolos respectivos se encuentran descritos en
la seccidon de Materiales y Métodos. EI método de crisoles permite caracterizar las muestras
solidas o espesas, mientras que el método de filtros se emplea para examinar muestras
liquidas. En este estudio los lodos pesados del hidrociclén y los lodos pesados de descarga de
una PTAR en Quito, asi como también los sedimentos de una laguna facultativa de la ciudad

de Cuenca y los de la laguna artificial de la USFQ fueron caracterizados por el método de
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crisoles. Por el contrario, los lodos liquidos, tales como lodos livianos del hidrociclon y lodos
afluentes del bioreactor provenientes de una PTAR en Quito fueron analizados por el método
de filtros. En la tabla 2.3 y 2.4 se presentan los datos tabulados y los valores calculados de

SST, SSV y ASH para los diferentes indculos microbianos evaluados en este estudio.

Tabla 2.3: Sélidos suspendidos totales (SST), volatiles (SSV) y cenizas (ASH) de los inoculos

microbianos sélidos caracterizados por el método de crisoles.

Lodos 0 Sedimentos  SST (g-L%) SSV(g-L") ASH(g-L") SSV/SST (%)

Pesado Hidrociclon 13.59+0.03 8.93+0.05 4.66x0.03 65.7
Pesado Descarga 1.85+0.12 1.20+0.16 0.65+0.04 64.9
Laguna USFQ 12.65+0.18  7.23%0.007 5.42+0.19 57.2
Laguna Facultativa 11.48+0.45 3.52+0.46 7.96+0.05 30.7

Tabla 2.4: Sélidos suspendidos totales (SST), volatiles (SSV) y cenizas (ASH) de los indculos

microbianos liquidos caracterizados por el método de filtros.

Lodos 0 Sedimentos  SST (g-L") SSV(g-L™") ASH(g-L") SSV/SST (%)
Afluente Bioreactor 2.04+0.01 1.56+0.04 0.48+0.03 76.5

Liviano Hidrociclon 3.68+0.25 2.82+0.24 0.87+0 76.6

De los lodos y sedimentos espesos evaluados en este estudio se encontrd que los lodos pesados
del hidrociclén contienen la mayor cantidad de biomasa presente por unidad de volumen con

un valor de SSV de 8.93 g L™ A continuacion se encuentran los sedimentos de la laguna
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artificial USFQ con un valor cercano al de los lodos pesados del hidrociclén de 7.23 g L™
Mientras que los sedimentos de la laguna facultativa y los lodos de descarga de la PTAR
contienen poca cantidad de biomasa 3.52 y 1.20 g L™, respectivamente.

En cuanto a los lodos liquidos examinados, los lodos afluente del bioreactor y los lodos
livianos del hidrociclén, se determinG que estos contienen valores muy pequefios de solidos
suspendidos volétiles en el rango de 1.56 y 2.82 g L™, respectivamente. Estos valores estan
muy por debajo del contenido de SSV de la mayoria de los lodos espesos, como los lodos
pesados del hidrociclon y los sedimentos de la laguna USFQ.

La relacion de la cantidad de SSV con respecto a la medida de SST esta alrededor del 60%
para los lodos pesados del hidrociclon y los lodos pesados de descarga, mientras que los lodos
liquidos evaluados muestran relaciones SSV/SST sobre el 70%. Estos resultados son
consistentes con la literatura, un lodo primario que no ha recibido tratamiento contiene entre
60% a 80% de solidos volatiles [10], lo cual corresponde justamente al tipo de lodos que se
esta examinando en este estudio y se perfilan como los indculos mas saludables.

En el caso de los sedimentos evaluados, los de la laguna facultativa y los de la laguna
artificial USFQ, la relacién entre SSV/SST esta por debajo de los valores reportados en la
literatura para inoculos saludables. Esto indica que la muestra contiene gran cantidad de
material inerte, representado como ceniza, y que la concentracién de microorganismos es

pequefia en comparacion con los otros indculos microbianos evaluados.

2.4.1.2. Demanda quimica de oxigeno (DQO)
La medicion de la demanda quimica de oxigeno es un parametro muy importante durante la

caracterizacion de los inoculos microbianos ya que determina la cantidad de materia organica
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presente en la muestra debido a la accién de un agente oxidante fuerte. La medicion de la
DQO se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito en la seccion de Materiales y Métodos.
Brevemente, la muestra a ser analizada en presencia de una solucion de dicromato de potasio y
acido sulfurico concentrado fue sometida a un proceso de digestion a 150°C. A continuacion
se determiné la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 600 nm. La DQO se
determindé comparando dicho valor con una curva de calibracion con estandares de KHP
equivalentes a 0, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg O, L™. La figura 2.4 muestra la curva de
calibracion empleada para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno.

De acuerdo a la ley de Beer, existe una relacion lineal entre la absorbancia determinada y la
concentracion de una muestra dada [16]. En la Figura 2.4 se puede observar claramente dicha
relacién lineal entre la absorbancia medida y la concentracion de los estandares de KHP
expresada como mg O, L mientras mayor es la absorbancia medida, mayor es la
concentracion de oxigeno. El factor de correlacién para la determinacion de la DQO, R?, es
0.991. Por lo tanto se puede concluir que este método colorimétrico es muy efectivo y puede
ser aplicado con alto grado de precision y confiabilidad para la determinacion de las

concentraciones de DQO en una muestra dada.
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Figura 2.4: Curva de calibracién para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno

empleando estandares de KHP con concentracién en el rango de 0 a 1000 mg O, L™,
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La tabla 2.5 presenta los resultados correspondientes a la demanda quimica de oxigeno de
cada lodo y sedimento evaluados en este estudio. Los lodos pesados del hidrociclén y los del
afluente del bioreactor provenientes de una PTAR presentan la mayor cantidad de materia
organica con valores de 2020 y 2326 mg O, L™, respectivamente. Los lodos pesados del
hidrociclon corresponden a la fraccion solida separada en el hidrociclon de la PTAR en Quito.
Por lo tanto se espera que la materia organica se concentre dando como resultado una elevada
medicion de DQO. Los lodos afluentes del bioreactor representan los sélidos que ingresan al
sistema de tratamiento biologico de aguas residuales de la PTAR, por lo tanto contienen mas
DQO que los lodos obtenidos de otros procesos de la PTAR, como es el caso de los lodos
pesados del hidrociclén.

Los lodos livianos del hidrociclén de la PTAR corresponden a la fase liquida separada en el
hidrociclén cuya concentracién de DQO, 737 mg O, L™, es menor que aquella presente en la
fase solida como es el caso de los lodos pesados del hidrociclon y mayor que la de los
sedimentos y los lodos de descarga debido a la naturaleza misma de estos indculos
microbianos.

Los lodos pesados de descarga de la PTAR en Quito, junto con los sedimentos de la laguna
facultativa y los sedimentos de la laguna artificial registran valores de DQO significativamente
menores, en el rango de 140 a 210 mg O, L™ siendo los sedimentos de la laguna facultativa
los que contienen menor cantidad de materia organica. Los lodos de descarga provenientes de
una PTAR como su nombre lo indica constituyen los lodos de salida (efluente) del proceso de
tratamiento bioldgico de aguas residuales, por lo tanto la cantidad de materia organica presente
es muy pequefia, 168 mg O, L™. En el caso de los sedimentos tanto de la laguna USFQ como

de la laguna facultativa, estos inéculos provienen de fuentes de agua no contaminada por lo



47

que se esperan valores bajos de DQO, lo cual es consistente con datos de la literatura. Shang-
Shyng Yang estudid la relacion entre la produccion de metano y el nivel de contaminacion de
rios y lagos de sedimentos en Taiwan mediante la determinacion de la demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO) de estos sedimentos. De los 5 lagos

analizados se encontré que la DQO de estos oscila entre los 49.3 mg L™ y 296.0 mg L™ [23].

Tabla 2.5: Demanda quimica de oxigeno en mg O, L™* de los diferentes inéculos microbianos

evaluados.

Lodos o sedimentos DQO (mg O2 L-1)
Afluente Bioreactor 2325.97 £ 69.24

Laguna Estabilizacion 208.40 + 70.69

Laguna USFQ 141.75 + 23.56

Liviano Hidrociclon 736.57 + 55.84

Pesado Descarga 168.01 + 33.50

Pesados Hidrociclon 2020.18 + 100.51

2.4.2. Actividades metabdlicas

Las actividades metabdlicas de los microorganismos presentes en los diferentes inoculos
microbianos se determinaron bajo condiciones aerdbicas y anaerobicas en bioensayos batch.
Previo a la determinacion de dichas actividades fue necesario desarrollar un método analitico
para medir la glucosa en los diferentes bioensayos. A continuacion se presentan los resultados
de la medicion de la glucosa.

La concentracion de la glucosa en los diferentes bioensayos se monitore6 mediante un método

colorimétrico descrito en la seccion de Materiales y Métodos. Una curva de calibracion con
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estandares de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 mg-glucosa L™ fue construida para determinar la
concentracion de la glucosa en una muestra dada.

De acuerdo a la ley de Beer y mediante la aplicacion de estdndares con concentraciones
conocidas se determind la concentracion de glucosa. En la Figura 2.5 se observa que existe
una relacion lineal entre la absorbancia medida y la concentracion de glucosa de las muestras
expresadas como pg mL™?, mientras mayor es la absorbancia medida, mayor es la
concentracion de glucosa. En base a la curva de calibracién construida con los estandares de
glucosa se determind la concentracion de este azlcar en las muestras de los bioensayos de

tratamiento y control.
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Figura 2.5: Curva de calibracion para la determinacion de la glucosa empleando estdndares

con concentraciones en el rango de 0 a 100 pg-glucosa mL™.
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2.4.2.1 Actividades metabdlicas bajo condiciones aerobicas
Previo a la determinacién de las actividades maximas especificas de consumo de glucosa, de
las bacterias aerdbicas presentes en los inéculos microbianos, fueron evaluados en funcion de

la efectividad de generacion de cultivos microbianos enriquecidos.

