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RESUMEN 

Se calcularon actividades-espesf€-$cas--de-producción de metano--- - -  - 

(mnol/g SSV/h), de lodos granulares de reactor UASB, de 1.4 y 

0.9 para el acetato y de 0 .55  y 0.64 para el propionato.. Se ob- 
. -. 

- .  

serv6 que el. incremento de la biomasa est5  relacionado can el 

cambiÓ*Ge actividad de.la microflora consumidora de propionato. 
' *_  

i . _ '  - 
L o s  lodos granulares tienen un K ' m  para'el acetato de 1.3 I ~ M ,  lo 

que se encuentra en el' rango de los valores bioldgicos calcula- 

dos con cultivos puros. 

blemas de transferencia de masa no hay concordancia estequiome- 

trica entre la hegradacidn del sustrato en la fase l€quida y la 

' .  - 
May evidencias de que por causa de pro- 

produccidn de gas. La cingtica de metanoggnesis del formato es- 

tá muy por debajo de los datos de la literatura. E s t o  sb expli- 

ca por e"1 tipo de sustrato utilizado para alimentar el digestor I "  
i ..$ 

(acetato y propionako) el cual selecciond un tipo particular de 
I .  

bactérias'. " '  . 
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INTRODUCCION 

t 

El reactor-anaerobio UASB (upflow anaerobic sludge blanket) es 

. .  

un proceso bien establecido para el tratamiento anaerobio de va- 

rios desechos Ilquidos. 

formacidn de un lecho de lodos granulares, con buenas caracterfs - 

ticas de sedimentación (Lettinga et al., 1980) . La capacidad de 

decantacidn de estos lodos favorece un alto 'grado de reteneidn 

de biomasa en el reactor que cuenta con una buena actividad meta - 
nogênica y permite lograr bajos tiempos de retencidn hidrdulica 

con altos tiempos de retencidn de l o s  microorganismos. 

Sus altas eficiencias son debidas a la 

1 

Actualmente, hacen f a l t a  estudios, a nivel bbsico, que caracteri- 

zen los parbmetros que controlan la formacidn de estos lodos, su 

composicidn microbiol6gica y su actividad metanoggnica. Tal in- 

formacidn es importante desde el punto de vista prbctico, ya que 

servird para manejar los digestores, determinar sus mdximas poten - 

des e identificar las etapas limitantes dentro del proceso. 

Varios autores han trabajado con lodos granulares con el fin de 

caracterizar fen6keno.s de resistencia a la transferencia de masa 

(Dokfing,j 19851, o para conocer la naturaleza y 

formaci¿% de estos lodos (Dolfing -- et al., 1985; 

1987; Wiegant y de Man, 1986; Wu -- et al., 1987)', 

hay lineamientos generales que surjan de e s t o s  

los procesos.de 

Mahoney -et al., 

pero todavra no 

-- 

estudios. Como 
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parte de este esfuerzo, al objetivo del presente' trabajo es el 

de caracterizar las actividades metanoggnicas de lodos granula- 

res, de un.reactor UASB alimentado con un efluente sinti5tico. 

t MATERI-AL Y METODOS 
I 

Reactor UASB. Un reactor de 4..5 litros fue alimentado con 

un efluente*sint&ico, con Scido acetic0 (3.5 g/l) y dcido 

propienico (1 g/l), como fuente de carbono, y con l o s  minera 

les siguientes (en mg/l) : -NH4HC03. (1000) 

(NH4I2SO4 (25O), K2HPOd (130), CaC12-2H20 (200), MgC12*6H20 

(100) P e S O 4 - 7 H 2 0  (141, (NH4) 6M07 

(1), ZnC12(1), CuC1-2H20 (0.11, NiCl-6H20 (0.2), CoC12-6H20 

- 
I 

NaHC03 (6001, 

- 
0 2 4 - 4 H 2 0  ( l o ) ,  MnC14H20 

4 

(0.05) 
t 

Condiciones'experimen~ales. Las tschicas'anaerobias de Hun- 

gate (1969) y Balch et al., (19761, fueron utilizadas a lo 

largo de este estudio, tanto para la preparaci6n de los me- 

dios de cultivo como para la transferencia de sustratos  y las 

inoculaciones. 

