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RESUMEN

La digestion anaerobica es la opcion mas adecuada para el tratamiento de
efluentes con alta carga organica. Con esta tecnologia ademas de lograr
reducir la carga organica contaminante, se logra un beneficio econémico con el
aprovechamiento energético del biogas producido. A pesar de ello los reactores

anaerobicos no han tenido aun una amplia difusion en la industria tucumana.

El presente trabajo estudia el funcionamiento de un reactor anaerdbico de
lecho empaquetado (RALE), como un sistema alternativo para la reduccion de

la carga organica contaminante de la vinaza.

Se construyé un RALE de flujo ascendente, utilizando un material plastico
como soporte. Se lo inoculd con lodos floculentos con actividad metanogénica y
fue alimentado con vinazas obtenidas de destilerias, a diferentes velocidades
de carga. Se monitorearon los principales parametros de funcionamiento y se
determind la cinética de reaccion, la remocion de materia organica y la

composiciéon del gas obtenido.

Se concluyé que la vinaza producida en Tucuman es un buen sustrato para las
bacterias anaerdbicas, que el RALE es una tecnologia apropiada para su
tratamiento y que el biogas producido es rico en metano, lo que le confiere

valor agregado como fuente de energia.



ABSTRACT

Anaerobic digestion is the most suitable option for the treatment of effluents
with high organic load. With this technology, besides achieving reduce pollutant
organic load, an economic benefit is attained with the use of biogas energy
produced. Nevertheless anaerobic reactors have not yet been widely deployed

in Tucuman industry.

This paper studies the performance of an anaerobic packed-bed reactor (RALE)

as an alternative system for the reduction of pollutant organic load of vinasse.

One upflow RALE was constructed using a plastic material as a support. It was
inoculated with methanogenic activity’s flocculent sludge and was fed, at
different loading rates, with vinasse obtained from distilleries. The main
operating parameters were monitored and the kinetics, removal of organic

matter and gas composition obtained was determined.

It was concluded that the vinasse produced in Tucuman is a good substrate for
anaerobic bacteria, the RALE is an appropriate technology for treatment and
biogas produced is rich in methane, which gives it added value as an energy

source.
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INTRODUCION

1. INTRODUCCION

La provincia de Tucuman posee una de las cuencas hidricas mas importantes
del pais: la “Cuenca del Sali-Dulce” que recorre unos 800 Km y atraviesa 4
provincias (Buti y Cancino, 2005). Ademas es la mas industrializada del
Noroeste del pais, cuenta con un parque industrial de aproximadamente
noventa establecimientos industriales, quince de los cuales son ingenios
azucareros y once de ellos tienen anexa destileria propia de alcohol. La
industria sucro-alcoholera fue, desde sus comienzos, la actividad econdmica
mas importante de la provincia, asi como también, una de las grandes
aportantes de materia organica al cauce de sus rios. Como consecuencia de
afios de explotacion industrial, la situacion de la cuenca Sali-Dulce se ha
convertido en critica, producto de la sobrecarga de esos contaminantes en los
cuerpos receptores de agua. Estos altos niveles de materia organica han sido
medidos en diversos rios en Tucuman, entre ellos el Rio Sali (Galindo et al.,
2001).

En los dltimos tiempos las politicas ambientales del gobierno aumentaron los
controles sobre los vuelcos de efluentes, principalmente de Vinaza a los cursos
de agua, obligando a los industriales a buscar alternativas para su tratamiento.
Hace algunos afos la Secretaria de Ambiente de la Nacién lanzé en conjunto
con la Secretaria de Ambiente de la Provincia y empresas privadas un Plan de
Reconversion Industrial, mediante el cual, las partes se comprometian a
disminuir el impacto ambiental negativo en la cuenca Sali-Dulce, contemplando
el tratamiento de efluentes con las mejores tecnologias disponibles, aplicando
tecnologias de produccion limpia, procurando optimizar el consumo de materia
prima, la reutilizacién del agua, el reciclado o la disposicidn final de los residuos
sélidos (SAyDS y SEMA, 2007). Este acuerdo tiene como fin hacer cumplir la
normativa vigente de vuelco de los efluentes (Resol. 30/09 SEMA), que
contempla valores de DQO (demanda quimica de oxigeno) de 250 mgO./I, para
vuelcos en aguas superficiales.

Una parte de un sistema integrado de tratamiento de efluentes involucra a los
bioprocesos de depuracion de efluentes liquidos, que conforman el
denominado “tratamiento secundario”, proceso que remueve efectivamente la

carga contaminante producida por la materia organica.



INTRODUCION

La digestion anaerobica es la opcion mas adecuada para el tratamiento de
efluentes con alta carga organica (Rajeshwari et al. 2000). Con esta tecnologia
ademas de lograr un beneficio ambiental al reducir la carga organica
contaminante en los lechos de agua, se logra un beneficio econdmico con el
aprovechamiento energético del biogas producido. A pesar de ello los reactores

anaerobicos no han tenido aun una amplia difusion en la industria tucumana.

1.1 HIPOTESIS
La vinaza de destileria de alcohol ha demostrado ser una buena fuente de

carbono y energia para las bacterias que forman el consorcio microbiano
anaerobico productor de biogas. También se ha demostrado la eficiencia de los
reactores anaerébicos de altas carga, del tipo UASB (flujo ascendente) para el
tratamiento de vinaza. Por tal motivo, se podria inferir que la vinaza podria ser
utilizada como sustrato en reactores anaerdbicos de alta carga como los filtros
anaerobios con buena eficiencia en la reduccién de la carga orgénica y en la

produccion de biogas rico en metano.

1.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es estudiar el funcionamiento de un reactor
anaerobico de lecho empaquetado (RALE), como un sistema alternativo para la

reduccion de la carga organica contaminante de la vinaza.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Caracterizar la vinaza en sus parametros ambientales
» Determinar fuentes potenciales de inoculo para el reactor
* Inocular, arrancar y evaluar el funcionamiento del reactor RALE

» Cuantificar y caracterizar el biogas obtenido.
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES
2.1. VINAZAS

Se denomina con el nombre genérico de vinazas al sub producto acuoso
contenido en la fraccion no volatil de la destilacion del mosto fermentado.
Independientemente de cual sea el sustrato con el que se prepare el mosto
(jugo o melado de cafia de azucar, melaza de cafia o remolacha azucarera, etc.)
y las condiciones de fermentacién, las vinazas tienen una composicion similar
desde el punto de vista sanitario. Se puede decir que tienen en comun, un alto
contenido de materia organica e inorganica proveniente de la lisis de las
levaduras usadas en la fermentacion y de los compuestos presentes
originalmente en el mosto, que no son metabolizados por las levaduras, o que
son subproductos de otras reacciones bioquimicas distintas a reaccion de
Pasteur (glucosa que se transforma en etanol y CO,).

Las caracteristicas sanitarias que mejor describen a estas vinazas son, que
poseen un alto contenido de materia organica establecida como demanda
quimica de oxigeno (DQO) (pueden llegar a alcanzar los 120.000 mgO./l);
valores bajos de pH (menores de 5), alta cantidad de sdélidos en suspension y
temperaturas elevadas (entre 80 y 90° C) (Castro-Go nzales y Duran de Buzula;
2001). A su vez, presentan también un alto contenido de sales en solucién,
donde predominan los iones potasio y sulfato.

El volumen de produccion estimado para un proceso convencional de
fermentacién/destilacion es de 10 a 15 | de vinaza/l de alcohol 96° obtenido
(Pieper H.J., 1990; Perera J.G.H., 2009)

Actualmente el incremento sostenido del consumo de bioetanol y la vigencia de
la ley de combustibles ofrece una serie de oportunidades para la industria
alcoholera. La produccion de biomasa y el balance energético del cultivo de la
cafia en la produccion de bioetanol, la posicionan por arriba de la mayoria de las
materias primas disponibles, segun la Camara de Alcoholes de Argentina. En
Tucuman, el sector industrial sucroalcoholero procesé durante 2012, alrededor
de 14.100.000 T de cafa destinadas a la elaboraciéon de azlcar y alcohol,
superando a la zafra anterior en un 3%. El incremento en la produccion de
alcohol para ese periodo fue de 25,6% (Rios. L, 2012), alcanzando valores de

100.000 m? de etanol (Ministerio de Desarrollo Productivo), lo que significé una
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produccién estimada de alrededor de 1.200.000 m*® de vinaza para la zafra
2012.

Los altos volumenes de vinaza sumados a las caracteristicas sanitarias arriba
mencionadas la convierten en un potencial contaminante para los recursos
naturales de la provincia, ya que su mala disposicion en los cuerpos de agua
pueden producir graves desbalance en los ecosistemas acuaticos, debido a la,
disminucién del oxigeno disuelto, por el alto contenido de materia organica, o
eutrofizacion de las aguas, por los elevados contenidos de nitrégeno y otras
sales.

Su mala disposicion en suelos, puede resultar en contaminacion de las napas y
cambio en las caracteristicas productivas de los suelos afectando la capacidad

de intercambio i6nico de los mismos.

2.2. DISTINTAS FORMAS DE TRATAMIENTO DE LA VINAZA

Existen numerosas formas propuestas por distintos investigadores en el mundo,
para el tratamiento y o disposicion de la vinaza. Todas ellas responden
generalmente a necesidades locales, tecnologias disponibles y la presion que
pueda ejercer cada gobierno en funcion a sus politicas ambientales.

Los tratamientos van, desde aplicacidén en suelos, pasando por concentracion e
incineracion en calderas, hasta tratamientos con bacterias para conseguir
subproductos con valor agregado.

En la provincia de Tucuman a lo largo del tiempo, se llegaron a sugerir e incluso
utilizar alguno de estos tratamientos, pero sin mayor éxito a la hora de
generalizar su uso.

Una forma de clasificar los tipos de tratamiento que recibe la vinaza, es en
fisicos-quimicos y biologicos. A continuacion se describirdn brevemente
algunos métodos de tratamiento, que fueron utilizados o estudiados con mas

ahinco en la el ambito local.
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2.2.1. TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS

Disposicién de vinaza en suelo

a) Como fertilizante . Uno de los usos mas difundidos en Brasil para la

utilizacion de la vinaza es su aplicacion en cultivares de cafia de azucar como
fertilizante (Lemos de Brito et al.,, 2005; Santos Manhaes, et al., 2003). Sin
embargo por las caracteristicas de los suelos en la provincia de Tucuman, su
uso para fertirrigancion esta restringido, ya que se comprob6 que la disposiciéon
de la vinaza en grandes cantidades, afecta ciertas propiedades del suelo como
pH, conductividad eléctrica y potasio intercambiable (Scandaliaris et al, 1987;
Perez Zamora et al.,, 1990). La dosis recomendada para evitar alteraciones
desfavorables en suelos es, segtn Dantur et al (1996), de 200 m®ha-afio.
Actualmente en la provincia de Tucuman existe un protocolo de disposicion de
vinaza en suelos aprobado por la Secretaria de Estado de Ambiente de la
provincia (Res.040 SEMA, 2011) que da las pautas y recomendaciones
necesarias para la utilizacion de la vinaza como fertilizante en el riego (Ploper y
Morandini 2011). Se puede decir que esta es la metodologia con mayor
adhesion en la actualidad, por parte de los ingenios y destilerias de la provincia
de Tucuman, para el uso de sus vinazas.

b) Aplicacion de Vinaza en suelos no productivos . Una alternativa a la

utilizacion de la vinaza como fertilizante, es su disposicion en lotes de suelo con
muy baja o nula capacidad productiva, por tener una alta concentracion de sodio
(sobre todo los situados al Este de la provincia de Tucuman). Esta practica
facilita la evaporacion del agua del efluente y la acumulacion en los primeros
centimetros del perfil, de las sales y la materia organica presentes en la vinaza
(Morandini M., 2011). La correcta aplicacién, logra con el tiempo la recuperacion
de los suelo afectados, ya que la vinaza promueve la agregacion fuerte con
aumento de la permeabilidad, a la vez que disuelve los carbonatos, fosfatos y
otros precipitados de calcio, permitiendo la liberacion de los iones divalentes
necesario para el desplazamiento del sodio del complejo de cambio (Garcia y
Rojas, 2006).

Esta practica est4 siendo, también, utilizada en la actualidad en la provincia,
pero tiene la desventaja que no aporta una solucion a largo plazo, ya que las

superficies de terrenos no productivos son acotadas y ademas se requieren
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importantes inversiones para construir los cafios de conduccion del efluente a
los sitios de disposicion. Existe un protocolo aprobado por la SEMA (Res. 047
SEMA 2011) que establece las recomendaciones a seguir para los distintos

tipos de aplicaciones de la vinaza en los suelos no productivos de la provincia.

Concentracion e incineracion de vinaza:

Consiste en la eliminacion del agua de la vinaza, concentrando los solidos
hasta llegar a los 60° Bx. La concentracion se realiza en un sistema a presion,
compuesto por una unidad de evaporacidon de multiples efectos, con cuatro
vasos mas el ultimo duplicado, de pelicula ascendente y tubos verticales. Utiliza
el condensado del primer vaso para alimentar la caldera (como combustible) y el
vapor del dltimo para alimentar la columna de destilacion (Perez Bermudez y
Garrido Carra, 2009). Este método permite el aprovechamiento energético de la
materia organica y la recuperacion del 65% de las cenizas potasicas para ser
utilizadas como fertilizantes. (Perera et al., 2007).

La limitacion del uso de vinaza como fuente energética por la via de incineracién
es la necesidad de realizar la incineracion a temperaturas inferiores a 700 T. A
temperaturas superiores, las sales de potasio se funden y existiria el problema
de manejo de las sales fundidas, las cuales tienen restricciones de seguridad.
Para este caso subsistiria ademas el problema del alto requerimiento energético
para concentrar la vinaza (Goyos y Bolafios., 2005). Otra desventaja de la
concentracion-incineracion de la vinaza es que se necesita una inversion
extremadamente alta para llevarla a cabo, lo que lo hace poco viable.

Una variante a esta alternativa es la incineracion de una mezcla de vinaza,
cruda o concentrada con residuos agricolas de cosecha (RAC) y bagazo para la
obtencion de vapor en calderas bagaceras. Estudios realizados en la Estacion
experimental Obispo Colombres de Tucuman (Frank Colombres et al., 2013),
determinaron que es posible quemar mezclas de bagazo pre-secado, residuo
agricola de cosecha (RAC) y vinaza, en calderas bagaceras convencionales,
obteniendo una combustién estable, con un ahorro de bagazo y consumo de
vinaza. La desventaja seria que aplicando ésta metodologia solamente seria

posible tratar una fraccion de la vinaza producida.
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2.2.2 TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

Alternativa 0 a veces complementariamente a los tratamientos fisicoquimicos se
encuentran los tratamientos bioldgicos. Entran en esta clasificacion todo
tratamiento donde intervengan microorganismos para lograr la disminucion de la
carga contaminante de la vinaza. Asi encontramos dos tipos principales de
tratamientos bioldgicos; el aerdbico que se lleva a cabo en presencia de oxigeno
y el anaerébico, que como su nombre lo indica, ocurre en ausencia de oxigeno.

a) Tratamiento Aerdbico . El compostaje es un proceso biolégico por el

cual los microorganismos en presencia de aire utilizan el material organico

como fuente de alimentacion, obteniéndose como producto un material estable

y uniforme con caracteristicas beneficiosas para aplicar en suelos. El proceso

requiere la presencia de bacterias y hongos cuyo desarrollo depende de las

condiciones de temperatura, humedad, nutrientes, pH y concentracion de

oxigeno (Albornoz et al., 2012).

Si bien esta técnica no es aplicable a la vinaza liquida o concentrada
propiamente dichas, si pueden ser afiadidas al proceso de compostaje de otros

residuos, como ser cachaza ya que aportan fuente de energia para el

desarrollo de los microorganismos, contribuyendo con materia organica,

potasio, calcio, sulfatos y micronutrientes (Garcia y Rojas., 2006). La adicion de

vinaza al compostaje de cachaza se hace desde hace mas de 20 afios en el

mundo, con bastante éxito. Sin embargo las cantidades afadidas son

generalmente menores de 1 m® de vinaza por tonelada de cachaza. Esta

proporcidbn no permite dar una “solucion” al manejo de las vinazas pues,

representa una pequefa parte de la vinaza generada (Conil P., 2006).