Cultivos microbianos enriquecidos

Un cultivo enriquecido promueve el crecimiento de un grupo especifico de microorganismos
dentro de un consorcio microbiano. Al agregar un sustrato de fécil degradacion por los
microorganismos deseados, a un medio rico en micro y macro nutrientes, en condiciones
ideales para el crecimiento, se estimula el crecimiento de la especie microbiana deseada [4].
En este estudio se incentivo el crecimiento de bacterias aerdbicas degradadoras de materia
organica empleando glucosa como sustrato en bioensayos batch. El crecimiento microbiano
se determind midiendo la densidad Optica en los bioensayos realizados con los diferentes lodos
de acuerdo al protocolo descrito en la seccion de Materiales y Métodos.

Las mediciones de la densidad Optica son ampliamente utilizadas para monitorear el
crecimiento microbiano. Williams y colaboradores estudiaron el efecto de las nanoparticulas
inorgénicas sobre el crecimiento microbiano en base a mediciones de densidad dptica a traves
del tiempo [24]. Mediante este método pudieron concluir que el crecimiento de E.Coli no se
afecta por la presencia de nanoparticulas de silice, 6xidos de silice/hierro y oro. En la Figura
2.6 se presenta las curvas de crecimiento microbiano en base a las mediciones de las
densidades opticas de los cultivos microbianos enriquecidos realizados con los cuatro lodos
analizados en este estudio. En todos los lodos evaluados se puede apreciar que las graficas

corresponden a la curva tipica de crecimiento microbiano que consta de una fase de
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adaptacion, una fase de crecimiento exponencial, una fase de mantenimiento y la fase de
muerte. En el caso de los microorganismos presentes en los lodos pesados del hidrociclon y
los lodos de descarga la fase de adaptacion fue aproximadamente de 12 horas. Mientras que
los microorganismos presentes en los lodos liquidos livianos del hidrociclon y los lodos
afluente del bioreactor  requirieron de un periodo de adaptacion mas corto de
aproximadamente 5 horas.

Durante la fase de crecimiento exponencial que corresponde a la metabolizacién de nutrientes
y a una reproduccion de los microorganismos a la maxima velocidad, se encontrdé que los
lodos livianos del hidrociclon y los lodos afluentes del bioreactor experimentaron un
crecimiento exponencial desde las 5 horas hasta las 20 horas de tratamiento. Por el contrario,
la fase de crecimiento exponencial experimentada por los lodos pesados de descarga y lodos
pesados del hidrociclén fue menor, 8 horas de tratamiento.

Finalmente, se puede observar que la fase de mantenimiento fue similar para todos los lodos
evaluados en este estudio y se present6 entre las 18 y 20 horas de haber transcurrido el

experimento.
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Figura 2.6: Curvas de crecimiento microbiano de un cultivo enriquecido de bacterias aerobicas
degradadoras de glucosa en presencia de 10% (v/v) de lodos provenientes de varias fuentes y
2000 mg L™ de glucosa. Leyenda: (®) Lodos livianos del hidrociclén, (M) Lodos afluente del
bioreactor, (A) Lodos pesados del hidrociclon, (X) Lodos pesados de descarga. Las barras de

error representan las desviaciones estandares de los bioensayos por triplicado.
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Al comparar los cuatro lodos evaluados se puede establecer que los mejores cultivos
enriquecidos, con las mayores concentraciones de bacterias aerdbicas degradadoras de
glucosa, se obtuvieron con los lodos livianos del hidrociclén seguido de los lodos afluentes del
bioreactor, a continuacién los lodos pesados del hidrociclon y los lodos pesados de descarga.
Los dos primeros inoculos se caracterizan por estar expuestos a cierto tipo de oxigenacion y
por lo tanto promueven el crecimiento microbiano de bacterias aerdbicas. Es asi que, el lodo
afluente del bioreactor al presentar la mayor concentracion de bacterias aerdbicas
degradadoras de glucosa fue el que se emple6 en los bioensayos para determinar la actividad
metabdlica aerobica.

Adicionalmente, los lodos afluentes del bioreactor y los lodos livianos del hidrociclon son las
muestras con mayor porcentaje de solidos suspendidos volatiles con relacién a los sélidos
suspendidos totales (%SSV/SST) 76.5 y 76.6, respectivamente, y a su vez son los indculos
microbianos que presentan mayor crecimiento de bacterias aerobicas degradadoras de glucosa.
Estos resultados son consistentes con datos de la literatura en los que los indculos mas
saludables o eficientes son aquellos cuya %SSV/SST esta entre 70 y 80% [10]. Como era de
esperarse, a medida que disminuye el %SSV/SST también disminuye el crecimiento
microbiano. Los lodos pesados del hidrociclén y los lodos pesados de descarga contienen
menor %SVV/SST alrededor de 65 %, lo cual se ve reflejado en un crecimiento microbiano
mas lento.

La utilizacion de cultivos enriquecidos ha demostrado ser altamente eficiente durante los
procesos de degradacion. Schmitt et al. publicaron un estudio en el que se evaluo el efecto de
agregar un cultivo enriquecido de bacterias degradadoras de acetato a un reactor anaerdbico

[25]. Indculos provenientes de procesos de digestion no lograron remover una cantidad
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significativa de materia organica, mientras que después de agregar un cultivo enriquecido de
bacterias degradadoras de acetato se registré un cambio drastico en la eficiencia de remocion

de la materia organica.

2.4.2.1.2 Actividades maximas especificas de consumo de glucosa

En vista de que los lodos afluentes del bioreactor demostraron tener la mayor concentracion de
bacterias aerobias degradadores de glucosa, se determind la capacidad de consumo de dicho
sustrato en experimentos batch de acuerdo al protocolo descrito en la seccién de Materiales y
Meétodos.

La Figura 2.7 muestra la concentracion de la glucosa con respecto al tiempo empleando un
cultivo enriquecido proveniente de los lodos afluentes del bioreactor. En los tratamientos que
contienen la glucosa y un cultivo microbiano rico en bacterias aerobias degradadoras de
glucosa, se puede observar que la concentracién del aztcar disminuye con respecto al tiempo,
es asi que después de 20 horas de tratamiento practicamente todo el aztcar ha sido consumido.
Mientras que en los controles abi6ticos, en ausencia de microorganismos, la concentracién de
glucosa permanece constate durante todo el experimento. En base a estos resultados se
establecié que las bacterias presentes en el cultivo enriquecido son las responsables de la
degradacidn de la glucosa.

La actividad maxima especifica de consumo de glucosa se calculo en base a las pendientes de
las curvas de degradacion. Para el tratamiento se establecié una actividad maxima especifica
de 180.73 mg glucosa consumida L™ h™. En un estudio realizado por Ochoa-Herrera con lodos
activados de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) Randolph en Tucson,

Arizona se reportd una actividad maxima especifica de consumo de glucosa de 414.97 mg
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glucosa L™ h [17]. Por lo tanto, los lodos activados de la PTAR en Arizona poseen una
actividad méxima especifica de consumo de glucosa 2 veces mayor que aquella de los lodos
afluentes del bioreactor evaluados en este estudio. Una posible explicacién para este hecho es
que los lodos activados se caracterizan por poseer una concentracion rica de bacterias

aerobicas ya que provienen de bioreactores oxigenados.
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Figura 2.7: Degradacion aerdbica de la glucosa con respecto al tiempo en presencia de 5%
(v/v) de un cultivo enriquecido con los lodos afluente del bioreactor y 2000 mgeL-1 de
glucosa. Leyenda: (#) control abiético (glucosa + medio basal mineral) (O) tratamiento
(glucosa + medio basal mineral + cultivo enriquecido) Las barras de error representan las

desviaciones estandares de los bioensayos por triplicado.
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2.4.2.2 Actividad maxima especifica de generacion de metano bajo condiciones anaerdbicas
La produccion de metano de los microorganismos presentes en los lodos y sedimentos
evaluados en este estudio se determind en experimentos batch de acuerdo al protocolo descrito
en la seccion de Materiales y Métodos. Estas actividades metabolicas se estudiaron en
presencia de dos sustratos, acetato o glucosa, y el metano generado fue cuantificado por el
método de desplazamiento del liquido empleando una solucion de hidréxido de sodio al 2% en
volumen (p = 1.0207 g mL™) [26]. Teniendo en consideracion que el volumen de hidréxido de
sodio desplazado es igual al volumen de metano producido y aplicando la ley de los gases
ideales se calculé el numero de moles de metano producidos por gramo de solidos volatiles en
suspension de los diferentes inculos evaluados (moles CH, g SSV™).