Cini5ticas: LOS lodo's granu la re s  muestseados (1 mm a 2 mm de 

dibmetro), fueror, dejados 24 horas, en la pre-chara de acce- 
.~ 

so a la csmara anaerobia marca Mac Coy, bajo un vado  de 20 

mm de Hg, con objeto de agotar los sustratos residuales de la 

muestra, y dejar escapar el gas producido para ask, reducir 
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a l  m h i m o  l a  i n f l u e n c f a  de 10s s u s t r a t o s  r e s i d u a l e s  presen-  

. fueron r e p a r t i d o s  1 0  m l  de muestra por  b o t e l l a  de  60  m l  

("serum-bottles") conteniendo ,10 ml d e  l a  so luc i6n  mine ra l .  

Los s u s t r a t o s  fueron  agregados a l  medio de  r eacc ien ,  por  me- 

d io  de j e r i n g a s ,  a p a r t i r  de so luc iones  concentradas p repa ra  - 
das en anae rob ios i s .  

con e l  momento de agregar e l  s u s t r a t o .  

E l  i n i c i o  de  l a  c i n g t i c a  correspondi6 

Se h i c i e r o n . d u p l i c a -  

dos y un t e s t i g o  s i n  .- s u s t r a t o .  -- 

D )  Cuant i f icac i6n  de  l as  b a c t e r i a s .  L a s  b a c t e r i a s  anaerobias  

fueron c u a n t i f i c a d a s  u t i l i z a n d o  l a  t g c n i c a  d e l  n h e r o  mbs 

probable (NMP), descrita por  I Garcfa e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 ) .  L o s  me-  

dios de  Balch -- e t  a l  (1976)  fueron  u t i l i z a d o s  para  e l  c u l t i v o  

de l a s  bacterias metanaggnicas. 

\ 

Para l a s  bacterias OHPA 

( o b l i g a t e  hydrogen-producing ace togenic  bacteria) ( M c  Inerney  

y Bryant, 1981) se emplearon los  m i s m o s  medios, excepto ,que 

los  s u l f a t o s  fueron  cambiados por c l o r u r o s .  

E) Técnicas a n a l l t i c a s .  Los  s 6 l i d o s  suspendidos t o t a l e s  (SST) y 

volát i les  (SSV) se determinaron pot l o s  mgtodos e s tbnda res  

(1976) .  . Ek acetato se c u a n t i f i c b  por medio de cromatografga - 

u t i l i z a n d o  un d e t e c t o r  de  ion izac ión  de . f lama,  con n i  - 
tr6geno c o m o  gas acarreador (60  ml/mn), , 

r o  inoxidable  empacada con Porapak QS 80-100 mesh. 

y una columna d e  ace- 

El metano 

t .  
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se determin6 de  l a  mismamanera; l a s  muestras de  gas  se toma- 

r o n  por medio de  una j e r i n g a  "pressure- lock" Hamilton. 

RESULTADOS Y D I S C U S I O N  

t 

- 
Dos series de  experimentos fueron l l e v a d o s  a cabo con 8 meses de  

i n t e r v a I o ,  l a  primera serie se i n i c i d  3 meses despues d e l  arran- 

que del d i g e s t o r  UASB. Con l a s  cu rvas  de  l a  Figura 1, se calcula 
I 

- 
r o n . 1 0 ~  pardrnetros c i n 6 t i c o s  de  metanoggnesis a p a r t i r  äel 

t o  y propionato 

ace ta -  

. .- 

Figura  1. Produccidn de metano por  lo,dos. granulares a p a r t i r  de  
a c e k a t o ( s 5 - y  de propionato (a) desput% de tres meses 
de operacibn. 



TABLA 1. PAF!AMETROS CINETICOS DE WTANQGENESIS POR LODOS GRANU - 
LARES. 

