Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 35, No. 3, 2004.

El comportamiento de reactores anaerobios
de residuos solidos a través de ensayos microbiologicos

Matilde Lopez Torres, Pilar M. Villa Gémez* y Rigoberto Escobedo.

Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Departamento de Estudios sobre Contaminacién Ambiental, Avenida 25 y
158, Playa. *Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cana de Azucar, Ciudad de La Habana, Cuba.

Recibido: 29 de octubre de 2002. Aceptado: 17 de diciembre de 2002.

Palabras clave: residuos sélidos; tratamiento, digestiéon anaerobia, microbiologia, pretratamiento quimico, pretratamiento fisico.
Key words: solid waste, treatment, anaerobic digestion, microbiology, chemical pretreatment, physical pretreatment.

RESUMEN. En el presente trabajo se estudia el comportamiento de reacto-
res anaerobios, discutido sobre la base de los aspectos microbiolégicos en
residuos sélidos. El trabajo fue realizado teniendo en cuenta dos aspectos
fundamentales: el comportamiento de diferentes grupos tréficos represen-
tativos del proceso: glucolitico, sulfato reductor y metanogénico y la poten-
cialidad, medida sobre la base de la actividad metanogénica especifica. Los
resultados demostraron que el pretratamiento quimico le proporciona a la
digestion posterior el mejor sustrato a biodegradar. La alternativa del pre-
tratamiento térmico del residuo debe ser evitada si el tratamiento posterior
es un proceso de digestién con tiempos de retencién hidriulica de 10 d .Se
corrobord que la disminucién del nimero de microorganismos en el diges-
tor térmico es consecuencia de las limitaciones en la difusién interna, a
través de la capa de microorganismos que conforman la biomasa. La fuerte
correlaciéon encontrada entre la actividad metanogénica especifica y el
conteo de los microorganismos a través de la técnica del nimero mas pro-
bable, puede ser explicada a través del modelo Log NMP = 36,1878 AME,
donde NMP es el nimero mas probable de microorganismos y AME la acti-
vidad metanogénica especifica.

ABSTRACT. The behavior of anaerobic reactors on the basis of microbiological
aspects in solid waste was studied. For these purposes, both the behavior of
various representative trophic groups of the process: glucolitic, sulfate reducing,
methanogenic and the potentiality as specific methanogenic activity were
considered. The results show that chemical pretreatment, followed by later
digestion provides the best substrate for biodegradation. Alternative thermal
pretreatment of solid waste should be avoided if the later treatment were a
digestion process of 10 d hydraulic retention time. Moreover, the decrease of
microorganism counts in the thermal digester seems to be a consequence of
limitations in the internal diffusion through layers of microorganisms forming
the biomass. The strong correlation found between the Specific Methanogenic
Activity and microorganism counting through the Most Probable Number
technique can be explained by the pattern: Log MPN = 36.1878 SMA, where
MPN is the most probable number of microorganisms and SMA the specific
methanogenic activity.

INTRODUCCION

Dentro de los residuos sé6lidos de
mayor disponibilidad en Cuba se en-
cuentra la cachaza, subproducto del
proceso de fabricacién de aztcar de
cana, obtenido en la etapa de clarifi-
cacién y filtracién del jugo de cana.

La cachaza tiene un contenido
elevado de materia orgénica, princi-

palmente, lignocelulésica, caracteri-
zada por su relativa baja biodegra-
dabilidad.

El tratamiento de los residuos
sélidos puede llevarse a cabo de for-
ma satisfactoria si se logra intensi-
ficar la etapa limitante en la anae-
robiosis, que en este caso, resulta la
etapa hidrolitica.! Una de las formas

para incrementar esta etapa ha sido
el empleo de tratamientos previos,
ya bien fisicos, quimicos o biolégi-
cos.23

El objetivo principal del presen-
te trabajo fue estudiar estudiar la
incidencia de los pretratamientos
fisicos y quimicos sobre el compor-
tamiento de la flora microbiana pre-
sente en los digestores anaerobios.