La figura 2.8 presenta la generacion de metano con respecto al tiempo para los diferentes
lodos y sedimentos anaerdbicos evaluados en este trabajo de investigacion. En todos los casos,
durante las primeras 24 horas de tratamiento se registrd una produccion exponencial de
metano seguida por una fase de estabilizacion de produccién de dicho gas. Esta curva de
generacion de metano corresponde a la curva tipica de crecimiento microbiano. Los lodos
pesados de descarga provenientes de una PTAR presentaron la mayor produccion de metano
después de 24 horas de tratamiento con una formacion de 0.019 moles CH, g SSV*. A
continuacion se encuentran los sedimentos tanto de la laguna artificial como los de la laguna
facultativa con una produccién un orden de magnitud mas baja, 0.0039 moles CH, g SSV™.
Finalmente, los lodos pesados del hidrociclon provenientes de una PTAR produjeron la menor
cantidad de metano, 0.001 moles CH4 g SSV™ en 24 horas. Los lodos liquidos, lodos afluentes
del bioreactor y los lodos livianos del hidrociclon al ser considerados primordialmente lodos

aerobicos no fueron evaluados bajo condiciones anaerdbicas.
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Figura 2.8: Generacion de metano utilizando 20% (v/v) de in6culo microbiano con 2.5 g
DQO-acetato L-1. Leyenda: (A) Lodos pesados del hidrociclon de una PTAR, (O)

Sedimentos de la laguna facultativa, ETAPA en Cuenca, (X) Lodos pesados de descarga de

una PTAR y (A) Sedimentos de la laguna artificial USFQ.
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La actividad maxima especifica de generacion de metano se calculd a partir de la cantidad de
metano formado y se expresé en g DQO-CH, g SSV™* d™. La tabla 2.6 presenta la actividad
maxima especifica de generacion de metano para los lodos y sedimentos anaerdbicos

evaluados en este estudio.

Tabla 2.6: Actividad maxima especifica metanogénica de varios lodos y sedimentos utilizando

20% (v/v) de inéculo microbiano con 2.5 g DQO-acetato L™.

Lodo gDQO-CH, gSSV*d*
Pesado del hidrociclon 0.07
Pesado de descarga 1.24
Laguna facultativa 0.25
Laguna USFQ 0.24

Los lodos pesados de descarga provenientes de una PTAR presentan la mayor actividad
metanogénica con un valor de 1.24 g DQO-CH, g SSV™* d™, seguidos de los sedimentos de la
laguna facultativa y laguna artificial USFQ con una actividad significativamente menor y
finalmente los lodos pesados del hidrociclon que practicamente no presentan actividad
metanogénica. La mayor actividad metanogénica obtenida en este estudio se encuentra por
encima del promedio cominmente reportado en la literatura. Por ejemplo, en un estudio
realizado por Omil y colaboradores se determind la actividad metanogénica de un lodo
granular proveniente de un reactor anaerébico de una planta piloto de tratamiento de aguas
acidas [27]. Después de 75 dias de estabilizacion del bioreactor, en presencia de 2.5 g DQO-
acetato L™ se registré una actividad metanogénica de 0.55 g DQO-CH, gSSV™* d*. En otro

estudio realizado por Htnan et al. se evalud la actividad méxima especifica de generacion de
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metano en un reactor UASB (Upflow anaerobic sludge bed) [28]. El lodo anaerdbico en
presencia de 2 g DQO-acetato L™ registré una actividad metanogénica de 0.66 g DQO-CH, g
SSv! d™. Por lo tanto la actividad maxima especifica metanogénica de los lodos pesados de
descarga evaluados en este estudio es dos veces mayor que aquellas reportadas en la literatura
utilizando el mismo sustrato.

Por el contrario, los sedimentos de los ecosistemas acuaticos han demostrado no ser buenos
indculos microbianos. Muxi et al. estudiaron los sedimentos de una laguna alimentada con
aguas residuales provenientes de una fabrica de produccion de levaduras como inoculos
microbianos para montar en un digestor anaerobico. La actividad maxima especifica
metanogénica fue de 0.025 g DQO-CH4 g SSV™* d™ (390 pumol CH4 gSSV™* d™) [29]. Los
sedimentos de las lagunas analizados en este estudio presentan actividades mayores a lo
presentado en la literatura, sin embargo son muy bajas en comparacion al lodo pesado de la
descarga que se obtuvo de una PTAR.

Las actividades metanogeénicas se evaluaron mediante métodos estandarizados, [20] por esta
razén se utilizé acetato como sustrato. El acetato es el compuesto méas facil de degradar
anaerObicamente ya que participa Unicamente de la metanogénesis, el paso final de la
degradacién anaerdbica. Con el objetivo de estudiar la degradacion anaerdébica completa se
empled glucosa como sustrato y se evalud la actividad méxima especifica de generacion de
metano de cada uno de los lodos y sedimentos anaerobicos estudiados de acuerdo al protocolo
descrito en la seccion de Materiales y Métodos.

La Figura 2.9 muestra la produccion de metano de varios lodos y sedimentos a través del
tiempo utilizando glucosa como sustrato. En todos los casos, la fase de produccion de metano

fue de 18 a 24 horas, seguida de una fase de mantenimiento. De igual manera que en los
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bioensayos realizados con acetato como sustrato, los lodos pesados de descarga registraron la
mayor produccién de metano, 0.10 a 0.14 moles CH4 g SSV™. Los sedimentos de la laguna
facultativa y de la laguna artificial USFQ, y los lodos pesados del hidrociclon de una PTAR
presentaron una produccion de metano significativamente menor en el rango de 0.02 a 0.05

moles CH4g SSV™.
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Figura 2.9: Generacion de metano utilizando 20% (v/v) de in6culo microbiano con 2.5 g DQO
glucosa L-1. Leyenda: (A) Lodos pesados del hidrociclon de una PTAR, (O) Sedimentos de

la laguna facultativa, ETAPA en Cuenca, (X) Lodos pesados de descarga de una PTAR, (A)

Sedimentos de laguna artificial USFQ.
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Las actividades maximas especificas de generacion de metano utilizando glucosa como
sustrato expresadas en g DQO-CH4 g SSV™* d™* se encuentran tabuladas en la tabla 2.7. De
igual manera que empleando acetato como sustrato, los lodos pesados de descarga presentan la
mayor actividad maxima especifica de generacion de metano, la cual es 4 a 6 veces mayor que

aquellas de los lodos pesados del hidrociclon, sedimentos de la laguna facultativa y artificial.

Tabla 2.7: Actividades maximas especificas metanogénicas de varios lodos y sedimentos

anaerobicos utilizando 20% (v/v) de inculo microbiano con 2.5 g DQO-glucosa L™.

Lodos o Sedimentos g DQO-CH,- gSSV*.d™

Pesado de Hidrociclon 1.30
Pesado de descarga 8.15
Laguna estabilizacién 1.52
Laguna USFQ 2.70

Si se comparan las actividades metanogénicas obtenidas utilizando acetato y glucosa, se puede
establecer que en ambos casos los lodos pesados de descarga poseen la mayor actividad
metanogénica. Sin embargo, en presencia de glucosa existe una mayor produccién de metano
con una actividad maxima especifica de 8.15 g DQO-CH, g SSV™* d, en comparacién a 1.24
g DQO-CH4 g SSV* d* empleando acetato como sustrato. El hecho de que la actividad
metanogénica con glucosa sea significativamente mayor que aquella con acetato se puede
atribuir a la estructura quimica de estos sustratos. Durante la degradacion anaerobica por cada
mol de glucosa se producen 3 moles de metano, mientras que por cada mol de acetato se

produce una mol de metano. Por lo tanto, si bien es cierto que el acetato es un sustrato mas
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facil de digerir en comparacion con la glucosa, esta ultima contiene mayor cantidad de
carbono por lo tanto se produce mucho méas metano que con el acetato. Sin embargo, se nota
que la actividad maxima especifica metanogénica determinada mediante un sustrato de
glucosa no es 3 veces mayores a la actividad calculada en base al sustrato de acetato. Toda
biodegradacion tiene como producto biomasa, debido al crecimiento bacteriano. Por esta razon
se debe considerar el rendimiento celular, cada especie de microorganismo tiene un
rendimiento especifico de crecimiento en base al sustrato aplicado y por esto no se cumple la
relaciéon de 1:3, dictada por relaciones estequiometrias, entre las actividades maximas

especificas en base al acetato y la glucosa [4].
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2.5 Conclusiones

Los inoculos microbianos evaluados en este estudio fueron exitosamente caracterizados en
base a sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas. Una relacidn en porcentaje de los solidos
suspendidos totales con los solidos suspendidos volatiles (%SST/SSV) entre 70 y 80%
representa una fuente de microorganismos saludables y un muy buen candidato a inéculo
microbiano para el tratamiento bioldgico de las aguas residuales. De los diferentes lodos y
sedimentos evaluados en este estudio, los lodos provenientes de la PTAR demostraron ser mas
eficientes que los sedimentos de lagunas facultativas o artificiales; es asi que, los lodos
afluentes del bioreactor presentaron la mejor actividad maxima especifica de consumo de
glucosa bajo condiciones aerdbicas. Mientras que bajo condiciones anaerébicas los lodos
pesados del hidrociclén reportaron la mayor actividad maxima especifica de formacion de
metano. Finalmente, en base a esta caracterizacion de inculos microbianos se obtuvieron los
pardmetros bioldgicos criticos, mediante los cuales se podra disefiar y dimensionar un sistema

de tratamiento de aguas residuales en modo de operacion continuo.
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Capitulo 111