Se observd que la velocidad mdxima de metanoggnesis (Vmax) y la 

actividad especzfica ( A s p  = Vmax/SSV) es mayor en el caso del ace 

tapo. Dolfing (1985) calcul6 actividades mbs bajas, de 0.3 a 

- 

1-14 mol/g  SSY/h para el. acetafio y 0.36 a 0.42 mmol/g SSV/% para 

el propionato, pero las cifras obtenidas son del mismo orden de 

magnitud. 

de la microflora acetoclsstica es mayor que aquella que utiliza 

el propionato. 

En sus resultados tambisn se observa que la actividad 

Los  lodos de Dolfing provinieron dk un reactor 

u ~ S B  industrFal holandes, alimentado con aguas residuales de una 

industria productora de azGcar a partir de remolacha. De ambas 

series de datos, cbtenidos en lugares  y candicianes diferentes, 

. se puede observar que en %os lodos se desarroSl6 cria microflora-  

- 
\ 

acetsclSstica dominante, como lo prueban Las actividades determi- 

nadas. Los mismos pardmetros fueron cal&ulados en la segunda se- 

. 
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os ,  o c h q m e s e s  despugs de l a  pr imera serie, a 

p a r t i r  d e  l a s  f i g u r a s  2 y 3. 

Figura 2. Cïng t i ca  d e  degradaci6n d e l  acetat 'o y 
de  producci6n de  metano por l odos  gra-  
n u l a r e s  después de  11 meses de  opéra-  
c ión .  Para una concentracidn i n i c i a l '  
d e  a c e t a t o  de  11 pf: Acetato (Q) , ,  me-  
t ano  (A). Para uria concent rac i6n  i n i -  
c i a l  de a c e t a t o  de  1 2 . 3  mM: A c e t a t o  
(O) , metano ( A ) .  

Los pargmetros obten idos  (Tabla 1, 2 a  serie) conservaron l a  t e n -  

dencia dominante de  l a  r e a c c i 6 n  a c e t o c l á s t i c a  pe ro ,  s î  se e:<ami-  
I 

na l a  evolución de. l o s  SSV en r e l a c i d n  con l a  evoluc idn  d e ' e s t o s  

parámetros,  se c o n s t a t a  l o  s i g u i e n t e :  en 8 meses los  SSV pasa-  

ron  d e  un 27% a 53% de  l o s  S S T ,  es d e c i r  que se  d u p l i c 6  l a  bioma - 



I 

Figura 3. Producci6n de metano a partir de propionato 
(10 mM) después de 3 meses de operaci6n - 

mentaron 1.3 veces en el caso del acetato, y de 2.3 veces en el 

caso del propionato. Si admitimos que las Vmax son directamen- 

te proporcionales a la concentraci6n en biomasa, entonces el in- 
i 

cremento de los SSV est5 relacionado con el aumento de la Vmax 

de metanogénesis a parfir del propionato, lo cual implica que 

prácticamente no crecid la poblacidn acetoclástica. Como conse- 

cuencia, la A s p  de la microflora queutilizá el propionato, debe 

ser prácticamente igual para la primera y la segunda serie de ex 

perimentos. Al contrario, la A s p  de la microflora acetocldstica 

debe disminuir, puesto que se calcula con base en la biomas3 to- 

- 
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t a l .  Lo a n t e r i o r  se puede.comprobar con l a  Tabla 1. 

E l  hecho que no c r e c i e r a n  las  b a c t e r i a s  acetoclãsticas,  se podrla  

e x p l i c a r  por  un desfasamiento e n t r e  e l  anabolism0 (sintesis de  m a  

t e r i a l  c e l u l a r )  y e l  metabolismo energgt ico .  Serla i n t e r e s a n t e  

i n v e s t i g a r  en e l  f u t u r o  esta h ipbte , s i s .  O t r a  consecuencia de  es- 

t e  fen6men0, re lac ionado con l a  operacidn d e l  d i g e s t o r ,  es que a l  

crecer l a  poblacidn u t i l i z a d o r a  de propionato  se podr la  l l e g a r  a 

i n v e r t i r  l a  e t a p a  l i m i t a n t e  d e l  proceso de  t r a n s f o r m a e i h  de los 

s u s t r a t o s  en metano, e n , e l  caso-de bna sobrecarga  orgbnica.  Es 

d e c i r ,  que en vez d e  r e g i s t r a r  una aeumuIaciSn d e  propionato 5s- 

r P a  e l  acetato e l  que se acumularla en primer luga r .  

