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Resumen

En el proceso de degradacion anaerobia de la materia orgénica la biodiversidad es muy
compleja, tanto, que se han reportado mas de 130 especies en un digestor anaerobio.
Debido a esto, es de interés establecer la identidad de los grupos fisiolégicos presentes en
el lodo utilizado en reactor anaerobio. En esta investigacion se determind la biomasa
bacteriana como expresion de los diferentes grupos fisiol6gicos presentes en el lodo
anaerobio, asi como su relacidon con el incremento de la DQO utilizando reactores por
carga y glucosa como unica fuente de carbono. Las concentraciones de sustrato utilizadas
fueron 1000, 2000 y 3000 mg/L de DQO, con un tiempo de retencién hidraulico (TRH) de
24 hr y a una temperatura de 37 °C; los parametros evaluados fueron DQO, alcalinidad,
pH, SSV y produccion de metano, mientras que la biomasa fue estimada mediante la
concentraciéon de proteinas. Los resultados muestran la existencia de una ecologia
microbiana extensa, disgregada en grupos fisiolégicos que, en conjunto, forman la
biomasa del lodo, la cual incrementa desde 492,53 hasta 560,2 pg/mL en la medida que
aumenta la DQO bajo unos parametros fisico-quimicos cuyos resultados muestran la
eficiencia del sistema anaerobio. Los resultados fueron homogéneos a lo largo del proceso
de degradacion anaerdbica mostrando que las variaciones de los parametros fisico-
gquimicos inherentes al mantenimiento del reactor anaerobio mesdéfilo, no influyeron en la

biodiversidad encontrada.
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Evaluation of the biomass in the sludge granular anaerobic in batch reactors
Abstract

In the process of anaerobic degradation of the organic matter the biodiversity is very

complex, so much that has been reported more than 130 species in a anaerobic digester,
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due to this it is of interest to establish the identity of the physiologic groups present in
the sludge used in anaerobic reactor. In this investigation the bacterial biomass was
determined as expression of the different physiologic groups presented in the anaerobic
sludge, as well as its relationship with the increment of the COD using batch reactors and
glucose like only source of carbon. The concentrations of used substrate were 1000, 2000
and 3000 mg/L of COD, with a hydraulic retention time (HRT) of 24 hr and a temperature
of 37°C; the evaluated parameters were COD, alkalinity, pH, VSS and methane
production, while the biomass was measurement by means of the concentration of
proteins. The results showed the existence of an extensive microbial ecology,
disintegrated in physiologic groups that on the whole form the biomass of the sludge that
is increased among 492.53 up 560.2 pg/mL in the measure that the COD increases some
parameters physical-chemical such as they showed the efficiency of the anaerobic system.
The results were homogeneous along the process of anaerobic degradation showing that
variations of the inherent physical-chemical parameters to the maintenance of the

mesophilic anaerobic reactor, no influenced in the found biodiversity.
Key words: Biomass, granulated sludge, batch reactor.
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Introduccion

Las investigaciones que se siguen a nivel mundial con el fin de optimizar el uso de
digestores anaerobios para degradar desechos orgénicos a gran escala, han revelado la
importancia de las interacciones metabdlicas para entender la microbiologia de la

digestiéon anaerobia [ 2, 4].

La evolucion del funcionamiento en los reactores anaerobios en términos de eficiencia
del proceso y su estabilizacién son monitoreados a través de la estimacién de remocién de
materia organica, la composicion del biogas producido, pH, alcalinidad y sdlidos
suspendidos totales y volatiles. Sin embargo, los estudios para la determinaciéon de la
biomasa en el lodo granular anaerobio son escasos [7], por lo cual el objetivo de este
trabajo consisti6 en determinar la biomasa del lodo granular, detectar los grupos
fisiolégicos mas frecuentes y establecer una relaciéon entre el incremento de la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y la produccion de la biomasa utilizando reactores por carga
(tipo batch) y glucosa como unica fuente de carbono, como un aporte a la interpretacién

de los fenémenos que ocurren durante la degradacién anaerobia de la materia organica.