Puesta en marcha y estabilizacion de un reactor anaerobico de flujo ascendente y manto
de lodos UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket reactor) escala laboratorio para el

tratamiento de aguas residuales domésticas

3.1 Resumen

En los paises en vias de desarrollo se estima que el 90% del agua residual no tratada es
descargada en cuerpos o fuentes de agua naturales, afectando negativamente a la salud pablica
y el medio ambiente. El tratamiento bioldgico de aguas residuales bajo condiciones
anaerobicas constituye una alternativa sustentable para preservar el ecosistema, no poner en
riesgo la salud de los seres vivos y conservar el recurso hidrico. El agua residual es tratada
bajo condiciones anaerdbicas por la accion de microorganismos, obteniéndose un efluente
libre de contaminacién y adicionalmente biogas rico en metano, un producto con gran valor
energético. En el presente trabajo de investigacion se disefid y puso en marcha un reactor

anaerdbico de flujo ascendente y manto de lodos UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket
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Reactor) en modo de operacion continuo para el tratamiento de aguas residuales a escala de
laboratorio. El reactor UASB empacado con sedimentos provenientes de una laguna artificial
fue alimentado con una muestra sintética de agua residual cuya carga de materia organica
vario entre 3 y 7.5 g de demanda quimica oxigeno (DQO) de &cidos grasos volatiles (AGV)
por cada litro de alimentacion. La variacion de la DQO, la produccion de metano y el
crecimiento microbiano fueron monitoreados con respecto al tiempo para determinar la
eficiencia del tratamiento del agua residual en el reactor UASB. La mayor eficiencia de
degradacion (48%) se alcanzé con una carga organica de alimentacion de 3 g DQO AGV L'y

con un tiempo de residencia hidraulico de 5 dias.
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3.2 Introduccion

Las aguas residuales son los efluentes provenientes de las actividades domesticas, industriales
y comerciales que se caracterizan por su elevada concentracion de particulas en suspension,
materia organica, nutrientes, compuestos antropogeénicos y patogenos [2]. En América Latina
las aguas residuales no tratadas son descargadas directamente en cuerpos o fuentes de agua
naturales poniendo en riesgo al medio ambiente y a la salud publica [3]. Las descargas de
aguas residuales no tratadas afectan a la flora y fauna acuatica ya que generan una
disminucion en la concentracion de oxigeno soluble, puede llevar a la eutrofizacion y
ocasionar toxicidad, entre otros [4]. La salud publica se ve afectada ya que los seres humanos
al consumir agua contaminada con descargas de aguas residuales presentan enfermedades
infecciosas que les llega a ocasionar la muerte. De acuerdo al Programa de Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA), hoy en dia el consumo de agua contaminada causa la
muerte a mas personas que todas las formas de violencia lo hacen juntas, incluyendo los
conflictos armados y las guerras. La situacion es tan alarmante que a nivel mundial un nifio
fallece cada 20 segundos por enfermedades relacionadas con el consumo de agua contaminada
[3].

Actualmente, el tratamiento biol6gico de aguas residuales constituye una alternativa
sustentable y promisoria para el tratamiento y conservacion del recurso hidrico, la proteccién
del ecosistema y la salud publica con bajos costos de operacion y mantenimiento. Estos
tratamientos biologicos o tratamientos secundarios se caracterizan por eliminar o reducir la
contaminacion organica presente en el agua residual (AR) mediante la accion de los

microorganismos, principalmente bacterias [5]. Los tratamientos bioldgicos de agua residual
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se pueden en categorizar en base al agente oxidante utilizado durante el metabolismo
microbiano. Si la degradacion de la materia organica por parte de las bacterias ocurre en
presencia de oxigeno se conoce como degradacion aerobica y en ausencia de oxigeno se
conoce como degradacion anaerobica [6].

El proceso de degradacion aerdbica es altamente efectivo para el tratamiento de AR, sin
embargo los costos de operacion son elevados ya que se requiere oxigenar el sistema y tratar la
gran cantidad de biomasa generada. Se estima que bajo condiciones aerdbicas el 50% de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) de las AR se transforma en biomasa y el 50% restante en
calor [1]. Por el contrario, en un proceso anaerébico el 90% de DQO convierte en metano y el
10% se convierte en biomasa [1]. La degradacidn de la materia organica mediante un proceso
anaerdbico es efectiva con bajos costos de operacién y mantenimiento, obteniéndose
adicionalmente biogas como producto lo cual es muy valioso por su contenido energético. Si
bien es cierto que los dos procesos, aerébicos y anaerdbicos, pueden ser empleados para
eliminar por completo los contaminantes organicos presentes en el agua residual ya sea
individualmente o en conjunto, el proceso anaerébico es muy atractivo y cada vez mas
utilizado.

El proceso de degradacion anaerdbica de la materia organica se encuentra descrito en la figura
3.1. Este proceso es muy complejo y estad integrado por multiples reacciones dependientes
entre si, divididas en cuatro etapas que son: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y finalmente
metanogénesis [7].

Primeramente, la materia organica degradable compleja, principalmente polimeros, se
hidroliza por la accion de enzimas hidroliticas en moléculas mas pequefias, monomeros. A

continuacion las bacterias fermentativas llevan a cabo la acidogénesis, degradando los
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monomeros producidos anteriormente a &cidos grasos volatiles (AGV) incluyendo el acido
acetico, propionico, butirico y valérico, asi como también a hidrdgeno y dioxido de carbono
[1]. La remocién del hidrogeno es necesaria para obtener una buena produccion de acidos
grasos, ya que las bacterias fermentativas se inhiben a altas concentraciones de este
compuesto. Posteriormente, ocurre la acetogénesis, en esta etapa las bacterias acetogénicas
transforman los AGV de cadenas largas a acetato, hidrégeno y didxido de carbono.
Finalmente, las bacterias metanogénicas acetoclasticas (consumidoras de acetato) transforman
el acido acético a hidrégeno molecular y metano. De manera simultanea el dioxido de carbono
e hidrogeno formado en las reacciones anteriormente mencionadas son transformadas en
acetato y metano mediante las bacterias homoacetogénicas y metanogénicas

hidrogenotroficas, respectivamente [1, 8].
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Materia Organica Compleja
Carbohidratos, proteinas, grasas

&

Materia Organica Soluble
Azlcares, amino acidos, acidos

Acidos Grasos Volatiles

H,, CO Acido Acético
— O, >
CH4 + CO»

Figura 3.1: Proceso de metabolizacion de la materia organica por microorganismos
anaerobicos. Grupos Bacterianos: 1. Hidrolisis- Enzimas Hidroliticas 2. Acidogénesis-
Bacterias Fermentativas 3. Acetogénesis- Bacterias Acetogénicas Sintroficas 4. Bacterias
homoacetogénicas 5. Bacterias metanogeénicas [1].
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La metabolizacion anaerdbica es aplicada a gran escala en los tratamientos de AR. La mayoria
de los procesos anaerobicos de tratamiento de AR no requieren sedimentacion primaria, pero
es conveniente remover previamente la arena y el material inerte mediante un tratamiento
preliminar para evitar su acumulacién en el lodo, lo cual desplaza a la biomasa [9]. El
desplazamiento de la biomasa puede perjudicar el proceso de tratamiento de AR ya que al
perder biomasa disminuye la concentracion de los microorganismos utilizados para la
degradacion anaerdbica. Si existe la posibilidad de una variacion de carga organica o caudal es
recomendable incluir un tanque de ecualizacion previo al reactor anaerdbico o biodigestor ya
gue los microorganismos anaerobicos son muy sensibles a los cambios en la concentracion de
la materia organica alimentada [10].

En la tabla 3.1 se indican los principales proceso anaerdbicos de tratamiento de aguas
residuales, estos procesos se dividen en tres tipos de acuerdo al estado fisico en el que ocurre

el crecimiento microbiano; crecimiento suspendido, crecimiento adherido e hibrido.
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Tabla 3.1: Procesos anaerobicos de tratamiento de aguas residuales [9]

Tipo Nombre Comun Uso

Digestion anaerobica: tasa
Crecimiento  estandar, “tasa alta”, una y dos
Suspendido etapas. Proceso anaerdbico de

Estabilizacion, remocién de materia
organica  (DQO) y  solidos
suspendidos (SS)

contacto
i;e;eli?(;into Filtro anaerdbico Remocion de DQO, estabilizacion
Lagunas anaerobicas Remocion de DQO y SS
Tanque séptico Tratamiento primario, remocién de
grasas, DQO y SS
Proceso de flujo ascendente y
Hibrido manto de lodos anaerdbicos o Remocion de DQO vy SS
UASB
Remocién de grasas, DQO, SS y
Tanque Imhoff digestion anaerdbica de dichos

solidos

En un proceso de crecimiento suspendido los microorganismos se encuentran activos en una
suspension acuosa lograda mediante una agitacion continua. Generalmente se aplica este tipo
de reactores para el tratamiento de aguas residuales con cargas organica altas, tales como
aguas residuales con alto contenido de grasas, aceites, calcio, etc. Mientras que los
bioreactores de crecimiento adherido cuentan con algin material fijo, como PVC, madera,
carbon, piedra, etc., sobre el cual crece la biomasa, y se le denomina una pelicula bioldgica.
Generalmente se aplican este tipo de bioreactores para el tratamiento de AR con
concentraciones altas de materia organica ya que este proceso tiene mayor capacidad de
soportar toxicidad y/o cargas organicas altas. Sin embargo, los procesos de crecimiento
adherido estan propensos a la obstruccion del flujo de la alimentacion a medida que aumenta

el tamafio de la biopelicula por crecimiento de biomasa o por la introduccion de particulas
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solidas en suspension [11]. Los sistemas hibridos son una combinacion de un reactor de
crecimiento adherido con un proceso de crecimiento suspendido. Los reactores de sistemas
hibridos se utilizan para tratar sustratos limitantes en cuanto a la velocidad de degradacion
como compuestos organicos volatiles, nitratos, etc. [10].