Colombia es uno de los paises con mayor experiencia en la co-compostacion

de cachaza-vinaza (Castillo et al., 2010; Brisefio Beltran C. O., 2007), donde el

proceso se utiliza hace varios afios a escala industrial. En Tucuman, apenas

existen algunos intentos aislados de algunas destilerias, por llevar a cabo este

proceso utilizando la vinaza y en todos los casos hasta el momento han sido

pruebas piloto, a escala reducida.

b) Tratamiento Anaerdbico. La digestion anaerdbica, es un proceso
biolégico basado en la transformacion de la materia organica, a través de una

serie de pasos bioguimicos, en un gas cuya compaosicion principal es metano y
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didéxido de carbono. En principio todos los compuestos organicos pueden ser
degradados por esta via, solamente hay que darles las condiciones apropiadas.
La digestion anaerdbica viene siendo aplicada para el tratamiento de los
residuos solidos, incluidos residuos de actividades agricolas, pecuarias, lodos
de plantas de tratamientos de liquidos cloacales y residuos urbanos, asi como
en el tratamiento de efluentes de industrias agricolas, alimenticias y bebidas,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, estimdndose que
millones de reactores anaerobicos han sido construidos en el mundo
(Chernicharo, 2007).

En América Latina desde la década de los 70 se ha ido incrementando la
utilizacion de la digestion anaerébica para el tratamiento de los efluentes tanto
domeésticos como industriales. Brasil y México son, en la region, los paises que
lideran en cantidad de reactores en uso (Borzacconi y Lopez; 1994).

Los primeros antecedentes de investigacion de este tipo de tecnologias para el
tratamiento de la vinaza en la provincia de Tucuman datan de los comienzos de
la década de los 80, junto con el Plan Alconafta que promocionaba la
produccion de alcohol para su mezcla con las naftas. En esos primeros estudios
comenzaron a probarse distintas configuraciones de reactores para el
tratamiento anaerdbico de la vinaza a escala laboratorio e incluso un proyecto
de planta piloto de 30 m® con la configuracién de un reactor anaerébico de
manto de lodos y flujo ascendente (UASB) (Sifieriz et al. 1982; Sanchez Riera et
al 1985; Siferiz F. 1988). En los afios 90 con el fracaso del Plan Alconafta, se
deja de lado el estudio del tratamiento de los reactores anaerdbicos y recién con
las nuevas leyes de biocombustibles en los afios 2006 y 2008 se vuelve a dar
importancia a la alternativa de los tratamientos anaerdbicos para la vinaza
(Molina e Intartaglia 2010).

En la actualidad existe una sola destileria en la provincia que cuenta con un
médulo piloto de 50 m® para el tratamiento de la vinaza y utiliza la configuracion
UASB.

2.3. BIOQUIMICA DE LA DIGESTION ANAEROBIA

La digestiébn anaerdbica es un proceso bioquimico en el cual un grupo de
diferentes tipos de microorganismos, en ausencia de oxigeno molecular,
promueve la transformacion de compuestos organicos complejos (carbohidratos,
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proteinas y lipidos) en productos mas simples como metano, gas carbdénico, gas
sulfhidrico y amonio. Los microorganismos que participan en la digestion
anaerdbica actuan por medio de reacciones especificas secuenciales, las cuales
cuentan con bacterias especializadas en cada una de ellas (Foresti et al., 1999).
Tanto en la naturaleza, como en la mayoria de los reactores industriales, los
sustratos que deben biodegradarse son complejos y estdn compuestos por
diferentes tipos de polimeros. Los microorganismos deben metabolizarlos para
su uso, sea como fuente de energia o como fuente de metabolitos para
biosintetizar todos los componentes celulares.

Las etapas que ocurren en la biodegradacion anaerébica, pueden resumirse en
tres grandes fases: 1) hidrolisis, 2) fermentacion y acetogénesis y 3)
metanogénesis. Estas a su vez pueden ser subdivididas en varias rutas
metabdlicas con participacién de varios grupos microbianos, cada uno con un

comportamiento fisioldgico diferente como se muestra en la figura 2.1.

Compuestos organicos complejos
(carbolhdratos, lipidos y

Hid ri lisis
Compueslos organicos simples
(azlicares, aminoacidos péptidos)
Bacterizs fermentativas

(svidoger.esis)

Fermentaciony
Acidos organicos acid ogenesis

(Propionato, butirato, cte. o

Bacferia acefogénicas productoras de hidrogeno Acetogénesis

Bacteria acetogéricas corsumidoras de hidrogeno

Metanogénesis

Mestanogenicas

acefoclasticas o

Figura 2.1. Rutas metabdlicas y grupos microbianos involucrados en la digestion
anaerodbica (adaptado de Lettinga et al., 1996)

Metanogenicas
Lidrogerotroficas
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Hidrélisis. Cuando el material a digerir esta compuesto por materia organica
compleja o polimeros, estos son atacados, hidrolizados y convertidos en
moléculas simples, por la accion de enzimas extracelulares excretadas al medio
0 asociadas a la envoltura celular externa de ciertos microorganismos. De esta
manera las moléculas simples pueden atravesar la pared celular de las células
fermentativas y ser metabolizadas.

La velocidad de hidrdlisis de los polimeros en anaerobiosis, es usualmente
lenta. En ciertos polimeros como la celulosa o las grasas, suele ser mas lenta
que la velocidad del catabolismo de sus productos, tornandose esta fase, como
la limitante del sistema (Chernicharo, 2007).

Los factores que mas afectan la tasa de hidrolizado son segun Lettinga (1996):
la temperatura del reactor, el tiempo de residencia del sustrato en el reactor, la
composicion del sustrato (ej. Lignina, carbohidratos, proteinas o grasas), el
tamafio de las particulas, el pH del medio, la concentracion de amonio y la
concentracion de productos de hidrélisis.

Dentro de los géneros de bacterias con capacidades hidroliticas en el proceso
de digestion anaerdbica se destacan: Clostridium, Micrococus y Staphylococcus,
gue son géneros productores de lipasas, para la degradacion de los lipidos y
acidos grasos. Bacteroides Butyvivrio, Clostridium, Fusobacteium, Selenomonas
Streptococcus Proteus, Peptococcus y Bacillus quienes producen proteasas,
para la degradacion de proteinas y aminoacidos. Por ultimo los géneros
productores de amilasas para la degradacion de polisacaridos y azlcares
simples son Clostridium Staphylococcus Acetivibrio y Eubacterium (Chernicharo,
2007). El dominio relativo de uno u otro género va a depender de la composiciéon

del sustrato con el que se alimente el sistema.

Fermentacion y acidogénesis / acetogénesis . Los productos solubles
derivados de la fase hidrolitica son asimilados dentro de las células por un
metabolismo fermentativo. La mayoria de los microorganismos acidogénicos
fermentan azlcares simples, aminoacidos y acidos grasos y producen diversos
compuestos mas simples como ser acidos organicos (principalmente acético,
propionico y butirico), alcoholes (etanol), cetonas (acetona), H, y CO, ademas

de nuevas células bacterianas.
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Los microorganismos fermentativos son los primeros en actuar en las etapas
secuenciales de degradacién del sustrato y son los que se ven mas
beneficiados desde el punto de vista energético, por lo tanto son los que se
tienen las velocidades de crecimiento mas altas (Chernicharo, 2007).

Dentro de estos grupos de bacterias encontramos: bacterias anaerébicas
facultativas como las enterobacterias donde se encuentra Escherichia.Coli, que
ademas de producir H, cumple un rol fundamental en la remocién de Og;
bacterias aerotolerantes, como las acido lacticas, que producen a partir de los
azucares, acido lactico y etanol segin sean homo o heterofermentativas y
bacterias  anaerbbicas  estrictas, como Clostridium, Bacteroides,
Propionibacterium y Selenomonas, que fermentan el acido lactico con
produccion de acetato e H, 0 acetato y propionato (Soubes 1994).

Las bacterias sintréficas acetogénicas, denominadas asi porque su existencia
estd supeditada a la actividad de los microorganismos consumidores de
hidrégeno, son las responsables de la oxidacién de los compuestos organicos
intermedios, como propionato y butirato en sustratos apropiados para los
microorganismos metanogénicos (acetato, H, y CO,) (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Reacciones de deshidrogenacion. Llevadas a cabo por las bacteria
sintréficas acetogénicas

. AGy AG’
Etanol + H,0 - Acetato ~ + 2H,+H +9.6 498

Butirato ~ + 2H,0O = 2 Acetato "+ 2H,+ H"

+48,1 -29,2
Propionato ~ + 3H,0O = Acetato "+ HCO'3 + 3H, + H +76.1 84
Etanol + 2HCO "3 >Acetato ~ + 2 formiato ~ +H,0 + H” .

*AGp y *AG’, energia libre estandar y en condiciones reales
Fuente (Soubes, 1994).

Como muestra la tabla 2.1, la energia libre de esas reacciones en condiciones
estandares es positiva y por lo tanto para que ocurran deben prevalecer
concentraciones de sustrato y/o producto que modifiquen la energia libre

tornandola negativa. La presion parcial de hidrogeno debe mantenerse

16



ANTECEDENTES

extraordinariamente baja para que las condiciones termodinamicas favorezcan
la conversiéon de los acidos volatiles y el alcohol en acetato. Esto ocurre dentro
de los reactores anaerObicos gracias a la presencia de las bacterias
metanogénicas hidrogenotréficas, que consumen rapidamente el hidrogeno
formado y mantienen baja la presion parcial de hidrégeno en 10 atm (Speece,
1983). También participan la metanogénicas acetoclastica consumiendo el
acetato producido. La acumulacion de propionato es el primer indice de falla del
funcionamiento de los microorganismos consumidores de H, (Soubes 1994).
Este fendmeno de transferencia de hidrogeno entre especies, es crucial para la
biotecnologia anaerobica, y es una simbiosis descubierta por Bryan et al. en
1967. Los géneros conocidos de bacterias sintréficas encontrados en reactores
son Syntrophobacter y Syntrophomona.

La gran importancia de los microorganismos acetogénicos en el proceso de la
digestion anaerobia, deriva del hecho de que el 60 al 70% de los electrones del
sustrato son canalizados para la produccion de acetato (McCarty 1981). Es por
eso que la remocion de DQO de la fase liquida depende de la conversion del
acetato en metano, la que es realizada por los microorganismos metanogenicos

acetoclasticos (Chernicharo, 2007).

Metanogénesis . Es la Ultima etapa de la conversién anaerdbica de compuestos
organicos en CO, y CH,;. Es llevada a cabo por microorganismos
matanogénicos, hoy clasificados dentro del dominio Archaea. Tienen
caracteristicas diferentes de las eubacterias, tanto estructurales como
bioquimicas (Ferry, 1993), en la Tabla 2.2, se mencionan las principales
diferencias entre ambos dominios.

Las arqueas metanogénicas estan distribuidas en cinco oOrdenes:
Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales
Methanopyrales, todas dentro del filo Euryarcheota. EI dominio Archaea posee
mas de 100 especies descritas (Vazoller et al. 1999).

El grupo Archaea, esta constituido por microorganismos anaerdbicos estrictos y
generalmente presentes en la naturaleza, en ambientes donde los aceptores de
electrones como O,, Fe™, NO® y SO™ estan ausentes o en muy bajas

concentraciones. Las arqueas metanogénicas utilizan un namero de sustratos
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limitado, comprendidos entre, acido acético, hidrogeno/ diéxido de carbono,

acido formico, metanol, metilaminas y monéxido de carbono.

Tabla 2.2 Principales caracteristicas distintivas entre los dominios Archaea y

Bacteria.

Formada de
péptido-glicano

Pared celular

Compuesta por
esteres de acidos
grasos, formando

cadenas rectas

Membrana lipidica

Existe un anico
tipo, con una
estructura
cuaternaria simple
(estructura
tridimensional).

RNA polimerasa

Fuente: Vazoller et al. 1999.

CARACTERISTICA [ DOMINIO BACTERIA DOMINIO ARCHAEA

No contiene
peptidoglicano, posee
un polisacarido similar

llamado
pseudopeptido-
glicano
Compuesta por éter de
acidos grasos, formando
cadenas largas y
ramificadas
Existen varios tipos, que
son estructuralmente
mas complejos, como
consecuencia, algunos
aspectos de la sintesis
de proteinas son
diferentes de los
realizados por las
bacterias

La metanogénesis puede ser considerada una forma de respiracion anaerdbica
donde el gas carbdnico o el grupo metilo de compuestos C-1 o el carbono del
grupo metilo del acetato, es el aceptor de electrones. Para conseguirlo poseen
enzimas exclusivas como las hidrogenasas, con cofactores como el Fs v el
Fs30 y cofactores transportadores de grupo metilo como la coenzima M,
metaloproteinas que determinan necesidades peculiares de metales como Ni,
Fe, Coy Se (Soubes, 1994).

Ecologicamente las arqueas metanogénicas desempefian un papel vital en
ambientes anaerobios, por remover el exceso de hidrégeno de los productos de

fermentacién que se producen en las fases anteriores.
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En funcidn de la fisiologia las arqueas metanogénicas se dividen en dos grupos
principales, uno que forma metano a partir del &acido acético o metanol
(metanogénicas acetoclasticas) y el segundo que produce metano a partir de H;

y CO, (metanogénicas hidrogenotroficas).
Metanogénicas acetoclasticas

Aungue son pocas las especies metanogénicas conocidas capaz de producir
metano a partir de acido acético, estas son las que predominan en la digestién
anaerobica. Como se mencion6é anteriormente, son las responsables de la
produccion del 60 al 70% de toda la producciéon del metano a partir de la
reduccion del grupo metilo del acido acético.

Pertenecen a dos géneros principales Metanosarcina y Methanosaeta
(Methanothrix) (Maestrojuan 1992). El género Methanosaeta se caracteriza por
utilizar solamente acetato y forma filamentos alrededor de una vaina rigida. Se
le atribuye una gran importancia en la formacion de la trama bacteriana del
granulo. Los microorganismos pertenecientes al género Methanosarcina, son
COCOS que se agrupan en paquetes (Soubes, 1994) y tienen una afinidad mucho
mas baja por el acetato. De hecho la familia Methanosarcinaceae tiene géneros
gue son metilotréficos, es decir pueden usar metilaminas e hidrbgeno como
sustratos (Chernicharo, 2007).

En términos de competicion y predominancia los géneros que pertenecen a la
familia Methanosaeteceae se ven favorecidos cuando las concentraciones de
acetato en el medio es menos de 1 mM y las pertenecientes a la familia
Methanosarcinaceae tienden a predominar en concentraciones mayores a 1 mM
de sustrato (Chernicharo 2007).

19



ANTECEDENTES

Metanogénica hidrogenotroficas

Los géneros mas frecuentemente aislados en reactores anaerdbicos son:
Methanobacterium, Methanospirillum, Methanobrevibacter, Methanoculleus y
Methanocorpusculum (Leclerc y Delbes, 2004). Tienen una gran importancia en
el equilibrio del sistema, ya que sin ellas no podrian transcurrir las reacciones de

los grupos fermentativos acetogénicos, como se describid anteriormente.
Sulfogénesis

Ademas de las rutas metabdlicas de los grupos microbianos descritos
anteriormente en el proceso de digestion anaerobia se debe incluir ademas una
fase de reduccion de los sulfatos y formacién de sulfuros, también llamada
sulfogénesis. La predominancia de esta fase depende esencialmente de la
composicién quimica del sustrato (presencia significativa de sulfatos) y de las
condiciones operacionales del reactor.

La sulfogénesis es el proceso por el cual un grupo de bacterias, anaerobias
estrictas, llamadas sulfatoredutoras (BSR) utilizan el sulfato, sulfito u otros
compuestos que contiene azufre como aceptor de electrones durante la
oxidacion de compuestos organicos. Tienen la capacidad de utilizar acetato e
hidrogeno, lo que las torna posibles competidoras por el sustrato comun con las
metanogénicas. Sin embargo, debido al elevado numero de bacterias
sulfatoreductoras en los reactores anaerobios, aun en ausencia de sulfato, se
postula que tienen un rol importante como acetogénicas deshidrogenantes
(Shnell y Schink. 1992).