Teniendo en cuenta la compleji-
dad del sistema biolégico a estudiar,
tanto desde el punto de vista del
sustrato como del cultivo presente
en él, una caracterizacién microbio-
légica basada en la cuantificacién de
grupos tréficos, asi como sus corres-
pondientes actividades especificas
resulta una buena base para el co-
nocimiento de los aspectos micro-
biolégicos que lo rigen.

MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion del residual

Latabla 1 muestra las caracteris-
ticas de la cachaza utilizada en las
experiencias de laboratorio.

Pretratamiento del residual

El pretratamiento térmico se lle-
v6 a cabo durante 3 h, en banos pro-
vistos de termostatos a 75 °C y en re-
cipientes de 150 mL de capacidad,
con agitacién y en estrictas condicio-
nes anaerobias.

El pretratamiento quimico se rea-
1iz6 con la adicion de Ca(OH), 80 meq/
L durante 6 h, a temperatura am-
biente, en recipientes de 1 L, con agi-
tacién y en condiciones anaerobias.?

Tratamiento del residuo

La digestién anaerobia se llevé a
cabo en reactores de vidrio de 1 L,
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Tabla 1. Caracterizacién de la cachaza utilizada en los experimentos.*

Parametro g/L**  Desviacion  Coeficiente
estandar de variaciéon
Demanda Quimica de Oxigeno Total 48,3 2,1 0,47
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble 1,8 0,4 0,35
Solidos Totales 82,8 2,0 0,26
Solidos Totales Volatiles 67,8 13,0 0,26
Solidos Totales Suspendidos 67,1 274 0,40
Soélidos Suspendidos Volétiles 52,2 17,9 0,34
Soélidos Disueltos Volatiles 6,2 0,1 0,02
Alcalinidad 1,7 0,8 0,15
Acidos Grasos Volatiles 3,4 1,3 0,43
pH 5,5 0,27 0,05
* 1 g de cachaza: 11,2 mL de agua, equivale a 8 % de sélidos totales.
** Excepto pH.
con tiempo de residencia hidraulico  donde:
de 10d y cargaorganicade 7,1 g STV/ FC Factor de conversién [(volumen
(L, et ” D- Se trabajé ademas, a tem- de CH,(mL)/g DQO_, . ...], medi-

peratura controlada (30 °C) y con agi-
tacion magnética a 500 r/min . La
fuente de inéculo fue un lodo proce-
dente de un digestor anaerobio com-
pletamente mezclado a escala de la-
boratorio, el cual habia operado con
cachaza durante un ano. Se utiliza-
ron 250 mL de inéculo.

El biogas producido fue burbuje-
ado en dos columnas rellenas de una
disolucién de KOH 10 % con el obje-
tivo de remover el CO,(g) generado.
El metano remanente fue colectado
por desplazamiento de la disolucién
y medido en probeta.

Analisis microbioldgicos

Se realizaron determinaciones de
actividades hidrolitica, acidogénica
y metanogénica. Para esto, se em-
plearon viales de 100 mL y se operd
en régimen estatico (sin agitacién).
El ensayo de actividad metanogéni-
ca especifica (AME) se llev6 a cabo
utilizando una concentracién de 2 g/
L de acido acético; 0,5 de propiénico
y 0,5 de butirico. La concentracién
de sélidos suspendidos volatiles
(SSV) en los viales fue de 3 g/L y la
temperatura se mantuvo constante
a 30 °C. En estos ensayos no se ana-
dieron nutrientes para restringir el
crecimiento microbiano durante el
experimento y asi evitar, una activi-
dad superior a la real, segiin la me-
todologia seguida por Soto y col.*

Para el calculo de la AME se uti-
liz6 la expresion siguiente:

dVCH4

dt 9gDQO,,
FC-V-SSV  gSSV-d

AME =

do en funcién de la temperatura

del biogas y cuyo valor es de 405.
dV,/dt Velocidad de produccién de

CH,. Valor de la pendiente en el

periodo de tiempo que se obser-

va la maxima velocidad (mL/h).
V Volumen efectivo de liquido en el

vial (0,1 L).