Metodologia
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La metodologia utilizada consistié en el montaje de un reactor por carga a escala de
laboratorio, el cual fue inoculado con lodo granular mesdéfilo (37°C) proveniente de un
reactor UASB de una planta de tratamiento de aguas residuales de una industria cervecera
de la region. El arranque del reactor se inicié con la fase de aclimataciéon (1000 mg/L de
DQO) y posteriormente se incrementd la concentracion del sustrato a 2000 y 3000 mg/L
de DQO y tiempo de retencién hidraulico de 24 hr y una temperatura de operacion de 37
+ 1°C.

Los siguientes grupos fisiol6gicos bacterianos fueron detectados, de acuerdo con la
metodologia convencional: bacterias fermentadoras de glucosa (BF) [6]; bacterias nitrato
reductoras (BNR) [1, 6]; bacterias sulfato reductoras (BSR) [5] y microorganismos
metanogénicos (MM) [2]. La identificacion de los ¢géneros bacterianos mas frecuentes
dentro del reactor anaerobio, durante el proceso de degradacion de la materia orgéanica,
se realizd6 de acuerdo con Edward y Edwin [8] y Luengo [10]. El estudio de los
microorganismos no metanogénicos se realizé mediante la suspension de una muestra de

lodo anaerobio en buffer fosfato y utilizando tioglicolato de sodio como agente reductor.

Los parametros fisico-quimicos: demanda quimica de oxigeno (DQO), alcalinidad total,
pH, soélidos suspendidos volatiles (SSV), produccién de metano, fueron evaluados
siguiendo la metodologia referenciada en Estandar Métodos [1]. La biomasa es
representada como el contenido de proteina para estimar las poblaciones bacterianas
presentes en el lodo y fue determinada mediante el sonicado de un volumen de lodo,
segun la técnica modificada de Guiot et al. [9] y Quarmby y Forster [12]; luego se tomé 1
mL de lodo granular sonicado y se adicioné 4 mL de acido tricloroacético (6,28%). La
mezcla se centrifugd durante 30 min a 200 rpm. Con diferentes diluciones del precipitado
se determind la concentraciéon de proteinas de acuerdo con el método de Lowry, utilizando

albumina como patrén, tal como lo reportaron Brito et al. [3], Guiot et al. [9], Mizuno et

al. [11], Quarmby y Forster [12].

Se aplicd el método estadistico de correlacion de Pearson, incorporado en Excel —
Microsoft XP, basados en los datos de las muestras, las cuales fueron realizadas por

triplicados.
Resultados y Discusién

La caracterizacion del lodo granular anaerobio mostré la existencia de una ecologia
bacteriana diversa, donde los grupos fisiolégicos no se encuentran en un mismo nivel,
desde el punto de vista de los potenciales de 6xido-reducciéon. La distribucién bacteriana

sugiere un orden de capas sucesivas, que van desde una superficial a la mas profunda
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donde se encuentran los anaerobios estrictos [12].

Los grupos fisiologicos detectados en el lodo anaerobio mesofilico: fermentadores de
glucosa, nitratoreductores, sulfatoreductores y metandgenos, se relacionaron con la
producciéon de biomasa y concentraciones de glucosa (mg/L de DQO) en los reactores
anaerobios. En la FIG. 1, se muestra la distribucién porcentual de los principales grupos
fisiolégicos presentes en el lodo granular anaerobio, se observa que el mayor porcentaje
se obtuvo para las bacterias nitrato reductoras, alcanzando un 43%, probablemente
debido a que el nitr6geno suministrado a los reactores fue reducido desasimilativamente
al nitrégeno y Oxido nitroso, una vez consumidos los niveles de amoniaco, la via
asimilativa es activada generando el crecimiento microbiano de este grupo como lo

reporté Brock y Madigan [4].