Los procesos anaerdbicos adicionalmente pueden ser clasificados en base al tiempo de
retencion del indculo microbiano dentro del bioreactor. Los tratamientos anaerdbicos de “tasa
estandar” son aquellos que cuentan con un tiempo de retencion del lodo microbiano igual al
tiempo de retencién hidraulico (TRH). Un bioreactor de crecimiento suspendido sin
recirculacion es uno de tasa estandar ya que el inéculo microbiano y la biomasa producida
abandonan el sistema conjuntamente con el agua residual tratada. Por el contrario, los
tratamientos anaerobicos de “tasa alta” se refieren a los bioreactores que cuentan con un
tiempo de retencion de lodos diferente al TRH. Estos tratamientos anaerdbicos retienen los
lodos dentro del bioreactor, generando de esta manera altas concentraciones de
microorganismos, mientras que el AR fluye a traves del reactor. Los bioreactores de
crecimiento suspendido con recirculacion y los bioreactores de crecimiento adherido son
ejemplos de tratamientos anaerdbico de “tasa alta” [1].

En la categoria de los reactores de crecimiento adherido se encuentra el reactor de flujo
ascendente anaerobico y manto de lodos, UASB, desarrollado en el los afios 70 por el Dr.
Gatza Lettinga y colaboradores en la Universidad de Wageningen en Holanda. Este es un
reactor de “tasa alta”, en el cual el agua residual entra en contacto con el lodo (in6culo
microbiano) dando como resultado la degradacion anaerobica de la materia organica y la
produccion de biogas. El agua residual pasa desde la seccion inferior del reactor, donde se

ubica el lecho del lodo, hacia la parte superior del reactor. EI movimiento ascendente de las



78

burbujas gaseosas producidas en la digestion anaerobica causa turbulencia hidraulica la cual
proporciona una mezcla dentro del reactor sin necesidad de la utilizacién de equipos
mecanicos. En la seccion superior del reactor se encuentra un separador de tres fases, el cual
separa la fase acuosa (el agua residual), el lodo sélido (indculo microbiano) y el biogas
formado (CO, y CHy). En las paredes del reactor UASB se encuentran deflectores que
permiten que los lodos suspendidos se asienten y que el gas formado se dirija hacia la
campana de coleccion. En la parte superior del reactor UASB se encuentra la salida lateral
para el efluente [1].

Una de las ventajas mas grandes del reactor UASB es la eliminacion del sistema de
tratamiento primario durante el tratamiento biologico del AR. A medida que el afluente
ingresa al reactor, este es sometido a fuerzas de compresion por accion de la gravedad
promoviendo la sedimentacion de los solidos suspendidos y eliminando de esta manera la
necesidad de un sedimentador. Adicionalmente, en términos energéticos y financieros, el
proceso anaerdbico se caracteriza por ser altamente eficiente ya que no requiere del sistema de
aireacion que se aplica en un tratamiento aerébico, se genera biogas con elevado valor
energético y la produccién de la biomasa es cinco veces menor que aquella formada durante el
tratamiento aerdébico [12]. Lettinga y colaboradores estudiaron por primera vez el uso de un
reactor USB para el tratamiento del agua residual bajo condiciones anaerdbicas [13]. El
empleo de un reactor UASB promueve el desarrollo de un lodo de calidad superior con buenas
caracteristicas de sedimentabilidad y actividad metabolica. Adicionalmente, el proceso de
construccion de un reactor UASB es simple y no existe la necesidad de una mezcla mecanica
[13]. Las limitaciones encontradas del reactor UASB estan relacionadas con periodos de

estabilizacion muy largos, varias semanas y en algunos casos incluso hasta 3 y 4 meses.
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Las condiciones dptimas de operacion de un reactor depende de varios parametros incluyendo
el tiempo de retencidn hidraulica (TRH), velocidad de alimentacion del afluente, tasa de
alimentacion organica (DQO afluente), tiempo de retencion de lodo (TRH.), temperatura de
operacion y la presencia de factores inhibidores en el reactor UASB [14]. Un cambio en
cualquiera de estos parametros operacionales afecta la eficiencia de degradacion de la materia
organica presente en el ARy, por lo tanto, la tasa de produccion de biogas. La Corporacion de
Investigacion de Agricultura Brasilefia estudio los efectos de las condiciones operacionales en
la actividad maxima especifica metanogénica del lodo y la capacidad de biodegradacién del
lodo mediante 8 reactores UASB a escala piloto con varios tiempos de retencion hidraulica y
con diferentes alimentaciones de carga organica [14]. Los resultados muestran que con TRH
bajos, el indculo microbiano tiene una mejor actividad [14].

El concepto del reactor UASB se disefio inicialmente para tratar aguas con una alimentacion
de alta concentracion de materia organica (DQO > 2000 mg L™). Sin embargo existen varios
estudios que aseguran que se puede aplicar eficientemente un reactor UASB para el
tratamiento de aguas residuales menos concentradas [15]. La mayor preocupacion al tratar
aguas residuales con baja concentracién de materia organica es la presencia de oxigeno
disuelto que puede ser toxico e inhibir la actividad microbiana. Kato et al, estudiaron el
funcionamiento del reactor UASB con aguas residuales muy diluidas y observaron que los
niveles de oxigeno disuelto en el afluente del agua residual no fueron lo suficientemente altos
para generar toxicidad microbiana. Adicionalmente, en el consorcio microbiano metanogénico
se encuentran bacterias facultativas consumidoras de oxigeno las cuales protegen las bacterias

estrictamente anaerdbicas. Eficiencias de degradacion mayores al 85% con un DQO en el
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afluente mayor a 422 y 630 mg L™ se obtuvieron utilizando como sustrato etanol y suero de
leche, respectivamente. [15].

Los reactores UASB han sido ampliamente aplicados a nivel mundial, es asi que en el afio
2001 se registro la existencia de 1215 reactores anaerobicos industriales de “tasa alta” [16]. El
72% de estos reactores fueron disefiados en base al reactor UASB, operando con una carga
organica de 10 g DQO L™ d™. Estos presentaron eficiencias de degradacién de la materia
organica del 85% [16]. La tecnologia de los reactores UASB se aplica en el tratamiento de
aguas residuales principalmente en la industria cervecera y de bebidas, la industria de
fermentacion y destilerias, la industria alimenticia y la industria del papel y pulpa. El instituto
de investigacion y tecnologia industrial de Taiwan, ITRI (Industrial Technology Research
Institute) ha instalado 25 reactores UASB desde 1988 hasta el 2006. Los reactores varian en
capacidad, desde 80 m® para el tratamiento de efluentes de procesos quimicos hasta reactores
de 2850 m® para el tratamiento de AR provenientes de la produccién de levadura. Todos los
reactores instalados por el ITRI cuentan con eficiencias mayores al 65% de remocién de DQO
[17].

Una gran ventaja del reactor UASB es la produccion de biogas durante el proceso de
biodigestién anaerdbica. Se denomina biogéas a todo compuesto gaseoso producido por la
digestion anaerdbica, aprox. 60% metano y 40% dioxido de carbono. La produccion de este
gas esta directamente relacionada con la cantidad de materia organica estabilizada. Durante la
biodigestion anaerdbica de 1 g DQO con 100% de eficiencia se produce 12.78 kJ de energia
en forma de metano [9].

La crisis energética de los ultimos afios ha surgido a causa de las dificultades de

abastecimiento, el aumento en los precios de los combustibles fosiles y los problemas medio
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ambientales que estos causan [18]. Es por ello que el desarrollo de fuentes de energia
renovables es cada vez mas importante, siendo una de ellas la produccion de biogas. El interés
en la produccién de metano a través del tratamiento anaerdébico de las aguas residuales cada
vez es mas atrayente. En los Estados Unidos existen mas de 1000 plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) municipales con flujos mayores a los 5 millones de galones por dia,
de las cuales 203 aplican la digestion anaerobica. De estas, aproximadamente 106 PTAR
utilizan el biogas producido para generar electricidad y/o energia térmica [19]. En King
County, Renton, Washington se aplico una célula de combustible para la generaciéon de
energia eléctrica y térmica en situ mediante el biogas proveniente de la digestién anaerdbica
en la PTAR en Renton. En los primeros tres meses del afio 2005 la célula de combustible
operd 1270 horas, produciendo 1.158 megavatio hora (MWh) y el biogas producido se utiliz6
para satisfacer el 15% de la energia requerida por la planta [20]. De manera parecida en la
PTAR de Tucson Ina Road, Tucson, Arizona que procesa un promedio de 35 millones de
galones de AR por dia, cumple con sus requerimientos energéticos por medio de siete
Waukesha turbinas/generadores alimentadas con gas natural y biogés [21]. Inicialmente en
1977 cuando se puso en marcha a la PTAR se trabajaba Unicamente con gas natural. Desde
que se produjo suficiente metano algunas turbinas trabajan Unicamente con biogas,
tipicamente se operan dos turbinas 18 a 20 horas y una adicional 24 horas al dia Gnicamente
con gas producido en la biodigestion. De esta manera la PTAR produce el 30% del
combustible necesario para su funcionamiento diario [21].

En la provincia Canadiense de Ontario una gran parte de las PTAR’s aplican sistemas
anaerdbicos para estabilizacion de la materia organica y se produce una gran cantidad de

biogés [22]. La cuidad de Toronto procesa 1 030 000 m3dia™ de aguas residuales lo cual
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produce 76 000 m3dia” de biogés [22]. Este biogés es transformado en energia eléctrica
mediante un proceso de absorcion de un lecho de carbdn activado para remover cualquier traza
de H,S del biogas, un reformado seco, un reformado con vapor y finalmente una celda de
combustible de oxido sélido, generando 0.3 gigavatio hora (GWh). Este sistema se probo en
tres PTAR en la provincia con resultados alentadores en cada una. La PTAR de Ravensview
alcanzd una produccion neta de energia eléctrica de 1.2 MWh, Humber 1.5 MWh vy
Ashbridges Bay 3.1 MWh. De esta manera se demostré que aunque la produccion de biogas
sea baja a moderada este es un recurso de energia renovable importante [22].

