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RESUMEN

Efluentes de diversas industrias, como las procesadoras de productos marinos contienen
altos niveles de materia carbonada y nitrégeno. Una alternativa de tratamiento es
combinar la digestion anaerobia y el proceso de reduccion de nitrato en un solo reactor.
El objetivo de este trabajo fue estudiar los procesos simultaneos de metanogénesis y
desnitrificaciéon en un reactor de lecho expandido de lodos anaerobios granulares
(EGSB). Las pruebas en lote se realizaron para conocer las actividades metanogénicas y
desnitrificantes de los lodos anaerobios, para lo cual se utilizaron botellas serologicas de
120 mL adicionadas con 2 g/L. de biomasa a una temperatura de incubacioén de 30 °C.
Posteriormente los estudios en continuo se llevaron a cabo en un reactor de 3 L con un
flujo de alimentacion de 3 L/d, velocidades ascensionales de 3 a 7 m/h y temperatura de
30 °C. Se estudiaron diferentes relaciones C/N en sistemas en lote y en continuo, donde
se mantuvo constante la fuente de carbono y se vario el nitrogeno. Los ensayos en lote
demostraron la degradacion simultanea de la materia carbonada y de nitrégeno, con
actividades de 0.21 gDQO-CH4/gSSV-d y 0.33 gNO3/gSSV-d respectivamente. Ademas
se obtuvo una concentracion inhibitoria de la actividad metanogénica de 0.75 gNOs7/L.
En los estudios en continuo la remocion de la materia carbonada se mantuvo por arriba
del 90 %, durante los 177 dias del experimento. Para el caso del nitrogeno, la remocion
fue superior al 90 %, cuando el carbono se mantuvo en concentraciones superiores a la
estequiométrica (C/N>1), mientras que, en la relacion C/N de 1, la eliminacién de nitrato
fue del 60 %, causando la acumulacién de nitrito. Por otro lado, el aumento en la
concentracion de nitrato caus6 un cambio en la distribucion de la biomasa, provocando
una disminucion de tamafio de los granulos anaerobios. En conclusion, las altas
remociones de nitrato y materia carbonada obtenidas en este estudio demuestran la
factibilidad de utilizar reactores de alta tasa (EGSB) para el tratamiento de aguas

residuales como las de industrias pesqueras.



ABSTRACT

Effluents of industries such as seafood processing contain high levels of nitrogen and
organic matter. An alternative for the wastewater treatment is to combine the anaerobic
digestion and the nitrate reduction process in a single reactor. The aim of this work was
to study the simultaneous methanogenesis and denitrification in an expanded granular
sludge bed reactor (EGSB). First, batch tests were carried out to obtain methanogenic
and denitrifying activities by using serological bottles of 120 mL added with 2 g/L of
biomass and an incubation temperature of 30 °© C. During the continuous studies, a 3 L
reactor was used with a feed flow of 3 L/d, upflow velocities from 3 to 7 m/h and
temperature of 30 °C. Different C/N ratios were studied in batch and continuous
systems, by keeping a constant carbon source. Batch tests demonstrated the
simultaneous degradation of the organic matter and nitrogen, with activities of 0.21
gDQO-CH4/gSSV-d and 0.33 gNO3/gSSV-d respectively. Besides, the methanogenic
activity presented an inhibitory concentration of 0.75 gNO37/L. In the continuous studies
the removal of organic matter remained above 90% throughout the 177 days of the
experiment. Nitrogen removals were over 90%, when C/N ratios were greater than the
stoichiometric (C/N>1), whereas in the ratio C/N=1 nitrogen removal was 60%, causing
the accumulation of nitrite. On the other hand, the increase of nitrate concentration
changed the biomass distribution, which caused a decrease in the size of the anaerobic
granules. In conclusion, the high nitrate and organic matter removals obtained in this
study demonstrate the feasibility of using high rate reactors (EGSB) for fisheries

wastewater treatment.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

El contaminante inorganico mas comun identificado en agua es el nitrégeno, por lo que
parte importante llega a los diferentes cuerpos de agua en forma de amonio, nitrato y
nitrito, debido al aumento en las actividades agricolas e industriales, creando problemas
de toxicidad para los organismos acuaticos, ademas de cambios ambientales y problemas

de salud (Cervantes, 2000).

Existen diversas industrias como la de explosivos, fertilizantes, celofan y produccion de
metales que desechan sus aguas con gran cantidad de este contaminante. En el
procesamiento de alimentos, especialmente las industrias pesqueras, sus aguas residuales
contienen altas concentraciones de nitrato como resultado de la digestion de las
proteinas. Efluentes que se tienen que tratar para cumplir con las normas actuales de
descarga de dicho pardmetro (NOM-001-SEMARNAT-1993) y asi eliminar toda
contaminacion que pueda ser nociva para los seres humanos, la flora y la fauna (Tugtas

y col., 2009).

Existen métodos fisicoquimicos y biolodgicos para la eliminacion de nitrégeno del agua.
Los primeros no resuelven el problema, ya que trasladan el contaminante de un ambiente
a otro. Los procesos bioldgicos, como la nitrificacion y la desnitrificacion, han
constituido la forma mas efectiva, sostenible y economicamente factible de eliminacién
de nitrogeno de las aguas, siempre y cuando exista suficiente cantidad de donadores de

electrones (materia carbonada) para la desnitrificacion bioldgica (Halling y col., 1993).

Al igual que el nitrégeno, la materia carbonada también se considera un contaminante, y
la forma més convencional de tratarla es por métodos biologicos. Existen diversos

tratamientos bioldgicos, pero el anaerobio es ampliamente utilizado en el tratamiento de



aguas residuales por ser menos costoso. El tratamiento anaerobio se caracteriza por la
produccion de biogdas, formado por metano y didxido de carbono y es susceptible de ser

utilizado como combustible para la generacion de energia (Tugtas y col., 2009).

Una alternativa para tratar los efluentes industriales con altos niveles de nitrato pero con
insuficiente cantidad de donadores de electrones para la desnitrificacion biologica, es
combinar la digestion anaerobia y el proceso de reduccion de nitrato (desnitrificacion)
en un solo reactor, esto resolveria el problema de la insuficiencia de donadores de
electrones y permitiria la conversion de materia carbonada a energia (Tugtas y col.,

2009).

Recientes investigaciones han demostrado que es posible mantener ambos procesos en
un solo reactor, principalmente en el reactor de lecho expandido de lodos anaerobios
granulares (EGSB), en el cual se puede remover la materia carbonada y el nitrato de
manera simultanea. Actualmente se estudido el tratamiento bioldgico de efluentes
generados en el aprovechamiento de los residuos de camaron y jaiba con un sistema
integrado aerobio/anaerobio, donde se observo el proceso simultdneo y ademas fue
posible reducir la cantidad de nitrato y materia organica (Plascencia, 2010) en un reactor
EGSB acoplado a un reactor nitrificante, sin embargo, no se ha estudiado a profundidad
el efecto de la composicion del influente de este tipo de procesos en un sélo reactor para

el tratamiento de aguas residuales con éstos contaminantes.

Por tal motivo, surgi6 la necesidad de investigar las condiciones Optimas de la relacion
carbono-nitréogeno (C/N) necesaria en el reactor EGSB para la remocion efectiva de
nitrato y materia carbonada. Con esto se podria reducir de manera significativa el
impacto ambiental negativo que tendrian estos efluentes al ser liberados sin un

tratamiento previo.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Estudiar los procesos simultaneos de metanogénesis y desnitrificacion en un reactor de

lecho expandido de lodos anaerobios granulares (EGSB).

1.2.2 Objetivos particulares

e Estudiar la cinética de la relacion carbono-nitrogeno (C/N) en las actividades

metanogénicas y desnitrificantes de los lodos anaerobios en ensayos por lote.

e Arrancar y aclimatar el reactor EGSB a condiciones metanogénicas.

e Evaluar la relacion C/N en el funcionamiento del reactor de lecho expandido de

lodos anaerobios granulares.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Métodos de Tratamiento de Aguas Residuales

Dependiendo de las caracteristicas del efluente y las regulaciones medioambientales se
pueden considerar tres fases de tratamiento de las aguas residuales. El tratamiento
primario involucra la separacion del material insoluble y los solidos suspendidos,
neutralizacion y estabilizacion de la temperatura a través de métodos fisicos o quimicos
0 una combinacion de ambos. La segunda fase, o el tratamiento secundario, involucran
los métodos mas complejos y normalmente requiere de tratamiento bioldgico para la
remocion de la materia orgdnica. El tratamiento terciario remueve compuestos

selectivamente para obtener un efluente relativamente limpio (River y col., 1998).

Para la seleccion de un método de tratamiento de aguas residuales se deben tomar en
cuenta las caracteristicas de los efluentes, como: tipo y concentracion de contaminantes,
caudal, variacion de caudal y condiciones climaticas. En la Tabla 1 se presentan algunos
métodos de tratamiento segin el contaminante. Esta informacién permite el disefio de la
estrategia de manejo de efluentes que puede involucrar una reduccidon en la carga de
contaminantes, reutilizacion de los desechos o escoger la mejor alternativa para tratar el

efluente.

Los tratamientos biologicos constituyen una serie de procesos importantes de
tratamiento que tienen en comun la utilizacidon de microorganismos (entre las que
destacan las bacterias) para llevar a cabo la eliminacion de componentes indeseables del
agua, aprovechando la actividad metabdlica de los mismos sobre esos componentes. La
aplicacion tradicional consiste en la eliminacion de materia organica biodegradable,
tanto soluble como coloidal, asi como la eliminacion de compuestos que contienen
elementos nutrientes (nitrogeno, foésforo). En la mayor parte de los casos, la materia
organica constituye la fuente de energia y de carbono que necesitan los microorganismos

para su crecimiento (Andalib y col., 2011).



Tabla 1. Métodos de tratamiento segun el contaminante en el agua residual.

Constituyente Sistema de tratamiento

Filtracion
. ) Flotacion
Solidos suspendidos ) )
Sedimentacion

Tamizado y dilaceracion

Proceso de lodos activados
] ) Lagunas
Compuestos organicos biodegradable . ) .
Sistemas fisico-quimicos

Procesos naturales

Arrastre por aire
Compuestos organicos volatiles Tratamiento de gases

Adsorcion con carbon activado

Cloracion
Patogenos Ozonizaciéon

Radiacion UV

Nitrificacion-Desnitrificacion

Arrastre de amoniaco

Nitrogeno o
Intercambio i6nico
Cloracién al punto de quiebre
Adicioén de sales metalicas
Remocion biologica de fosforo
Fésforo

Remocion bioquimica de fosforo

Coagulacion con cal sedimentacion

. . . Adsorcion en carbon
Materia organica refractaria o o
Ozonizacion terciaria

Precipitacion quimica
Metales pesados o
Intercambio i6nico

Fuente: Crites y Tchobanoglous, 2000.



Ademéds, también es necesaria la presencia de nutrientes, que contengan los elementos
esenciales para el crecimiento, especialmente los compuestos que contengan nitrégeno y

fosforo. Puede ser del tipo anaerdbico y aerdbico o una combinacion de ambos.

El tratamiento anaerobio es un proceso bioldgico ampliamente utilizado en el
tratamiento de aguas residuales. Cuando éstas tienen una alta carga orgéanica con
concentraciones superiores a 3 g/L, se presenta como unica alternativa frente al que seria
un costoso tratamiento aerobio, debido al suministro de oxigeno, el cual es proporcional
a la concentracion del efluente. El tratamiento anaerobio se caracteriza por la produccion
de biogas, formado fundamentalmente por metano (60-80%) y dioxido de carbono (40-
20%) y es susceptible de ser utilizado como combustible para la generacion de energia
térmica y/o eléctrica. Ademas, solo una pequefia parte de la materia organica tratada (5-
10%) se utiliza para formar nuevas bacterias frente al 50-70% de un proceso aerobio

(Cheremisinoft, 1996).

Los procesos anaerdbicos como la metanogénesis, desnitrificacion y la sulfato reduccion
que se utilizan principalmente para el tratamiento de los desechos orgéanicos de alta

carga, han recibido una atencion considerable en los ultimos diez afios (McCarty, 2001).

2.2 Digestion Anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso natural en el que una variedad de diferentes
especies a partir de dos reinos bioldgicos totalmente diferentes, bacterias y arqueas,
trabajan juntas para convertir los residuos organicos, a través de productos

intermediarios, a gas metano (McCarty, 2001).