- 

- 

t 

Dolfing (1985) c a l c u l 6  las ac t iv idades  de degradacien d e l  a c e t a t o  

y de l  propionato a p a r t i r  de las curvas de produecibn de  metano, 

Su t r a b a j o  se enfoc6 sobre  los problemas de  l i m i t a c i d n  de t r a n s f e  

r e n c i a  de  masa d e l  s u s t r a t o  a l  grano d e  lodor  pero  no tfomb en 

cuenta e l  problema de  d i f u s i d n  d e l  metano a p a r t i r  d e l  grano ha- 

c i a  e l  medio IXquido, y f inalmente h a s t a  l a  atm6sfera  (Figura 4 ) .  

r - 

I , -  

' 
Lo a n t e r i o r  s i g n i f i c a  que el re t rhso provocado p o r - l a  d i f u s i Q n  

deï gas a la atm6sr'era induce una c i n e t i c a  a p a r e n t e  de produceEBn 

de metano, que no podrla s e r a d i r e c t a m e n t e  co r re l ac ionada  con l a  

cinetica d e  'degradaci6n de l  sustrato en e l  medio I$quido. E s k a  

consideracibn impl ica  que no serxan d i l i d o s  los cS lcu los  e s h q u i o  - 
mgtricos u t i l i z a d o s  para deducir  los  parbmetros cin6-kzlcos d e  de- 



Figura 

LODO 
CI?ANULAK 

4 ,  Representaci6n simplificada ds los fen6"s de 
trarsferencia de masa que ocurren en un lechu de 
Lodos grandares, y cpe hplican: 
1. FomcSn de matam y di6xido de ca-bno en el 

grano de Iodo 
2. ,3"laci6n de los gases y fomacibn de bwh- 

jas 
3. Liberación y ascensi6n de la burlxlja a Wads 

del lecho de lodos y de la  fase IXqida 
4. Paso del. gas a la fsse gasema. 

Para el caso espec.€fico de un grano se tiene: 
A, Difusi6n del sustrato (S) hacia el. grano de 

B. Ifransfomacibn del sustrato en neLano y Q 
C. Difwi6n del Cl32 a l a  fase Equida. 

EZL esta representación se considera desprecia- 
ble la solubilidad del "o. 

l d 0  

. 
gradación de los sústratos, a partir. de las curvas de produccidn 

de metano. Rqbinson y Tiedje  (1982)'mostraron que hay un r e t r a s o  

. 

de transferencia de m a s a  de la fass gas a la fase IPquida, cuan- 

do se u t i l i z a .  hidrcfgeno como sus t r a to ,  10 que puede dar falsas c i  - ,  

ngticas de consumo. Ta"d0 en cuenta estas  observaciones, se 
1 



c u a n t i f i c 6  l a  degradaci& d e l  a c e t a t o  en l a  fase l l q u i d a  en com- 

parac idn  con l a  produccidn de  metano para  l a  m i s m a  co r r ida  

"batch"(Figura 2) I y se ca l cu la ron  los  parsmetros c i n e t i c o s  y e l  

Km apa ren te  ( K ' m )  para  e l  consumo d e l  a c e t a t o ,  u t i l i z a n d o  un m6-  

todo de l i n e a r i 2 a c i 6 n  por i n t e g r a c i &  de l a  fdrmula de  Michaelis- 

Menten: ( I n  S o / S t ) / t  = (-l/K'm) (So-St ) / t  + Vmax/K'm, con So co- 

mo l a  concentraci6n de  s u s t r a t o  a l  tiempo i n i c i a l  y St como l a  

r -  

concentracidn d e l  s u s t r a t o  a l  tiempo t (Robinson y Charackl is ,  1: 
1984). Se seleccion6 e l  a c e t a t o  en funcidn de: (i) su  importan 

cia como p r i n c i p a l  precursor  d e l  metano (Smith y Mah, 1 9 6 6 ) ;  

(ii) 

de  me tano  (un mol d e  acetato produce un mol de metäno) 

y Bryant,  1981); e 

c idn  metanogdnica en r e l a c i d n  con e l  K'm. 

valor Vmax de  degradacidn d e l  a c e t a t o  de  9.5 mmo1/1/H (Tabla 2 ) . .  