2.4. REACTORES ANAEROBICOS

Los reactores anaerobicos pueden clasificarse, al igual que los aerobios en
sistemas con biomasa suspendida y sistemas con biomasa fija. Los primeros
también llamados convencionales o de primera generacion, son los que han
sido diseflados para trabajar a bajas cargas organicas (menores de 1
KgDQO/m?3.d), generalmente sin agitacién, con altos tiempos de retenciones
hidraulicas y en regimenes semicontinuo o en lote (Noyola, 1994), los ejemplos
clasicos de este tipo de sistemas son los digestores de lodos de mezcla

completa, los tanque sépticos y las lagunas anaerobicas, (Figura 2.2(a)).
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En los sistemas con biomasa fija o de segunda generacion, (Figura 2.2 (b)), los
microorganismos se encuentran formando una pelicula sobre un soporte inerte,
0 sobre si misma, constituyendo agrupaciones esféricas conocidas como
granulos, que les permiten permanecer en el reactor y no ser lavadas con el
efluente, es decir el tiempo de retencion hidraulico (t) se hace independiente del
tiempo de retencion de solidos (8). La primera version de estos reactores fue el
filtro anaerobio, que consistié en una columna rellena con rocas, sobre las que
se adherian la biomasa anaerobia que eran atravesadas por un flujo ascendente
del liquido a tratar (Young y McCarty, 1969). Luego aparecieron los sistemas de
manto de lodos granulares, UASB (Upflow anaerobic Sludge Blancket),
desarrollados por Lettinga et al., (1980) con caracteristicas de pelicula fija, pero
sin material de soporte. Su principio de funcionamiento se basa en la capacidad
de sedimentacion de la biomasa generada en el interior del reactor lo cual
contribuye a minimizar el lavado celular a altas velocidades de carga.

Existe una tercera configuracion de reactores que algunos autores consideran
como de tercera generacion (Chammy, 2005), que son aquellos conocidos como
reactor de lecho fluidizados o de lecho expandido, (Figura 2.2 (c)), donde la
biomasa esta adherida o fijada a particulas de arena, alimina o plastico,
permaneciendo estos nucleos de biomasa en suspension expandidos por todo

el interior del reactor optimizando el contacto entre el sustrato y la biomasa.
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(a) Tanque Séptico Tanque Imhoff Laguna Anaerobia

BIOGAS
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b) Filtro Anaerobio UASB
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c) Reactor de Lecho Fluidizado

Figura 2.2 a) Reactores de primera generacion. b) Reactores de segunda generacion.

c) Reactor de tercera generacion.

22



ANTECEDENTES

2.4.1 REACTORES DE LECHO EMPAQUETADO

Los reactores con crecimiento bacteriano adherido en un lecho fijo se conocen
con el nombre de filtro anaerobio. Estos estan caracterizados por la presencia
de un material de soporte en el cual los solidos biologicos puedan adherirse o
quedar retenido en sus intersticios. Esta biomasa posee un tiempo de residencia
dentro del reactor mayor a 20 dias (Chernicharo, 2007).

Los primeros trabajos con reactores anaerobios de lecho empaquetado (RALE)
datan de los afios 60 (Young y McCarty, 1969) y desde entonces han ido
teniendo una aplicacion creciente en el tratamiento de los residuos tanto
doméstico como industrial. Estos filtros son habitualmente operados con flujo
vertical tanto ascendente como descendente, siendo la primera configuracion la

mas usada, (Figura 2.3).

CHy + €0

=

EFLUENTE

MEDIO DE
SOPORTE

INFLUENTE | A=2=23—_t % ¢

Figura 2.3. Esquema de un reactor anaerobico de Lecho
empaguetado (RALE)
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Las caracteristicas mas importantes de los tratamientos biolégicos son el tiempo
de residencia de los microorganismos dentro del reactor, asi como su
concentracion. Para los RALE el tiempo medio de residencia de los lodos es
elevado debido a que se encuentran adheridos al soporte, ademas una cantidad
significativa de biomasa permanece como floculos suspendidos en los espacios
vacios entre las particulas del soporte, llevando a algunos investigadores a
afirmar que la forma del material de soporte es mas importante que el material
gue se use (Chernicharo, 2007).

Las principales limitaciones de los RALEs derivan del riesgo de obstruccion del
flujo a través del soporte por colmatacion de los intersticios por el excesivo
crecimiento de la biomasa, riesgo que aumenta cuando menor es la proporciéon
de huecos en el lecho (Chammy, 2005). Una estrategia para la prevencion de
este problema es la utilizacion del reciclo, aumentando las fuerzas hidraulicas
dentro del lecho y evitando el atascamiento por la acumulacion de biomasa
(Jhung y Choi, 1994).

Los primeros materiales usados para relleno fueron piedra o gravilla, elementos
que daban una muy baja proporcién de huecos y se colmataban facilmente con
sélidos o biomasa. Actualmente existen una gran variedad de materiales y
formas de soportes que garantizan la normal circulacion del flujo.

La forma en que estan dispuestos los lechos influye directamente sobre el
desempeiio de los reactores, asi los lechos dispuestos en forma ordenada
muestran rendimientos levemente superior a los utilizados en medios tubulares,
pero significativamente menores a los lechos desordenados; debido a que el
area de superficie de estos ultimos es mayor (Adams y McKinney, 1989).
Bonastre y Paris (1989) propusieron una serie de recomendaciones para
seleccionar el soporte para la operacién de filtros anaerobios, poniendo especial

atencién en los siguientes puntos:

0 Mantener una alta relacion volumen/area

0 Tener textura rugosa para la adhesion bacteriana

0 Asegurarse que es biologicamente inerte

0 Garantizar una robustez mecanica

0 Seleccionar apropiadamente la forma, porosidad y tamafio de

particulas.
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Con respecto a los pardmetros de disefios de estos reactores Young y Yang
(1989) proponen que los que mas afectan la operacion son: el tiempo de
retencién hidraulica, el tipo de soporte y la direccion del flujo y sefialan la altura
del reactor como un factor no tan importante, aunque se recomienda una altura
minima de 2 m.

La simplicidad y robustez de los RALEs los hacen ideales para el tratamiento de
aguas residuales industriales. Las cargas alcanzadas en estos reactores son
mucho mayores (0,2 a 23 KgDQO/m3.d) a las alcanzadas por contactores
anaerobios (Chammy, 2005). En cuanto a la eficiencia de remocion de la
materia organica como DQO, hay tantos reportes como sustratos probados. Por
ejemplo investigaciones realizadas en plantas pilotos para tratamiento de
liquidos cloacales reportaron un promedio entre 68 y 79% en tiempos de
retencion hidraulicas entre 6 y 8 h (Pintos y Chernicharo, 1995). Con efluentes
industriales se reportaron eficiencias de remocion de 85% (Sanchez Riera et al

1982) utilizando efluentes de destileria de alcohol.

Usos de los RALEs

Existen una vasta cantidad de publicaciones de estudios sobre estos reactores,
donde se prueba el comportamiento con diferentes sustratos y materiales de
rellenos (Borja et al 1996; Monserrat Perez et al. 1997; Seth et al 1995), en las
gue se sostiene, que el material utilizado como soporte tiene una gran influencia
en el funcionamiento del reactor.

En Brasil los RALEs son utlizados principalmente, para el tratamiento
complementario del efluente de los tanques sépticos y tienen una configuracion
dispuesta por la norma brasilera NBR 13.696 (ABNT, 1997), que establece
geometria, tipos de medios soporte e incluso la velocidad superficial maxima.

En Argentina no existen antecedentes de RALEs a gran escala para el
tratamiento de los efluentes industriales, solamente hay registro de pruebas
realizadas a escala laboratorio para el tratamiento de vinaza utilizando esta
configuracion de reactor y obteniendo reducciones de DQO entre 55 y 85% para
velocidades de carga entre 3 y 30 KgDQO/m?>.d (Sifieriz F.et al.,1982).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. METODOLOGIAS ANALITICAS

Para una mejor descripcion de las actividades realizadas, se dividié el estudio
en tres etapas, representadas en la Tabla 3.1, junto con las determinaciones
analiticas realizadas en cada una de ella. Las dos primeras etapas consistieron
en la caracterizacion de las vinazas y de los lodos obtenidos de sedimentos de
lagunas, para su empleo como inoculo en el reactor. La tercera etapa consistio
en el disefio, armado y puesta en funcionamiento de un sistema de tratamiento
empleando un reactor anaeroébico, el cual fue evaluado a partir del analisis de

las corrientes a la entrada y salida del mismo.

Tabla 3.1. Parametros determinados en cada etapa del estudio.

ETAPA PARAMETROS

. pH
. Soélidos totales, fijos y volatiles
. Conductividad

|- Caracterizacion de vinazas . DQO
. DBO
. Biodegradabilidad anaerobia
. Metales (Na, K, Cay Mg)

. pH
o . Alcalinidad
Il- Caracterizacion de lodos
. Solidos suspendidos volatiles

. Actividad Metanogénica Especifica

. pH
. DQO
. Conductividad

Alimentacion al sistema
de tratamiento

Ill- Sistema de . pH
tratamiento anaerdbico . Conductividad
Salida del sistema de .
tratamiento : Alcalinidad

. Relacién a

. Cuantificacion del metano en biogas
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3.1.1. TOMA DE MUESTRAS

Para cada parametro se detallan: el fundamento del método utilizado, el
procedimiento analitico y la expresion de los resultados. Ademas en el
apéndice |, se encuentra informacion adicional de cada técnica (reactivos y

preparacion de soluciones, diluciones, etc).

Vinazas: este efluente sale del destilador a una temperatura cercana a los 100°
C, por lo tanto se recogieron en bidones de 5 | de plastico termorresistente, y
se transportaron al laboratorio en condiciones adecuadas para su analisis, que
en todos los casos ocurrid dentro de las 24 horas.

Lodos de lagunas: Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios para la
seleccion de los sitios de muestreo: 1) lagunas de sacrificio o de tratamiento
con efluentes de alta carga organica (vinaza); 2) mas de 2 afios de existencia
y/o funcionamiento y 3) actividad microbiana anaerdbica (presencia de burbujas
en la superficie). Las muestras se tomaron del fondo (1,5 a 2 m) de las lagunas
en, frascos plasticos de bocas anchas y trasladadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracién. Una vez en el laboratorio se conservaron en la
heladera a 4° C sin el agregado de conservantes, hasta su analisis.

Entrada y salida del sistema de tratamiento: Se tomaron, al momento de
analizarlos, 50 ml del efluente sin tratar (del recipiente de alimentacion) y
tratado (del toma muestra superior ubicado cerca de la salida del reactor).
Biogas: Se realizo con una bolsas tedlar (Figura 3. 1) de 11, en la salida de gas
del reactor. La bolsa se llen6 hasta un 80% de su capacidad. Una vez
capturado el biogas se cerré la valvula de la bolsa e inmediatamente se

analizé.

Figura 3.1 Bolsas tedlar para muestreo de gases
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3.1.2 pH

Para determinar el pH se utilizé el método potenciométrico.
Fundamento del método: La determinacion potenciométrica del pH es la
medicién de la actividad de los iones hidrogenos mediante el uso de un
electrodo patrén de hidrogeno y uno de referencia.
Equipos y materiales: Se utilizO un equipo multiparamétrico marca Hach
modelo Sension 156, que posee un electrodo combinado y un termémetro
incorporado para corregir la medicidn con la temperatura.
Procedimiento:
e Se colocan aproximadamente 20 ml de muestra en un vaso de
precipitado de 50 ml.
* Se coloca el vaso en un agitador magnético y se le introduce una barrita
magnética.
* Se enciende el agitador magnético
 Se enjuaga el electrodo, con agua destilada, se lo seca con papel
secante y se lo introduce en la muestra a analizar. Hasta que se
estabiliza la lectura.
La calibracion del equipo se realiz6 con las soluciones buffer comerciales de la
misma marca a pH 4, 7 y 10. Cuando no se usaba el electrodo permanecia en
una solucion de mantenimiento de KCI 4N.

Los valores de pH son adimensionales.

3.1.3 SOLIDOS TOTALES, FIJOS Y VOLATILES PARA MUEST RAS

LIQUIDAS
Los sélidos totales (ST) de una muestra corresponden a toda la materia que
gueda como residuo de evaporacion a 105°C. Para de terminar los ST, solidos
fijos (SF) y solidos volatiles (SV), se siguio el método 2540 E (APHA, 2005).
Fundamento del método: es un método gravimétrico que se basa en
determinar las diferencias de peso de las muestras después de desecarlas a
105°C para los ST y a 550°C para determinar los S F. Los SV se determinaron
por diferencia entre los ST y SF.

Equipos y materiales:
* Pipetas graduadas de 10 ml con pro-pipetas

» Crisoles de porcelana de 100 ml
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» Estufa eléctrica a 103-105°C

« Desecador con un desecante con indicador coloreado de humedad

(silica gel)
» Balanza analitica de precision 0,1 mg
* Mufla eléctrica a 550 £ 50°C

Procedimiento:

Se Homogeniza la muestra con una agitacion enérgica.

a) Se Toma la muestra con una pipeta 10 ml y se vierte en un crisol de

porcelana seco y tarado (Pq).

b) Se Lleva la muestra a estufa a 105C hasta peso constante (12 h

aproximadamente).

c) Se enfria en una desecadora y se pesa en balanza analitica (P>).

d) Se coloca el crisol con la muestra seca en una mufla a 550°C por 2 h.

e) Se deja enfriar en desecadora hasta peso constante y se pesa en

balanza analitica, (P3).
Expresion de resultados:

La concentracion de sélidos totales, fijos y volatiles se obtienen mediante las

siguientes expresiones:

st=Fh
v

sp=r"h
Y,

SV = ST - SF

Dénde:

ST: Sdlidos Totales (g/l), SF: Sdélidos Fijos (g/l) y SV: Sélidos Volatiles (g/l)

P1: Peso del crisol seco (g)

P,: Peso del crisol con la muestra, luego de secada en la estufa a 105°C (g)

P3: Peso del crisol con la muestra, luego de calcinada en mufla a 550°C (g)

V: volumen de muestra (l)

3.1.4 CONDUCTIVIDAD

Se utilizé el método 2510 B, para determinacion de conductividad de

soluciones acuosas (APHA, 2005).
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Fundamento del método: Cuando los iones son sometidos a la accion de un
campo eléctrico (por la aplicacién de una diferencia de potencial) se mueven,
en un sentido u otro, de acuerdo con su carga. En estas condiciones, se puede
considerar a la disolucion como un conductor electronico homogéneo que sigue
la Ley de Ohm. La conductividad eléctrica, determina la capacidad de una
solucion para conducir la electricidad y ésta es proporcional a la cantidad de
sales disueltas.
Equipos y materiales: Se utilizO un equipo multiparamétrico marca Hach
modelo Sension 156, con una sonda de conductividad de 4 polos, con un
termometro incorporado para corregir la medicion con la temperatura.
Procedimiento:
e Se colocan aproximadamente 20 ml de muestra en un vaso de
precipitado de 50 ml.
» Se coloca el vaso en un agitador magnético y se le introduce una barrita
magnética.
* Se enciende el agitador magnético
e« Se enjuaga el electrodo, con agua destilada, se lo seca con papel
secante y se lo introduce en la muestra a analizar. Hasta que se
estabiliza la lectura.

Expresion de resultados:

Los resultados son de lectura directa del equipo y estan expresados en mS/cm

3.1.5 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

Se utiliz6 el método colorimétrico de reflujo cerrado, 5220 D del Standar
Method (APHA, 2005).

La DQO es la medida del oxigeno equivalente a la materia organica que es
susceptible de ser oxidada por un oxidante quimico fuerte, en condiciones
especificas de tiempo y temperatura.