Los consorcios de microorganismos involucrados en la conversion global de la materia
orgénica compleja a los compuestos de un solo carbono (CO»2, CH4), comienzan con las
bacterias que hidrolizan la materia orgénica compleja (carbohidratos, proteinas y grasas)

en monomeros simples, tales como carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos.



Los monémeros son luego utilizados por las bacterias fermentadoras que producen
acidos organicos e hidrogeno molecular como productos intermedios. Los acidos
organicos son entonces parcialmente oxidados por otras bacterias fermentadoras
productoras de hidrogeno adicional y acido acético que luego son utilizados por
metandgenos y convertidos en metano (Rittmann y McCarty, 2001). Este procedimiento
de degradacion se desarrolla en tres etapas y ocurre secuencialmente con la participacion
de 5 grupos bacterianos principales. Las etapas son las siguientes: 1) Hidrolisis y

acidogénesis, 2) Acetogénesis y 3) Metanogénesis (Figura 1).

En los procesos anaerobios el 90% de la energia contenida en la materia orgédnica
(medida como demanda quimica de oxigeno, DQO), es convertida en biogas y el 10%
restante es asimilado por las células. Desde el punto de vista bioquimico, la baja
produccion celular haria al proceso anaerobio poco eficiente; sin embargo, en la practica
esta caracteristica es una gran ventaja dado que se evita la necesidad de tratar
importantes volimenes de la biomasa generada antes de su disposicion final. En
ausencia de oxigeno disuelto, la presencia de nitratos o sulfatos en el agua residual a
tratar y las condiciones de operacion de los biorreactores son los principales factores que
determinan la ruta a seguir durante la degradacion de la materia orgdnica. No obstante,
la via més interesante es la metanogénesis, ya que se obtiene metano como subproducto

el cual puede ser utilizado como energético (Saval y Noyola, 1992).

2.2.1 Hidrdlisis y acidogénesis
En esta primera etapa se inicia el fenomeno de digestion anaerobia. Las bacterias
responsables de esta etapa pertenecen a diferentes grupos y pueden ser anaerobias
facultativas o estrictas. Las bacterias hidroliticas producen las enzimas que se encargan
de degradar los polimeros presentes en el agua residual (carbohidratos, proteinas y
lipidos) convirtiéndolos a compuestos de bajo peso molecular como azucares,

aminoacidos, alcoholes, 4cidos carboxilicos y compuestos aromaticos.



Desintegracion

Materia orgénica

Inertes

Carbohidratos Proteinas Lipidos
Hidrolisis \1’
\ 4 \ 4
Monosacaridos Aminoacidos Acidos grasos
Acidogénesis +
>»| Propianato (e —>) Butirato,
Valerato
Acetogénesis
A 4 YV
Acetato é ; Ha
Metanogénesis
>| CH, CO» «—

Figura 1. Proceso de la degradacion anaerobia de la materia orgéanica
(Batstone y col., 2002).



En estos ambientes anaerobios no existe un suministro adecuado de aceptores de
electrones como SOs2, NOs", Fe™ entre otros, por lo que las bacterias acidogénicas
fermentan los compuestos simples como azucares, aminoacidos y péptidos a alcoholes,
acidos organicos volatiles como el acido acético, propionico, butirico, lactico, valérico,
acido férmico, etc., produciendo Hz y CO; (Madigan y col., 2004; Speece, 1996). Entre
los géneros representativos involucrados en la hidrdlisis y acidogénesis se encuentran
Clostridium, Proteus, Streptococcus, Eubacterium, Butyrovibrio, Propionibacterium,
Raminococcus, Acetovirium celuloliticus. En esta etapa, si no se controla bien el reactor
puede ocurrir una desestabilizacion del proceso entero, dado que en caso de una
sobrecarga, la hidrélisis de la materia organica provoca una sobreproduccion de acidos
que va a acidificar exageradamente el medio y bajar el pH hasta niveles inhibitorios

(Guyot, 1990).

2.2.2 Acetogénesis
Los compuestos provenientes de la fermentacion son transformados hasta acetato
(acetogénesis), COz e Ha por bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno
(OHPA), tales como Syntrophobacter wolinii, Syntrophomonas wolfei vy
Syntrophomonas bryantii, donde la oxidacion anaerobia de acidos grasos de cadena
larga es realizada por S. wolfei mediante la f-oxidacion. A través de este mecanismo la
longitud de la cadena va disminuyendo, cuando los acidos tienen nimeros de carbonos
pares dardn como producto acetato, si el nimero es impar resultaran en propianato y
acetato; cuando existe una ramificacion esta es mantenida en el dcido producido. Para
que estas reacciones sean favorables se requiere que las bacterias metanogenas
hidrogenoéfilas remuevan el Hz producido, ya que las bacterias OHPA son inhibidas por
este producto. Esta relacion sintréfica recibe el nombre de transferencia interespecie de

hidrégeno (Saval y Noyola, 1992).

2.2.3 Metanogénesis
La produccion biologica de metano es llevada a cabo por un grupo de Arqueobacterias

estrictamente anaerobias, llamado metanogenos (Zinder, 2003). En ambientes
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anaerobios naturales, los metandgenos catalizan la etapa terminal de la degradacion de

materia organica a COz y CHa.

El proceso de metanogénesis es llevado a cabo por dos vias diferentes dependiendo de
los sustratos. Una via empleada es la metanogénesis hidrogenotrofica, en la cual el CO»
es reducido a metano, utilizando H> como donador de electrones. Dentro de las bacterias
involucradas en este proceso se pueden mencionar principalmente a Methanobacterium
formicicum, Methanospirillum hungatei, Methanobrevibacter sp. La otra ruta es la
metanogénesis acetoclastica donde el acetato es reducido hasta metano y bidxido de
carbono; aparentemente esta reduccion esta limitada al género Methanosarcina, entre las
que se encuentran M. barkeri, M. mazei, M. thermophila, etc., y al género Methanosaeta
(Thauer y col., 1989).

Los metandgenos requieren azufre y hierro, ademds de otros metales traza, tales como
cobalto, niquel, zinc, tungsteno, manganeso, molibdeno, selenio, boro, que se necesitan
como compuestos estimuladores para la metanogénesis. El sulfuro es también un
nutriente requerido, y debe ser suministrado en concentraciones entre 0.001 y 1 mg
sustrato / L con el fin de asegurar la estabilidad del proceso, el crecimiento microbiano
optimo y la produccion de metano. Sin embargo, el sulfuro es también toxico para los
metandgenos, pero los niveles de inhibicion dependeran de las especies metanogénicas,

pH, temperatura y el tipo de sustrato utilizado (Speece, 1996).

Las bacterias metanogénicas se encuentran en ambientes de salinidad variable, de agua
dulce a hipersalinos y en un amplio intervalo de temperaturas desde 2 °C a mayores de
100 °C. El pH oOptimo para los metanogenos es alrededor de la neutralidad (Zinder,
2003). Sin embargo, hay metandgenos, que sobreviven en entornos extremos con valores
de pH de 4 o inferiores (por ejemplo, la Hidrogenotréfica Metanogeno
Methanobacterium) (Williams y Crawford, 1985).
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Los metandgenos son estrictamente anaerobios, ya que requieren de un potencial de
oxidacion-reduccion de por lo menos -0.3 V con el fin de sobrevivir, que tedricamente

corresponde a 10.56 moles O»/L (Hungate, 1967).

En los digestores anaerobios, sedimentos y suelos, cerca de dos terceras partes del
metano producido es a partir de acetato y el resto de H> y CO2 (Boone, 1982; Lovley y
Klug, 1982; Zinder y col., 1984).

Las bacterias metanogénicas compiten con otros tres principales grupos metabodlicos por
sus sustratos en habitats naturales: bacterias sulfato reductoras, acetdogenos y reductores

de fierro.

La metanogénesis se lleva a cabo en ausencia de oxigeno o de otros aceptores de
electrones. La adicion o la presencia de otros aceptores de electrones energéticamente
mas favorables que el CO,, tales como nitrato, sulfato, Mn™ y Fe™ tiene como
resultado una reduccion de estos aceptores de electrones en lugar de la produccion de

metano (Kliiber y Conrad, 1998).

En la Tabla 2 se presentan las principales reacciones estequiométricas involucradas en

cada una de las etapas de la digestion anaerobia descritas anteriormente.



Tabla 2. Reacciones involucradas en cada una de las etapas de la digestion anaerobia.

12

Reacciones AG (kJ/mol)
Hidrdlisis y acidogénesis
Ce¢H1,06+ 2H,O 22CH3COO + 2CO, + 4H, + 2H" 215
Ce¢H1,06+ 2H, 22CH;CH,COO™ + 2H,O+ 2H" -318.1
CsH 1206+ 2H,0 -2CH;CH,CH,COO™ + 2HCO;3™ + 2H, + 3H" -254.6
CsH1,06+ 2H,0 >2CH3;CH,OH + 2HCO5™ + 2H" -225.9
Acetogénesis
CH;CH,COO + 3H,0 - CH;COO + HCO;s + 3H,+ H' +76
CH;CH,CH,COO" + 2H,0 - 2CH;COO + 2H, + H* +48.1
2CO,+ 4H, < 2CH3;COO + 2H,O+ H* -95
Metanogénesis
CH;COO+H" > CO,+ CH, -36
4H,+ CO, 2 CHs+ 2H,O -131

Fuente: Castilla, 2006.



13

2.3  Eliminacion de Nitrogeno de las Aguas Residuales

El nitrégeno puede encontrarse en el agua en tres maneras diferentes: como gas disuelto,
en combinaciones inorganicas y en combinaciones organicas. El nitrato, nitrito y el ion
amonio son formas inorganicas de nitrogeno que pueden existir en numerosos estados de

oxidacion donde la interconversion de estos estados es predominantemente biologica.

La presencia de nitratos y nitritos en el ambiente se da de manera natural; sin embargo,
las actividades humanas modifican sus concentraciones y pueden hacer que estos
compuestos sean potencialmente peligrosos debido a la toxicidad que presenta para la
salud humana, los organismos acuaticos, asi como problemas de eutroficacion de rios y

lagos (Mulder y col. 1995).

Los nitratos en el suelo y en las aguas se originan de la descomposicion natural por
microorganismos de materiales nitrogenados orgéanicos como las proteinas de las
plantas, animales y sus excretas. Las fuentes ambientales mas importantes son el uso de
fertilizantes nitrogenados, la disposicion de excretas y de desechos municipales e
industriales. Aunque el nitrito es el compuesto toxico, debido a que se forman a partir de
los nitratos, un factor determinante en la incidencia de la toxicidad es la concentracion
de nitratos en el agua debido a que es la forma mas estable en que puede encontrarse el
nitrégeno y su presencia en concentraciones no deseables (mayor a 45 mg/L) es
peligrosa en los sistemas acuiferos. El principal mecanismo de toxicidad de los nitritos
en los seres humanos es la oxidacion del ion ferroso a ion férrico, lo que puede producir
metahemoglobinemia, efectos cardiovasculares y efectos respiratorios en la salud. Es por
ello que la contaminacion de las aguas por nitrogeno es un tema que ha tomado suma
importancia y se han desarrollado e implementado metodologias para el control de los

niveles de nitrégeno (Pacheco y col., 2002).

La remocion de nitrégeno puede ser llevada a cabo por métodos fisicoquimicos o

bioldgicos, y este ultimo es el mas utilizado ya que es efectivo y de bajo costo debido a
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que no se necesita la adicion de reactivos para lograrlo (Cervantes y col., 2001; Khin y

Annachhatre, 2004; Young-Ho, 2006).

2.3.1 Ciclo del nitrégeno
En la Figura 2 se muestra el ciclo de este elemento que comienza con el proceso de
fijacion de nitrogeno molecular y es regresado a la atmosfera mediante el proceso de la
desnitrificacion. La fijacion de nitrégeno molecular es realizada por procariotas aerobios
y anaerobios y no tiene lugar en las eucariotas (Madigan y col., 2004). Aunque en menor
grado también puede ocurrir quimicamente en la atmosfera a través de descargas
eléctricas o puede ser fijado industrialmente por el hombre, mediante el proceso de
Haber. La fijacion de nitrogeno tiene como producto la formacion de amonio,
compuesto nitrogenado mas abundante en las aguas residuales, el cual es incorporado a
la materia organica en forma de amina. La descomposiciéon de la materia orgéanica
conduce a la formacion de amonio por el proceso de amonificacion. El amonio, a su vez,
puede retornar a formas organicas o puede ser oxidado por microorganismos aerobios
para formar nitrato (nitrificacion). El nitrogeno en forma de nitrato, puede ser asimilado
por los microorganismos o ser reducido mediante dos formas desasimilativas. Una via
ocurre mediante la reduccion desasimilativa de nitrato a amonio y la otra, que es
realizada por bacterias desnitrificantes, implica la reduccidon de nitrato hasta nitrégeno

molecular, cerrando de esta forma el ciclo (Prescott y col., 1999).