- 

su  es tequiometr la  simple que 10 r e l a c i o n a  con l a  produccidn 

(MC Inerney 

(iii) para  t r a t a r  de  caracterizar l a  pobla- 

Los r e s u l t a d o s  dan un 
I 

i l  

TABLA 2. Parsmetros c i n é t i c o s  de  degradación d e l  a c e t a t o  por l o  
dos g ranu la re s .  (*)  Datos conver t idos  en  mmol/g SSV/hT 
a p a r t i r  de  va lo res  en umol/g SSV/mn. 
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La Vmax de metanogenesis correspondiente es de 6.4 mmol/l/H (Tabla 

1,2a serie),lo que da una diferencia de 48.4% entre l o s  datos. Si 

no existieran problemas de transporte d e l  gas desde el grano hasta 

La atmdsfera,los 'valores deberlan ser casi. iguales dada la este- 

quiometrfa de la reacción. Este fenBmeno se observa claramente a 

nivel experimental. Cuando los granos ascienden es porque se han 

saturado de gas y la formacih de pequeñas burbujas se ha iniciado * 

en su periferia. Al libera,rlas,el grano sedimenta de nuevo. La for - 

maci6n de burbujas implica una acumulacidn previa de gas disuelto 

al interior del grano. - Si se . - - - comparan - - - -. la Asp de degradaci6n del 

acetato (Tabla 2) con los datos de Dolfing (1985),e1 valor abteni- 

do aqul es m5.s alto pero del mismo orden de magnitud, Consecuente-' 

mente, esta diferencia se puede explicar a partir de l o s  problemas 

de transferencia del sustrato,por la manera directa o indirecta de 

5 

1 

calcular esta actividad. El valor de K ' m  obtenido en este estudio 

es 1.3 mM (Tabla 2). En este sentid0,Dolffng (1985) encontr6 un 

rango de"K'm de'Q.5 a 1 mW, segfin el tamaño de los granos,mientras 

que Kaspar y Wuhrmann (1978),calcularon un valor de 0.32 mM para 

lodos no granulares provenientes de un digestor convencional de ti - 9  

PO mezclado. L c s  datos publicados de valores de Km,para cultivos 

de bacterias metanogénicas acetoclSstieas,son de 0.7 mK para Metfia- 

no thr ix  soehngenii (Huser et _.- a1,1984),1.2 ml4 para 

celii (Patel,f984) y 0.5 mM para Methanosarcina barkeri (Smith 

&%ah,f978). Esko ,significa qrre el valor encontrado aqul se encuentra  

dentro del intervalo para estas bacterias. 

minar tubos de NM2 para cuaritificar la6 bacterias zcetoclbsticas,- 

.~-  - 

. L- 
Sin enbargo, al exa- 



se observe h i c a m e n t e  b a c t e r i a s  d e l  t i p o  Methanosarsina. Wu e t  _. 

a, (1987)  observarcn l a  presenc ia  de Methanosarcina sp., a par- 

tir de lodos g ranu la re s  de un d i g e s t o r  UASB. 