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue disefiar y poner en marcha un reactor
anaerdbico de flujo ascendente y manto de lodos (reactor UASB) para el tratamiento de aguas
residuales a escala de laboratorio. Mediante la caracterizacion previa del indculo microbiano
se determiné las condiciones microbianas dptimas de trabajo del reactor anaerdbico. Una vez
en marcha el reactor UASB se lo estabilizo y se determind la eficiencia del proceso a través
del monitoreo periddico de la degradacion de la materia organica (DQO), la produccién de

metano y el contenido de sélidos suspendidos.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1. Inéculo microbiano

Varios lodos y sedimentos fueron evaluados para determinar sus caracteristicas fisico-
quimicas y biologicas (Capitulo 11). En base a estos resultados se determind el inoculo
microbiano mas adecuado bajo condiciones anaerdbicas para utilizarlo como fuente de
microorganismos en el reactor UASB. El lodo proveniente de un tanque de descarga de una
planta de tratamiento de aguas residuales de la ciudad de Quito, registré la mayor actividad
méaxima especifica metanogénica. Sin embargo, por inconvenientes de logistica no fue posible
adquirir la cantidad de lodo requerido para operar el bioreactor, por lo que se utilizaron
sedimentos de una laguna artificial situada en el campus de la Universidad San Francisco de
Quito, USFQ con una actividad metabolica aceptable. El lodo de la laguna USFQ se mantuvo

refrigerado a 4°C

3.3.2. Muestra de agua residual sintética

La muestra de agua residual sintética alimentada al bioreactor estuvo compuesta de un medio
basal mineral con acidos grasos volatiles (AGV). La composicién del medio basal mineral
empleado fue (en mg L™): NH4CI (280); K,HPO, (250); MgSO,4-7H,O (100); CaCl,-2H,0
(13.27); extracto de levadura (10) y Na,COs; (3750) y 1 mL L™ de la solucién de elementos
traza, cuya composicién fue (en mg-L™): H3BO; (50), FeCl,-4H,0 (2000), ZnCl, (50),
MnCl,-4H,0  (50), (NH4)sM07024-4H,0 (50), AICI3-6H,0 (90), CoCl,-6H,0 (2000),
NiCl,-6H,0 (50), CuCl,-2H,0 (30), NaSeO3-5H,0 (100), EDTA(1000), resazurina (200) y

36%HCI (1 mL-L™) [23]. La solucién madre de AGV empleada consistia de 44 g DQO L™ de:



84

acido acetico, acido propionico y acido butirico con una relacion molar de 1:1:1. El pH de la
solucion madre AGV se ajustd a 1.9 con HCI para mantener los acidos en solucion de forma
no ionizada. La carga organica en el afluente varié entre 3.0 y 7.5 g DQO L™. El pH de la

muestra sintética se ajusté a 7.1 — 7.3 con HCI o NaOH, de acuerdo a lo requerido.

3.3.3 Reactor UASB

El reactor UASB fue construido en vidrio por Saigon del Ecuador. El volumen total del reactor
fue de 2 L, con un volumen de trabajo de 1.61 L y un didmetro interno de 8.5 cm. El reactor
UASB fue empaquetado con 20% (v/v) de sedimentos de la laguna artificial USFQ
previamente tamizados y lavados.. El afluente se aliment6 al reactor a través de una bomba
peristaltica Peri-Star Pro 4H (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) con un flujo
de 0.112 L d™ y un TRH de 5 dias. La carga organica de la muestra sintética de agua residual
varié entre 3.0 y 7.5 g DQO de &cidos grasos volatiles (AGV) L™. El efluente tratado (salida
lateral del reactor en la parte superior) fue colectado a través de una manguera (sonda médica,
0.5 cm) en un tanque de recoleccion. El reactor fue colocado en una incubadora construida en

casa a 30 £ 2°C y el afluente se mantuvo refrigerado a 4°C.
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Figura 3.2: Esquema de reactor UASB a escala de laboratorio, conectado mediante mangueras
a una bomba peristaltica que alimenta la muestra de agua residual sintética.
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3.3.4. Meétodos Analiticos

Varios parametros fueron monitoreados para evaluar el funcionamiento del reactor UASB para
el tratamiento de aguas residuales de acuerdo a protocolos descritos en Métodos Normalizados
para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales [24] y en el Capitulo Il. Los sélidos
suspendidos totales (SST) y los solidos suspendidos volatiles (SSV) se determinaron mediante
el método de filtros una vez por semana. Brevemente, 20 mL de la muestra del efluente se
filtré al vacio empleando filtros de microfibra de vidrio 934-AH con diametro de 90 mm
(Whatman, Piscataway, NJ, USA). El filtro hUmedo se someti6 a un proceso de evaporacion
en un horno a 105°C durante toda la noche y posteriormente se coloco el filtro en el horno
mufla a 550°C por 3 horas. El peso del filtro seco, el filtro himedo, el filtro después del
proceso de evaporacion y el filtro con cenizas se registraron para determinar la cantidad de
solidos suspendidos presentes en la muestra.

La medicion de la demanda quimica de oxigeno soluble se realiz6 mediante un método
colorimétrico dos veces por semana descrito en Métodos Normalizados para el Analisis de
Aguas Potables y Residuales [24] y el Capitulo 1l. Las muestras por triplicado del afluente y
del efluente se centrifugaron durante 15 minutos y de ser necesario se diluyeron.
Posteriormente se empled una solucion de digestion de dicromato de potasio con &cido
sulfarico concentrado, y una solucion de acido sulfdrico concentrado con nitrato de plata. Esta
mezcla se sometié a un proceso de digestion a 150°C por dos horas y finalmente se midio la
absorbancia en el espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA). La demanda quimica de oxigeno de las muestras analizadas se

determind en base a una curva de calibracion empleando estandares de KHP. Los estandares
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de KHP equivalentes a 50, 100, 250, 500 y 750 mg O, L™ fueron preparados a partir de una
solucién madre de KHP con una concentracién de 1000 mg O, L™.

El flujo de alimentacién y la produccion de metano se monitorearon todos los dias. El flujo se
monitore6 mediante el registro del peso el recipiente colector del efluente vacio y el peso del
recipiente a lo largo del tiempo. Mientras que el metano producido se cuantifico por el método
de desplazamiento de liquido utilizando botellas de suero de acuerdo al protocolo descrito en
el Capitulo Il [25]. EI bioreactor, se conectd mediante una manguera a una botella de suero
suministrada con la solucion de NaOH previamente sellada con un tapon de caucho y una tapa
de aluminio. El diéxido de carbono (CO,) del biogas es absorbido en la solucion de NaOH,
mientras que el metano generado desplaza a dicha solucion y de esta manera se puede

cuantificar la cantidad de metano producido.

3.3.5. Reactivos

Nitrato de plata (>99%) se obtuvo de Reactivos H.V.O (Quito, Pichincha, Ecuador). Acido
sulfarico (95-97%) e hidréxido de sodio (>99%) se adquirieron de MERCK (Darmstadt,
Alemania). Acido Clorhidrico (37.2%) y &cido acético (99.5%) se obtuvieron de Fisher
Scientific (Fan Lan, New Jersey, USA). Acido butirico (99%), &cido propionico (99.5%) y
dicromato de potasio (99.4%) se obtuvieron de J.T. Baker Inc. (Phillipsburg, New Jersey,

USA).



88

3.4 Resultados y Discusion

En el presente trabajo de investigacion se puso en marcha y estabilizd un bioreactor
anaerdbico de flujo ascendente y manto de lodos UASB en modo de operacion continuo para

el tratamiento biologico de aguas residuales a escala laboratorio.

3.4.1 Caracterizacion del inéculo microbiano empleado en el reactor UASB

El bioreactor fue empacado con sedimentos provenientes de una laguna artificial de la USFQ.
La caracterizacion de dichos sedimentos se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito en la
seccién de Materiales y Métodos. En la Tabla 3.3 se presentan las caracteristicas fisico-

quimicas y biologicas de los sedimentos de la laguna artificial.

Tabla 3.2: Caracteristicas fisico-quimicas y biologicas de los sedimentos de la laguna USFQ.

Parametro Valor Unidades
Sélidos suspendidos totales (SST) 12.65 gL?
S6lidos suspendidos volatiles (SSV) 7.23 gL?
Contenido de Cenizas 5.42 gL?
Demanda Quimica de Oxigeno 141.75 mgDQO L™

Actividad méxima especifica metanogénica  0.24 g DQO-CH, g SSv'd?

Las propiedades fisico-quimicas y biologicas indican que los sedimentos de la laguna artificial
pueden ser empleados como inoculo microbiano en el reactor UASB. La relacion entre los
solidos suspendidos volatiles y los solidos suspendidos totales es del 57%, lo cual esta dentro
de los valores sugeridos para indculos microbianos en la literatura [5]. La demanda quimica de

oxigeno con un valor de 141.8 mg DOQ L™ también se encuentra dentro de los limites
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recomendados para indculos microbianos [5]. Finalmente, la actividad maxima especifica
metanogénica para buenos indculos anaerobicos provenientes de sedimentos debe estar en 0.1
y 0.5 g DQO-CH,4 g SSV* d?, y la actividad metabdlica de estos sedimentos esta dentro de
dicho rango. En base a estos resultados se puede concluir que los sedimentos de la laguna
artificial de la USFQ son indculos microbianos saludables y aptos para utilizarse en procesos

bioldgicos de degradacion anaerobica.