Mediante este ciclo, los microorganismos establecen el equilibrio de los compuestos
nitrogenados presentes en el ambiente y a su vez obtienen la energia necesaria para
llevar a cabo sus necesidades metabodlicas. Sin embargo, la alteracion del ciclo puede
provocar la acumulacion de distintos intermediarios nitrogenados que traen como
resultado, efectos nocivos para la salud y el medio ambiente. Al respecto, se estima que
en los ultimos cien afios, la actividad humana ha duplicado la cantidad de nitrégeno
presente en el globo terrestre. En consecuencia, el nitrogeno en sus distintas formas ha
contribuido a la contaminacion atmosférica, de suelos y de cuerpos de agua (Martinez-

Hernandez, 2003).
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Nitrificacion
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Grupos de Nitrogeno
Proteinas N,
v Asimilacion Amonificacion
B > NH2
NOs ¢
A Asimilacion A A 4 Oxico
NH3
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Figura 2. Ciclo del nitrégeno

(Madigan y col., 2004).
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2.3.2 Métodos fisicoquimicos para eliminar nitrogeno
Los principales procesos fisicoquimicos utilizados para la eliminacion de nitrégeno en
aguas residuales son: el arrastre con aire donde, el nitrogeno es removido por la
volatilizacion del gas amoniaco, el rompimiento por cloracidon, que implica la adicioén de
cloro a las aguas residuales para oxidar el nitrogeno disuelto en forma de amonio hasta
nitrogeno molecular y el intercambio selectivo de iones donde, se pueden emplear
resinas sintéticas o naturales como la zeolita y cuando los sitios de intercambio han sido
saturados, la resina debe regenerarse por la adicion de algunos productos quimicos.
(Weston, 1984. Metcalf y Eddy, 1991). Sin embargo, su uso es limitado por sus altos
costos y por los problemas de manejo y operacion que se pueden presentar, ademas que

solo trasladan el contaminante de un lugar a otro.

2.3.3 Métodos bioldgicos para eliminar nitrégeno
El método bioldgico mas utilizado para la remocidén de nitrogeno es la nitrificacion-
desnitrificacion (Zhang y col., 2007), el cual se realiza mediante dos etapas: una aerobia
(nitrificacion) en la que el amonio se oxida hasta nitrato y bajo condiciones anaerobias
(desnitrificacion), donde se lleva a cabo la reduccion del nitrato hasta N2 (Kalyuzhnyi y
col., 2006). Sin embargo, en la actualidad muchas investigaciones hacen referencia a
diversas tecnologias biologicas novedosas para eliminar compuestos nitrogenados, los
cuales utilizan las diversas vias del ciclo del nitrégeno para acortarlo, haciendo los
procesos de tratamiento mas eficaces y econdmicos desde el punto de costos de
operacion por requerimientos energéticos. Algunas de estas tecnologias son: la
oxidacion del nitrégeno en condiciones anaerobias (ANAMMOX), la cual consiste en la
degradacion de NH4" usando al nitrito como aceptor de electrones, presentando una
reduccion en la demanda de oxigeno y fuente de carbono del 50% y 100%,
respectivamente (Fux y col.,, 2002; Dalsgaard y col., 2005). La desnitrificacion-
oxidaciéon de amonio (DEAMOX), la cual no requiere de la produccion separada de
nitrito, ademés de combinar reacciones ANAMMOX y condiciones de desnitrificacion
autotrofica usando sulfato como donador de electrones para la generacion de nitrito a

partir del nitrato (Kalyuzhnyi y col., 2006).



17

La remocion de amonio en reactores simples productores de nitrito (SHARON), donde
se desarrolla la nitrificacion autotrofica y la desnitrificacion heterotréfica mediante
aireacion intermitente, y la remocion autotréfica completa de amonio a nitrito
(CANON), la cual involucra la combinacién de reacciones de nitrificacion parcial y
ANAMMOX. En el proceso CANON, las bacterias nitrificantes oxidan el amonio a
nitrito con el subsecuente consumo de oxigeno, creando asi condiciones andxicas

permitiendo el proceso ANAMMOX (Young-Ho, 2006).

2.3.4 Desnitrificacion
La desnitrificacion es un proceso andxico secuencial realizado por diversos
microorganismos heterotroficos facultativos: primero se reduce el nitrato a nitrito,
posteriormente el nitrito se transforma a 6xido nitrico, éste se reduce a 6xido nitroso y
por ultimo el 6xido nitroso se reduce a nitrogeno molecular, cerrando asi el ciclo del
nitrégeno. En la reacciéon 1 se muestran los intermediarios de la desnitrificacion (Van

Loosdrecht y Jetten, 1998; Cervantes y col., 2000; De Lucas A. y col., 2005).

NO3 " — NO2» — NO (g) — N20 (g) — N2 (g) Reaccion (1)

La desnitrificacion puede ser llevada a cabo por una gran variedad de bacterias, entre
algunos de los géneros que incluyen este tipo de microorganismos estan: Pseudomonas,
Micrococus, Archromobacter, Thiobacillus y Bacillus, entre otros. Estas bacterias son

bioquimica y taxondmicamente muy diversas (Sorensen y Jorgensen, 1993).

La reduccién de nitrato a nitrégeno molecular requiere de la presencia de una fuente de
electrones. Algunas especies son fotosintéticas, como es el caso de Rhodopseudomonas
sphaeroides, otras como Thiobacillus desnitrificans puede utilizar hidrogeno o
compuestos reducidos de azufre como fuente de energia (litotrofos) y muchas otras
pueden utilizar diversas fuentes orgéanicas (organdtrofos o heterotrofos). Entre las

fuentes orgéanicas que pueden consumir, se encuentra el glicerol, glucosa, acidos grasos
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volatiles, etanol, alcohol polivinilico, e incluso compuestos dificiles de oxidar como los
derivados del petrdleo (Martinez Hernandez, 2003).

La reaccion de la desnitrificacion heterotrofica se presenta a continuacion (Reyes, 2000).

NOs3 “+ Materia organica — CO; + N2 + H,O Reaccion (2)

Este proceso presenta una importante ventaja ya que permite transformar compuestos
carbonados y nitrogenados de forma simultanea a compuestos inocuos como CO2 y Na.

Cada una de las etapas del proceso de desnitrificacion mostradas en la reaccion 1 son
catalizadas por distintas enzimas (Zumft, 1997). Los mecanismos de accién son
fuertemente regulados por la presencia de oxigeno y la concentracion de sustrato. Estas
etapas, asi como las enzimas que intervienen en cada una de ellas, son esquematizadas
en la Figura 3. Otros factores ambientales que también influyen en el desarrollo de un
proceso desnitrificante eficaz, son: la relacion C/N, la fuente de energia, el pH y la

temperatura.

La relacion C/N es un pardmetro estequiométrico de suma importancia en la
desnitrificacion, se ha encontrado que esta puede orientar hacia un proceso
desasimilativo desnitrificante, ademas de estar involucrado en la acumulacion de
intermediarios, o bien producir una ruta de desasimilacion reductiva de nitrato a amonio
(DNRA). Al respecto Cuervo Lopez (2003), distingue tres niveles: 1) C/N menor a la
estequiométrica, causa desnitrificacion incompleta, 2) C/N estequiométrica,
desnitrificacion completa y 3) C/N mayor a la estequiométrica, desnitrificacion completa

y materia orgéanica residual.

En lo que respecta a la fuente de carbono, esta tiene un efecto directo en las velocidades
de desnitrificacion, rendimientos, crecimiento de biomasa y la composicion de la

microflora.



NQO; =—p NQ, =—%p NO =—— N, =— N,

Nitrato Nitrito Oxido nitroso Oxido nitrico
reductasa reductasa reductasa reductasa

Figura 3. Etapas de la desnitrificacion y enzimas involucradas
(Martinez-Hernandez, 2003).
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Lee y Welander (1996), encontraron que usando metanol y acetato se obtienen altos
rendimientos desnitrificantes y bajo crecimiento de biomasa en comparaciéon con otros
sustratos. Por otro lado, utilizando acetato se obtuvieron mayores velocidades de

crecimiento y desnitrificacion que usando metanol.

Otro parametro importante es el pH. Los organismos desnitrificantes pueden soportar pH
entre 6 y 9, sin embargo el rango 6ptimo de pH reportado es de 7 a 8. El pH aumenta
como resultado de la produccion de iones OH™ durante la desnitrificacion (Dincer y

Kargi, 2000).

Respecto a la temperatura, se han observado velocidades de desnitrificacion muy bajas y
constantes a 5°C, mientras que a 20°C las velocidades son constantes y mayores, las
temperaturas recomendables para mantener velocidades desnitrificantes adecuadas,

oscilan entre 20 y 35°C (Cuervo Lopez, 2003).

2.4  Interaccion de Metanogénesis y Desnitrificacion Simultanea.

En la digestion anaerobia, el carbono es eliminado a través de pasos secuenciales de
hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. Dependiendo del sustrato y de la
etapa del proceso, las bacterias desnitrificantes pueden interactuar con estos pasos
metanogénicos en un solo reactor o separados en una serie de reactores anaerobios. En el
segundo caso, los productos de las primeras dos etapas de la hidrolisis y acidogénesis,
puede ser usada como fuente de carbono biodegradable para la desnitrificacion
heterotrofica. Por otra parte, cuando los desnitrificantes y metandgenos estan en el
mismo habitat, ellos parecen estar en competencia por la obtencion de carbono (Figura
4). Sin embargo, segun la literatura esa competencia por el sustrato no es el principal
mecanismo de supresion de la metanogénesis. De hecho, la inhibicion de la
metanogénesis por los 6xidos de nitrogeno ha sido reconocida como el principal

mecanismo involucrado en su supresion (Banihani y col., 2009).
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Los efectos inhibitorios de los compuestos nitrogenados sobre la metanogénesis son
causados por varios mecanismos: (1) El efecto tdéxico de los compuestos nitrogenados
sobre miembros de la comunidad microbiana metanogénica; (2) la competencia entre
desnitrificantes y metanogenos por el sustrato (3) la acumulacién temporal del sulfato y
Fe*" producido durante la desnitrificacién, la cual consecuentemente permite que los
reductores de sulfato y Fe** se vuelvan activos y compitan por el sustrato con los

metanogenos (Andalib y col., 2011).

Las ecuaciones estequiométricas pueden ser utilizadas para describir la relacion molar
entre productos y reactantes en el proceso de desnitrificacion y metanogénesis
simultanea. Rittmann y McCarty (2001) describe las ecuaciones estequiométricas
basadas en principios termodindmicos y bioenergéticos, las cuales permiten la
estimacion de coeficientes de rendimiento y velocidades de consumo de sustrato. Las
principales reacciones estequiométricas para este proceso simultaneo se describen y

resumen en la Tabla 3.

El efecto inhibitorio de los 6xidos de nitrégeno en la metanogénesis y otros parametros
importantes como la velocidad de carga organica y de nitrégeno, el potencial de
oxidacion-reduccion, pH, relacion C/N y la alcalinidad tiene efectos significativos en la

velocidad de metanogénesis y desnitrificacion simultanea (Andalib y col., 2011).

La naturaleza de la fuente de carbono y la relacion carbono-nitrogeno (C/N) son
parametros importantes para la operacion optima de los sistemas de desnitrificacion,
tanto desde el punto de vista técnico como econdémico. La desnitrificacion y la digestion
anaerobia simultanea es posible cuando la fuente de carbono es facilmente asimilada y
cuando existe una relacion C/N adecuada para evitar la inhibiciéon metanogénica. Roy y
Conrad (1999) reportan que en la desnitrificacidon y metanogénesis simultdnea la
supresion de la metanogénesis por el nitrato estd relacionada por la relacion entre el
donador de electrones (DQO) y el aceptor de electrones (nitrato). Cuando la supresion

en minima, indica que el nitrato y sus intermediarios téxicos como nitrito, NO y N2O,
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fueron reducidos rapidamente a uno no toxico, el N2. Algunos investigadores sugieren
que la naturaleza del sustrato en un lodo anaerobio impacta en las vias del nitrégeno. Se
reporta que acidos grasos volatiles, como el acido acético es favorecedor de la
desnitrificacion, mientras que sustratos fermentativos como la glucosa y el glicerol
prefirieren la amonificacion. Akunna y col. (1992) mostraron que la reduccion
desasimilatoria de nitrato a amonio tuvo lugar en la digestion anaerobia solo durante la
acidificacion y esa conversion de nitrato a amonio fue minimizada con fuentes de

carbono organicas no fermentables, como los acidos grasos volatiles.