BF
2, BMR
434
BSR
14% M

14%
BMR: Bacterias Miran Reducioras. MM: Micoomanizmos Metandganas.
BER: Baclenas Sulato Reducioras. BF: Bacenas Fermenadoras.
Figura 1. Representaciin porcentual de los grupos Cisickigicos
micrehianos durante la degradacion anserobia.

Con el medio de cultivo utilizado para la identificacion de las bacterias sulfato reductoras
[5], la reaccién indicadora fue la formacién de sulfuro de hierro, que mostré la presencia
de bacterias capaces de producir sulfuro de hidrégeno usando sulfato como aceptor final
de electrones y lactato de sodio como fuente de carbono, el porcentaje de distribucién
para este grupo bacteriano representdé el 14%. La autofluorescencia verde azulada revel6
un crecimiento de microorganismos metanogénicos y, a través de la microscopia de
fluorescencia, sarcinas como el tipo morfolégico particular predominante. La prueba
definitiva la constituyé un andlisis de cromatografia de gases para la cuantificacion del
metano generado, el cual se alcanzdé un 2%. El porcentaje de distribucién para este grupo
de bacterias fue de 14%; mientras que para las bacterias fermentadoras de glucosa, el

porcentaje de distribuciéon constituy6 el 29%.

Al aumentar la concentracién del sustrato, de 1000 a 3000 mg/L de DQO, se favorecio el
crecimiento de los microorganismos en el lodo granular anaerobio, aumentando los niveles

de biomasa, desde 492,53 hasta 560,25 pg/mL, conduciendo al incremento de la
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remocion de la materia organica aplicada (65,7% — 85,3%) como puede apreciarse en la
Tabla 1.

Por otro lado, la identificacion de Ilas cepas morfolégicamente diferentes vy
correspondientes a los grupos fisiolégicos fermentadores de glucosa y reductores de
nitrato mostro6, que los ggneros con mayor frecuencia en estos sistemas de degradacion

anaerobia fueron Stafilococcus sp., Klebsiella sp. y Clostridium sp, asi como la especie

Escherichia coli.

Tabla 1. Relacion entre laremocidn de la materia orgini-
ca ¥ la biomasa producida durante la degrada-
citn anaerobia de la glucosa,

DO (mg /L) Femocion de materin. Biomasa (ug ‘mL}
orgdmcs (%)

1K) 05,7 49253
2000 A 540,20
LI g5 o125

El control de algunos parametros fisicoquimicos permitié el buen funcionamiento del
bioreactor, la alcalinidad total se mantuvo entre 1900 y 3000 mgCaCO3/L, favorecida por
la adicién del bicarbonato de sodio. EI comportamiento del pH durante el tiempo de
experimentacion puede ser observado en la Tabla 2, en estos ecosistemas el pH puede o
no estimular las relaciones de competencia entre los microorganismos metanogeénicos y

bacterias sulfatoreductoras, las cuales son esenciales para mantener la eficiencia del
reactor [4].

Tabla 2. Comportamiento de los parimetros operaciona.
les evaluados durante la degradacion anaerobia
de la glucosa.

DOO (mgL) pH Alcalinidad total - S5V (mg/L)
[meCaCO 41
1101 T4-76 1100 - 1250 ol
20 6370 1800 — 2300 EE-110
RN hU-T72 2300 = 3100 Al 150

La produccion obtenida de metano durante la degradacion anaerobia de la glucosa varié
en funcién de las concentraciones de este sustrato aplicadas al sistema de reactores, las

cuales fueron 1000, 2000 y 3000 mg/L de DQO, como se aprecia en la FIG. 2.
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Figura 2. Prodluccion de metano durante la degradacion anne-

robin de la glueosa,

Durante la fase inicial de la digestiéon se aplicé una concentracién de 1000 mg/L durante
un tiempo de cuatro dias, este periodo corresponde a la etapa de aclimatacién o de
arranque, en la cual los microorganismos presentes en el lodo anaerobio comienzan su
adaptacion a las condiciones de disefio del sistema de reactores [B]; se observdé una
producciéon de metano que se incrementd con respecto al tiempo, desde 58 hasta 82%.
Esta etapa es considerada por diversos autores [3, 9] de importancia para el
mantenimiento de la estabilidad de los procesos anaerobios utilizados como una
herramienta en el tratamiento bioldgico de las aguas residuales. Los valores registrados
indican un rapido aprovechamiento del sustrato (glucosa) por parte de los

microorganismos.