Fundamento del método: La técnica se fundamenta en oxidar la muestra
problema en una mezcla de acido sulfarico y un exceso conocido de dicromato
de potasio como agente oxidante, calentando por dos horas a una temperatura
de 150° C, el Cr*®, (anaranjado), se reduce por la materia organica a Cr*3,
(color verde). Este cambio de color, es proporcional a la cantidad de cromo
reducido y por ende a la cantidad de materia organica oxidada. La variacién de
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color se mide en términos de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm,
utilizando un espectrofotometro.
Para conocer la concentracion de la DQO en mgO./l que se corresponde con la
absorbancia leida, se debié trazar previamente una curva de calibracion,
utilizando una solucién patron de biftalato de potasio. La composicion de las
soluciones Yy la preparacién de la curva patron se encuentran en el apéndice I.
Equipos y Materiales
» Digestor eléctrico automatico para tubos de 25 mm de didmetro marca
Hach
* Tubos de digestion, de borosilicato con tapa rosca resistente al calor y
contratapa de teflon de 12 ml de capacidad y 25 mm de diametro.
* Pipetas automaticas de 100 a 1000 ply de 1 a 5 ml.
e Pipetas graduadas de 1, 5y 10 ml, con pro-pipetas.
» Espectrofotdbmetro marca Hach, modelo, DR 2800.
* Solucion digestora (A) y solucion catalitica (B), ver composicion en el
apeéendice I.
Procedimiento
Determinacion de la DQO
a) Se toma una cantidad adecuada de muestra homogenizada, para
preparar una dilucién tal, que la DQO esperada caiga dentro del rango
de lectura de la curva cargada en el espectrofotémetro.
b) Se agrega, por cada tubo de digestion, 1,5 ml de solucién digestora (A),
3,5 de solucidn catalitica (B) y 2,5 ml de muestra diluida.
c) Los tubos se cierran herméticamente y se los coloca en el digestor por
120 minutos a 150°C.
Expresion de resultados : los resultados se obtienen por lectura directa del
espectrofotometro en mgQO,/l. Para una correcta lectura de los ensayos

cada dato debe multiplicarse por la debida dilucion de la muestra

3.1.6 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO)

En este estudio, se utilizé el método respirométrico 5210 D (APHA, 2005). El
mismo consistid en incubar las muestras por cinco dias en condiciones

especificas con soluciones nutritivas e inoculo de microorganismos. Las
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soluciones utilizadas, asi como las interferencias del método y las diluciones

utilizadas se describen en el apéndice |

Fundamento del método: EIl método respirométrico provee la medida directa

del oxigeno consumido por los microorganismos de un ambiente saturado en

oxigeno, en un recipiente cerrado en condiciones de temperatura y agitacion

constantes.

Equipos y Materiales.

Equipo BODTrack® (marca Hach)
sellos (tapones)

botellas ambar de 500 ml
agitadores magnéticos

embudo

probetas de vidrio de 100 ml
vasos de precipitacion de 500 ml
pipetas de 10 ml

pipetas de 25 ml

Pro-pipetas

Grasa para sellar

Procedimiento

a)

b)

c)

d)

f)

En una probeta de 100 ml, se realizan diluciones apropiadas de la
muestra, como se indica en el Apéndice |, en la tabla 1.

Se agregan, en la misma probeta, las soluciones nutritivas para un
desarrollo 6ptimo de las bacterias de acuerdo a la tabla 2 del apéndice I.
Se agrega con una pipeta, la cantidad de inoculo necesaria segun la
tabla 1 del Apéndice I.

Las probetas se llevan a volumen con agua destilada.

Se Transfiere el contenido de la probeta en una botella Bodtrack. Se
Coloca el agitador magnético de 3,8 mm. Se engrasan los tapones de
hule y se los coloca sobre la boca de los frascos bodtrack.

Se colocar cuidadosamente LIOH en el espacio dentro del tapén de hule.
Si algo de Litio cayera dentro del frasco, se debe descartarlo y armar

uno nuevo.
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g) Se Ponen los frascos en el chasis del equipo Bodtrack, se conectan las
tuberias a cada una de las muestras y se cierran firmemente.

h) Se coloca el equipo dentro de la incubadora a 20 £1°C. Se enciende el
instrumento y se aseguran que todas las bandas agitadoras estén
girando.

i) Se configura el equipo para la lectura, segun el tiempo y la
concentracion esperada.

j) Se realizan lecturas cada 24 h dejando correr la prueba por 5 dias.

k) Los resultados de cada frasco se leen, en la pantalla del equipo, en el
canal correspondiente. De acuerdo a la dilucién realizada (tabla 1 del
apéndice |), el resultado se corrige de la siguiente manera:

DBO (mg0,/1l) = DBO(leida en el instrumento) X fator de dilucion

Luego

DBO (mg0,/) = A — [B. (ﬁ)]
SB
Donde:
A= DBO corregida de la muestra inoculada
B= DBO corregida del blanco de la muestra
SA= volumen del inoculo de la muestra
SB= volumen del inoculo del blanco

Expresion de resultados : Los resultados se expresan en mgO,/l.

3.1.7. DETERMINACION DE SODIO, POTASIO, CALCIO Y MA GNESIO

La determinacion de los metales (K, Na, Ca y Mg) en vinaza, se realiz6 por
espectrometria de absorcién atdbmica. Se utilizé una adaptacion del método de
llama directa aire/acetileno, 3111 B del Standar Methods (2005) (Protocolos
internos de analisis de laboratorio de metales EEAOC). Los ensayos se
realizaron en el laboratorio de metales, perteneciente a la seccién Quimica de
la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC)

Fundamento de la técnica : El método consiste en atomizar una muestra sobre
una llama. Los haces de luz emitidos por ésta, atraviesan un monocromador y
llegan al detector, que mide la cantidad de luz absorbida por el elemento
atomizado en la llama. La cantidad de energia a cierta longitud de onda,
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absorbida por la llama es proporcional a la concentracion del elemento en la
muestra.

Equipos y Materiales: Se utilizd un espectrometro de absorcion atémica
modelo AAnalyst 100 marca PerkinElmer y para la digestion de la muestra de
vinaza se utilizd6 un digestor de Microondas modelo MW3000 marca Anton-
Paar.

Procedimiento

Las muestras de vinaza fueron digeridas en medio acido nitrico con un
dispositivo microondas con control de presion y temperatura en cada vaso de
digestion.

Para la determinacion de los iones Calcio y Magnesio, se utiliz6 como
supresores de ionizacién en medio acido clorhidrico, KCI 0,5 % y Lantano 5 %.
Se utilizé una lampara de catodo de hueco con longitudes de onda A = 422,7
nm y A= 285,2 nm, para calcio y magnesio respectivamente.

Para el ion Na se utilizO como supresor de ionizaciébn, un medio acido
clorhidrico con, KCI 0,5 % y una lampara de catodo de hueco Na a una A=
589,0 nm

Para el potasio, se utiliz6 como supresor de ionizacién el Lantano 5%, y la
lectura se realiz6 a una longitud de onda de 766,5 nm.

3.1.8 BIODEGRADABILIDAD ANAEROBIA (BA)

El propésito de este ensayo es determinar la fraccion de DQO de un agua
residual que puede ser degradada anaerdbicamente. La determinacion de BA
se realizo de la forma explicada por Field et al., (1988).
Fundamento del método: La determinacion de la biodegradabilidad de un
sustrato permite estimar la fraccion de la DQO que puede ser transformada
potencialmente en metano y la DQO recalcitrante que queda en el efluente.
Para esto se pone en contacto el agua residual con lodo anaerobio, y se
monitorea la produccion de biogas.
Equipos y materiales

a) viales de 100 ml con boca para tapones de goma de 2 cm

b) tapones de goma de 2 cm de diametro

C) precintos metalicos para cerrar herméticamente los viales

d) selladora, para colocar los precintos metalicos
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f)
9)
h)

)
K)

centrifuga refrigerada de altas revoluciones

Termometro

Sensor de pH calibrado en el rango 4 — 7

Pipetas de 10 ml con pro-pipetas

Probetas de 50 ml

Incubadora a 35°C

Equipos y reactivos para determinacion de DQO (procedimiento
3.1.5)

Sistema de medicion de metano. Se utiliza una botella de 100 ml
invertida en donde el volumen de metano se mide por
desplazamiento de liquido. El sistema contiene una disolucion de
NaOH con una concentracion 40g/L. El biogas es recogido en el
sistema de medicion. El CO, contenido en el gas es absorbido en el
medio basico por formacion de carbonato, y solo el metano alcanza
el espacio libre del recipiente de medicion desplazando un volumen

equivalente de liquido.

Procedimiento

Preparacion del lodo (indculo de los viales):

a) Se Calcula el volumen de lodo a agregar a las botellas para tener una

b)

e)

concentracion de 3 gSSV/I de biomasa.

Se depositar el volumen de lodo calculado en tubos de centrifugacion y
se afora el volumen restante del tubo con agua destilada (si es que hay
volumen restante).

Se Centrifugan los tubos a 7.000 rpm por 15 minutos

Se descarta el sobrenadante de las muestras y vuelven a aforar los
tubos con agua destilada. Se Mezclan de modo que el pellet adherido
sea resuspendido.

Se centrifugan nuevamente las muestras y se repite el paso anterior una

vez mas

Preparacion de los viales:

a) En los viales enjuagados, se marca, con felpa indeleble, el nivel

correspondiente a un volumen de 100 ml de agua destilada en cada vial

de ensayo
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b) A cada vial se le aflade: 50 ml de agua destilada, las soluciones de
nutrientes como se indica en la tabla 3 del apéndice | y la solucién
reductora (tabla 5 del apéndice I).

c) Se ajusta el pH de la mezcla a 7-7,5, con HCI 1N

d) Se inoculan los viales con los lodos preparados (lavados vy
centrifugados).

e) Se coloca la cantidad de sustrato (vinaza) necesaria para, para alcanzar
una concentracion de DQO equivalente a 5 gO,/I dentro del vial.

f) Se aforan todos los viales a la marca de 100 ml

g) Se prepara un vial que contenga los lodos pero no el sustrato, para
hacer de blanco.

h) Se afiade 1 g NaHCOg3,/g de DQO dentro del vial, para evitar la
acidificacion por la produccion de acidos organicos.

1) Se llevan a volumen los viales con agua destilada.

j) Se homogenizay saca 5 ml de cada vial para determina la DQOjyicial.

k) Se tapany sellan los viales

l) Se ponen a incubar en un bafio a 35° C.

Monitoreo de botellas:

a) Se mide la produccion de metano en el tiempo por el desplazamiento de
la solucion de NaOH 40 g/l, la que tiene por objeto solubilizar el CO,
presente en el biogas.

b) A los 25 dias de incubacién se detiene el ensayo, se abren los viales
previa medicion del gas producido y se determina la DQOsn, de cada
vial.

Expresion de resultados
El porcentaje de biodegradabilidad anaerobia se calcula por medio de la
siguiente expresion:
%BA=100 EEl—MJ
DQOIniciaI
En donde:
DQO rinai: Concentracién de DQO en el viale de reaccion al final del ensayo.

DQO iciai: Concentracion inicial de DQO en el viale al inicio de la reaccion.
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3.1.9 DETERMINACION DE SOLIDOS SUSPENDIDOS

Se utilizé una adaptacion de la norma francesa T90-105-2 de la AFNOR
(AFNOR, 1997). La separacion de los sdlidos disueltos de un efluente se puede
lograr por dos métodos: por centrifugacion y lavados sucesivos o por filtracion.
El primer método se utiliza cuando la concentracion de solidos produce la
colmatacion de los filtros o cuando los solidos en suspension en la muestra son
particularmente elevados.
Fundamento del método: el método gravimétrico consiste en determinar la
masa de solido que fueron separados del efluente por centrifugacion. Los
sélidos suspendidos totales (SST) se determinan luego de eliminar la humedad
de la muestra por calentado en estufa a 105° C y los sélidos suspendidos fijos
(SSF) luego de eliminar la fraccién volatil por calcinacion a 550° C. Los solidos
suspendidos volatiles (SSV) se determinan por la diferencia de ambos.
Equipos y materiales

a) Crisoles de porcelana de 100 ml

b) Tubos plasticos de 50 ml para centrifuga de alta revoluciones

c) Probetas de 50 ml

d) Pipetas de 10 ml con pro-pipetas

e) Centrifuga refrigerada de alta revoluciones

Procedimiento

a) Se Lava un crisol de porcelana y se deja en la mufla por lo menos
2 h, luego se retira y deja enfriar en la desecadora. Se pesa en una balanza
analitica. Se repite el ciclo de secado, enfriado y pesado hasta peso constante.
Este sera el peso (P1) en gramos.

b) Se deposita dentro de un tubo de centrifuga 10 ml de muestra
homogénea de lodo mas 20 ml de agua destilada y se centrifuga por 15
minutos a 7000 rpm.

C) Se descarta el sobrenadante del tubo y se agrega agua destilada
hasta completar 30 ml y se vuelve a centrifugar. Se repite este paso una vez
mas.

d) Se retira el sobrenadante y se recupera todo el pellet resultante

colocandolo en un crisol de porcelana.
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e) Se colocar el crisol dentro de la estufa a 103-105C por 12 h o
hasta peso constante. Se retira de la estufa y se deja enfriar en desecadora. Se
Pesa en una balanza analitica y se chequea que el peso sea constante. Este
valor constituye el peso (P,) en gramos.

f) A continuacion, se coloca el crisol con la muestra seca en la
mufla a 550C por lo menos 2 h. Se deja Enfriar en desecadora y se pesa
chequeando peso constante (P3) en gramos.

Expresion de resultados

Los SST se calculan mediante la siguiente relacion:

_ (P1-P2
SST(g/l) = X
Tg/h) Vol.Muestre

1.000

En donde el volumen de la muestra es 10 ml.

Los SSF se calculan de la siguiente manera:
ssHg/1)=_P2=P9

Vol.Muestre
En donde el volumen de la muestra es 10 ml

1.000

Los SSV se obtienen de la diferencia entre los SST y SSF
SS\(g/1)=SST- SSF

3.1.10 ACTIVIDAD METANOGENICA ESPECIFICA (AME)

Para determinar la AME de los lodos estudiados, se utilizé la técnica propuesta
por Field et al (1988). La preparacion de soluciones, tablas y graficos estan en
el apéndice 1.

Este es un parametro de gran importancia a la hora de caracterizar un lodo
anaerobico, puesto que permite conocer la maxima capacidad de degradacion
de la poblacién metanogénica en condiciones optimas.

Fundamento del método : Consiste en incubar una cantidad conocida de lodos
anaerobicos en condiciones ambientales optimas utilizando acidos grasos
volatiles (AGV) como sustrato, de modo de poder establecer la cinética de
crecimiento de la poblacion metanogénica. La AME se calcula a partir de la
velocidad maxima de produccion de metano.

Equipos y materiales
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a) viales de 100 ml con boca de 2 cm

b) tapones de goma de 2 cm de diametro

c) precintos metalicos para cerrar herméticamente los viales
d) selladora, para colocar los precintos metalicos

e) centrifuga refrigerada de altas revoluciones

f) Termdmetro

g) Sensor de pH calibrado en el rango 4 — 7

h) Pipetas de 10 ml con-propipetas

i) Probetas de 50 ml

j) Incubadora a 35°C

k) Sistema de medicion de metano. Idem al de BA, item 3.1.8.

Procedimiento

Preparacion del lodo (in6culo):

a) Se calcula el volumen de lodo a agregar a las botellas para tener una
concentracion de 1,5 gSSV/I de biomasa.

b) Se deposita el volumen calculado de lodo en tubos de centrifugacion de
50 ml y se afora hasta alcanzar el volumen final del tubo con agua
destilada (si es que hay volumen restante).

c) Se centrifuga el lodo a 7.000 rpm por 15 minutos

d) Se descarta el sobrenadante de las muestras y se aforan los tubos con
agua destilada. Se mezclan de modo que el pellet adherido sea re-
suspendido.

e) Se centrifugan nuevamente las muestras y se repite el paso anterior una
vez mas

Preparacion de los viales:

a) En los viales enjuagados, se marca, con felpa indeleble, el nivel
correspondiente a un volumen de 100 ml de agua destilada en cada
viale de ensayo

b) Se afade, a cada viale 50 ml de agua destilada, las soluciones de
nutrientes como se indica en la tabla 3 del apéndice | y la solucién
reductora (tabla 5 del apéndice I).

c) Se ajusta el pH de la mezcla a 7-7,5, con HCI 1N.
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d)

f)

9)
h)

Se inoculan los viales con los lodos preparados (lavados vy
centrifugados).

Se colocan el sustrato (solucién de AGV), en la cantidad indicada en la
tabla 3 del apéndice I.

Se prepara un vial que contenga lodos pero no la solucion de AGV, para
hacer de blanco.

Se llevan los viales a volumen con agua destilada

Se tapan y sellan los viales

Se ponen a incubar los viales en un bafio a 35 °C

Monitoreo de los viales:

Se registra diariamente el volumen de metano producido hasta que se haya

consumido como minimo el 80% de los AGV, o hasta que se deje de generar

gas.

La actividad metanogénica especifica corresponde a la maxima pendiente de la

curva de produccién de metano vs. el tiempo en horas, en el ejemplo la maxima

pendiente es entre los puntos 2 a 4 (figura 1 del apéndice I). El calculo se lleva

a cabo de la siguiente manera.

