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RESUMEN

Se ha estudiado experimentalmente el fendmeno de la formacién de granulos anaerobios en la puesta en marcha de un
Reactor de Biopelicula Anaerobia Tipo Intercambiador de Calor (RBAIC), utilizado en el tratamiento de aguas
residuales provenientes de una planta de procesamiento de melazas de baja concentracion, 0,45 g-C L™. El reactor fue
operado en modo de flujo ascendente de un solo paso a bajas temperaturas promedio del liquido (15° C a 25° C) y
tiempos de retencion hidraulica (TRH) de 16 h y 6,1 h. La granulacion puede proceder sin la inoculacién de grandes
cantidades iniciales de lodo biol6gico anaerobio. La granulacion es posible ain con concentraciones iniciales muy
pequefias de microorganismos, siempre y cuando los mismos estén bien aclimatados al tipo de agua residual y las
condiciones ambientales. Es posible tratar tasas de carga organica volumétrica entre 1,8 y 3,3 g-DQO L™ d* a
temperaturas promedio menores a 25° C con concentraciones de biomasa tan pequefias como 2 g-SSV L™. En un
RBAIC, se pueden formar granulos de 0,5 — 2 mm de didmetro en tres meses a temperaturas promedio menores a 25° C.

ABSTRACT

The anaerobic granule formation occurring during the start-up of a Heat Exchanger type Anaerobic Biofilm Reactor
(HEABR) was experimentally studied. The reactor was utilized in the treatment of low concentration molasses
wastewater, 0.45 g-C L™, at low liquid bulk mean temperatures (15° C a 25° C), under one-pass upflow mode and
hydraulic retention times (HRT) of 16 h and 6.1 h. Granule formation can occur without using initial large amounts of
seed anaerobic sludge, provided that the microorganisms are well adapted to the type of wastewater and environmental
conditions. Effective wastewater treatment was feasible at volumetric loading rates of 1.8 y 3.3 g-COD L™ d™, average
temperatures below 25° C and biomass concentrations as low as 2 g-VSS L™. Granules of 0.5 — 2 mm diameter can be
formed within three months at mean temperatures below 25° C.

Palabras Clave: Reactor de Biopelicula Anaerobia, Granulacién, Tratamiento de Aguas Residuales de Melazas.
Keywords: Anaerobic Biofilm Reactor, Granulation, Molasses Wastewater Treatment.

1. INTRODUCCION

En anteriores estudios relacionados con un Reactor de Biopelicula Anaerobia Tipo Intercambiador de Calor (RBAIC)
[1] observaron que, en las condiciones experimentales de baja velocidad lineal ascendente, la contribucion de la
biopelicula al desempefio del RBAIC se halla severamente limitada por la resistencia difusional de la capa laminar
liquida a la transferencia de masa de los substratos limitantes y que, los buenos porcentajes de remocién logrados, se
debian a la existencia de una suspension de microorganismos acidogénicos y metanogénicos en la parte baja del reactor,
los cuales degradan los contaminantes organicos hasta metano y diéxido de carbono.

Se ha reportado que en filtros anaerobios de flujo ascendente, cerca del 50% de los microorganismos retenidos en el
reactor no se encuentran adheridos a la superficie de los soporte sélidos, sino que permanecen atrapados en los
intersticios del filtro [2]. Young y McCarty [3], ya en 1967, observaron la formacion de granulos en lechos empacados
anaerobios. En 1971, Lettinga [4] también observo que la degradacion de compuestos orgénicos contenidos en aguas
residuales de procesamiento de azlcar de remolacha, llevada a cabo en lechos empacados de flujo ascendente, se debia
principalmente a la existencia de granulos atrapados en los espacios intersticiales de la parte baja del reactor.

Harada [5] concluye que la formacidn de granulos anaerobios sucede preferentemente bajo las siguientes condiciones:

Velocidades ascendentes menores a 1 m/h

Temperaturas de 37° C

Valores de pH préximos a 7

Aguas residuales facilmente biodegradables (residuos industriales con alto contenido de carbohidratos)
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= Bajas concentraciones de acidos grasos volétiles, AGV, (menores a 100 mg-C L™)
» Lodo inoculado denso

En los casos en los que el RBAIC se opera bajo condiciones de flujo ascendente apropiadas para la formacion de
granulos, es posible que los microorganismos de la suspensidn de microorganismos observada en la parte baja del
reactor podria auto-aglomerarse si el reactor funciona durante tiempos prolongados En estos casos, el RBAIC (y otro
tipo de reactores de pelicula fija) se convierte en un sistema hibrido.