3.4.2 Remocion de la Demanda Quimica de Oxigeno en el reactor UASB

La eficiencia de degradacion del bioreactor UASB fue evaluada con una muestra sintética de
agua residual que se prepardé de acuerdo al protocolo descrito en la seccion de Materiales y
Métodos. Varias cargas de materia organica con una variacion en la concentracion de AGV de
7.5, 35 45y 3 gDQO L™ fueron alimentadas de manera continua al reactor UASB. La
eficiencia de degradacion del reactor UASB se evalu6 mediante el porcentaje de remocién de
la demanda quimica de oxigeno (DQO). La Figura 3.3 presenta el porcentaje de degradacion
del reactor UASB a través del tiempo. Inicialmente el reactor UASB se alimenté con 7.5 g
DQO AGV L. Durante los 10 primeros dias de operacién se alcanzé un porcentaje de
degradacion méaximo del 80%. Sin embargo al pasar los dias la capacidad de degradacién se
redujo hasta un 34.28%, lo cual indica una posible inhibicion de la actividad bacteriana por

exceso de sustrato.
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Figura 3.3: Porcentaje de remocion de la materia organica dentro de reactor UASB en funcion
de la medicion de la DQO del afluente y del efluente a través del tiempo. Durante los primeros
37 dias se alimentaron 7.5 g DQO AGV L™, los préximos 30 dias se alimentaron 3.5 g DQO
AGV L, posteriormente en el dia 67 se suministré 4.5 g DQO L™ y finalmente a partir del dia

76 se alimentaron 3 g DQO AGV L™
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Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion del sustrato y la posible inhibicion por
sustrato en el reactor UASB, en el dia 37 se redujo la cantidad de materia organica alimentada
a 3.5 g DQO AGV L™ Durante los 10 dias siguientes al cambio en la alimentacién, el
porcentaje de remocién aument0 paulatinamente alcanzando porcentajes de degradacion de
aproximadamente 60% después de 67 dias de operacion. Estos resultados sugieren que si se
reduce la concentracion del sustrato, es decir si la concentracion de acidos grasos volatiles
disminuye a 3.5 g DQO L™, disminuye la inhibicién microbiana ya que la concentracién del
sustrato no se encuentra en exceso Y las bacterias anaerdbicas degradadoras de acidos volatiles
grasos son capaces de degradarlos alcanzando valores cercanos a sus velocidades maximas de
degradacion, 60% comparado con 80%. .Adicionalmente, estos resultados muestran que las
bacterias anaerdbicas fueron capaces de recuperar su actividad microbiana al reducir la
alimentacion de la carga organica incluso después de haber sido sometidas a una
concentracion elevada y toxica de sustrato.

En busqueda de la carga orgénica de alimentacion optima de alimentacién al reactor UASB y
de estudiar el efecto de la concentracion de sustrato en més detalle, se increment6 la
alimentacion a 4.5 g DQO AGV L* en el dia 67. Inmediatamente después de este cambio se
observd una disminucion en el porcentaje de degradacion. Después de 9 dias de operacion
bajo estas nuevas condiciones de alimentacién, la remocion de la DQO bajo hasta el 20.58%.
Estos resultados demuestran una vez mas que las bacterias metanogénicas son muy sensibles a
cambios de concentracion de la materia organica alimentada. Finalmente en el dia 76 se
disminuy6 la alimentacién a 3 g DQO AGV L™, paulatinamente se observé un aumento en el
porcentaje de remocion, desde el 20.58% hasta una remocién maxima de 48.28% en el dia 110

y se mantuvo durante los proximos 40 dias de operacion y en este periodo de tiempo fue que el
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reactor UASB finalmente se estabiliz0. En base a estos resultados se puede establecer que una
carga organica (DQO) mayor a 3 g DQO AGV L™ inhibe la actividad metabélica de las
bacterias metanogénicas presentes en los sedimentos de la laguna artificial causando una
disminucion significativa en su capacidad degradacion microbiana.

Sin embargo, es importante anotar que una remocion del 48.28% para un reactor UASB es
bastante aceptable, especialmente considerando que estd inoculado con sedimentos de una
laguna y no con lodos cultivados en una PTAR. El porcentaje de remocion de la DQO
determinado es comparable con datos literarios, en un estudio realizado por LaMotta y
colaboradores se establecié una eficiencia maxima del 34% de remocion de materia organica en
un reactor UASB alimentado con AR municipal [26]. De manera similar en un estudio realizado
por Cao sobre la degradacion anaerdbica en un sistema a escala de laboratorio de un reactor
UASB para el tratamiento de AR municipales en climas calientes seguido por un proceso de
lodos activados se registrd un 42% de remocion de la DQO[27].

Los resultados de la inhibicion microbiana por exceso de sustrato de esta investigacion
concuerdan con datos de la literatura. La acumulacién de &cidos grasos volatiles tales como
acido acético, acido propiodnico y acido butirico conlleva a la inhibicion del crecimiento de
varias especies microbianas en diferentes magnitudes. Mediante bioensayos batch Hajamis y
Ranade monitorearon el crecimiento de bacterias metanogénicas a varias concentraciones de
acido butirico, valérico y caproico en formas n- y iso- [28]. Inhibiciones de las bacterias
metanogeénicas se observaron con una concentracion de 5 g/l de AGV n-y iso. La inhibicion
causada por el acido butirico fue mayor en comparacion a la inhibicion observada por el acido
valérico y caproico, y adicionalmente fue proporcional a la concentracion de AGV agregada

[28]. De manera similar, Dogan et al. observaron una inhibicion por sustrato, en un reactor
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UASB empaquetado con lodos anaerdbicos provenientes de una planta de destilacion de
alcohol a escala real con una alimentacién de 4 000 mg L™ de acetato, 3 500 mg L™ de
propionato y 4 600 mg L™ de butirato [29].

Adicionalmente, la determinacién de la eficiencia de remocion del reactor UASB empleado en
este estudio permite establecer el tipo de respuesta del indculo microbiano a la inhibicion por
elevadas concentraciones de AGV. Segln Rozzi y Remigi se puede observar dos respuestas a
la inhibicidn por sustrato, una de corto plazo y la otra de largo plazo. En la respuesta de corto
plazo se logra establecer una actividad microbiana constante pero menor a la actividad
méaxima especifica del indculo bacteriano y la respuesta a largo plazo se da mediante una fase
de adaptacion seguida por la aclimatacion de los microorganismos a las condiciones de
operacion. Si el indculo microbiano logra adaptarse a la concentracion de sustrato elevado se
puede alcanzar la maxima eficiencia de remocién de DQO, sin embargo esto requiere de un
periodo muy largo de estabilizacion [30]. La figura 3.3 muestra claramente que en el reactor
UASB empaquetado con sedimentos de la laguna artificial USFQ se obtuvo una respuesta de
corto plazo a la inhibicién por sustrato. Después de evaluar varias concentraciones de materia
organica se logrd establecer una actividad microbiana constante de aproximadamente 48% de
remocion de DQO la cual es menor a la remocion maxima de DQO previamente observada.
Probablemente, la inhibicién de sustrato y la respuesta de adaptacion a la concentracion
elevada de AGV fue la razon por lo cual no se alcanzo la maxima eficiencia de remocion de
DQO.

Otro parametro importante que se monitore6 a diario fue el pH del afluente y efluente. En la
figura 3.4 se puede observar que el pH del afluente varié de manera pronunciada entre 8.8 y

9.4 durante los primeros 67 dias de operacion del reactor UASB. Durante el periodo
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comprendido entre los dias 67 y 76, la variacion de pH fue moderada. A partir del dia 76 la
variacion del pH fue pequefia y finalmente a partir del dia 110 el pH se estabilizo
manteniéndose entre 9.1 y 9.3. Con respecto al pH del efluente se puede observar que al igual
que el pH del afluente, los cambios de alimentacion tuvieron un efecto significativo. Se
registré una variacion grande de cuatro unidades de pH durante los primeros 67 dias de
operacion. Posteriormente se puede observar que el pH del efluente disminuye hasta el dia
110 a un valor de 8.4 y se estabiliza en este valor. Los periodos de variacion pronunciada,
moderada y estabilizacidn del pH del afluente y del efluente coinciden con las variaciones en
la carga organica alimentada al reactor UASB demostrando que estas variaciones generan
perturbaciones en la actividad microbianas y que se pueden ver reflejadas en los cambios de
pH del sistema.