DQO
AME=_ RE24 |0 QO¢y,
FCLV [BSV| gSSVd

Donde,

AME:

Actividad metanogénica especifica (gDQOcnH4/gSSV.d)

R: velocidad de produccion de metano, ml CH4/h (pendiente grafico CH,4 vs t)

FC: Factor de conversion, en ml CH4/g DQO.

V: Volumen efectivo de liquido en el digestor, I.

SSV:

Concentracion de lodo en el digestor, gSSVI/I.

24: Factor de Conversion, h/d.

3.1.11. ALCALINIDAD

Se utilizé el método por titulacion, 2320B del standar method (2005) que define

la alcalinidad como la capacidad de una solucion de neutralizar acidos. Dicha

capacidad se debe a la presencia de sustancias tampdn o amortiguadoras. El
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comportamiento de dichas sustancias puede variar ampliamente de acuerdo
con el pH de la disolucion (APHA, 2005).

Fundamento del método: consiste en agregar un &cido fuerte de
concentracion conocida a la solucion problema, hasta que llegue a un pH de
4,3 sefal que todas las bases han sido neutralizadas.

Equipos y Materiales

a) Bureta 25 ml

b) Pipeta aforada de 10 ml

c) Vaso precipitado

d) Medidor de pH

e) Agitador magnético y barras agitadoras

Procedimiento

f) Se colocan en un vaso de precipitado 10 ml de muestra homogenizada

g) Se coloca el vaso con muestra sobre el agitador magnético y se
introduce una barra magnética en la muestra a analizar

h) Se colocar el electrodo de pH (previamente calibrado) dentro del vaso
con la muestra.

1) Se registrar el pH inicial.

j) Se titula la muestra con acido sulfurico 0,1N hasta que todas las bases
se hayan neutralizado, cosa que ocurre cuando el pH llega a 4,3. Se
registra el volumen gastado.

Expresion de Resultados

El valor de alcalinidad total, esta dado por:

Viso, X Niso, X PM coeo, X 1000
V x N

muestra eq

alcalinidad = [MQcacos/l]

Donde:
Alcalinidad: expresada como mg CaCOg/I

Vhaso04: VOlumen en ml de H,SO4 gastado hasta llegar a pH 4,3
Vmuestra: VOlumen en ml de muestra

N H2s04: Normalidad del HoSO4

PMcacos: Peso Molecular del Carbonato de Calcio (100 g/mol)

Neg: NUMero de equivalentes del H,SO4 (2).
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3.1.12. RELACION a

Para determinar la relacion a, se utilizé el método descripto por Jenkins y
Sawyer . (1983) que consiste fundamentalmente en un método indirecta de
determinar el porcentaje de los AGV respecto a alcalinidad debida a los
bicarbonatos presentes en la solucion.
Fundamento del método: Establece que se deben determinar
separadamente las fracciones de las alcalinidades debidas al bicarbonato y a
los AGV. Para ello se procede a una titulacion con un acido fuerte desde el pH
inicial hasta un pH de 5,75 que corresponde a la alcalinidad aportada, en su
mayoria, por los bicarbonatos o alcalinidad parcial (AP) y a la determinacion de
la alcalinidad total (AT) a un punto final de pH 4,3; que representa la suma de
las alcalinidades debida a los bicarbonatos y a los AGV. La alcalinidad
intermedia (Al) viene dada por la diferencia entre la AT y la AP y es
aproximadamente la debida a los AGV.
Equipos y Materiales
a) Bureta 25 ml
b) Pipeta aforada de 10 ml con pro-pipeta
c) Vaso de precipitado
d) Medidor de pH
e) Agitador magnético y barras agitadoras
Procedimientos:
Se Coloca en un vaso de precipitado, 10 ml de muestra homogenizada.
Se titula con el H,SO,4, hasta pH 5,75. Se anota el volumen de acido
gastado.
Se Continda con la titulacion hasta llegar pH 4,3 y se anota el volumen
total de acido gastado
Expresion de Resultados

El valor de la razon a de alcalinidad esta dado por:

, Vs~V
razény = —">—*2

pH4.3

Donde
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Vphs.75-2.3 - volumen de H,SO,4 gastado entre pH 5.75 y pH 4.3
VpHaz :volumen de H,SO, gastado hasta llegar a pH 4.3

3.1.13. CUANTIFICACION DEL METANO EN EL BIOGAS

La cuantificacion del gas metano en el biogas, fue realizada por el laboratorio
de cromatografia perteneciente a la seccion Quimica de la Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres.

Fundamento del método: Consiste en hacer pasar el gas a través de una
columna que retrasa unos componentes mas que otros, separando las mezclas
en sus componentes individuales. Luego los gases son ionizados y separados
por su relacion carga/masa y finalmente detectados por un sistema adecuado.
Se utiliza para identificar componentes y medir sSus respectivas
concentraciones.

Equipos y Materiales: El analisis del biogas se realiz6 con un Cromatégrafo
Gaseoso de marca Shimadzu GC-2010 Plus, con detector TCD (Detector de
Conductividad Térmica).

Se utilizé una columna Carboxen 1006 PLOT (Fused Silica Capillary Column)
de 30 m de largo X 0,32 mm de diametro, marca Supelco.

Procedimiento: Se utilizé el método Supelco 459 para metano.

Caracteristicas del método.

Horno: temperatura inicial 35 °C (5 min.), 24 °C/min. hasta 225 °C.

Rampa de temperatura: 5 °C/min hasta 50 °C y se mantiene 2 minutos.

Tiempo de corrida: 15 minutos.

Detector: 150° C. modo de inyeccion split.

Volumen de inyeccion 1 ml

Gas Carrier: He 99.999% de pureza

Flujo de Helio en la corrida: 1,05 ml/min

Se utiliz6 como patrén gas de red, considerando que el mismo contiene de un

92 a 95 % de metano, y se cuantifico en forma porcentual.
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3.2 SISTEMA DE TRATAMIENTO DE VINAZA

3.2.1 DISENO Y MONTAJE DE EQUIPOS

En base a consultas bibliograficas (Metcalf y Eddy, 1998; Chernicharo, 2007)
se disefid y armo un reactor anaerobico de lecho empaquetado (RALE) de flujo
ascendente y con recirculacién externa. Los materiales utilizados para su

construccion, fueron elegidos en base a su disponibilidad y costos.

3.2.2 DESCRIPCION DEL RALE PILOTO EXPERIMENTAL

El sistema estaba conformado por un reactor cilindrico, con un volumen real de
17,7 1, relleno con un material plastico inerte (figura 3.2) de superficie rugosa
(flejes molidos) para aportaba una mayor relacion superficie/volumen, que
facilite la formacion de biopeliculas. El volumen ocupado por el relleno dentro
del reactor equivalia a 2.500 cm® determinado empiricamente, midiendo la
cantidad de liquido que entraba en el reactor con relleno.

El reactor se construy6 con un cafo de Polivinil-carbonato (PVC) cristal de 10
cm de diametro interno y 235 cm de largo (figura 3.3). Los 10 primeros
centimetros del reactor (desde el suelo) formaban la camara inferior o “falso
fondo”, donde se encontraba la entrada de liquido del reactor. (7,5 cm desde el
fondo) (Figura 3.4). El caudal de ingreso al reactor podia ser controlado con
una valvula bola.

El material de relleno estaba contenido dentro del tubo entre dos placas
cribadas. Una, ubicada a 10 cm de altura desde el fondo, hacia de soporte por
la parte inferior (figura 3.4) y la otra, ubicada en la parte superior a 205 cm de la
inferior, hacia de barrera de contencion del los sélidos dentro del reactor (figura
3. 5).

A lo largo del reactor, se colocaron 7 valvulas de muestreos (cada 30 cm). La
vélvula de salida estaba ubicada a los 226 cm de altura desde el fondo (figura
3.3).

El extremo superior del reactor estaba cerrado con una tapa de PVC sellada,
gue poseia un orificio en el medio por donde salia el gas producido en el
reactor. El gas producido era conducido por una manguera y venteado en el
exterior del laboratorio. En la figura 3.6, se muestra el reactor en distintas

etapas durante el armado.
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ol

Figura 3.2. Flejes molidos, utilizados como material de

relleno del RALE
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Figura 3.3 Foto del RALE acompafiado de un

esquema con sus dimensiones.
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“Falso Fondo”

Figura 3.4 Detalle de la parte inferior del RALE, en la foto se
muestran las vistas desde abajo (izqg.) y perfil (derecha) del reactor,
donde se observan la valvula de ingreso del liquido y la placa
cribada

Figuras 3.5 Detalle de la parte superior del RALE. En la foto
izquierda, puede verse la toma del sistema de recirculacién y
en la derecha se advierte la placa cribada superior por debajo
del sistema de recirculacion.
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Figura 3.6 Fotos de la secuencia de armado del RALE. 1. cafio de PVC cristal,
utilizado como cuerpo del reactor. 2: detalle de uno de los extremos del cafio de PVC.
3: el reactor relleno con fleje molido y 4: el reactor montado sobre la plataforma.

Alimentacion

El reactor se alimentd, a través de una bomba peristaltica, con vinaza colectada
de una de las destilerias de Tucuméan. El caudal de alimentacién se ajusto
segun la DQO, para obtener la velocidad de carga deseada.

La vinaza era inyectada al sistema por una conexion en “T” que se conectaba
con la manguera de recirculacion del RALE (figura 3.7).

La recirculacién del liquido del reactor, en una primera etapa (Inoculacién), se
llevé a cabo con una bomba periférica de 0,37 Kw de potencia y un caudal
maximo de 40 I/min. con una valvula colocada a la salida de ésta, que permitia

regular el caudal. Una vez finalizada la etapa de inoculacién, se reemplazo la
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bomba periférica por una bomba de diafragma, marca Dosivac, modelo 070 de

un caudal méaximo de 7 I/h.

Manguera de alimentacion

Manguera de recirculacion

Figura 3.7 Detalle de la conexion de
alimentacion al reactor

Sistema de Recirculacion de liquido

El sistema de recirculacion consistia en un embudo colocado a 10 cm del tope
superior (justo por debajo de la valvula de salida), (figura 3.5) que tomaba el
liguido por rebalse y lo conducia por una manguera, hacia la bomba de
recirculacion, que le daba impulso al fluido para ingresar nuevamente al reactor

y atravesar el lecho fijo.
Temperatura del sistema

El sistema no conté con control de temperatura. La temperatura ambiente se
obtuvo de los datos de la estacion meteoroldgica ubicada en los predios de la
EEACOC en las Talitas y fueron proporcionados por personal de la seccion
Agrometeorologia de la EEAOC. Las temperaturas del sistema, se midieron

con un termémetro de mercurio a la salida del reactor.
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3.3 CONSTANTE CINETICA DE DEGRADACION DE MATERIA OR GANICA

Para determinar la constate cinética de degradacion de la materia organica, en
el RALE, que se supone funciona como un modelo de “reactor tubular’” o “flujo
piston”, se utilizé el modelo cinético de primer orden, que es ampliamente
utilizado para describir tratamientos tanto de efluentes liquidos como de
desechos sdlidos (Alvarez et al., 1993; Borja y Banks, 1994).

La cinética de primer orden, se representa en la siguiente ecuacion:

s

i K. Se Q)

Rps =
Donde:

Rrs: Tasa volumétrica de remocion de sustrato (mgDQOr /1.d).

K: Constante cinética de primer orden (d™).

Se: concentracion de sustrato a la salida del reactor (mgDQO/I).

Utilizando la ecuacién (1) es posible determinar la constante cinética “K” como

se muestra a continuacion.

_ @ _ (So—Se).i __(So-Se).Q
T Sse 1 Se  VSe (2)
Doénde:

So: concentracion del influente al reactor (mgDQO/I)

T: tiempo de retencién hidraulico (d™)

V: volumen del reactor (l)

Q: caudal de alimentacion al reactor (I/d)

En la practica, la constante cinética “K”, se obtiene de la pendiente de la linea
que surge de la representacion grafica de Rgs vs. Se, utilizando los datos
experimentales obtenidos cuando se han alcanzado los distintos estados

estacionarios (Diamantis y Aivasidis, 2010).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. CARACTERIZACION DE LA VINAZA

Composicion fisico-quimica

Los parametros analizados fueron seleccionados por su importancia sanitaria,
ya que pueden impactar negativamente en el medio ambiente.

En las Tablas 4.1 y 4.2 se muestran los valores de los analisis de las vinazas
provenientes de seis destilerias de alcohol anexas a ingenios azucareros,
tomadas durante los meses de Junio y Septiembre de la zafra 2009. Al
momento del muestreo las destilerias visitadas utilizaban el sistema de

fermentacién en lotes y preparaban el mosto a partir de melaza y agua.

Tabla 4.1a- composicion fisico-quimica de vinazas obtenidas de destilerias de

Tucuman.

Sli Sli l
a0 | omos | S | i | s

% (p/v) (p/v) % (p/v)
s - 109852 53651 11,9 3,93 8,0
R 98869 39040 9,04 3,52 5,5
B a0 95897 49760 9,6 3,3 6,3
s s 109985 53600 11,3 4,17 7,1
B 99100 40800 11,1 4,27 6,8
N ss 89912 31500 13,7 4,82 8,9
5,2 100603 44725 11,1 4,00 7,1
| Desvst  [INGE! 7941 9016 1,7 0,55 1,2
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Tabla 4.1b- Andlisis de la composicion salina y la conductividad presente en las
vinazas obtenidas en destilerias de Tucuman.

Conductividad Potasio Sodio Calcio % Magnesio

27,5 1,49 0,120 0,2 0,058
25,4 1,39 0,054 0,22 0,058
24,1 1,21 0,058 0,16 0,053
27,0 1,44 0,065 0,24 0,061
28,7 1,42 0,076 0,26 0,064
| 6 | 27,5 1,82 0,180 0,25 0,088
26,7 1,46 0,092 0,22 0,064
17 0,2 0,049 0,04 0,012

Las caracteristicas de las vinazas analizadas mostraron: pH bajo, gran cantidad
de materia organica (determinada como DQO y DBO) y una alta conductividad
eléctrica.

Los resultados mostrados en las Tablas 4.1a y b coinciden con el analisis
realizado por Cardenas y Guzman (1982) y los publicados por Sifieriz (1988),
en los que caracterizan vinazas obtenidas de distintas destilerias tucumanas.
Ya que su composicion y concentracion depende de la materia prima, del
proceso de extraccion de azucar y de la fermentacion/destilacion, se puede
inferir que en esos 27 anos (de 1982 al 2009), hubieron pocos cambios en el
sistema productivo del etanol y en consecuencia, la calidad de la vinaza se
mantuvo en el tiempo. Otros trabajos consultados (Bautista-Zafiga et al, 1998;
Zhang et al, 2009), coinciden en resaltar a la materia organica, el pH y la
conductividad, como los parametros de mayor importancia sanitaria y ambiental
de las vinazas.

El bajo pH de las vinazas estudiadas (promedio 5,2+ 0,3) proviene de las
condiciones utilizadas durante la fermentacion. Esta condicion hace que, como
tal, las vinazas no puedan volcarse, a cursos de agua o en suelo, ya que segun
la Resolucién 030/2009 SEMA, se prohiben la disposicién, de los efluentes
cuyos pH sean mayores de 9,5 o menores de 6, en los medios anteriormente
citados. Por lo que el libre vuelco de vinaza sin un tratamiento que modifique
este parametro queda prohibido.

El valor del pH de la vinaza es suficiente para Inhibir e incluso matar la

poblacién de bacterias metanogénicas (Garcia et al 2000) presentes en el
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reactor. Dichos microorganismos necesitan valores de pH cercanos a la
neutralidad, presentando problemas graves si el potencial de hidrégeno en el
sistema baja de 6 o sube de 8,5 (Lay et. al, 1997). Para evitar estos
inconvenientes los sistemas anaerobicos poseen una gran capacidad buffer
natural, dada principalmente por la presencia de carbonato. Esta capacidad
amortiguadora le permite a los sistemas anaerdébicos mantener el pH cercano a
la neutralidad independientemente del pH del sustrato con que se alimenten,
siempre y cuando la cantidad de acido no supere la capacidad buffer del
sistema. El pH a la salida de un reactor en buen estado, es siempre mayor de
7, mejorando las condiciones del efluente a la salida del reactor con respecto a
la vinaza de alimentacion.