En este estudio experimental, se observa la formacidn espontanea de granulos anaerobios, sin la inoculacién de grandes
cantidades de lodo semilla, dentro de un RBAIC, con el objeto de obtener datos experimentales Utiles para el desarrollo
de modelos de reactor que pueden utilizarse en el disefio y evaluacion de desempefio de este tipo de reactores.

2. METODOS EXPERIMENTALES

= Aparato experimental: El aparato experimental se presenta en la Figura 1.
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1. Reactor de biopelicula 2. Conducto de agua caliente 3. Puntos de muestreo
4. Bafio de agua fria 5. Recipiente colector de gas 6. Solucion de substrato
7. Nutrientes 8. Enfriado 9. Bomba peristaltica

10. Liquido efluente

Figura 1 - Esquema del reactor anaerobio de biopelicula tipo intercambiador de calor (RBAIC).

El reactor consiste en dos conductos de agua caliente (2,5 cm de ancho, 60 cm de alto y 20 cm de profundidad)
separados a una distancia de 6 cm, que forman un canal de agua fria. LAminas de carbon poroso se adhirieron a las
paredes de acero inoxidable para obtener una mejor adherencia microbiana inicial y un mejor crecimiento de la
biopelicula, como sugieren Sakakibara et al. [6]. Se instalaron puntos de muestreo en el eje central del canal de agua
fria, cada 10 cm desde el fondo. Los tubos de muestreo penetraron aproximadamente 5 cm en el canal. Para medir los
perfiles de temperatura, se instalaron otros puntos de medicidn, tal como se observa en la figura. EI fondo del reactor
fue enfriado mediante un bafio de agua fria mantenido a las temperaturas deseadas. Las soluciones de substrato y
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nutrientes inorganicos se enfriaron y mezclaron antes de la alimentacion usando una bomba peristéltica. ElI pH se
control6 mediante la adicidn de una solucién de NaHCO; hasta llevar la alimentacion hasta un pH de 10,0.

» Puesta en marcha y formacion de la biopelicula

El reactor fue inoculado con lodo obtenido de un reactor anaerobio de lecho empacado que trata aguas residuales de
procesamiento de almidones de trigo, obteniéndose una concentracién inicial 3500 mgL™ de sélidos suspendidos
voléatiles (SSV). El lodo fue recirculado sin la adicion de sustrato por tres dias, después de los cuales la concentracion
de lodo en la suspension se redujo hasta 1000 mg-SSV L. Esto significa que cerca de 2/3 del lodo inicial se adhiri6 a
las paredes de carbén de las placas paralelas.

Después de esta adherencia inicial, el reactor se oper6 en forma continua por 39 dias, con la adicion de aguas residuales
de melazas, en las concentraciones citadas en la Tabla 1, recirculando la suspension a 4,0 Lmin™. El lodo remanente en
la suspension fue removido con el efluente en tres dias, aproximadamente. Sin embargo, los microorganismos
inmovilizados en la biopelicula fueron suficientemente capaces de tratar el agua residual, obteniéndose eficacias de
remocion mayores al 90%.

TABLA 1-DESEMPENO DEL RBAIC DURANTE LA PUESTA EN MARCHA

Dia 1-9 10-15 16 -39
Concentracién de alimentacion, (mg-C L™) 0,5 0,5 0,5
TRH, (h) 38 24 16
Carga organica, (g-C L™ d™) 0,31 0,5 0,75
Eficacia de remocion, (-) 0,94 0,93 0,94
Concentracion de biomasa en liquido recirculante, (g-C L) | 0,118 0,128 0,139

En el dia 39 (que se denominaré dia 0, de aqui en adelante), se cortd la recirculacion de la suspension y se operé el
reactor en modo de flujo ascendente de un solo paso. La concentracién de melazas en la alimentacidon se mantuvo en
0,45 g-C L™ y el tiempo de residencia hidraulica se vari6 desde 16 h hasta 6 h. la temperatura de entrada se mantuvo en
5° C y la temperatura de las paredes en 37° C, durante todo el estudio. La composicion y concentracion de la solucién
de sustrato y de la solucién de nutrientes se muestran en la Tabla 2. Estas concentraciones fueron seleccionadas de
acuerdo con lo recomendado por Speece [7] y Okada y Okubo [8].