De acuerdo con la ultima reaccion de desnitrificacion de la Tabla 3, para degradar 1 g de
NO3™-N se requiere quimicamente de 0.645 g de DQO. El actual requerimiento, sin
embargo debe ser mayor que 0.645 g debido al DQO requerido para el crecimiento

celular (Chen y Lin, 1993).

La alcalinidad tiene un rol vital en la digestion anaerobia y el pH en el cultivo
microbiano. Shin y col. (2002) estudiaron el efecto de la alcalinidad en la relacion de
desnitrificacion y amonificacion en un sistema de desnitrificacion y metanogénesis
simultanea, concluyendo que la relacion de desnitrificacion/amonificacion es funcion de
la alcalinidad en lugar del tipo de sustrato utilizado como fuente de carbono. Es decir
con baja alcalinidad en el sistema se lleva a cabo la amonificacién y con una alta

alcalinidad ocurre la desnitrificacion.

El pH y la temperatura son reportados en la literatura como un importante parametro que
afecta el comportamiento de desnitrificantes y metanogenos en un proceso anaerobio.
Chen y Lin (1993) examinaron la correlacion entre desnitrificantes y metandgenos en un
sistema de cultivo mixto de lodo de aguas residuales, con el principal enfoque en la
competencia de sustrato entre organismos. Ellos notaron que las condiciones Optimas
para desnitrificantes fueron pH entre 7 y 8 y temperaturas de 30 a 35 °C, mientras que

para la metanogénesis el intervalo de pH fue de 6.5 a 7 y temperaturas de 30 a 35 °C.
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Tabla 3. Reacciones que ocurren en la metanogénesis y desnitrificacion simultanea.

AG
Reacciones
(kJ/mol)

Metanogénesis
4H,+ CO, 2 CH4+ 2H,O -131
CH3;COO + H,O = CH4+ HCO5 -31
4CH;3CH,COO + 6H,O = 7CHs+ CO, + 4HCOs -57
Cs¢Hi1206 = 3CH4+3CO; -428
Desnitrificacion
5H, + 2NO5 + 2H" - 6H,0 + N, -224
5CH;COO + 8NO5 + 8H" 2 9H,0 + 5CO, +5HCO;™ + 4N, =797
5CH;CH.COO + 14NO5 + 14H > 17H,0 + 10CO, +5HCO5 + N> -1398
5CsH 1206+ 24NO5 + 24H" - 12N, + 30CO; + 42H,0 -2720
DNRA
4H, + 2NOs + 4H" > 6H,0 + 2NH4" -150
CH3;COO + NOj + 2H" & CO,+ HCO3 + NH4" -500
8CH;CH,COO + 14NO;5 + 28H" - 2H,0 + 16CO, + 8HCOs + 14NH," -878
8CsH 1206+ 24NO5™ + 48H" - 12NH4" + 48CO; + 12H,0 -1835
Deamonificacion aerobia
NH,OH + NO; 2 N,O
Oxidacion andxica de amonio
NO; +NH4" 2> NO
Oxidacion anaerobia de amonio (ANAMMOX)
1.3NO> + NH3" =2 1.2N>+ 0.26NOs™+ 2H>O -357

Fuente: Andalib y col., 2011.
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2.5 Tipos de Reactores Empleados en el Tratamiento de Aguas Residuales

Los reactores se clasifican de acuerdo a la forma en que su biomasa es retenida con base
a las propiedades de adhesion de las bacterias. De acuerdo a esto pueden ser divididos
en dos grandes grupos: reactores de lecho libre o suspendido y reactores de lecho fijo.
En los reactores de lecho fijo la biomasa es retenida formando biopeliculas (estructuras
complejas de células y polimeros extracelulares) sobre materiales inertes (acarreadores),
estaticos o suspendidos. La biomasa también puede ser retenida por aislamiento u
obstruccion de particulas biologicas solidas como lodos suspendidos y granulares en
materiales de empacado (Lettinga y col., 1980). Por otro lado, los reactores de lecho
libre retienen su biomasa con la formacion de particulas bioldgicas de gran densidad y

sedimentabilidad 1lamadas granulos.

El lodo granular metanogénico consiste de agregados microbianos con alta
sedimentabilidad que se desarrollan por las uniones mutualistas de células bacterianas en

la ausencia de un material acarreador o de soporte (Lettinga, 1995).

En la literatura, han sido reportados numerosos disefios de reactores aplicados para el
proceso de metanogénesis y desnitrificacion simultanea en el tratamiento de aguas
residuales industriales. Entre estos reactores se encuentran reactores en lote (BR, batch
reactors), reactores en lote secuenciales (SBR, sequencing batch reactors), reactores de
tanque continuamente agitado (CSTR, continuously stirred tank reactors), reactores de
contacto anaerobio (ACP, anaerobic contact processes), reactores anaerobios de placa
deflectora (ABR, anaerobic baffled reactors), reactores de filtro anaerobio (AFR,
anaerobic filter reactor), reactores de lecho fluidizado (FBR, fluidized-bed reactors),
reactores de expansion de gas (GLR, gas lift reactors), biofiltro ascendente (UBF,
upflow biofilter), filtro biologico aireado ascendente (UBAF, upflow biological aerated
filter), filtro ascendente multi-alimentado (MUF, multi-fed upflow filter), biorreactor de
lecho mévil (MBBR, moving bed bioreactor), reactor con recirculacion (JLR jet loop
reactor), reactor de lecho fijo (FFB fixed film bioreactor), reactor de biopelicula aerobio-

anaerobio (AABR, anaerobic aerobic biofilm reactor), (BAS, biofilm airlift suspension),
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reactor de placa deflectora de lodo anaerobio granular (AGBR, anaerobic baffled
granular sludge bed reactor). También se han utilizado reactores anaerobios hibridos
(AHR, anaerobic hybrid reactors), reactores de membrana (MBR, membrane
bioreactors), reactores anaerobios de flujo ascendente (UASB, upflow anaerobic sludge
blanket reactors) y mas recientemente el reactor de lecho expandido de lodos anaerobios
granulares (EGSB; Expanded Granular Sludge Bed). En la Tabla 4, se enuncian algunas
de las investigaciones con los distintos tipos de reactores y disefios experimentales para
el tratamiento de efluentes que contienen compuestos organicos y nitrogenados (Andalib

y col., 2011).

2.5.1 Biorreactores de alta tasa
El desarrollo del tratamiento anaerobio ha sido paralelo al desarrollo del tipo de reactor
donde se lleva a cabo el proceso. Debido al bajo crecimiento de las bacterias
metanogénicas y a la lentitud con la que llevan a cabo la formacion de metano, es
necesario desarrollar disefios en los que se consiga una alta concentracion de
microorganismos (SSV) en su interior si se quiere evitar utilizar reactores de gran
tamafio. Para conseguirlo, habitualmente es necesario que el tiempo de retencion
hidraulico (TRH) sea inferior al tiempo de retencion de sélidos y esto se puede hacer por
distintos medios. Lo anterior resulta en la reduccion del tamafio del reactor y en bajos
requerimientos de energia del proceso. A todos estos reactores se les denomina de alta
carga, dado que son los unicos que pueden tratar aguas con elevada carga organica de

una forma viable.

La aplicacion exitosa de la tecnologia de la digestion anaerobia para el tratamiento de
aguas residuales industriales depende criticamente del desarrollo y uso de biorreactores de
alta tasa o velocidad. Los biorreactores de alta tasa incluyen a los reactores de lecho
empacado, de lecho fluidizado, y los de lecho libre como el UASB y el EGSB. Estos
biorreactores proporcionan una alta velocidad de reaccion por unidad de volumen de
reactor, lo cual reduce el volumen de reactor y finalmente permite la aplicacion de altas

velocidades de carga (Parawira, 2004).
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2.5.2 Reactor EGSB
La generacion mas reciente de sistemas de tratamiento anaerobios de alta tasa es el reactor
de lecho expandido de lodos anaerobios granulares (EGSB); el cual se ha hecho popular,
principalmente debido a su muy alto potencial de carga en comparacién con los reactores

UASB convencionales (Lettinga, 2001).

Estudios en el disefio en reactores UASB con trazadores, demostraron que existen zonas
muertas con mezclado deficiente, las cuales conllevan a una mala eficiencia en el tratamiento
de aguas residuales. Una solucion a este problema es el empleo de una recirculacion del
efluente combinada con el aumento en la altura del reactor, lo que dio inicio al desarrollo del
reactor de lecho expandido de lodos granulares anaerobios (EGSB). En este tipo de reactor
una velocidad ascensional mayor a 4 m/h causa que la cama de lodos se expanda mejorando
el mezclado hidraulico obteniendo un mejor contacto agua residual-granulo a su vez la
recirculacion del efluente diluye la concentracion del influente lo que es propicio para el

tratamiento de compuestos toxicos (Kato, 1994).

Las ventajas del sistema EGSB son su espacio reducido y el manejo de velocidades de carga
mas elevadas en comparacion con los sistemas UASB. Las cargas orgédnicas pueden alcanzar
valores de 20-40 g DQO/L - d, dependiendo del tipo de sistema y el agua residual a ser
tratada (Van Lier y col., 2001). Uno de los problemas mas serios asociados con los digestores
expandidos durante la operacion continua, es la inestabilidad de los conglomerados
granulares. Esto también afecta a los reactores UASB, aunque en mucho menor grado. La
pérdida de la biomasa puede ocurrir debido a los siguientes factores: desintegracion del
granulo, lavado o arrastre fuera del reactor de granulos huecos o que contienen gas en su
centro, formacion de granulos esponjosos, y arrastre sobre precipitados inorganicos

(Parawira, 2004).

En el reactor EGSB el agua residual entra por la parte inferior del reactor y pasa a través del

lecho de lodos granulares constituido por bacterias anaerobias. Estas bacterias crecen
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formando granulos con muy alta velocidad de sedimentacion. En la cama de lodo se da la
conversion de la materia organica a biogas. La alta velocidad ascensional hace que la cama de

lodos se expanda.

La velocidad ascensional esta dada por el flujo o gasto volumétrico de agua que pasa a través
de la columna dividido por el area seccional del reactor y puede llegar a 10 m/h. La parte
superior del reactor es mas ancha con el fin de disminuir la velocidad ascensional para que la
biomasa granular no salga del sistema. Del mismo modo, se utiliza el separador gas-solido

que recupera el gas y evita que los solidos salgan con el efluente (Almendariz, 2005).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudios en Lote
Los ensayos en lote se realizaron con el objetivo de estudiar la cinética de la relacion
carbono-nitrégeno (C/N) en las actividades metanogénicas y desnitrificantes de los lodos

anaerobios.

Estos estudios se llevaron a cabo por triplicado en botellas seroldgicas de 120 mL. Las
cuales se prepararon con el medio mineral indicado en la Tabla 5, la concentracion de
biomasa y fuente de carbono se mantuvieron constantes en 2 g/L de so6lidos suspendidos
volatiles y glucosa respectivamente. Las condiciones de operacion se realizaron variando la
cantidad de nitrato (NO3™-N) en el medio mineral para obtener relaciones C/N de 10, 7, 4, 3,
2 y 1. Las botellas se taparon con tapones de caucho y arillos de aluminio y la temperatura
de incubacion fue de 30 °C. El arreglo experimental para el monitoreo de produccion de
biogas fue en continuo por desplazamiento de una solucién de hidréxido de sodio al 3%
como se muestra en la Figura 5. Se monitoreo la produccion de biogds, consumo de nitratos y
produccion de nitritos para determinar las actividades metanogénicas y desnitrificantes.
Ademas se analizo el efecto que tienen estas concentraciones de nitrégeno sobre el tamafio

de particula de los granulos, realizandose una granulometria en cada una de las pruebas.

3.1.1 Actividad metanogénica especifica (AME)
La actividad metanogénica especifica (AME = gDQO-CH4/gSSV-d) se define como la
velocidad de produccion de metano, expresado como DQO, con respecto a la concentracion de
biomasa expresada como el contenido de sdlidos suspendidos volatiles (SSV) por dia. Es una
manera indirecta de evaluar el desempefio de bacterias que intervienen en la digestion

anaerobia.



Tabla 5. Medio mineral para pruebas en lote.