Basta muy poca materia organica para agotar el oxigeno disuelto en las aguas
superficiales ya que la relacibn molar entre ambas sustancias es muy proxima
a 1:1 (Vega de Kuyper, 2007). El contenido de materia organica disuelta, en las
vinazas analizadas medido como DQO y DBO, alcanzan valores promedios de
100.063 mgO.,/l y 44.725 mgO,/l respectivamente, que comparados con los
valores permitidos de vuelco por la Resolucion 30/2009 SEMA (200 mgO/I de
DQO y hasta 50 mgO.,/l de DBO para cuerpos de agua y 500 mgO,/l de DQO y
200 mgO0,/I de DBO para suelo), son extraordinariamente altos.

El vuelco deliberado de vinazas a los cursos de agua provocaria un
desequilibrio en los ecosistemas de los cuerpos receptores, ya que la
degradacion de la materia organica consumiria el oxigeno disuelto en el agua
eliminando la vida de seres superiores y modificaria su estado redox
produciendo cambios en el estado de oxidacion de las especies quimicas y la
microflora predominante.

El contenido de materia organica de los suelos cultivados con cafia de azucar
no se modifica con el agregado de hasta 1200 m’ha de vinaza cruda
(Scandaliari et al, 1987), pero su utilizacién para riego queda limitada por el tipo
de suelo, en particular por el contenido de potasio, que de por si es abundante
en los suelos tucumanos. La dosis recomendada por la Estacion experimental
Obispo Colombres para riego de cultivares de cafia es de 150 m*/ha/afio y
para recuperacion de suelos salinos sodicos se debe agregar una lamina de 10
mm de vinaza por hectarea e incorporar con rastra (Res. SEMA 040/2011 y
047/2011).
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Al analizar los valores de la conductividad eléctrica de las vinazas estudiadas,
se observo que existe una mayor correlacién con los sélidos fijos (r*= 0,7985)
en comparacion con los valores obtenidos de correlacion con solidos totales y
volatiles (= 0,6745 y r’= 0,5764, respectivamente). Por lo que se atribuyé a la
presencia de sales, los altos valores de conductividad de las vinazas. Al
estudiar la composicién de las cenizas, se observo la predominancia del ion
potasio, por sobre la de los otros iones estudiados (sodio, calcio y magnesio);
con una importante correlacion entre el K y los sélidos fijos (r’= 0,8904). Estos
resultados coinciden con los mostrados por Cardenas y Guzman (1982).

Como se menciono6 anteriormente, es el contenido de potasio lo que limita la
posibilidad de uso de la vinaza para riego, al menos en los suelos tucumanos,
sin embargo es la presencia de este ion el que le da a la vinaza potencial valor
como fertilizante potasico. Existe al menos una empresa en Argentina que
concentra vinaza y la venden como fertilizantes ricos en N y K.

Un método alternativo y mas completo consiste en someter a la vinaza a un
tratamiento anaerdbico con recuperacion de biogas y la concentracion del
efluente del reactor, para obtener un fertilizante con mayores contenidos de N
y K.

La presencia del ion potasio en el tratamiento anaerdbico tiene diferentes
efectos segun la concentracion y el tipo de microorganismo que se emplee.
Bajas concentraciones de este metal (menores a 400 mg/l) causan un aumento
en el rendimiento en los sistemas mesofilicos y termofilicos, mientras que
concentraciones mayores causan efectos inhibitorios que son mas
pronunciados en el rango termofilico (Chen et al., 2008). Estudios llevados a
cabo por Lopez et al. (2011) mostraron que concentraciones de potasio de 6 g/l
reducen a la mitad la actividad metanogénica para cultivos en lotes pero que no
afectaban la eficiencia en los reactores de operacion continua. Esto se debe
probablemente a la adaptacion de la biomasa a las condiciones adversas. La
presencia de Na*, Mg™", NH," y Ca'", mitigan la toxicidad del potasio por un
efecto conocido como antagonismo (Kugelman y McCarty, 1965; Campos
Pozuelo, 2001).

El calcio es esencial para el crecimiento de ciertas bacterias metanogénicas y
cumple un rol importante en la formacion de agregados microbianos (Thiele et

al., 1990). La adicibn de calcio puede tener un impacto positivo en los
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reactores, sobre todo en los que desea lograr la retencion de la biomasa. Se
reportaron beneficios en la granulacion de los lodos anaerdbicos para
concentraciones de entre 100 y 200 mg/l de Ca'", mientras que
concentraciones mayores a los 300 mg/l mostraron un detrimento de dicho
efecto (Hulshoff, P. et al., 1983). El ion calcio tiene un efecto inhibidor para las
bacterias metanogenicas recién a partir de 7000 mg/l (Jackson-Moss et al.,
1989). En las vinazas analizadas se detectaron valores de calcio entre 2000 y
2600 mg Ca*"/l, lo cual tendria un efecto positivo sobre la formaciéon de los

granulos y la adherencia de la biomasa al lecho inerte.

4.1.2 DETERMINACION DE LA BIODEGRADABILIDAD ANAEROB ICA

Habitualmente, para determinar la biodegradabilidad de un efluente se utiliza el
indice de biodegradabilidad (IB). Este parametro es un indicativo de la
composiciéon de la materia contaminante en las aguas residuales (Rigola
Lapeiia, 1989).

El IB esta determinado por la relacién entre DBOs/DQO, adoptando valores que
varian entre 0 y 1. Cuando la composicion del vertido es inorganica o no
biodegradable, el indice toma valores cercanos al cero y cuando el componente
mayoritario del efluente es organico o biodegradable, el valor se aproxima a 1.
Se determind el IB de las vinazas de las destilerias estudiadas y se obtuvo un
valor promedio de 0,44 + 0,06. Segun la escala del IB, las vinazas estudiadas
serian, medianamente biodegradables. Este parametro contempla la DBOs, un
ensayo que se lleva a cabo en condiciones aerobicas, por lo tanto nada dice de
la eficiencia que puedan tener los microorganismos anaerobios para degradar
la materia orgénica presente en la vinaza. Los indices aerdbicos no pueden dar
una medida segura de cuan degradable es un desecho por la via anaerobia
(Ponsa Salas; 2010). El ensayo de biodegradabilidad anaerdbica (BA), en
muchos aspectos, es un analogo anaerdbico del ensayo de DBOs. En ambos
se establecen condiciones estandarizadas para facilitar la comparacion relativa
entre los materiales que se estan evaluando. Al comparar la BA con la DBOs, 0
indirectamente con el IB, podemos establecer la conveniencia del tipo de
tratamiento a aplicar, anaerdbico o aerdbico (Tejerina et al., 2004).

La BA realizada a vinazas de tres destilerias elegidas al azar entre las

muestreadas para este trabajo, dieron un promedio 82,5+ 0,9 %
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Estos valores indican que la determinacion de BA es un parametro que refleja

en mejor medida la biodegradacién producida por las bacterias anaerébicas.

4.2 CARACTERIZACION, S’ELECCION Y ADAPTACION DE LODO S
PARA UTILIZAR COMO INOCULOS

4.2.1 SITIOS MUESTREADOS

Debido a la baja velocidad de crecimiento de las bacterias anaerébicas, es
conveniente utilizar un inéculo con buena actividad metanogénica, para
acelerar los tiempos del arranque. Generalmente este indculo proviene de otro
reactor anaerdbico, pero en lugares donde no se cuenta con éste tipo de
procesos en funcionamiento, se debe recurrir a una fuente de indculo
alternativa (Fajardo Ortiz, 1997).

Las fuentes naturales de in6culos pueden ser, los lodos de fosas sépticas,
estiércol de animales (vaca, cerdo), sedimentos de lagos, rios y lodos de
lagunas anaerdbicas (Field, 1986; Noyola 1994). En caso de contar con lodos
de baja actividad metanogénica es conveniente proporcionar un
acondicionamiento previo con el fin de activarlos.

Se realizd6 un relevamiento en busca de actividad metanogénica en los
sedimentos de lagunas de sacrificio de vinaza de distintas destilerias. Los sitios
de muestreo se eligieron segun las caracteristicas ambientales del lugar. Se
busco las zonas con profundidades mayores a 1m para asegurar la anoxia,
donde haya presencia de burbujas en la superficie, lo que indicaria actividad
microbiolégica, y donde el pH fuera cercano a la neutralidad.

Se eligieron como fuente de bacterias anaerobicas los siguientes lugares
(Figura 4.1):

* Laguna 1: laguna de sacrificio de vinaza de mas de 5 afios, ubicada a
unos 7 Km de distancia de la destileria. La vinaza es transportada por
un canal de tierra sin cobertura.

* Laguna 2: laguna de tratamiento de vinaza, conformada por piletas
donde se mezclaba la vinaza con bacterias provenientes de efluentes

liquidos domésticos (cloacales) de una ciudad cercana.
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Laguna 3: piletas de sacrificio, de no mas de dos afios de antigiiedad
ubicada a menos de 1 Km de la destileria, compuesta por 4 piletones
gue recibian la vinaza, conducida por cafierias.

Laguna 4: laguna de acumulacién de vinaza para su posterior uso en
riego, estaban ubicadas a unos 3 Km de la destileria y la vinaza era
conducida hasta alli por un canal de tierra sin cobertura, y tenia efluente

acumulado de al menos 4 afios. . (figuras 4.1).
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Figuras 4.1. Imagenes obtenidas de muestreo
de lodos. Laguna 1: (A-B) se observa el
burbujeo en la superficie de la laguna
producido por la actividad microbioldgica;
Laguna 2: C) Vista del canal de conduccion de
mezcla y D) parte de los piletones de la planta
de tratamiento; Laguna 3: (E-F) piletas de
sacrificio; Laguna 4: (G) Canal que conduce la
vinaza hasta laguna de almacenamiento.
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4.2.2. SELECCION DE LODOS PARA FUENTE DE INOCULO
En la tabla 4.2, se muestran los resultados de la caracterizacion de los lodos

obtenidos de los sedimentos de las lagunas muestreadas.

Tabla 4.2- Caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos de lagunas de tratamiento y
sacrificio de vinaza

Alcalinidad AME
(mgCOs7/l) (gDQO/ gSSV.d)

LAGUNAS Origen

Laguna de
7,98 27028 7,83 2481 32,60 0,088
sacrificio

Laguna de
6,59 2262 4,97 | 14,15 19,13 0,086
tratamiento

Laguna de
5,38 N.D. 34,93 24,00 58,93 N.D.
sacrificio

Laguna de
almacena_ 8,04 22910 325 194,71 127,21 0,027

miento

N.D.: No se detecta

Para evaluar la viabilidad de un sistema de tratamiento anaerdbico para el
tratamiento de un efluente, es preciso disponer de ciertos parametros basicos,
tanto del agua residual como del lodo a inocular. Los principales parametros a
considerar para caracterizar a un lodo anaerobio son, las concentraciones de
sélidos suspendidos volatiles (SSV) y la actividad metanogénica especifica
(AME) (Field et al., 1988). El pH y la alcalinidad ademas nos aportan
informacion acerca de las posibilidades de encontrar arqueas metanogénicas
sobre todo cuando se desconocen los origenes de los lodos.

Garcia et al. (2000) establecieron que los valores 6ptimo de pH, para que las
bacterias metanogénicas sobrevivan y se desarrollen, es de 6,0 a 8,0 y como
se puede observar en la tabla 4.2., la laguna 3 presentaba valores de pH por
debajo del rango que necesitan las bacterias metanogénicas para
desarrollarse. En la Figura 4.2., pueden observarse los perfiles de produccion
acumulada de metano correspondientes a los lodos de las lagunas 1, 2y 4. Los

lodos de las lagunas 1 y 4 presentaron al inicio, valores significativamente
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diferente (P< 0,05) con respecto a los obtenidos por los de la laguna 2. A partir
del dia 10, se observo que existen diferencias significativas entre los valores de
produccion de las lagunas 1 y 4; debido a que en el lodo 4, las bacterias
dejaron de producir metano. Recién a los 15 dias se observo incremento en la
produccion por los microorganismos de la laguna 2 con una pendiente de
produccion (AME) muy similar a lo correspondiente de la laguna 1 (Figura 4.3.),
los lodos de la laguna 2, presentaron una fase lag prolongada (Figura 4.2),
debido probablemente a que la concentracion de las especies metanogénicas
en el sedimento eran bajas.

No existen diferencias significativas (p>0,05) en los valores de AME de los
lodos 1y 2 y ambos son comparables a valores de AMEs de estiércol de vaca
y lodos domeésticos digeridos, estudiados anteriormente por otros autores como
fuentes de in6culos (Field et al., 1988; Huslhoff, 1989). Esto sugiere que los
sedimentos de las lagunas 1 y 2 tienen un buen potencial como in6culo de
reactores anaergbicos.

Es importante también tener en cuenta los valores de SSF, ya que aquellos que
superan el 70% de los SST, no serian apropiados para ser usados en reactores
de manto de lodos y flujo ascendentes (UASB), debido a la presencia de un
alto porcentaje de sélidos inertes, sin actividad metanogénica, que ocupan un
espacio fisico en el reactor (Sanchez Riera et al., 1985).

Por todo lo mencionado anteriormente, se decidié trabajar con los lodos de la

laguna 1 como inoculante del reactor.
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Figura 4.2 Curvas de Produccion de metano acumulado en el tiempo,
para determinacion de la Actividad Metanogenica Especifica, de los
lodos proveniente de distintas lagunas.
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Figura 4.3 comparacion de las AME obtenidas de los sedimentos de
las lagunas 1, 2, 3y 4.
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4.2.3. ACONDICIONAMIENTO DE LODOS PARA INOCULACION

Una vez seleccionado el lodo a utilizar, se extrajeron unos 20 | del mismo
(Figura 4.4.), de los cuales 10 | fueron cultivados a una temperatura controlada
de 30°C en un sistema de lote alimentado, por espa cio de 30 dias.

Se utilizé un reactor de mezcla completa (RMC) agitado mecanicamente, de 20
| de capacidad (Figura 4.5.), suplementado con macro y micronutrientes en
concentraciones indicadas en la Tabla 3 del apéndice | (solucion de macro y
micro nutrientes en las técnicas de AME y BA) y se alimentd con vinaza a una
velocidad de carga orgénica de 1,5 Kg DQO/m?.d.

Figura 4.4. Muestreo de lodos de la Laguna 1: A) Foto tomada durante el
muestreo de lodos. B) Aspecto de los sedimentos recogidos del fondo de la
“laguna 1"
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Figura 4.5. Distintas vistas del reactor de mezcla completa, utilizado como
sistema de acondicionamiento de lodos en el laboratorio. En la foto de la
izquierda, puede apreciarse la camara de incubacion para mantener la
temperatura a 30° C.

4.3 SISTEMA DE TRATAMIENTO DE LA VINAZA CON UN REAC TOR
ANAEROBIO DE LECHO EMPAQUETADO
El sistema de tratamiento de vinaza estd compuesto por un reactor anaerébico
de lecho empaquetado (RALE) con recirculacion (Figura 4.6.).
El periodo de operacion total en el RALE fue de 380 dias, el que se dividi6 en
cuatro etapas, cada una a una VCO fija y mayor a la de la etapa anterior, como
se muestran en la Tabla 4.3.
Fue de crucial importancia durante cada etapa controlar la relacion a, que
establece la proporcion de &cidos grasos volatiles (AGV), respecto de la
alcalinidad total del bicarbonato, ya que un valor alto de este pardmetro indica

una acidificacion inminente (Chernicharo, 2007).
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Salida de
Biogas
B % Recirculacién
7
Purga de /

Efluente Tratado / v

/ Recipiente con
Reactor de Vinaza
/ Lecho Empaquetado
/ |
4 Bomba de
\TJ Alimentacién
M 4
Entrada de Liquido }‘
Bomba de Recirculacién

Figura 4.6. Diagrama del sistema de tratamiento de vinaza con un reactor
anaeroébico de lecho empaquetado.