TABLA 2 - COMPOSICION Y CONCENTRACIONES DE SUSTRATO, NUTRIENTES Y
MICRONUTRIENTES INORGANICOS EN LA ALIMENTACION

Nutriente Concentracion (mg L™?)

(a) Sustrato y buffer
Agua residual de melazas (86% azUcares) 1510
NaHCO; 2600

(b) Nutrientes inorgénicos Yy trazas de metales
(NH,4),CO3 350
KH,PO, 90
CaCl, 135
MgSO,.7H,0 370
FeCl;.6H,0 11
MnCl,.4H,0 0,5
ZnS0,.4H,0 0,1
HBO; 0,1
CuS0,.5H,0 0,05
Na,Mo00,4.2H,0 0,012
NiSO,.6H,0 0,026

Se extrajeron muestras de la salida del reactor y de los puntos de muestreo en forma periddica. Se efectuaron
mediciones de carbono organico total (COT), &cidos grasos volatiles (AGV), velocidad de produccién de biogas,
contenido de metano y la concentracion de biomasa (como COT y SSV). Las muestras destinadas a la concentracién de
biomasa como SSV, fueron previamente disgregadas con ultrasonido y se analizaron alicuotas de estas muestras, de
acuerdo con las normas estandarizadas japonesas (JIS). Las muestras para determinacion de la biomasa como COT se
dividieron en dos. Una muestra se analizé directamente sin ningln tratamiento y la otra fue centrifugada para quitar los
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s6lidos suspendidos antes de analizar el COT. La diferencia en la concentracion de COT se consideré como la
concentracion de biomasa.

Las concentraciones de COT y la composicién del gas se analizaron usando cromatografia de gases con detector de
termo-conductividad, la concentracion de los AGV usando un cromatégrafo de gases con generacion de vapor y
detector de ionizacidn de llama (FID). Las eficiencias de remocion de DQO o COT se calcularon mediante la diferencia
entre la concentracion de COT del afluente y el efluente medido en la muestra de salida centrifugada; es decir, no se
considero la concentracion de biomasa en el efluente.

La Figura 2 muestra la comparacion entre las concentraciones de carbono contenido en la biomasa que fueron obtenidas
experimentalmente como SSV y los valores calculados con la férmula empirica CsH;NO, [7], la cual arroja un
contenido de 53,1% de carbono en peso. Se observa que existe una muy buena concordancia entre los valores
experimentales y los calculados, lo cual implica que las concentraciones de biomasa pueden también expresarse como
COT, i.e. las concentraciones de SSV se pueden calcular con exactitud a partir de las concentraciones de COT.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 3 muestra el desempefio del reactor durante todo el periodo de experimentacion en condiciones de flujo
ascendente de un solo paso.
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Las concentraciones de AGV (las cuales fueron aproximadamente iguales a las concentraciones de COT), las eficacias
de remocién de COT, las velocidades de produccion de metano y las tasas de carga organica volumétrica se describen
en la figura. Se observa que existe una ligera disminucion de las eficacias de remocién cuando las tasas de carga
aumentan (debido a la disminucion de los tiempos de retencion hidraulica, TRH). Si el reactor estuviera en estado
estable y se mantuviera una concentracion de biomasa constante, las eficacias de remocion deberian disminuir en mayor
grado. Sin embargo, la biomasa existente en la suspensién no sufrié una remocion con el efluente y permanecio en la
parte baja del reactor. Mas aun, su concentracion se incremento, permitiendo mayores eficacias de remocion.

Los perfiles de concentracién de AGV a lo largo del bioreactor, bajo diferentes tiempos de retencién hidraulicos se
muestran en la Figura 4. La descomposicion consecutiva del sustrato y de los AGV ocurre principalmente en la parte
baja del reactor y las concentraciones de los &cidos permanecen casi constantes a lo largo de la parte superior. La altura
encima de la cual tales composiciones permanecen constantes se incrementa al disminuir los TRH, como se espera.
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Figura 4 - Perfiles de concentracion de &cidos grasos volatiles (AGV) en funcion de la altura en el reactor, para
diferentes periodos de tiempo.