Solucion de elementos traza
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Macronutrientes

Compuesto mg/L
NaH,PO4-H>O 703
K>HPO4 600
NH4CI 205
MgSO,4-7H20 111
CaCl,2H20 6
Extracto de levadura 20
Soln. de elementos traza 1 ml/L

Compuesto mg/L
FeCl,-4H,O 2000
MnCl, 500
EDTA 500
NaySeOs 100
H;BO; 50
ZnCl, 50
(NH4)6sM07024-4H,0 50
AlCI3 50
NiCl;-6H.O 50
CoCl,-2H,0 50
CuCl,2H,0 50
HCI concentrado 1 ml/L

EDTA= Acido etilenodiaminotetracético
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_ ;

Figura 5. Medicion de biogés por desplazamiento de una solucion de NaOH al 3%.

1) Botella serologica, 2) Tubo con solucion de NaOH al 3%, 3) Probeta para medir NaOH.
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El biogas cuantificado estd compuesto por CHs y N>, ya que el CO> y trazas de sulfuros
quedaron atrapados en la solucion de NaOH y sus proporciones fueron calculadas
teoricamente de acuerdo a la reaccion 3, con la cual podemos obtener el nitrogeno

producido en base al nitrato consumido y mediante la ecuacion 2 se calculé el metano.

5C6¢H1206+ 24NO3™ + 24H" = 12N>+ 30CO; + 42H>0 Reaccion (3)
Donde se pudo determinar la cantidad de moles producidos de N> por moles de nitrato
consumido.

(n;)(0.082 5 ) (303°K) 3

N, = Ecuacion (1)
2 0.97 atm

Entonces:

Ver, = Vbiogas — Vi, Ecuacion (2)

El volumen de metano producido se ajusto a condiciones de temperatura y presion estandar.

273°K X 0.97 atm
303°K 1atm

Vsrp(mL) = Vp (mL) x Ecuacion (3)
Donde:

ny,= Moles de nitrogeno
0.082 XL — Constante de los gases
gmol-°K

303°K= Temperatura del sistema
0.97 atm= Presion de la ciudad de Hermosillo
Vsrp= Volumen de metano a condiciones de temperatura y presion estandar

Vp= Volumen parcial de metano producido
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La actividad metanogénica especifica (AME) se calculd utilizando la ecuacion 4,
obteniendo la pendiente de metano producido respecto al tiempo, calculada en el intervalo

de mayor velocidad de produccion de metano.

AME = —— .
(y%) ® Ecuacion (4)
DQO
Donde:

m = Pendiente (LC:‘*) (sTpP)

X =Biomasa (gSLﬁ)

. ., Lcu
y cu,= coeficiente de conversion de metano = 0.35 —=
D06 gDQo

3.1.2 Actividad desnitrificante especifica (ADE)
La actividad desnitrificante (gNO3-N/gSSV-d) se define como la velocidad especifica de

consumo de nitrato con respecto a la biomasa.

El procedimiento que se llevd a cabo para su realizacién fue similar a la descrita en la
seccion 3.1.1, donde se tomaron muestras de 1 mL con jeringas desechables de cada botella
para realizar las pruebas de consumo de nitrato y produccion de nitrito. Cada botella fue
una unidad experimental independiente, la cual fue sacrificada después de tomar muestras.
Esta actividad se obtuvo de la pendiente de la concentracion de sustrato con respecto al
tiempo, entre la concentracion de biomasa. La pendiente se calculd en el intervalo de mayor

velocidad de consumo (Ecuacion 5).
ADE = % Ecuacion (5)

Donde:
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: . NO3
m =Pendiente de la curva de nitrato (973)

X =Biomasa (gsLﬁ)
3.2 Estudios en Continuo

3.2.1 Reactor EGSB
Los estudios se llevaron a cabo en un reactor de lecho expandido de lodos anaerobios
granulares (EGSB) de acrilico con un volumen de operacion de 3 L, 1.2 m de altura y un
diametro interno de columna de 4.6 cm (Figura 6) con un tiempo de residencia hidraulica
(TRH) de 1 dia, velocidades ascensionales de 3 a 7 m/h, carga orgénica volumétrica (COV)
de 2 gDQO/L-d a una temperatura constante de 30°C y pH neutro. El reactor fue inoculado
con 900 ml de biomasa anaerobia metanogénica con 0.261 g/g lodo de SST y 0.07 g/g lodo
de SSV proveniente de una Planta Tratadora de Aguas Residuales de la industria cervecera.
Fueron utilizadas aguas residuales sintéticas las cuales se prepararon con el medio mineral
adicionado con calcio descrito en la Tabla 6, la concentracion de la fuente de carbono

permanecid constante mientras que la adicion requerida de NaNOs3 se varid para obtener las

relaciones C/N de 10, 7,4,3,2y 1.

Para la medicion del biogés, el reactor se conectd a una columna de vidrio invertida con
una solucion saturada de cloruro de sodio a pH 3, para evitar que el dioxido de carbono

producido se disolviera en el liquido.

3.2.2 Arranquey aclimatacion a condiciones metanogénicas
El arranque del reactor se inici6 con 1 gDQOgucosa/L durante 25 dias. Después los lodos se
aclimataron con una concentracion de 2 gDQOgucosa/L. Esta etapa concluyd cuando la
eficiencia de remocion de carbono fue superior al 90%. El medio mineral adicionado con
100 mg/L de calcio como efecto granulante utilizado en esta etapa se presenta en la Tabla

6.



Figura 6. Disefo experimental del reactor EGSB:

(1) tanque de alimentacion. (2) bomba de alimentacion, (3) reactor EGSB,
(4) salida de biogas, (5) salida del efluente y (6) bomba de recirculacion.
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3.2.3 Proceso simultianeo de metanogénesis y desnitrificacion en el reactor
El estudio en continuo de desnitrificacion y metanogénesis simultanea en el reactor EGSB
comenzo una vez que finalizaron las etapas de arranque y aclimatacion a condiciones
metanogénicas. Durante este periodo se adiciond la fuente de nitrégeno (NO3-N) en
relaciones C/N de 10, 7, 4, 3, 2 y 1, manteniendo constante la carga de carbono en 2
gDQO/L-d. El procedimiento que se siguid para cambiar de relacion C/N en el reactor
consistidé en monitorear la eficiencia de remocidn de nitrogeno, ya sea, que fuera superior al
90% o hasta alcanzar un valor estable de eficiencia para después analizar los resultados
(Figura 7). El medio mineral desnitrificante adicionado con 200 mg/L de calcio que se

utilizo en estas pruebas se presenta en la Tabla 7.



Tabla 6. Medio mineral para pruebas en continuo.
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Macronutrientes Solucidn de elementos traza
Compuesto mg/L Compuesto mg/L
NH4Cl1 1044 FeCl»-4H,O 2000
KClI 270 MnCl, 500
KH>PO, 169 EDTA 500
MgCl,-6H,O 150 Na,SeOs 100
CaCl, 277 H;BOs 50
CeH1206 1880 ZnClp 50
Extracto de levadura 18 (NH4)sM07024-4H,O 50
Soln. de elementos traza 1 ml/L AlCI; 50
NiCl;-6H.O 50
CoCl,-2H,0O 50
CuCl,-2H,0O 50
HCI concentrado 1 ml/L

EDTA=Acido Etileno Diamino Tetracético
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Figura 7. Diagrama del procedimiento para la etapa de metanogénesis y desnitrificacion

simultanea para el sistema en continuo.



Tabla 7. Medio mineral desnitrificante para pruebas en continuo.
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Macronutrientes Solucidn. de elementos traza
Compuesto mg/L Compuesto mg/L
KClI 270 FeCl»-4H,O 2000
KH>PO4 169 MnCl, 500
MgCl,'6H20 150 EDTA 500
MgSO47H,O 818 Na,SeOs 100
CaCl, 277 H;BOs 50
CsH1206 1880 ZnClp 50
NaNO; 456 (NH4)sM07024-4H,O 50
Extracto de levadura 18 AlCl; 50
Soln. de elementos traza 1 ml/L NiCl3-6H>0O 50
CoCl,-2H,0O 50
CuCl,-2H,0O 50
HCI concentrado 1 ml/L

EDTA=Acido Etileno Diamino Tetracético
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3.3  Métodos Analiticos

3.3.1 Medicion del pH
El pH se midi6 diariamente en influente y efluente, utilizando un potencidémetro Accumet
Excel XL94001428 (Fischer Scientific) con un electrodo Cole Parmer. Para la calibracion

del equipo, se utilizaron soluciones reguladoras de pH de 4.01, 7 y 10.

3.3.2 Relacion de alcalinidad
La relacion de alcalinidad (o) es un método que estima la capacidad de amortiguamiento del
sistema, a través de la medida indirecta de 4cidos grasos volatiles (AGV) y bicarbonato, la
relacion debe mantenerse de 0.5-0.7 lo que indica una alcalinizacion eficiente (Jenkins y col.,
1983). Del efluente del reactor se tomaron muestras de 25 mL, se titularon con una solucion
0.02 N de H2SOg4 hasta un pH 5.75 (promedio al que se titulan el 80 % de los carbonatos), la
titulacion se continu6 hasta un pH 4.3 (promedio al que se titulan los AGV). Los volimenes
gastados fueron registrados, calculandose la relacion de alcalinidades 6 o de acuerdo a la

Ecuacion (6).

_ Alc(HCO3)s5.75 Ecuacion (6)
Alc(AGV )45

Donde:

Alc(HCO3)s5.75 = mL acido consumido para llevar el pH original a 5.75

Alc(AGV )45 =mL acido consumido para llevar el pH original a 4.3

3.3.3 Demanda quimica de oxigeno (DQO)
Se determin6 la DQO mediante la técnica de reflujo cerrado. La técnica se basa en que el ion
dicromato oxida la materia orgédnica presente, lo cual resulta en el cambio de estado del
cromo de Cr®" a Cr**. El ion cromico formado absorbe fuertemente a una longitud de onda de
620 nm. Se tomaron las muestras a la entrada y salida del reactor, a 2 mL se les adiciono 1
mL de solucién digestora de K2Cr20O7 con sulfato de mercurio y 2 mL de &cido sulfarico con

sulfato de plata, posteriormente se homogenizaron en un agitador durante 1 minuto y se
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digirieron en una parrilla de calentamiento a 150 °C durante 2 horas. Se cuantifico la
concentracion DQO en un espectrofotometro UV visible a 620 nm mediante el uso de la

curva estandar de glucosa (Anexo A).

3.3.4 Determinacion de nitratos (NO3")
El ion nitrato reacciona en medio acido con acido sulfanilico para formar una sal de diazonio,
la cual se acopla con el acido gentisico (C7HsO4) para formar el producto color ambar. Su
cuantificacion se realizé con el kit Nitra-Ver de alto rango Hach, el cual se basa en el método
de la reduccién de cadmio, donde el metal cadmio reduce los nitratos presentes en la muestra
a nitritos. El procedimiento utilizado fue el siguiente: a 10 mL de muestra tomada del
influente y efluente de los reactores, se les adiciond un sobre de reactivo, posteriormente se
mezclaron por 1 minuto y de dejaron en reposo por espacio de 5 minutos. La concentracion
de NOs™ de las muestras fue determinada mediante espectrofotometria UV visible a 500 nm

y haciendo uso de la curva estandar de nitrato de sodio (Anexo B).

3.3.5 Determinacion de nitritos (NO2")
Se determind con el kit Nitri-Ver de bajo rango Hach. Mediante el método de diazotizacion,
donde el nitrito en la muestra reacciona con el 4cido sulfanilico para formar una sal de
diazonio. Esta se acopla con el 4cido cromotropico para producir un complejo color rosa, que
es proporcional a la cantidad de nitrito presente. A 10 mL de muestra de influente, asi como
al efluente de los reactores, se les adiciond un sobre de reactivo, posteriormente se mezclaron
por 1 minuto y de dejaron en reposo por espacio de 10 minutos. La concentracion de nitrito
de las muestras fue determinada en un espectrofotometro UV visible a 500 nm y haciendo

uso de la curva estandar de nitrito de sodio (Anexo C).