Recirculacién

El sistema se inoculd con los lodos previamente acondicionados, haciéndolos
recirculas a través del reactor por el periodo de una semana, utilizando una
bomba de alto caudal, para evitar que se tapone el lecho con los lodos.
Después de ese tiempo, se cambidé la bomba de recirculaciébn por una de
menos caudal, para respetar la relacion de recirculacibn recomendada por
Jhung y Choi (1995) de 500% del caudal influente, para evitar la “canalizacion”
y el taponamiento del lecho. A medida que se aumentdé el caudal de
alimentacion disminuyé la relacion de recirculacion, sin presentar problemas de
atascamiento. Las relaciones de recirculacion utilizadas fueron: 1/350 para la

etapa |, 1/224 para la etapa Il, 1/124 para la etapa Ill y 1/95 para la IV etapa.
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4.3.1 PUESTA EN MARCHA Y OPERACION DEL REACTOR DE
LECHO EMPAQUETADO

Inoculacion del RALE

Para lograr un adecuado funcionamiento de los sistemas anaerdbicos es,
indispensable generar las condiciones ambientales favorables para el
desarrollo y crecimiento de la biomasa microbiana.

En la etapa de inoculacion, se busc6 promover la produccion de biopeliculas
por parte del consorcio microbiano, de manera que se adhieran al material
inerte dentro del reactor con el fin de inmovilizar la biomasa. Este proceso es
fundamental para el futuro operativo del reactor.

La inoculacion propiamente dicha consistid en hacer circular a través del lecho
soporte, en sentido ascendente, los lodos floculentos, previamente cultivados
en las condiciones descritas anteriormente. Para completar el volumen del
sistema se agrego agua.

Se conectaron ambos reactores, el RMC y el RALE, para poder hacer circular
el lodo activado del primero a través del segundo. Para conseguirlo se utilizé
una bomba periférica de 7 I/min conectada a la salida del RMC, con la valvula
inferior de entrada al RALE (Figura 4.7).

El lodo comenzé a recircular a través del soporte de relleno del RALE, por un
periodo de 7 dias, en los que no se alimento el reactor. A partir del octavo dia,
se separ0 el recipiente del RMC del sistema, junto con la bomba de
recirculacion y se comenzo a alimentar con vinaza, dando inicio a la etapa de

arranque.
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Figura 4.7. Sistema de inoculacion de lodos en el RALE, en A) el reactor de
mezcla completa conteniendo lodos anaerobios es conectado al RALE; en B)
el lodo ya esté recirculando por el reactor.

Arranque y operacion del RALE

El arranque de un reactor anaerobio es el periodo de tiempo durante el cual la
biomasa anaerobia se adapta en cantidad y calidad a las caracteristicas del
agua residual. La duracion de la etapa de arranque dependera del tiempo que
se requiera para obtener una calidad constante del efluente y una masa de lodo
suficiente, que no varie cualitativamente en el tiempo. Generalmente se
identifica el final del arranque en lo que respecta a biomasa, con la aparicién
del fenémeno de granulacién y/o formacién de un floc, o biopeliculas estables
(Rodriguez J. A., 2003). Una vez que se comprob¢ visualmente la formacion de
biopeliculas en el lecho del reactor se comenz6 a alimentar con vinaza a una
VCO de 3 Kg DQO/m?>d.

Criterio de aumento de carga

Para definir el aumento de carga dentro del reactor se utilizaron como
indicadores de estabilidad, la relacién a y la remocion de DQO.
La relacion a. debia mantenerse en valores cercano al 6ptimo de 0,3 para

indicar una operacion estable (Chernicharo 2007), cuando los valores de «a
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superaban al oOptimo por 0,2 tantos o mas, se recirculd el reactor sin
alimentacion, hasta su estabilizacion.

En cuanto a la remocion de la DQO, se consideré estable el reactor, para el
aumento de la carga organica, cuando la eficiencia de remocién supero el 60%,
considerando siempre los resultados obtenidos, una vez alcanzado el estado
estacionario. Este valor se tomé de publicaciones anteriores (Rivera et al 2002;
Sifieriz, 1982), donde la eficiencia de remocion promedio de DQO reportadas
en RALEs era entre 60 y 75%. Es decir, recién se consideré aumentar la VCO,
cuando el porcentaje de eficiencia de remocion durante la fase estacionaria fue

igual o super6 al 60%.
Alimentacion continta del RALE. Parametro operacion al

La concentracion de la materia organica, en términos de DQO, de las vinazas
de alimentacidén no fue siempre constante, incluso con vinazas de una misma
destileria ya que, como se vio anteriormente, ésta varia de acuerdo al origen y
al proceso industrial. A pesar de ello, los valores promedios se mantuvieron
dentro de los mostrados en la tabla 4.1a.

Por lo tanto cada vez que se utilizé un lote nuevo de vinaza, se recalculo el
caudal de alimentacién de acuerdo a la DQO del lote en uso, para mantener la
VCO establecida en el proceso.

En la tabla 4.3, se muestran las velocidades de cargas utilizadas, el tiempo de
retencion hidraulico (t) (establecido como la relacién entre el volumen del rector
y el caudal de alimentacion) y el tiempo de duracion de cada etapa. A lo largo
de la operacion del RALE, se disminuyo6 el t, con el aumento del caudal de
alimentacion. El t mas alto fue de 33,3 dias y se lleg6 a trabajar con un t de 8,5
dias, presentando con éste ultimo, cierta dificultad en la recuperacién del
sistema y una baja sensible en la remocion de materia organica, que alcanzo el
minimo valor (53,8%). Segun Patel y Madamwar (2000) este efecto puede
deberse a la perdida de biomasa producida por las fuerzas de corte del flujo en
el reactor cuando se trabaja a t por debajo de los valores criticos.

El tiempo de duracién de cada etapa se manejo por los criterios de aumento de
cargas descritos arriba.
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Tabla 4.3. Pardmetros operacionales en el RALE durante su
funcionamiento

VvCO TRH A a
3 33,3 81

| (Arranque)

7

6 20 133
10 11 65
12 8,5 101

4.3.2 EVALUACION DEL FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE
TRATAMIETO DE VINAZA

Como variable de respuesta se utilizo la eficiencia del proceso, medido como
remocion de la DQO.
Las variables de control del sistema fueron, la alcalinidad, el pH y la relacion a,

para todos los niveles de carga aplicados.

4.3.2.1 ALCALINIDAD Y pH

El poder atemperante dentro del reactor es en gran parte debido a la
alcalinidad del bicarbonato, por lo que el monitoreo de este parametro se
vuelve fundamental para el buen funcionamiento del reactor. En un reactor
anaerobico se torna mas importante la medicion periddica de la alcalinidad que
del pH, ya que por tener una escala logaritmica, el pH, pequefios abatimientos
en este parametro, significan grandes cantidades de alcalinidad consumida,
gue disminuyen la capacidad tamponante del medio.

Los reactores anaerébicos se acidifican debido a sobrecargas y presencia de
toxicos, que producen un desbalance entre las poblaciones bacterianas que
realizan el proceso de acidogénesis y metanogénesis. Como consecuencia
podrian acumularse los AGVs, sobrepasar la capacidad buffer del sistema y
afectar el pH, lo que finalmente provocaria la acidificacion del reactor. La
medida del pH como parametro de control no permite adelantarse al evento de
acidificacion del sistema, pues su disminucién es la respuesta al agotamiento
de la alcalinidad. (Chernicharo, 2007)

En la Figura 4.8 se muestran las variaciones de la concentracion de la

alcalinidad y pH durante el funcionamiento del reactor. Los valores iniciales de
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alcalinidad estaban en el orden de los 4000 mg CO37/l, y fueron aumentando
linealmente a medida que transcurrian los dias.

La segunda etapa fue la que mostré mayor variabilidad en las mediciones de
alcalinidad, debido probablemente a que por falta de disponibilidad de vinaza,
durante los dias 166 y 173, se alimentdé con efluente de una fabrica de
levaduras, que tiene valores de DQO 50% menores a las que se detectan en
las vinazas, aunque con una conductividad similar. Los cambios en la
concentracion de alcalinidades no se debieron solo al cambio de sustrato, sino
también al cambio de condiciones como ser aumento del caudal de
alimentacion (y disminucion del t), para poder ajustar la VCO a la nueva DQO.
Cuando se empez0 a alimentar con vinaza nuevamente, se obtuvo un aumento
gradual de la alcalinidad desde 11500 hasta 13000 mg COs7/I. A partir de alli
el valor sigui6 aumentando a pesar del cambio de VCO a 10,8 KgDQO/m?3.d
(etapa Ill) donde se estabilizd en valores alrededor de 15500 mg COs7/l. En la
cuarta etapa, luego de una semana de funcionamiento a 12 kgDQO/m*.d de
VCO, la alcalinidad comenzé a disminuir hasta un minimo de 11000 mg COs7/I
en el dia 354. A partir de ese instante se not6 una recuperacion de la
alcalinidad hasta valores cercanos a los 17000 mgCOs/I. Estos valores rondan
los determinados por Lema et al. (1992), para los sistemas de tratamientos
anaerobios de aguas residuales; donde aseveran que se debe garantizar una
capacidad minima tampoén de 1,5 g/l para evitar posibles desestabilizaciones
por acumulacion de acidos organicos y disminucién del pH del sistema. Lo que
demuestra la fortaleza del sistema para conseguir por si solo las condiciones
de funcionamiento sin necesidad de agregados externos de bicarbonatos.
Incluso con cambio de sustrato, nunca el valor de alcalinidad fue menor de 8
agll.

Durante el periodo de funcionamiento, el pH en el reactor se mantuvo estable,
con un valor promedio fue de 7,95 + 0,49. Estas condiciones aseguraron el
buen funcionamiento de las arqueas metanogénicas En la Ultima etapa se nota
una tendencia a la disminucién del pH, este fendmeno se puede deber a que al
haber menor actividad metanogénica, reflejado en la disminucion de la
eficiencia de remocién, disminuye también el efecto alcalinizador de las
arqueas metanogénicas, que se conoce, son consumidoras de hidrogeno y de
los ines H3O™ (Patel y Madamwar, 2000).
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Figura 4.8 Monitoreo de los parametros de funcionamiento (alcalinidad total y
pH) del RALE, utilizando vinaza como sustrato.
Referencias: — Alcalinidad; — pH en el reactor

4.3.2.2 RELACION a

La relacion a se utiliza como indicador de la estabilidad por ser mas sensible
que la alcalinidad para el control del proceso (Caijas Ceron et al 2005). Ademas
de ser un indicador de estabilidad del reactor, permite determinar rapidamente
la acumulacion de AGV en el sistema. Facilitando la prediccion de un
desequilibrio entre las arqueas metanogénicas y el resto del consorcio
microbiano que pueden llevar a la acidificacion del reactor

Durante el funcionamiento del RALE la relacion a se mantuvo en un valor
promedio de 0,43 + 0,11 durante toda la operacion, lo que indica un proceso
estable, ya que la proporcion 6ptima de AGV/alcalinidad total debe ser del 30 %
(Chernicharo, 1997). Valores superiores indican la ocurrencia de disturbios en
el proceso de digestion anaerobia; sin embargo, dependiendo del agua
residual, es posible que la estabilidad del proceso ocurra para valores
diferentes a 0,3 siendo prudente la verificaciébn para cada caso en particular
(Foresti et al 1998).

La estabilidad del sistema en cuanto a las proporciones de AGV/alcalinidad,
quedan expresadas en los valores de relacion a, (Tabla 4.4) promediados de

las dltimas 15 mediciones de cada etapa, para asegurar las condiciones de
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estado estacionario (las mediciones se realizaron después haber transcurrido al

menos tres veces el 1).

Tabla 4.4 Valores promedios de relaciébn a, para cada etapa, en el estado
estacionario.

- Etapa | Etapa Etapa Il Etapa IV
Relacion a 0,39 0,31 0,35 0,51

Desviaciéon

. 0,07 0,03 0,11 0,07
estandar

Al final de cada etapa los valores de este parametro permiten inferir que,
durante la operacién, los AGV no se habrian acumulado como intermediario sin
ser degradados aun después de haberse duplicado la VCO, lo que demuestra
la robustez del sistema. El limite parece estar en la Ultima etapa, donde el valor
de relacion a, esta mas de 0,2 puntos por encima del valor éptimo.

Los altos valores de relacion a, alcanzados en la primera etapa, durante el
arranque del proceso (Tabla 4.4) indican que hubo una acumulacién de AGV
sin degradar. La explicacion a este hecho, radica en que durante la etapa de
arranque la carga organica, que entraba al reactor superaba la capacidad de
las bacterias metanogénica para degradarla, propiciando la acumulacion de los
metabolitos intermediarios (AGV). Luego con el pasar del tiempo y al aumentar
la biomasa metanogénica acetoclastica, la concentracion de AGV tiende a
disminuir y estabilizarse alcanzando el equilibrio dinamico del consorcio
microbiano
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Figura 4.9. Evolucidn de la relacién a y remocion de la DQO(%), durante el estado
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En la Figura 4.9, se muestra como varian la eficiencia de remocién de la
materia organica y la relacion a, en cada etapa, durante el estado estacionario.
Se observa que a valores menores de a, se produjeron mayores valores de
remocion de DQO. Esto se condice con los resultados presentados por Cajiras
Ceron et al (2005), que encontraron que los valores de la relacion a, influye en
las eficiencia de remocion de los reactores, indicando que la disminucion de la
alcalinidad debida al bicarbonato afecta de forma negativa al sistema

disminuyendo la remocién de la DQO.

4.3.2.3 EFICIENCIA DEL RALE A DISTINTAS VCO

En la Figura 4.10 se observa la variacion de la eficiencia de remocién del RALE
a las distintas VCO de funcionamiento.

La remocion de la materia organica expresada como porcentaje de DQO
abatida, comenz6 siendo muy elevada, cerca del 90% y fue disminuyendo con
el tiempo a medida que el reactor se alimentaba. Este fendmeno es atribuido a
la dilucién que sufre la vinaza cuando entra al sistema, por lo que se tuvieron

en cuenta las ultimas quince mediciones de cada etapa para el céalculo de la
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remocion, considerando que se habia alcanzado el estado estacionario, por
haber transcurrido un tiempo mayor (excepto la etapa I) a 3 veces el t
(Gonzalez y Valdés, 1994).

Se observé que los valores de remocion, tendieron a disminuir con el aumento
de la VCO (Figura 4.10), siendo los valores de remocion de 72,3 + 5,4; 75,2 +
9,9;61,6 +3,7y 53,8 £4,3 para las etapas I, Il lll y IV respectivamente.

Estos valores y tendencias coinciden con los encontrados en la bibliografia
(Beries et al., 1982; Dahab y Young, 1982; Garcia-Buendia y Fernandez, 1988),
donde trabajando con sistemas similares, informan valores entre el 60 y 80 %
de remocién, para variaciones de VCO entre 1 y 10 KgDQO/m?d, utilizando
liquidos residuales de destilerias.

El menor valor de remocién obtenido fue de 56,8 = 7,5% que correspondi6 a la
altima etapa (VCO= 12 KgDQO/m3.d). Si bien es un valor bajo es superior al
reportado por Rivera et al. (2002), de 42,4% para una VCO de 10,52
KgDQO/m?3.d., utilizando también vinaza de destileria de alcohol como sustrato.
El grafico de la figura 4.10, muestra como disminuye la eficiencia de remocion
con el aumento de VCO. La mayor eficiencia se obtuvo en la Il etapa, con una
VCO 6 KgDQO/m®.d, donde se alcanzé la remocién mas alta (75,2 + 9,9 %).
Valores mayores de VCO produjeron disminucion de la eficiencia de remocion.
La tercera etapa presentd una reduccion en la remocion del 18,8% con
respecto a la etapa Il y la cuarta etapa una disminucién del 28,5% sobre la

misma referencia.
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Figura 4.10. Analisis de la variacion de la remocion de la DQO% con
el aumento de la carga organica (VCO).

Esta disminucion de la eficiencia de remocion por debajo de los valores
admisibles, en la ultima etapa, se debieron con seguridad a la sobrecarga del
sistema, indicando que para las condiciones ensayadas se ha llegado al limite

de carga.

4.3.2.4 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA REMOCION
DE LA DQO

Si bien el RALE se encontraba dentro de un laboratorio, la temperatura del
mismo nunca fue controlada.

A pesar de ello la temperatura ambiente media durante el periodo de ensayo
fue de 20,3° C (dato proporcionado por la seccion meteorologia de la EEAOC)
y la temperatura media del reactor para el mismo periodo fue de 30,1° C.