La Figura 5 muestra las concentraciones de biomasa medida como COT a diferentes alturas del reactor bajo diferentes
TRH. No se observaron concentraciones significativas de biomasa por debajo del nivel de 3 cm hasta el dia 60
indicando que el lecho de lodos estaba por debajo de este nivel a TRH de 15,6 y 12,8 h. En el dia 60 (TRH = 8,9 h),
pequefias cantidades de biomasa (cerca de 1140 mg-SSV L™) se detectaron a los niveles de 3 y 10 cm en la forma de
pequefios granulos y de ahi en adelante, las concentraciones de biomasa se incrementaron desde el dia 60 hasta el dia 90
incluso en el nivel de 10 cm, indicando que la altura del lecho de lodos se encontraba en algun valor entre 10 y 20 cm.
En el dia 109, bajo un TRH de 6,1 h, se midieron las concentraciones de biomasa cerca de 24 000 mg-SSV L™ entre las
alturas de 10 y 20 cm.

Se debe notar que se determinaron concentraciones de AGV relativamente altas en los niveles en los que se encontraba
el lecho y que estas concentraciones caian drasticamente en los niveles en los que no se detectaron concentraciones

52 UPB - INVESTIGACION & DESARROLLO, No. 12, Vol. 1: 48 — 56 (2012)



FORMACION DE GRANULOS ANAEROBIOS...

significativas de biomasa. Esto significa que los microorganismos metanogénicos crecieron en la parte alta del lecho
granular (zona de concentraciones menores de biomasa). A primera vista, se podrian esperar concentraciones mas
pequefias de AGV en el lecho granular, debido a las altas concentraciones de biomasa. Sin embargo, es también claro
que tales concentraciones de particulas granulares reducen los TRH reales en el lecho. Por otra parte, las temperaturas
en la parte baja del reactor son menores (15 - 25° C, Figura 6) disminuyen las velocidades de reaccién de los
microorganismos metanogénicos y heteroacetotréficos, causando mayores concentraciones de AGV.
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Para verificar experimentalmente, la formacion de granulos anaerobios a partir de los microfloculos iniciales en el lecho
de sdlidos, muestras extraidas desde el fondo del reactor (a temperaturas de 4-6° C) en los dias 15, 31, 39,60 y 94, se
fotografiaron como se muestra en la Figura 7. Se observa que las particulas de biomasa desarrollaron en granulos de 0,5
—2 mm en el transcurso de 3 meses a temperaturas promedio menores a 25° C.

Las Figuras 8 y 9 muestran una comparacion entre una los resultados obtenidos en este estudio y una evolucién
temporal tipica de las concentraciones de biomasa y las velocidades de carga orgéanica que ocurre en un reactor de
mantos de lodos de flujo ascendente (UASB, por sus siglas en inglés). De acuerdo con Harada [5], Figura 8, el periodo
de puesta en marcha en un reactor UASB puede dividirse en tres fases. En la primera (cargas organicas < 2g-DQOL™d"
1, el lecho de lodo se expande debido al flujo ascendente y la produccién de gas, y los microorganismos dispersos
contenidos en el lodo inoculado se decantan junto con el efluente. En la segunda fase (cargas organicas 2 — 5 g-DQOL™
d™), cuando se incrementa la carga organica y la velocidad de flujo ascendente (causando un incremento en la
produccion de gas), la seleccion de la composicion del lodo procede progresivamente: los fléculos livianos se decantan
y sélo los pesados permanecen dentro del lecho, causando una disminucion en la concentracion global de biomasa. En
este periodo, la relacién de masa de DQO sobre la masa de biomasa, llamada carga de lodo, se incrementa hasta 0,5 — 1
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g-DQOI/(g-SSV-d) y el crecimiento bacteriano se concentra en las particulas pesadas. Finalmente, en la tercera fase, la
velocidad de crecimiento de la biomasa excede la velocidad de lavado, las particulas de buena sedimentabilidad se
acumulan en el lecho de lodo y, consecuentemente, la concentracion de biomasa empieza a incrementarse, soportando
mayores cargas organicas volumétricas (> 5 g-DQO L™ d™).