3.3.6 Solidos suspendidos
Se determinaron los solidos suspendidos de los lodos del reactor al inicio y al final de las
pruebas, asi como también de los estudios en lote. Se lavaron los crisoles y se calentaron en
la mufla a 550 °C durante una hora; posteriormente se pasaron al desecador para que se

enfriaran antes de pesarlos. Una vez obtenido este peso, se registrd6 como “peso del crisol”.
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Se peso 1 g de lodo por triplicado y se pusieron en los crisoles, después se colocaron en una
estufa a 100 °C hasta que se elimind el agua remanente, posteriormente se pasaron al
desecador, se pesaron y se anotd este peso como “peso seco a 100 °C”. Los residuos, se
calcinaron a 550 °C durante 30 minutos y se pasaron al desecador, tomandose este peso
como “peso de ceniza a 550 °C”. Una vez obtenidos los tres pesos, se procedid a

determinar los solidos suspendidos totales, fijos y volatiles de la siguiente manera:

_ Peso seco a 100 °C—Peso del crisol Ecuacion (7)
Peso de muestra

Soélidos Suspendidos Totales( g )
YJlodo

__ Peso de ceniza a 550 °C—Peso del crisol Ecuacion (8)
Peso de muestra

Soélidos Suspendidos Fijos ( g )
YJlodo

Soélidos Suspendidos Volatiles (;ﬁi)z (S6lidos Totales — Sélidos Fijos) Ecuacion (9)
lodo
3.3.7 Determinacion de biogas
El biogas producido se midié mediante la técnica de desplazamiento de una solucion saturada
de NaCl (300 mg/L), ajustada a un valor de pH menor a 2 con HCI concentrado para impedir
la disolucion de CO; y como indicador del cambio de pH por disolucion de H>COs se uso

rojo de metilo. El volumen desplazado se midi6 en una columna de 4.45 cm de didmetro

interno con una altura de 25 cm.

La determinacion del volumen de biogas producido se realizé de la siguiente manera:

Produccién de biogas (m—L) —Arh .,
d t Ecuacion (10)

Donde:

.h2

A, = Area seccional de la columna de biogas (cm?) = ﬂ4

@ = Diametro de la columna (cm)
h =Altura desplazada en la columna (cm)

t = Tiempo (dias)
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3.3.8 Granulometria
La granulometria es una medida de la distribucion del tamafo de las particulas en una
muestra. La técnica de granulometria que se utilizd para determinar el tamafio de los
granulos que conforman a la biomasa consistié en utilizar 6 tamices de acero inoxidable con
una apertura de malla de 2 a 0.149 mm, después apilarlos en forma vertical de tal manera que
en la parte superior siempre este un didmetro mayor con respecto al inferior, luego pesar una
muestra de 1 g de lodo y posteriormente lavar los lodos con una solucion buffer de fosfatos
con el fin de hacerlos pasar por los tamices, separandolos de tamafo, para finalmente
recuperar por separado los granulos que se retuvieron en las mallas con un retrolavado de
solucién amortiguadora de fosfatos (Tabla 8) y después determinar solidos suspendidos

volatiles, solidos fijos y solidos totales (Laguna 1999).

Tabla 8. Solucion amortiguadora de fosfatos.

Compuestos g/L
K>HPO4 4.0
Na;HPO4. 7H,0 5.09

KH,PO4 1.08
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3.4  Procesamiento de Datos Experimentales

3.4.1 Balance de materia del reactor EGSB
Para el balance de materia, un reactor EGSB puede ser modelado como un reactor de flujo
mezclado debido a la alta tasa de recirculacion y a la generacion de gas en el lecho de
lodos, suponiendo que permite un mezclado completo del sustrato y producto de reaccion

(Jiménez, 1999).

El balance general del sustrato en un reactor de flujo mezclado viene dado por:
{ACUMULACION} = {ENTRADA} — {SALIDA} — {CONSUMO POR REACCION}

Este balance puede ser expresado como:

VE=F(S—8) -y Ecuacién (11)
Donde:
So= Concentracion del sustrato en la alimentacion (g/L)
S= Concentracion del sustrato en el efluente (g/L)
F=Flujo (L/d)
/= Volumen del reactor (L)
t= Tiempo (d)

VmaxS

y= Velocidad de consumo= Ecuacion de Monod=

. . . gs
Vmax= Velocidad especifica maxima de consumo de sustrato (H)

K,= Constante de afinidad (g/L)

Dado que el tiempo de retencion hidraulica (TRH) viene dado por TRH =V /F y como en
estado estacionario no hay acumulacion (VdS/dt = 0), la ecuacion (11) se puede escribir

como.

(So—9) Ecuacion (12)
TRH

Sustituyendo la expresion de Monod para y en la ecuacion (12), se obtiene:
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VinaxS (S0 —S) Ecuacion (13)
Ks+S  TRH

Reacomodando:

S Ecuacion (14)
S=V *TRH—=<— K,
max (SO Sv) S

S
(So-5)

La ecuacion (14) es una recta de S contra TRH con pendiente V;,,, vy ordenada al

origen K.

3.4.2 Balance de DQO

La DQO suministrada es utilizada por las bacterias desnitrificantes para la formacién de
nitrogeno y también por las bacterias metanogénicas para su conversion a metano, el

balance de DQO es como sigue:

DQO;, = DQOg + DQOyo; + DQOcy, Ecuacion (15)
9 fNO;(NOg’"_(NOEEmOE ) Ecuacion (16)

DQONOST(A)) = DQO;—DQOg -100

Donde:

DQOy;=DQO removida por las bacterias desnitrificantes via formacion de nitrogeno(g/L)
DQOcy, = DQO removida por las bacterias metanogenicas via formacion de metano (g/L)
fno;= Factor estequiométrico de conversion de NOs™a DQO (0.846 gNO37/gDQO)

DQO;,= Concentracion de DQO en el influente (g/L)
DQOg= Concentracion de DQO en el efluente (g/L)
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3.4.3 Eficiencia de remocion de DQO
La eficiencia de remocion de materia carbonada se calcul6 a partir del sustrato consumido

(DQO) y se expres6 como porcentaje:

Eficiencia de remocion de DQO (%) = % -100 Ecuacion (18)
In

3.4.4 Eficiencia de remocion de nitrogeno
La eficiencia de remocion de nitrégeno incluye tanto el nitrato consumido como el nitrito
producido en el efluente, ya que otros posibles intermediarios de la desnitrificacion (NO y
N20) no estan incluidos por que se supone que reaccionan rapidamente y no pueden ser
detectados (Misiti y col., 2011). Por lo tanto, la eficiencia de eliminacion de nitrégeno se

evaluo utilizando la siguiente ecuacion:

NO3 ., —(NO3 . +NO; )
NO3 .

100 Ecuacion (19)

Eficiencia de remocion de nitrogeno (%) =

Donde:

NO3 , = Concentracion de nitrato en el influente (g/L)
3In
NOj = Concentracion de nitrato en el efluente (g/L)

NO; .= Concentracion de nitrito en el efluente (g/L)

3.4.5 Parametros operacionales del reactor
Los parametros que se utilizaron para la operacion del reactor EGSB son los siguientes:
Se fij6 el TRH y a partir de éste se calcul6 el flujo de alimentacion.

TRH = %[:](d) Ecuacién (20)

La tasa de recirculacion se obtuvo del flujo de recirculacion entre el flujo de alimentacion.

R = ? Ecuacion (21)
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La carga organica volumétrica (COV) se estim6 de la concentracion de DQO en la

alimentacion dividida por el TRH.

cov = LLm (gDQO)

TRH L-d

Ecuacion (22)

La velocidad ascensional se fij6 en base a los valores alcanzados en este tipo de reactores

(EGSB) y con éste se obtuvo la tasa de recirculacion.

Vas = il ZTFR [=] (%)

Donde:

TRH= Tiempo de Residencia Hidraulico (d)
V= Volumen del reactor (L)

F= Flujo de alimentacion (L/d)

R= Tasa de recirculacion

FR= Flujo de recirculacion (L/d)

L. (o DQO
COV= Carga organica volumétrica (%)

v,s= Velocidad ascensional (m/h)

A, = Area seccional de la columna del reactor (m?)

Ecuacion (23)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Estudios en Lote
4.1.1 Efecto de la relacion C/N en la actividad metanogénica especifica

La actividad metanogénica especifica (AME) del lodo anaerobio previamente activado, se
evalu6 a diferentes relaciones C/N. En la Figura 8 se muestra la produccion de metano que
fue obtenida mediante la medicion de biogas a diferentes tiempos en donde se observa que
al aumentar la concentracion de nitrato, es decir, disminuir la relaciéon C/N, la produccion
de metano disminuye, ya que en el tiempo de 130 horas en la relacion C/N de 14 se obtuvo
una produccion de 90 mL, mientras que en la relacion C/N de 1 el volumen de metano fue

solamente de 6 mL.

A partir de los perfiles de produccion de metano se determinaron las AME mediante la
ecuacion 4 (Seccion 3.3.1). En la Figura 9, se muestra el efecto toxico del nitrato en
concentraciones crecientes de 0 a 3.3 g/L sobre la actividad metanogénica de la biomasa,
esto se puede observar ya que la actividad metanogénica disminuy6 en un 87.5 % a la
concentracion de 1.5 gNO37/L y se observd una minima actividad bioldgica metanogénica
en una concentracion de 3.3 gNOs’, obteniendo asi una concentracion inhibitoria media

(ICs0) de 0.75 gNOs7/L.

Asi mismo, la ecuacién que se ajustd a los valores de las actividades metanogénicas
especificas fue el modelo de Monod con inhibicidn por sustrato, reportado por Tugtas y col.

(2009).

Vmax S

Vogo-ch, = —— ¢z Ecuacién (24)

KS+S+m
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especifica experimental y tedricamente en los ensayos por lote.

51



52

Cuando la cantidad de sustrato es mucho mayor que la constante de afinidad, es decir que
K . o
?S « 1, entonces la ecuacion 24 se puede escribir como:

Ecuacion (25)

Vmax

S
1+m

VDQO—CH4 =

Donde:

Vpo-cn,=Actividad metanogénica especifica (gDQO-CH4/gSSV-d)
Vinax = Méxima actividad metanogénica especifica (gDQO-CH4/gSSV-d)
S =Concentracion de sustrato (g/L)

K1 = Constante de Inhibicion (g/L)

KS= Constante de afinidad por sustrato (g/L)

A partir del ajuste de la ecuacion 25 de los datos experimentales, utilizando la herramienta
de calculo de Solver en Excel, se determind que el valor de la maxima actividad
metanogénica fue de 0.21 gDQO-CH4/gSSV-d y la constante de inhibicion fue de 0.64

gNOs7/L, con un coeficiente de correlacion de 0.94.

Los resultados obtenidos indican que la biomasa utilizada en esta prueba presenta una
mayor tolerancia a la presencia de nitrato en comparacion a la reportada por Plascencia-
Jatomea (2010) y Banihani y col. (2009), quienes mencionan que concentraciones de 1 y
0.54g NO37/L respectivamente pueden inhibir la AME en un 95% o mas. Por otro lado,
Chen y Lin (1993) concluyeron que en un sistema por lote con una relacion de C/N menor a
la estequiométrica, la formacion de metano fue completamente suprimida, situacion similar

a la presentada en este estudio.

Segtin Banihani (2009), la adicion de nitrato provoca una supresion en la metanogénesis y
esta no se debe a la cantidad de NO3™ sino a la cantidad de compuestos intermediarios

formados durante la desnitrificacion como los nitritos.
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Por otro lado, Roy y Conrad, (1999) concluyeron que el principal mecanismo involucrado
en la supresion de la produccion de metano por nitrato es debido a la inhibicion de
intermediaros metanogénicos y no por la competencia entre desnitrificantes y metandgenos

por sustratos.

Los efectos inhibitorios que el nitrato causa en la produccion de metano son debido a que
este compuesto se reduce a NO2", NO, y N>O, y todos estos 6xidos de nitrogeno provocan
cambios en el potencial redox y en la inhibicidon enzimatica (Scheid y col., 2003). Por lo
tanto, puede corroborarse que los nitratos son agentes inhibitorios y tdxicos sobre los
microorganismos metanogénicos y se puede asumir que las concentraciones de nitrato
tolerables para el lodo granular anaerobio son menores a 0.75 g/L y pueden ser tomadas como

referencia para el estudio en continuo.

4.1.2 Actividad desnitrificante especifica
Simultaneamente a la produccion de biogas, se determind la cantidad de nitrato consumido
y nitrito producido con el objetivo de conocer la capacidad de consumo de nitrato de la
biomasa. En la Figura 10 se muestra que conforme disminuye la relacion C/N, el nitrato se
consume totalmente en mayor tiempo, excepto en la relacion C/N de 1, donde la eficiencia

del consumo de nitrato fue de 39 %.