La temperatura de funcionamiento del reactor estuvo dentro de las
consideradas como normales para los reactores de lecho fijo (Chernicharo,
2007), para una poblacion mesofilica; aunque por debajo de la 6ptima de 37° C
reportada por Patel y Madamwar, (2002). En la figura 4.11 se muestra la
variacion de la remocion de la DQO con la temperatura ambiente. El coeficiente
de correlacion entre la dos variables es de 0,12. Estableciendo que no existe

una dependencia de la remocion con respecto a la temperatura ambiente.
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4.3.2.5 OBTENCION DE LA CONSTANTE CINETICA DE
DEGRADACION DE LA MATERIA ORGANICA

La constante cinética de degradacion de materia organica “K” se determin6 con
los valores promedios de DQO a la entrada y salida al reactor, de las quince
Gltimas mediciones realizadas para cada etapa, de esta forma se asegurd
conseguir el estado estacionario para cada una de ellas. Los datos obtenidos
se muestran en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Valores utilizados para el calculo de la constante de degradacion “K”
RRS =]

So Se So-Se
(mgDQO/I) (mgDQO/l) | (mgDQO/I) [(So-Se)/r]
(mgDQO/I.d)

ETAPAS

120933+ 7044 33350+ 6479 87643 33 2629,3
145439+ 2821 42359+ 8184 103080 20 5154,0
107999+ 15098 40725+ 6617 67274 11 6054,7
115267+ 8816 49938+ 5006 65329 9 7665,2
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Figura 4.12. Tasa de remocion volumetrica de la materia organica (Rgs)
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De la figura 4.12 se calcul6 la pendiente de la recta obtenida al aplicar la
regresion lineal a los puntos marcados. El valor de dicha pendiente fue la

constante de degradacion de la materia organica; para este caso K= 7,257 d-1.

No se encontraron valores de constantes cinéticas de degradacion para RALES
funcionando con vinazas, en cambio existen otros que presentan mucha
variabilidad, por ejemplo los publicados por Borja y Banks (1994) que
presentaron valores entre 0,9 y 4,7 d-1 utlizando reactores de lecho
inmovilizado, alimentados con desechos de frutas acidificado como sustrato.
Diamantis y Aivasidis (2010), encontraron diferentes K, a diferentes
temperaturas (23, 21 y 19 d-1, para 37,30 y 25° C respectivamente), en un
mismo sistema UASB alimentado con efluentes de frutas pre-acidificados.

La constante K, esta estrechamente relacionada, tanto con el tipo de efluentes
(complejo, simple soluble o no), como con las condiciones operacionales
(concentracion de biomasa, pH, temperatura, etc) por lo que varia
sensiblemente para sistemas distintos (Diamantis y Aivasidis, 2010), por lo que
se pude decir que la K encontrada es aplicable al sistema ensayado en las

condiciones ensayadas.
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4.4 COMPOSICION DEL BIOGAS PRODUCIDO POR EL RALE

Debido a complicaciones con el sistema de medicion de caudales de biogas,
resulté imposible determinar el flujo de biogas producido durante el ensayo. No
obstante, se pudo obtener datos acerca de la composicion del biogés, por lo
menos durante la ultima etapa de funcionamiento.

Los resultados de los andlisis del biogas en la ultima etapa del ensayo,
mostraron un 39,21 + 2,6% de metano (tabla 4.5). Estos valores son menores a
los publicados por Prats en 1996, quien habla una proporcién de entre 40 y 50
% de metano en el biogas de residuos agropecuarios y a los 58 % publicados

por Sanchez Riera et al. (1985) para un biogas producido a partir de vinaza

Tabla 4.6 Composicién del biogas producido
durante la ultima etapa de funcionamiento del
RALE a una VCO de 12 kgDQO/m*d.

37,21

56,93

5,86

Si bien no se midié concentracion de H,S en el biogas, es de esperar que una
gran proporcién esté presente junto con la fraccion que en la tabla 4.5, se
denomind “otros gases”. La presencia de H,S, significa que hubo una alteracion
de las vias metabdlicas en el digestor anaerdbico debido a la competencia que
existe entre las bacterias metanogénicas y las sulfatoreductoras (Chernicharo,
2007) y de esa manera podria explicarse la baja proporcion de metano en el

biogas obtenido.
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5. CONCLUSIONES
5.1 CONCLUSIONES DEL TRABAJO

De los resultados detallados y discutidos en el capitulo anterior es posible
formular las siguientes conclusiones:

* La vinaza derivada del proceso de destilacion para la obtencion de
alcohol es un sustrato complejo que ha demostrado tener un indice de
biodegradabilidad anaerobica (BA), elevado y por consiguiente ser un
buen sustrato para la degradacion anaerébica

* Los lodos de lagunas de sacrificio de vinaza son una fuente efectiva de
in6culos para los reactores de alta carga organica. En especial para el
reactor de lecho empaquetado, por su alto contenido de solidos fijos.

» El reactor de lecho fijo resultdé ser una tecnologia apropiada para el
tratamiento de la vinaza, capaz de trabajar a altas velocidades de carga
organica, ser robusta para los cambios en las cargas organicas de
trabajo y poseer una gran capacidad buffer capaz, de soportar pH muy
bajos con la alimentacion sin necesidad de neutralizacién quimica.

» El sistema funciona con buena eficiencia de remocion, hasta por lo
menos, una velocidad de carga organica de 12 KgDQO/m3d en las
condiciones ensayadas y presenta una constante cinética de orden uno
de 7,257 d*

 Ademas es capaz de producir un biogas rico en metano que puede
almacenarse con fines energéticos dandole un valor agregado al
tratamiento.

5.2 RECOMENDACIONES

Durante la proyecciéon del trabajo se habian previsto, que el reactor contase
con un toma muestro lo suficientemente grande para poder extraer muestras
del relleno y asi poder cuantificar el crecimiento de la biomasa adherida al
soporte, dentro del reactor y con un caudalimetro de gas en linea, para poder
cuantificar el biogas producido durante su funcionamiento. Por diversos motivos
ni lo uno ni lo otro fueron posibles de realizar, por lo tanto quedan pendiente
como futuros trabajos de investigacion el estudio del crecimiento de la biomasa
dentro del reactor y la produccion volumétrica de biogas. Con ambos datos,
mas el de remocion de DQO, se podria proponer modelos matematicos para

predecir el funcionamiento del reactor a otras escalas.
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Otra linea de trabajo que podria surgir a partir de éste, es el estudio de la
influencia de las altas concentraciones de azufre en el sustrato y como afecta a
la competencia entre las bacterias metanogénicas y las sulfatoreductoras,a la

produccion de metano.
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7. APENDICE |

6.1 DETALLE DE METODOS ANALITICOS: COMPOSICION Y
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES, INTERFERENCIA DE LOS
METODOS

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

Interferencias del método: los tubos de digestion y tapas a utilizar deben ser
lavados antes del uso, en una solucion de H,SO,4 al 20%, de esta manera se
previene la contaminacién. Para muestras conteniendo cantidades
significativas de iones inorganicos (Fe, Sulfuro, magnesio, manganeso, etc.)
suponiendo que se oxidan estequiométricamente y conociendo su
concentracion inicial, se obtiene el valor de la DQO por medio de correcciones
(APHA, 2005).
Reactivos
* Solucién de digestién (A). Agregar 500 ml de agua destilada 4,913 g de
dicromato de potasio (K.Cr,0O7) previamente secado en estufa a 103°C
por 2 horas, 167 ml de acido sulfurico concentrado (H.SO,4) y 33,3 g de
sulfato de mercurio (II) (HgSO,). Disolver, enfriar a temperatura
ambiente y aforar a 1L.
* Solucion catalitica (B). Disolver 10,7 g de sulfato de plata (AgSO,4) en 1 L
de acido sulfarico concentrado. Dejar reposar por tres dias sin agitar o
hasta que se disuelva completamente el sulfato de plata.
» Standard de biftalato acido de potasio (KHP): (para la preparacion de la
curva de calibrado). Moler ligeramente y luego secar a 120° C el KHP
hasta pesada constante. Disolver 425 mg en agua destilada y diluir a 1
L. Esta solucién tiene un contenido teérico de DQO de 500 mg/L (ppm) y

es estable por 3 meses en refrigeracion.
d) Una vez finalizado el tiempo de digestion las muestras son enfriadas a

temperatura ambiente y leidas en el espectrofotometro Hach DR2800 a

una longitud de onda de 600 nm.
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e)

El espectrofotometro devuelve el resultado directamente en mgO,/l. ese
resultada debe ser multiplicado por la inversa de la diluciéon para obtener
el valor real de la DQO.

Cada ensayo se realizo por duplicado.

Preparacion de las soluciones patrén para la constr uccion de la curva de

calibrado:

a)

b)

d)

f)

Se pesan 425 mg de KHP y se llevan a volumen en un matraz de 500
ml. Esta solucion tiene una DQO tedrica de 1000 mgO-/I.

partir de la solucién patrén se preparan cinco diluciones en un rango
entre 0 y 1000 mgO2/l de DQO, es decir (200, 400, 600, 800 y 1000
mgO2/l).

En los tubos de digestion, se arman las mezclas de reaccion
agregando: 1,5 ml de solucion digestora, 3,5 de solucion catalitica 'y 2,5
de cada dilucién preparada en el punto anterior. Por cada dilucién se
preparan dos tubos de reaccion.

Ademas se prepara un tubo de digestion “blanco”, que posee 1,5 ml de
solucion de digestion, 3,5 ml de solucion catalitica y 2,5 ml de agua

destilada. Este tubo representa el 0 mgO0-/I.

Los tubos se cierran herméticamente y se los coloca en el digestor por
120 minutos a 150°C.

Una vez finalizado el tiempo de digestion las muestras son enfriadas a
temperatura ambiente y leidas en el espectrofotometro Hach DR2800 a
una longitud de onda de 600 nm; en el modo de edicion de “nueva
curva’. De este modo los datos quedan guardados y se le asigna un
nombre a los nuevos datos. Cada vez que se renueven los reactivos
(solucién de digestion y solucién catalitica), se debe cargar una nueva

curva patrén.
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DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO)

Interferencias : Existen numerosos factores que afectan la prueba de la DBO,
entre ellos la relaciébn de la materia organica soluble a la materia organica
suspendida, los sélidos sedimentables, los flotables, la presencia de hierro en
su forma oxidada o reducida, la presencia de compuestos azufrados y las
aguas no bien mezcladas. Al momento no existe una forma de corregir o
ajustar los efectos de estos factores.

DBO carbonacea contra nitrogenacea. La oxidacion de las formas reducidas
del nitrbgeno como amoniaco Yy nitrdgeno organico, mediada por los
microorganismos, ejercen una demanda nitrogenacea, que ha sido considerada
como una interferencia en la prueba; sin embargo, esta puede ser eliminada
con la adicion de inhibidores quimicos. Cuando se inhiba la demanda
nitrogenacea de oxigeno, reportar los resultados como demanda bioquimica de
oxigeno carbonacea (DBOCs); cuando no se inhiba, reportar los resultados
como DBO:s.

Requerimientos de dilucién. Si el agua de dilucion es de baja calidad, su DBO
aparecera como DBO de la muestra, efecto que serd amplificado por el factor
de dilucién, y el resultado tendra una desviacion positiva. EI método de analisis
debe incluir agua de dilucién de verificacion y agua de dilucibn como blanco
para establecer su calidad, mediante la medicidon del consumo de oxigeno con
una mezcla organica conocida, generalmente glucosa y acido glutamico. La
fuente del agua de dilucion puede ser: destilada a partir del agua de grifo, o
agua libre de sustancias organicas biodegradables o bioinhibitorias tales como
cloro o metales pesados. El agua destilada puede contener amoniaco o0
compuestos organicos volatiles; el agua desionizada también puede estar
contaminada con compuestos organicos solubles lixiviados del lecho de la
resina; el uso de destiladores con conductos o accesorios de cobre en las
lineas de agua destilada pueden producir agua con cantidades excesivas de

cobre, que actia como biocida (APHA, 2005).

Reactivos
1) Hidréxido de litio granular.
2) Buffer fosfatos. Disolver 207 g de KH,PO,, ajustar el pH a 7,2 con
21,75g de KOH 6 N, aforar a 1000 ml con agua destilada.
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3) Solucion cloruro de amonio 0,71 N. disolver 38.2g de NH4Cl, ajustar el
pH a7 21,7g de KOH 6N y aforar a 1000 ml con agua destilada.

4) Solucién de cloruro de calcio 0,25 N.

5) Solucion de sulfato de magnesio 0,41 N

6) Solucion de cloruro férrico 0,018 N

Tabla 1. Volumenes de muestra para el método estandar Hach

E; ;agaeﬂe T:I;nl]::tf: ‘_u’oflumen de | Volumenfinal Fa_mto!"de
img/L) iml) indculo iml) {ml) dilucidon
0a33 370 10a 35 420 1.14
Oa7y0 305 10a 35 355 1.16
0 a3s0 110 10 a 35 160 145
0avoo 45 10 a 35 895 2.1

Tabla 2. Volimenes de soluciones nutritivas.

Rango Buffer ) ) ) ; Litio
Volumen Amonio Calcio Hierro Magnesio

de DBO final (ml) Fosfato #3 (ml) #4 (ml) #6 (ml) #5 (ml) A
inal (m m m m m

(mg/l) #2 (ml) (9)

0-35 420 0,3 0,1 2 2 2 0,45

0-70 355 0,5 0,2 2 2 2 0,45

0-350 160 11 0,6 2 2 2 0,45

0-700 95 1,3 2,9 2 2 2 0,45

BIODEGRADABILIDAD ANAEROBIA
Reactivos
(@) Soluciones para el montaje de los ensayos de ac tividad
metanogénica. Las Cantidades indicadas para botellas de 100 ml, se

detallan en los siguientes cuadros (tablas 3, 4, 5).
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Tabla 3. Soluciones de macro y micronutrientes para lodos anaerobios

Concentracion  Cantidad

Solucion de NH,4CI 85 g/l 0,4 ml
Macronutrientes KH,PO,4 37 g/l 0,2 ml

CaCl,.2H,0 8 g/l 0,2 ml

MgS0,.4H,0 9 gl 0,2 ml
Solucién de FeCls.4H,0O 1000 mg/l 0,2 ml
elementos trazas CoCl,.6H,0 1000 mg/Il

MnCl.4H,0 250 mg/I

CuCl,.2H,0 15 mg/l

ZnCl, 25 mg/l

H3BO3 25 mg/l

(NH4)sM07024.4H,0 45 mg/l

Na,Se03.5H,0 50 mg/l

NiCl,.6H,0 35 mg/l

EDTA 500 mg/l

HCI 36% 0,5 mL/I

Resazurin (Indicador de 250 mg/I

oxigeno)
Tabla 4. Fuente de nitrogeno
Extracto de Levadura  -- 0,02 g
Tabla 5. Solucion reductora:
Solucion de Sulfuro Na,S.9H,0 -- 0,02g
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ACTIVIDAD METANOGENICA ESPECIFICA
Reactivos
(b) Soluciones para el montaje de los ensayos de ac tividad
metanogénica. Las Cantidades indicadas para los viales de 100 ml, se

detallan en las tablas 3, 4, 5 del apartado 3.5.7 y la tabla 6 a continuacion.

Tabla 6. Solucion de sustrato:

AGV 3,5-4,5 gDQOgucV/I 3ml

Esta solucion debe mantenerse refrigerada y no almacenarse por mas de un
mes.

Procedimiento
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Figura 1. Monitoreo de produccion acumulada de metano en el tiempo durante

el ensayo de Actividad Metanogénica.

Tabla 7. Factores de conversion para produccion de

metano

Temperatura (°C) CH4 Seco CH4 Humedo

20 376 385
25 382 394
30 388 405
37 395 418
40 401 433
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3.1.11. ALCALINIDAD
Interferencias: Jabones, materia aceitosa, solidos suspendidos o precipitados

pueden entorpecer y causar una lenta respuesta del electrodo de pH.

Reactivos
a) Solucion estandar de acido sulfurico 0,1 N. Disolver 2,66 mL de H,SO,
concentrado en 1 L de agua destilada

b) Agua destilada y desionizada.

3.1.12. RELACION a
Interferencias: Jabones, materia aceitosa, solidos suspendidos o precipitados

pueden entorpecer y causar una lenta respuesta del electrodo de pH.

Reactivos
a) Solucion estandar de acido sulfurico 0,1 N. Disolver 2,66 mL de H,SO,
concentrado en 1 L de agua destilada

b) Agua destilada y desionizada.
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