Con la aplicacién de 2000 mg/L de glucosa, se observd una disminucién en la produccién
de metano, derivada del ajuste que requieren los microorganismos ante una concentracién
de sustrato mas elevada, este hecho ocurre cominmente en los reactores anaerobios por
carga debido probablemente a que con el aumento de la concentracidon de la glucosa se
requiere una cantidad mayor de enzimas para la degradacién anaerobia. Asi mismo, se
observé un valor maximo de produccién de metano (98%) en el da 11 y luego una
tendencia a la estabilizacion del sistema, con valores de 82 a 78% de metano.
Posteriormente, se aplic6 una concentraciéon de 3000 mg/L de glucosa observandose una
tendencia similar a la ocurrida con la concentraciéon de 2000 mg/L, alcanzando valores de
61- 65% para los dias 18 a 21, posteriormente se observé un incremento en la produccién
de metano méaxima de 78%, con una estabilizacién de 72% al final de la experimentacion,
registrandose asi una alta eficiencia del proceso de degradacién anaerobia puesto que los
valores elevados del metano producido indican la alta degradabilidad del sustrato aplicado

al sistema de reactores anaerobios por carga.

Los soélidos suspendidos volatiles (SSV) se registraron entre 54 - 60 mg/L para la
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concentracion de 1000 mg/L de DQO, mientras que para 2000 mg/L de DQO, se
reportaron entre 58 y 110 mg/L y con 3000 mg/L se obtuvieron concentraciones de 60 -
150 mg/L, como se observa en la Tabla 2. Estos resultados indican en forma indirecta que
la biomasa permanece dentro de los reactores como lo refieren Brito et al. [3], Dwayne et
al. [7] y Quarmby et al. [12] resaltando que el lodo granular arroja valores bajos de SSV
debido a la arquitectura granular con la cual se asegura un mayor tiempo de contacto

entre los microorganismos y el sustrato.

De acuerdo con los resultados obtenidos con la correlacion de Pearson y presentados en
la Tabla 3, todos los parametros evaluados tienen una correlacién positiva alta con la
concentracion de glucosa aplicada al sistema, esto se explica por cuanto a mayor
concentracion de sustrato ocurren cambios en el pH y alcalinidad para lograr el control y
estabilizacion del sistema anaerobio y mantener un buen rendimiento del proceso de
degradacion anaerobia lo cual conduce a niveles elevados de metano (%), remocion de
DQO (%) y biomasa (ug/mL).

Tabla 3. Resultadosdelacorrelacion de Pearson sobre los parametros evaluados durante la degradacion anaerobia de la

glucosa,
Parametros a eorrelacionar Melano Remaocion de DO pH 55V Biomasa Adezlinidul
Lozl
Concentracion de gluooss (L9755 (9230 (L966( L5001 Q972 [T

Conclusiones

Los registros de biomasa reportados en esta investigacion, indican la eficiencia del
sistema anaeroébico de acuerdo con los porcentajes alcanzados en la remocion de la
materia organica en base a glucosa, observandose los grupos fisiolégicos tipicos del lodo
granular anaerobio, las bacterias fermentadoras de glucosa, nitrato reductoras,
sulfatoreductoras y microorganismos metanogénicos. La sucesiéon de algin grupo
fisiolégico en particular no siguié un patrén atribuible a las variaciones fisicoquimicas
mantenidas dentro de los rangos de estabilidad para el proceso de la degradacién

anaeroébica, usando glucosa como Unica fuente de carbono.
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