El andlisis de la actividad desnitrificante (Figura 11) muestra que al aumentar la
concentracion de nitrato la actividad desnitrificante se incrementa, presentindose una
actividad maxima de 0.33 gNO3/gSSV-d en la concentracion de 1.8 gNO37/L. Resultados
similares obtuvieron Ruiz y col., (2006) donde realizaron la actividad desnitrificante
especifica con diferentes relaciones DQO/N y mostraron que la ADE tiende a incrementar

cuando la relacion disminuye.
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Figura 10. Consumo de nitrato con diferentes relaciones C/N en las pruebas en lote.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de nitrato (NOj3") sobre la actividad

desnitrificante especifica.
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De acuerdo a Olguin-Lora y col., (2003) el modelo cinético de Monod se puede ajustar para
obtener los parametros cinéticos en la actividad desnitrificante especifica.

S Ecuacion (26
Vvoz-n, = Vmax = cuacion (26)

Donde:
Vyno;—n,= Actividad desnitrificante especifica (gNO37/gSSV-d)

Vinax = Méxima actividad desnitrificante especifica (gNO37/gSSV-d)
S =Concentracion de sustrato (g/L)

Ks = Constante de saturacion media (g/L)

El ajuste matematico, mediante la linealizacion de la ecuacion 26 determiné el valor de la

constante de saturacion media (Ks), el cual fue de 0.22 gNOs7/L (Figura 12).

Conforme el nitrato se consumio6 el nitrito se produjo como compuesto intermediario. En la
Figura 13 se muestra que al disminuir la relacion C/N aument6 la produccion de nitrito y
éste se consumio una vez que finalizo el consumo de nitrato, excepto en la relacion C/N de
1 donde la concentracion de nitrito permaneci6 en 0.1 g/L, ya que no hubo un consumo

total de nitrato.

Al respecto, algunos trabajos en lote han reportado la acumulacion de nitrito. Por ejemplo,
Schocher y col. (1991), trabajando con Pseudomonas sp. en un cultivo en lote menciona
una inhibicion del cultivo por una acumulacion considerable de nitrito que entre otras

variables, se debid a un exceso de nitrato.
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4.1.3 Efecto de la relacion C/N en los granulos anaerobios
Al concluir los estudios en lote, a los granulos anaerobios se les realizdé un estudio
granulométrico con el fin de observar el efecto de la relacion C/N en la distribucion de

tamafio de particula.

El aumento en la concentracion de nitrato afectd el tamafio de los granulos, ya que al
disminuir la relaciéon C/N se observd que la distribucion de la biomasa se redujo en los
granulos de mayor tamafio (0.6<D<2) y se distribuy6 a los granulos de menor tamafno
(0.125<D<0.6). En la Figura 14 se muestra que a la relacion C/N de 14 correspondiente al
medio mineral sin la adicion de nitrato, el 90 % de la concentracion de biomasa medida
como SSV se encontrd distribuida en los granulos con un didmetro mayor a 0.6 y menor a 2
mm, mientras que a la relacion C/N de 1 ésta disminuy6 a 65 % para el mismo intervalo de

tamafio de particula, indicando la desintegracion de los granulos.
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Figura 14. Efecto de la relacion C/N sobre los granulos anaerobios en estudios en lote.
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4.2  Estudios en Continuo

4.2.1 Arranquey aclimatacion del reactor a condiciones metanogénicas
Para permitir la rapida activacion del reactor se operdé como un proceso metanogénico y se
dividio en dos etapas: arranque y aclimatacion. La etapa de arranque se llevo a cabo en el
reactor con el fin de activar la biomasa, en la cual se utilizd una baja concentracion de la
fuente de carbono con 1 gDQOgucosa/L durante 27 dias en donde se observo que la remocion
de materia carbonada aumentaba gradualmente hasta alcanzar una eficiencia de remocion por

arriba del 90% (Figura 15, etapa I).

En la etapa de aclimatacion la concentracion de glucosa se increment6 a 2 gDQO/L (dia 27),
y aunque se presentd una disminucion en la remocion de DQO en el dia 50, el reactor se
recuperd y se logré una eficiencia de remocion superior al 90% en el dia 65 (Figura 15, etapa

D).

Durante estas etapas, también se monitored la alcalinidad y el pH del efluente, ya que la
operacion eficiente de un reactor anaerobio implica el control de una adecuada capacidad buffer
del sistema, que asegure el mantenimiento del pH en un rango Optimo para el desarrollo del
consorcio microbiano. La relacion de alcalinidad (o) es un pardmetro de control de estabilidad
rapido y confiable en el proceso anaerobio. El sistema serd mas estable conforme el valor de o
sea mas cercano a uno. En cambio, el pH proporciona informacién del comportamiento del
reactor en estados mas avanzados de desequilibrio, cuando la correccion del problema ya puede

ser dificil de conseguir (Martinez-Hernandez, 2003).

Durante los 65 dias de la operacion metanogénica del reactor, el pH del influente del medio
mineral se mantuvo en un promedio de 7, ya que el rango de pH 6ptimo para el desarrollo de

las bacterias metanogénicas es entre 6.5 y 7 (Chen y Lin, 1993).
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Como resultado se consiguié mantener el pH del efluente en 7.36 £ 0.5 y ademads se obtuvo
una adecuada alcalinizacion ya que el valor promedio de a fue de 0.74 (Figura 16, etapas [ 'y
II). Sin embargo, en el dia 50 se observa que o alcanz6 un valor de 0.4 lo que indica la
acidificacion del reactor pero al adicionar 1 g/ de bicarbonato al medio, se logré un
aumento en la o con lo que se recuperd la actividad microbioldgica, observada con el

aumento de la eficiencia de remocion de la materia carbonada del reactor EGSB.

En la Figura 17 se muestra la produccion de biogas. La cuantificacion de biogas incluye
tanto la produccion de metano (CH4) como la produccion de CO2, y fue calculada
tedricamente en base a la reaccion 4, mediante la carga organica volumétrica (COV) y

considerando la remocidn experimental de DQO en el reactor.

CsHi206 = 3CH4+3CO» Reaccion (4)

Durante los primeros 27 dias de operacion en la etapa de arranque la produccion de biogas
fue minima con un promedio de 0.38 L/d, que corresponde solo al 40 % de la calculada
tedricamente, probablemente debido a errores en la medicion de biogés por fugas en el
sistema. Sin embargo, a partir de la etapa de arranque (dia 28) se mejord la captacion de
biogdas alcanzando un promedio de 1.5 L/d, es decir, un 77 % al calculado teéricamente. La

maxima produccion de biogas obtenida fue de 1.96 L/d.

Una situacién similar le ocurrid a Plascencia (2010), donde la produccion de biogas fue un
10.6 % menor a la esperada tedricamente debido a fugas en el sistema de medicion de

biogas, que fue corregida una vez que el sistema fue cerrado herméticamente.
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4.2.2 Proceso simultineo de metanogénesis y desnitrificacion en el reactor
EGSB

Una vez obtenidas las condiciones estacionarias de metanogénesis, se procedio a realizar
los estudios sobre los procesos simultdneos de metanogénesis y desnitrificacion (a partir del
dia 65). En la Figura 18, se muestra el comportamiento del consumo de materia carbonada.
En este periodo de operacion, la relacion C/N se varié aumentando peridodicamente la
concentracion de nitrato (NO3™-N), dando como resultado seis etapas de tratamiento
utilizando glucosa como fuente de carbono. En la Tabla 9, se muestran las condiciones de
operacion de cada etapa, asi como las eficiencias globales de remociéon de DQO vy

nitrégeno.

En la relacion C/N de 10 se present6 un periodo de operacion muy estable obteniendo una
eficiencia de remocion de materia carbonada por arriba del 90 % en el dia 77,
posteriormente al aumentar la concentracion de nitrato a una concentracion de 0.475 g/L y

una relaciéon C/N de 7, no se observaron cambios significativos en la remocion de DQO (97

%).

En la etapa de la relacion C/N de 4 (dia 90), se comenzd a desestabilizar el reactor
observandose una desintegracion de los granulos anaerobios evidenciada por la presencia
de biomasa en suspension dentro del reactor, provocando una disminucion de la eficiencia
de remocion hasta un 50 %, por lo que se procedi6 a bajar la velocidad ascensional de 7 a 3
m/h para evitar una salida de biomasa. Una vez que se logrd estabilizar la eficiencia, se
comenz6 a disminuir gradualmente la relacion C/N del influente, hasta una maxima

relacion de 1.

Después se obtuvo una eficiencia de remocion de DQO superior al 90 % usando una
relaciéon C/N de 3 (dia 120) con una duracioén de 20 dias, la cual no present6 alteraciones
significativas durante las variaciones de carga de nitrogeno, debido a la contribucién de las
bacterias desnitrificantes a la remocion de la materia carbonada y posiblemente a la

aclimatacion de los microorganismos metanogénicos a la presencia de nitrato.
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Tabla 9. Condiciones de operacion del reactor EGSB en la etapa de metanogénesis y

desnitrificacion simultanea.

Relacion Tiempo de  Concentracion Remocién  Concentracion Remocion de

C/N operacion de DQO de DQO de nitrato (g/L) nitrato
(dias) (g/L) (%) (%)
10 12 2 94 0.33 98
7 14 2 97 0.47 92
4 30 2 91 0.83 90
3 20 2 96 1.10 94
2 20 2 92 1.65 93
1 17 2 90 3.30 60
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Lo mismo ocurrié cuando se increment6 a la relacion C/N de 2 en el dia 160, asi como

también en el dia 177 con 3.3 g de nitrato (C/N=1).

La remocion de materia carbonada es similar a la obtenida por Vidal y col. (2007), y
Gharsallah y col. (2002), tratando efluentes de la industria procesadora de pescado, las

cuales fueron del 90%, aproximadamente.

En la Figura 19, se muestra el comportamiento de los compuestos nitrogenados a las
diferentes condiciones de operacion de la relacion C/N. Al adicionar nitrato a la
alimentacion del reactor para obtener una relacion C/N de 10 durante 18 dias de operacion,
la remocion de nitrato fue del 97 %, sin embargo en las relaciones C/N de 7 y 4, la
remocion de nitrato disminuy6 al 50 % y se recuperd al final de cada una de las etapas.
Usando las relaciones C/N de 3 y 2 la operacion del reactor mantuvo un remocion mayor al
90 %, sin embargo en la relacion C/N de 1, aunque la eficiencia de materia carbonada se
mantuvo en un 90 %, la remocion de nitrato descendié hasta un 60 %, debido a la
insuficiente fuente de carbono necesaria para llevar a cabo la desnitrificacion, permitiendo

la acumulacion de nitritos (0.3 g/L).

Los resultados obtenidos muestran la importancia de establecer una relacion C/N
balanceada y demuestran que el uso de relaciones C/N cercanas a la estequiométrica (1.4,
que incluye la formacion de biomasa) permite altas eficiencias de desnitrificacion sin la
acumulacion de intermediarios, mientras que el uso de relaciones altas provoca una
importante actividad metanogénica permitiendo con ello tener ambos procesos en un

mismo reactor (Ruiz y col., 2006).

En el caso de los compuestos nitrogenados, la remocion de nitratos en las relaciones C/N de
10 a 2 result6 ser de 97 %. La cual es muy comparable con la obtenida por Chen y Lin,
(1993) que estudiaron el efecto de la carga de nitrato en un CSTR co-inmovilizado con

metanol como fuente de carbono, y concluyeron que con una alta concentracion de nitrato
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superior a 774 mg/L en el influente y una relacion C/N arriba de 1.3, las eficiencias de
remocion de nitrato fueron mayores a 99 % con eficiencias de remocion de la fuente de
carbono superiores al 98 %. Ademads, la acumulacion del nitrito como intermediario fue
observada cuando fue suministrada insuficiente fuente de carbono en un sistema simultdneo
de desnitrificaciéon y metanogénesis con una relacion C/N menor de 1.5, el cual ademas

inhibio la actividad metanogénica, situacion similar a la ocurrida en este estudio.

De igual forma los trabajos realizados por Oh y Silverstein (1999), en reactores de lote
secuenciado, empleando acetato como agente reductor en los datos generados, encontraron
que a una relacion C/N de 1, se presenté una acumulacion de nitrito del 30%. En cambio
cuando la relacion C/N estuvo en 2 y 3, el nitrato fue consumido sin presentar acumulacion

de nitrito.