(1985) observaron l a  presenc ia  d e  bacterlas semejantes  a Methano 

Dolf ing -- e t  a l ,  

. . I  l 

3 - r i x ,  en granos provenientes  .- - d e  s u s  r e a c t o r e s  UASB. AGn f a l t a  de- - 
.. t e rmina r  c u a l e s  son los f a c t o r e s  que favorecen l a  presenc ia  de  

uno u o t ro  grupo d e  b a c t e r i a s  metanogénicas a c e t o c l á s t i c a s .  
# 

L o s  r e s u l t a d o s  d e  l a  c u a n t i f i c a c i 6 n  de los d i f e r e n t e s  grupos de 

b a c t e r i a s  anaerobias  selEresentan - I --. en _.- ~i la- r l  Tabla 3. 

como en  e l  estudio de Dolfing . I  -- e t  a l ,  (1985), l a s  b a c t e r i a s  aceto- 

c l d s t i c a s  r ep resen tan  10% d e  l a  poblaci6n h id rogenof l l i ca ,  l o  que 

a segura  una presenc ia  , re la t ivamente  importante  d e  e s t a s  b a c t e r i a s ,  

y l a  capacidad para  amortiguar un incremento even tua l  en l a  COR- 

centracidla  de hidrbgeno. 

. 
S i n  embargo, 

En este s e n t i d o ,  Kaspar y. Whuhrmann 

(1978) mostraron que e n s d i g e s t o r e s  convencionales,  l a  poblaci6n 

h i d r o g e n o f l l i c a  es taba  lejos de ser sa tu rada .  ' 

TASLA 3. CUANTIFICACION DE LOS DIVERSOS GRUPOS MiCROBIANOS EN 
I 

LOS LODOS GWULARES,  UTILIZANDO EL NMP CON 4 TUBOS 
POR DILUCION I 

Bacterias fe rmenta t ivas  
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Por otra parte, se calcularon Ips pardmetros cin6kicos para el ., 
formato (Tabla 4). Estudios anteriores, señalaron el papel im- 

portante que podria tener la microflora metanogénicaAque ptiliza 

el € o r " ( G u y o t  y Braman, 1987) dado que este sustrato,al igual 

que el hidrógeno, es un intermediario metab6lico de la digesti t in 

anaerobia. S i n  embargo, pocos estudios se han hecho para cono- 

cer su papel en los dikestores ahaerobios. La actividad especz- 

fica encontrada es muy baja en comparqcibn con 10s datos de D o l -  

fing (1985). 
l 

Es posible que el tipo de efluente utilizado, COILS- 

tituido por una mezcla de acetato y de propionato, no era adecua- 

do para seleccionar una microflora activa. El K 8 m  calculado para 

los lodos granulares es muy alto en conparaci8n con los valores 

obtenidos por 'Schauer et al, (1982), para cultivos puros de .bacte 

rias metanogénicas (Tabla 4 ) .  Esto se puede explicar por la zuy 

alta resistencia a l a  kransferencia de masa, que se caracteriz6 

en el &aso del formato y tami& por el tipo de mieroflora que 

- -- 
1 

* .  

se ha seleccionado en relacidn con el medio de"alimentaci6n de1 

digestor. 
I 

- -  

TAZLA 4 ,  PZBAMETROS CSNETICOS DE DEGRADACLON DEL FOF¿ììTO POR 
b- LODOS GRANULARES. 



c 

Para c o n c l u i r ,  se puede ,dec i r  que este t r a b a j o  permitió t e n e r  un 

mejor conocimiento de  l o s  pardmetros c i n e t i c o s  de l a  metanogene- 

sis para  lodos g ranu la re s ,  asf como de d i f e r e n c i a r  l a  mic ro f lo ra  

d e l  reactor y -su evolucien.  L o s  parSmetros encontrados,  permiten 

est imar  las capacidades i n t r f n s e c a s  mdximas de metanogi5nesis y 

las etapas l i m i t a n t e s  en e l  r e a c t o r .  

todavfa tomar en cuenta  el e f e c t o  que la acumulaciBn d e l  biogás 

en los granos de lodos t i e n e  sobre l a  c ing t i ca  g l o b a l  de  prodnc- 

, 

. L  .. 
por o t r a  p a r t e ,  hace f a l t a  

I 

1 cibn de  metano; esto con el f i n  de poder determinar  indirectämen- I i' 
te, pero con precisibn, las.eint5ticas de degradacidn de los  sus- 
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