(d) Dia 60 #

Figura 7 - Fotografias mostrando la granulacién gradual (muestras extraidas en el fondo del reactor).
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En este experimento, Figura 9, no se introdujo indculo, y el lecho de lodo inicial existente en el fondo del reactor se
origind en la sedimentacién de los microorganismos existentes en el liquido recirculante y probablemente algo de los
microorganismos metanogénicos provenientes de la disrupcion de la biopelicula ocurrida en el cambio brusco de las
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velocidades de flujo ascendente. Como se muestra en la figura, en el primer periodo de 60 dias, las muy pequefias
concentraciones globales de biomasa pudieron soportar cargas organicas de 1,9-3,3 g-DQO L™ d* (cargas de lodo
cercanas a7 g-DQO/g-SSV-d, que son 10 veces mas altas que las observadas en reactores UASB). La razon de la
diferencia podria ser que las bacterias en el RBAIC estuvieron muy bien adaptadas a las condiciones ambientales vy el
tipo de agua residual. Después del dia 60, la concentracion de la biomasa empez0 a crecer progresivamente, debido al
lavado minimo de los microorganismos que ya estaban aglomerados en forma de granulos. Este incremento prosiguio
hasta el final del experimento (dia 120). Concordantemente, las cargas de lodo disminuyeron a 0,6 g-DQO/g-SSV-d,
que es similar a los valores normales observados en reactores UASB de escala industrial [5]. La razén para el lavado
minimo de microorganismos durante el transcurso del experimento es que el reactor se operd con velocidades muy
pequefias de flujo ascendente, que combinadas con el efecto de flotacion del gas producido no fueron suficientes para
sobrepasar las velocidades de sedimentacion de las particulas de biomasa cada vez mas grandes.

10
[ ]
[ ]
8 A Concentracién de
biomasa —> ®
6 Carga orgéanica

_ \ ’

Figura 9 - Acumulacion de
biomasa en el
RBAIC.
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Entre los factores que son importantes para la granulacién de lodos anaerobios, Harada[5] menciona los siguientes: las
caracteristicas del agua residual (concentracion, composicion, sélidos suspendidos, contenido de grasas, entre otros), las
caracteristicas del lodo (liviano o denso), la carga de lodos, las condiciones de operacion y las condiciones ambientales
(pH, temperatura, y trazas de minerales). Es decir, como concluyen Dolfing J.,et al. [9], es necesario mantener
condiciones ambientales y operacionales apropiadas (bajas concentraciones de AGV) para favorecer el crecimiento de
los microorganismos anaerobios, especialmente las bacterias metanogénicas acetotroficas (Methanosaeta spp. y
Methanosarcina spp.) y las bacterias metanogénicas litotroficas que utilizan hidrégeno y diéxido de carbono,
mencionadas por Dudley B.T., et al. [10] (e.g. Methanobacterium ruminantium, Methanobacterium formicium y
Methanobrevibacter spp.). Por otra parte, Guiot S. R., et al. [11] han reportado que la concentracion de polimeros
extracelulares (PEC) en los granulos, es importante para la estructura y el mantenimiento de los granulos.

En este experimento, no se utiliz6 lodo para el indculo, las cargas de lodo fueron 10 veces los valores conocidos para
reactores UASB y, méas aln, las temperaturas promedio fueron mucho mas bajas que 37°C. Sin embargo, las
condiciones operacionales y ambientales (un sustrato facilmente biodegradable, concentraciones de minerales
adecuadas, bajas velocidades de flujo ascendente, valores de pH entre 6,7 a 7,0; concentraciones de AGV menores a
100 mg-C L) fueron suficientemente apropiadas para mantener y favorecer el crecimiento de los citados
microorganismos metanogénicos en los granulos. Mas adn, se observo una buena produccién de PEC, de estructura
gomosa (probablemente por la presencia importantes cantidades de azlcares neutros como la glucosa, ramnosa y
manosa entre otros [9]) que contienen enzimas que hidrolizan los carbohidratos presentes en las melazas, juntamente
con las particulas bacterianas en la parte baja del reactor, aspecto que favorece la formacion y mantenimiento de los
granulos.
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4. CONCLUSIONES

El fendmeno de formacion espontanea de granulos, que ocurre en un reactor de biopelicula anaerobia tipo
intercambiador de calor (RBAIC), fue estudiado experimentalmente usando aguas residuales facilmente biodegradables
de baja concentracion. Se obtuvieron las siguientes conclusiones:

= La granulacion puede proceder sin la inoculacidn de grandes cantidades iniciales de lodo bioldgico anaerobio. La
granulacién es posible aln con concentraciones iniciales muy pequefias de microorganismos, siempre y cuando los
mismos estén bien aclimatados al tipo de agua residual y las condiciones ambientales.

= Es posible tratar tasas de carga orgénica volumétrica entre 1,8 y 3,3 g-DQO L™ d™ a temperaturas promedio
menores a 25° C con concentraciones de biomasa tan pequefias como 2 g-SSV L™

= En un RBAIC, se pueden formar granulos de 0,5 — 2 mm de didmetro en tres meses a temperaturas promedio
menores a 25° C.
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