Martinez-Hernandez, (2003) determiné que el punto de inicio para el estudio de la relacion
C/N, radica en su valor estequiométrico, pues estudié al tolueno como fuente de carbono en
la desnitrificaciéon en un reactor UASB empleando la relacion C/N de 1.4, obteniendo
consumos de carbono y nitrato superiores al 95 y 87 % respectivamente. Esto permitio la
conducta de un proceso respiratorio desnitrificante, sin una acumulacion significativa, tanto
de compuestos nitrogenados, como carbonados. También Plascencia-Jatomea, (2010)
tratando efluentes del procesamiento de desechos de jaiba utilizando un reactor EGSB
acoplado a uno aerobio con diferentes relaciones C/N cercanas a la estequiométrica, logro

remover 81 % de carbono y hasta 74 % de nitrogeno.

4.2.3 Balance de materia del reactor
El balance de materia en el reactor EGSB permite describir el comportamiento ocurrido en
el proceso biologico de metanogénesis y desnitrificacion simultanea. En la Figura 20 se
presentan los resultados graficos del balance de nitrato en estado estacionario de acuerdo a
la ecuacion 19 (Seccion 3.4.1). Para cada recta de esta figura, la pendiente corresponde a la

velocidad maxima de consumo de nitrato y la ordenada al origen a la constante de afinidad.
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Se observa que a medida que aumenta la concentracion del sustrato, la velocidad méxima

de consumo de nitrato también aumenta y sus valores son presentados en la Tabla 10.

Las velocidades obtenidas en este estudio son superiores a las reportadas por Zhang (2003)
y Rustrian (1997) quienes trabajaron con relaciones C/N de 4.9 a 61 y obtuvieron
velocidades de 0.03 a 1 gNOs/L-d, mientras que, Ruiz y col. (2006) mencionan que después
de una estrategia de aclimatacion consistente en aumentos graduales de las concentraciones
de nitrato, con velocidades de carga de 0.075 a 7.5 gNO3/L-d y relaciones C/N de 1.7 a 170,
se logran remociones mayores al 80 % en un reactor UASB, ademas, se ha observado que
el tipo de reactor influye en las velocidades de consumo de nitrato ya que Chen y col
(1997) en un reactor CSTR inmovilizado obtuvieron velocidades de 0.58 a 4.7 gNO3/L-d

con relaciones C/N de 1.7 a 5.8.

4.2.4 Competencia entre bacterias metanogénicas y desnitrificantes en el
proceso en continuo

Se ha observado que las bacterias desnitrificantes compiten con las metanogénicas por

sustratos organicos durante el tratamiento anaerobio de aguas que contienen altos niveles de

nitrato. El resultado de esta competencia es importante porque puede determinar el

rendimiento de los productos finales, nitrogeno y metano (Andalib, 2011).

En la Figura 21 se observa que conforme aumenta la cantidad de nitrato, la actividad
metanogénica disminuye, mientras que la desnitrificante aumenta. Inicialmente, la actividad
metanogénica fue ampliamente dominante, ya que para el dia 90 con las relaciones C/N de
10 a 7, el 85 % de la DQO fue consumida por las bacterias metanogénicas. En la relacion
C/N de 4 (dia 110) la actividad metanogénica disminuyé un 20 % vy la actividad
desnitrificante aument6 consumiendo el 35 % de la materia carbonada y en la relacion C/N
de 3 (dia 130) la DQO fue removida en un 50 % por ambos consorcios, ya que se ha

demostrado que crecen en regiones diferentes del granulo.



Tabla 10. Obtencion de los parametros del balance de sustrato en el reactor EGSB.

Relacién C/N (Z;s(t)r:j‘/tf) Vimax . C(SNOS' Ks " (gNOy R
10 0.33 0.28 0.009 0.99
7 0.47 0.29 0.021 0.94
4 0.83 0.46 0.039 0.98
3 1.10 0.76 0.010 0.98
2 1.65 1.30 0.013 0.99

1 3.30 1.70 0.133 0.99
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En relacién a este efecto Chen y Lin (1993) estudiaron un cultivo mixto inmovilizado en
perlas de gel, con pH 7 alimentado con 800 mg/L metanol y 100 mg/L NO3-N revelando
que la bacteria metanogénica y la desnitrificante fueron capaces de crecer simultaneamente
ya que ocupan diferentes regiones de las perlas de gel. La bacteria desnitrificante crece
principalmente en la superficie periférica mientras que la bacteria metanogénica crece en la
parte interior de las perlas de gel. También Zhang (2003) trabajando sobre la integracion de
la metanogénesis con desnitrificacion y ANAMMOX en un reactor EGSB, observd un
cambio de color en el lodo del reactor revelando que una comunidad de bacteria ha
cambiado, debido a que en la parte exterior del granulo se encuentran las bacterias

desnitrificantes y en la parte interior las metanogénicas.

Finalmente, la actividad desnitrificante domin6 el proceso, ya que para el dia 160 a la
relacion C/N de 1 el 97 % de la DQO fue consumida por las bacterias desnitrificantes. Este
comportamiento también fue observado por Kliiber y Conrad, (1998) donde encontraron
que la adicion de nitrato afecta no so6lo en la actividad, sino también en la composicion de
la comunidad metanogénica y reportaron que el nitrato inhibié a los microorganismos

metanogénicos.

4.2.5 Efecto de la relacion C/N en los granulos del reactor EGSB
De la misma forma que en los estudios en lote, el aumento de la concentracion de NO3-N
afect6 el tamafio de los granulos, ya que como se muestra en la granulometria de la Figura
22, al inicio del estudio en continuo (dia 65) con la relacion C/N de 10, el 58.3 % de los
solidos suspendidos volatiles (SSV) se distribuy6 en los granulos de mayor tamafio (0.6< D
<2), mientras que, al concluir el estudio en la relacion C/N de 1 (dia 177) ademés de que se
observo un cambio de color (de negro a café) en la biomasa del reactor, la biomasa para
este intervalo de tamafio de granulos disminuy6 al 13 %. La desintegracion de los granulos
en los estudios en continuo fue mas evidente que en los estudios en lote, esto pudo deberse
a que en el reactor EGSB existen fuerzas de ruptura y de abrasion ligadas a las velocidades

ascensionales (Seghezzo, 1998).
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Figura 22. Granulometria del lodo anaerobio realizado al inicio y al final del proceso de
metanogénesis y desnitrificacion simultanea.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los estudios en lote demostraron la degradacion simultdnea de la materia carbonada y de
nitrégeno, observando que conforme disminuye la relacion C/N la actividad desnitrificante
aumenta, mientras que la actividad metanogénica disminuye. En base a esto se determino
que la actividad metanogénica disminuy6 en un 50 % a la concentracion de 0.78 g NOs/L
(C/N= 3.8), por lo que en concentraciones superiores de nitrato la actividad desnitrificante

fue la que prevalecio.

Durante el proceso de metanogénesis y desnitrificacion simultanea, en el reactor EGSB se
mantuvo la remocién de la materia carbonada por arriba del 90 %. Esta remocion fue
llevada a cabo por la participacién de ambos consorcios, en donde se observd que a altas
relaciones C/N la actividad metanogénica predomind, mientras que a bajas relaciones la
degradacion se llevo a cabo principalmente por las bacterias desnitrificantes y en relaciones

intermedias (C/N de 3) participaron en un 50 % ambos consorcios.

Cuando el carbono se encontr6 en concentraciones superiores a la estequiomeétrica (C/N>1)
se obtuvieron remociones superiores al 90 % de nitr6geno, mientras que, al superar la
concentracion de nitrdgeno necesaria para que se lleve a cabo la desnitrificacion(C/N=1) la
eliminacion del nitrégeno fue del 60 %, propiciando la acumulacion de nitrito. Por lo que es

importante que el reactor trabaje a relaciones superiores a la estequiométrica.

El aumento en la concentracion de nitrato causd un cambio en la distribucion de la biomasa
en los granulos anaerobios provocando una disminucion de los mismos, fendmeno que pudo
deberse a que la biomasa predominante no tiene capacidad para formar granulos como la

biomasa anaerobia metanogénica.
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En los estudios en continuo la desintegracion de los granulos fue mas evidente que en los
estudios en lote, esto pudo deberse a que en el reactor EGSB existen fuerzas de ruptura y de

abrasion ligadas a las velocidades ascensionales.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la factibilidad de utilizar reactores de
alta tasa (EGSB) para el tratamiento de aguas residuales como las de industrias pesqueras,
lo cual es beneficioso, ya que se pueden tratar gran cantidad de efluentes en espacios

menores que los sistemas de tratamiento convencionales.

5.2 Recomendaciones

Con el fin de aplicar este tipo de tratamiento en las industrias pesqueras es necesario
realizar estudios de costos y escalamiento, asi como también dependiendo de la industria es
importante caracterizar cada corriente para conocer cudl de ellas es la que aporta la mayor
concentracion de contaminantes y asi definir si ésta se trata por separado o se incorpora a

todo el proceso.

Realizar el estudio de la composicion del biogas producido en el reactor EGSB durante el
proceso de desnitrificacion y metanogénesis simultdnea, para realizar el balance masico de

los compuestos organicos y nitrogenados.

Llevar a cabo estudios de granulometria, asi como la composicion de proteinas y sustancias
exopoliméricas de los granulos para cada una de las relaciones C/N en el reactor EGSB,
para ver el efecto de la adicion de nitrato y determinar las condiciones de operacion
(velocidad ascensional, carga organica, pH, relacion C/N, tasa de recirculacion) para que la

biomasa remueva la mayor cantidad de contaminantes.



ANEXOS

Anexo A. Curva de calibracion para determinar DQO

Tabla 11. Curva estandar de la demanda quimica de oxigeno (DQO).

Concentracion (mg/L) ABS (620 nm)

0 0
100 0.055
200 0.088
400 0.195
600 0.312
800 0.387
1000 0.480

Figura 23. Curva estandar de la demanda quimica de oxigeno.
(ABS =2474.5 (DQO) - 23.686; R?=0.9947).



Anexo B. Curva de calibracion para la técnica de nitrato

Tabla 12. Curva estandar de nitrato.

Concentracion (mg/L) ABS (500 nm)

0 0

5 0.037
10 0.068
15 0.084
20 0.117
25 0.147
30 0.180

Figura 24. Curva estandar de la determinacion de nitratos.
(ABS =2474.5 (NO3-) - 23.686; R2 =10.9947).
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Anexo C. Curva de calibracion para la medicion de nitrito

Tabla 13. Curva estandar de nitrito.

Concentracion (mg/L) ABS (500 nm)

0 0
0.5 0.095
0.15 0.248
0.25 0.468
0.35 0.571

Figura 25. Curva estandar de la determinacion de nitritos.
(ABS =2474.5 (NO2) - 23.686; R*=0.9947).



Anexo D. Tablas de los resultados de la actividad metanogénica especifica (AME)

Tabla 14. Valores de la AME obtenidos experimental y teéricamente.

AME AME
Nitrato Experimental Modelo
(Mod-Exp)”2
(g/L) (gDQO- (gDQO-
CH4/gSSV-d) CH4/gSSV-d)

0 0.2073 0.2186 0.0001
0.47 0.1536 0.1262 0.0007
0.59 0.1348 0.1137 0.0004
0.75 0.1078 0.1010 4.602E-05
1.06 0.0762 0.0823 3.7359E-05
1.55 0.0252 0.0641 0.0015
3.27 0.0056 0.0359 0.0009

Suma 0.0038

Tabla 15. Constantes obtenidas mediante la herramienta de calculo de Solver en Excel.

Vmax
Ks KI
(gDQO- Correlacion
(gNOs7/L) (gNOs7/L)
CH4/gSSV-d)

0 0.64 0.21 0.94




Anexo E. Tablas de resultados de la actividad desnitrificante especifica (ADE)

Tablal6. Valores de la ADE experimental y del modelo de Monod.

S ADE ADE Modelo US 1/vV
(ENOs/L) (gNOs37/ (gNOs" (L/gNO3) (gSSVv-d
gSSV-d) /gSSV-d) /gNO3)
0 0 0
0.47 0.2353 0.2282 2124.88 4.2497
0.59 0.2373 0.2443 1685.14 42128
0.75 0.2565 0.2588 1336.45 3.8980
1.06 0.2660 0.2776 939.81 3.7592
1.55 0.3098 0.2934 645.52 3.2276

Tabla 17. Constantes obtenidas mediante la linealizacion del modelo de Monod.

Vmax
Ks
(gNO3 Correlacion
(gNOs7/L)
/gSSV-d)

0.33 0.22 0.86




Anexo F. Imagenes de la experimentacion

Figura 26. Botellas serologicas de las pruebas en lote.

Figura 27. Cinética metanogénica.

85



Figura 28. Determinacion de nitratos y nitritos por colorimetria.

Figura 29. Determinacion de solidos suspendidos volatiles.
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Figura 30. Reactor EGSB utilizado para las pruebas en continuo.
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