El departamento de control de contaminacion acuética en Holanda encontré que el pH es uno
de los factores mas importantes en la actividad microbiana metanogénica ya que los acidos
volatiles grasos no disociados son muy téxicos para las bacterias metanogénicas consumidoras
de hidrogeno [31]. Los valores de pKa de los AGV aplicados en esta investigacion estan en un
rango de 4.76 a 4.87 [32]. El pH del afluente y efluente del reactor UASB debe ser mayor a 7
para que se promueva la ionizacion de los acidos asi y evitar la toxicidad de las especies no
ionizadas. En la figura 3.4 se puede observar que a lo largo del funcionamiento del reactor el
pH se mantuvo entre 8.4 y 9.5, estabilizandose en 9.2 y 8.4, pH afluente y pH efluente,

respectivamente.
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Figura 3.4: pH de afluente y efluente a lo largo del funcionamiento de reactor UASB.
Leyenda: (®) Afluente, (O) Efluente. Durante los primeros 37 dias se alimentaron 7.5 g DQO
AGV L, los préximos 30 dias se alimentaron 3.5 g DQO AGV L™, posteriormente en el dia
67 se suministré 4.5 g DQO L™ y finalmente a partir del dia 76 se alimentaron 3 g DQO AGV
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Conjuntamente, se monitored a diario el flujo de alimentacion el cual determina la carga
organica alimentada al reactor. Una alimentacion irregular resulta en una carga organica
inconsistente. La figura 3.5 muestra un periodo de estabilizacion, con varios picos
pronunciados, en el dia 12 se observa un flujo elevado de 0.32 mLmin™, que corresponde a un
error humano que perturbo el flujo alimentado por la bomba, y en el dia 18, con un flujo muy
bajo que corresponde a un inconveniente con la manguera de alimentacion. La inestabilidad en
el flujo de alimentacidn refleja la fluctuacién en los primeros 30 dias de operacién en todos los
otros pardmetros de control; el porcentaje de remocion de la materia organica, variaciones en
el pH, la produccion de metano y el contenido de sélidos. Finalmente, el flujo se estabiliza en
los 0.22 mL min™ a partir del dia 45. El mantenimiento y limpieza de las mangueras de
alimentacion se realiz6 de manera periddica para asegurar un flujo de alimentacidn constante a

través del tiempo.
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Figura 3.5: Registro de flujo de alimentacion por bomba peristaltica (Peri-Star Pro 4H) a lo
largo del funcionamiento de reactor UASB. Durante los primeros 37 dias se alimentaron 7.5 g
DQO AGV L, los préximos 30 dias se alimentaron 3.5 g DQO AGV L™, posteriormente en
el dia 67 se suministré 4.5 g DQO L™ y finalmente a partir del dia 76 se alimentaron 3 g DQO

AGV L1,
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El contenido de solidos suspendidos también es un parametro importante a monitorear ya que
es una medida indirecta de la biomasa producida, uno de los principales productos de la
digestion anaerobica. Los SST, SSV vy las cenizas del efluente fueron monitoreados
semanalmente y estan representados en la figura 3.6. Durante los primeros 37 dias de
operacion se observé que la cantidad de SST, SSV y cenizas en el efluente fue de 0.85, 0.62 y
0.2 g L, respectivamente. Estas concentraciones fueron disminuyendo conforme el reactor
seguia operando, y en el dia 37 fueron 0.31, 0.30 y 0.01 g L™, respectivamente. El hecho de
que el contenido de SST y SSV haya disminuido y que sea el mismo en el dia 37 sugiere que
todos los solidos presentes en suspension en el reactor UASB corresponden a la biomasa
presente. La sedimentacién completa del lodo se vio reflejada al alcanzar un valor de cenizas
0.01 g L™. Por lo tanto, estas observaciones se pueden atribuir a que el inéculo microbiano
introducido al reactor sigue el proceso natural de sedimentacion que ocurre por la accion de la
gravedad y conforme va pasando el tiempo los solidos inertes van disminuyendo hasta
alcanzar una sedimentacion completa y los solidos suspension representan la biomasa. El
disefio del reactor UASB, descrito por Lettinga, promueve el asentamiento de los sélidos. Una
vez establecido el manto, este tiene la capacidad de soportar las fuerzas mezcladoras del
proceso [13].

Después de la estabilizacion del contenido de SST y SSV en el dia 37, se puede observar que
estos pardmetros aumentan progresivamente a un valor cercano a los 0.35 g L™. Este aumento
esta directamente relacionado con una buena actividad microbiana, la cual corresponde al
aumento paulatino del porcentaje de remocion de la DQO a una alimentacion de 3.5 g DQO
AGV L™ entre los dias 37 y 67. Posterior al cambio en la alimentacién a 4.5 g DQO AGV L™

se evidencid una caida en el contenido de solidos, especificamente en el dia 82. El contenido
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de SST y SSV aument6 de manera pronunciada a partir de que se disminuyo la concentracion
de carga organica a 3 g DQO AGV L™. Finalmente, el contenido de SST y SSV se estabiliz6
al igual que el resto de parametros en el dia 110 en 0.82 g L™.

En base a estos resultados es evidente que el crecimiento microbiano representado por el
contenido de solidos suspendidos esta directamente relacionado con los porcentajes de
degradacion de la materia organica, mientras existe degradacion microbiana existe crecimiento

microbiano.
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Figura 3.6: Contenido de solidos suspendidos totales, volatiles y cenizas en efluente a lo largo
del funcionamiento de reactor UASB. Durante los primeros 37 dias se alimentaron 7.5 g DQO
AGV L™, los préximos 30 dias se alimentaron 3.5 g DQO AGV L™, posteriormente en el dia
67 se suministré 4.5 g DQO L™ y finalmente a partir del dfa 76 se alimentaron 3 g DQO AGV
L. (<) Sélidos suspendidos totales, (@) Sélidos suspendidos volatiles, (M) Cenizas
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3.4.3 Produccion de metano en el reactor UASB

En la figura 3.7, se presenta la produccién de metano acumulada a través del tiempo en el
reactor UASB durante el tratamiento de una muestra sintética de agua residual. Los primeros
18 dias de funcionamiento muestran una baja produccion de metano, esto corresponde al
periodo de aclimatacion del inéculo microbiano a las condiciones de operacion.
Posteriormente se observd un aumento gradual en la produccién de metano, en el dia 20 se
evidencid un aumento pronunciado en las moles de metano producidas durante los primeros
37 dias de operacion se obtuvo una produccién de metano acumulada de 0.037 moles. Tras 76
dias de funcionamiento empleando varias concentraciones de materia organica como
alimentacion, el reactor UASB produjo 0.0071 moles de metano acumuladas. A partir del dia
76 el reactor fue operado con una carga orgéanica constante de alimentacién de 3 g DQO L™.
En los 26 dias posteriores a este cambio no se observo un aumento en la produccion de
metano, esto se debe a que las bacterias metanogénicas fueron expuestas a elevadas
concentraciones de carga organica que inhibieron su actividad metabdlica, por lo tanto
requieren un periodo de aclimatacion y recuperacién. Finalmente, después de 153 dias de

funcionamiento se produjeron 0.011 moles de metano acumuladas.
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Figura 3.7: Produccién de metano por la biodegradacion anaerdbica dentro del reactor UASB.
Durante los primeros 37 dias se alimentaron 7.5 g DQO AGV L™, los préximos 30 dias se
alimentaron 3.5 g DQO AGV L™, posteriormente en el dia 67 se suministré 4.5 g DQO L™y
finalmente a partir del dia 76 se alimentaron 3 g DQO AGV L™. Leyenda: () Afluente, (O)
Efluente
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Una vez establecida la carga organica adecuada de alimentacion, el reactor UASB empacado
con los sedimentos de la laguna artificial se estabilizo en el dia 110 y a partir de estos dias se
emplearon los datos para calcular la tasa de produccion de metano. Los microorganismos
presentes en el reactor UASB registraron una tasa de produccion acumulada de metano de
0.0028 g DQO L™t d™.

Estudios de la literatura reportan tasas de produccién de metano superiores a las obtenidas en
esta investigacion. Por ejemplo, en un estudio realizado en el Instituto de Tecnologia de Benha
High, Egipto, se alcanzé una tasa de produccion de metano de 0.05 g DQO L™ d* durante el
tratamiento de aguas residuales domeésticas en un reactor UASB empacado con lodos
provenientes de un digestor anaerdbico secundario [33]. Si bien es cierto que la tasa de
produccién de metano obtenida es un orden de magnitud inferior que aquella reportada en la
literatura, es importante establecer que los sedimentos empleados en este estudio provienen de
una laguna artificial que no estad sometida a ningun proceso bioldgico de tratamiento de aguas.
Mientras que los lodos empleados comunmente en la literatura provienen de plantas de
tratamiento de aguas residuales en los cuales no solo existe una elevada concentracion de
biomasa; sino mas importante adn, el consorcio microbiano ha sido previamente expuesto y
sometido al tratamiento de este tipo de efluentes. Por lo tanto, los lodos provenientes de
procesos bioldgicos son mucho mas eficientes y robustos para ser empleados como indculos
microbianos. Adicionalmente, la inhibicidn por sustrato a la que las bacterias fueron expuestas
desde la puesta en marcha del reactor UASB es un factor importante que afecto sin lugar a
dudas la actividad metabolica de las bacterias metanogénicas y es muy probable que la tasa de
produccion de metano se haya reducido significativamente. Finalmente, a pesar de que la tasa

de produccion de metano registrada fue baja, la eficiencia de degradacion de la carga organica
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fue del 48% lo cual esta dentro de los valores obtenidos para reactor UASB operando

exitosamente.
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3.5 Conclusiones

El reactor UASB empacado con sedimentos provenientes de la laguna artificial USFQ fue
puesto en marcha exitosamente para el tratamiento de agua residual sintética a escala
laboratorio. Las bacterias metanogénicas demostraron ser altamente sensibles a
concentraciones elevadas de sustrato alimentadas al reactor UASB. Es asi que concentraciones
de 4cidos grasos volatiles mayores 3 g DQO L™ ocasionaron la inhibicién de la actividad
microbiana de los microorganismos presentes en los sedimentos de la laguna artificial de la
USFQ. Sin embargo, las bacterias anaerdbicas fueron capaces de recuperar su actividad
microbiana al reducir la alimentacion de la carga organica incluso después de haber sido
sometidas a una concentraciones elevadas de sustrato. La eficiencia de degradaciéon de la
materia organica en el reactor UASB se establecié en base a un monitoreo periodico de la
variacion de la carga organica, la generacion de metano y el crecimiento microbiano.
Finalmente, la informacién generada en esta investigacion es muy valiosa ya que en base a
estos resultados se puede implementar un sistema de tratamiento anaerébico de aguas

residuales a escala piloto con bajos costos de mantenimiento y operacion
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