Los materiales utilizados para la
determinacién de las actividades hi-
drolitica y acidogénica fueron los
mismos que para la AME, solo que
para el seguimiento del sustrato,
los viales estaban provistos de un
septum, a través del cual se reti-

Tabla 2. Medios de cultivo empleados.

raban las muestras para su anali-
sis.

Para la actividad acidogénica se
trabajé con 1 g SSV/L . Se utilizé
como sustrato glucosaa 2 g/L.. En el
caso de la actividad hidrolitica, se
trabajé con la misma concentracién
de sustrato, pero con sacarosa y una
biomasa de 1 g/L. de SSV.

El procedimiento operativo fue
semejante al utilizado para la deter-
minacién de la AME excepto el tipo
de sustrato a adicionar en cada caso
como se explicé anteriormente y la
adicién ahora de medio alcalino
como NaHCO, a1 g/L.

La evaluacién del lodo fue reali-
zada en dos etapas dentro de la fase
estacionaria de operacién de los
digestores.

Para la cuantificaciéon de los gru-
pos tréficos se siguid la técnica del
Numero Mas Probable (NMP) segin
los Métodos Normalizadas® y se em-
plearon diferentes medios, en de-
pendencia del grupo tréfico (Tabla 2).

Los medios de cultivo fueron pre-
parados en condiciones anaerobias
y distribuidos luego en viales de pe-
nicilina de 10 mL de capacidad con
burbujeo de una mezcla de N, y CO,,.
Estos fueron sellados con tapén
de goma y retapa de aluminio y
esterilizados en autoclave a 121 °C
y 1 atm de presién durante 20 min .

Las diluciones se realizaron de
forma seriada y se emplearon tres
viales por cada una de ellas. La
temperatura de incubacién fue de

Componentes Grupos troficos
Metanogénico Glucolitico  Sulfato reductor

K,HPO, 0,7g 05g
KH,PO, 045 g
NH,CI 10g 10g
MgCl, - 6H,0 0,82 g
Mg SO, - TH,0 20¢g
CaCl, - 2H,0 0,05 g 0lg
NaCl 2,25 g
Cisteina 03 g 05 g 20g
Na,SO, 025g 10g
FeCl, - 6H,0 05g
Disolucién de vitaminas 10,0 mL 10,0 mL
Disolucién de oligoelementos 6,0 mL 2,0 mL
Acetato de sodio 10g
Extracto de levadura 20g 10g
Resazurina 0,001 g
Triptona 20g
Glucosa 20g
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30 °C . Se realizaron observaciones
alcabodelos 3,5,7y14d.

Las determinaciones analiticas
serealizaron siguiendo las recomen-
daciones de los métodos normaliza-
dos para aguas y aguas residuales.®
La composicién del biogas se midid
por cromatografia gaseosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo que los lodos inocu-
lados en cada uno de los digestores,
presentaron una AME comparable
con los valores reportados por
Noyola®y Silveira’ respectivamente
(Tablas 3 y 4). Estos resultados de-
muestran que los inéculos son ade-
cuados para la arrancada del proce-
so continuo de digestién anaerobia.

En las tres alternativas de trata-
miento evaluadas en este trabajo (ca-
chaza sin pretratar, pretrada quimi-
camente y pretratada térmicamente)
con tiempos de digestién de 10 d, se
evalud la influencia que pudiera te-
ner el pretratamiento en el compor-
tamiento de la actividad de los lodos
anaerobios.

Para el digestor sin pretratar, se
observé una fase de latencia prolon-
gada durante todo el periodo que
duré la primera alimentacién, mien-
tras que para los respectivos diges-
tores pretratados comenzé a apare-
cer actividad al cabo de los 6 d de
anadido el sustrato.

Con vistas a vencer la fase de
latencia de los microorganismos, se
realizé una segunda alimentacién de
sustrato, la cual produjo una rapida
respuesta de los diferentes lodos. En
esta etapa se midi6 la verdadera ac-
tividad de los lodos.

La mayor velocidad de produc-
cién de CH, correspondi6 al lodo
pretratado quimicamente, asi como
al que present6 la mayor AME. En
orden decreciente de esta, le siguie-
ron, el pretratado térmicamente y el
de la cachaza sin pretratar. Los valo-
res de AME fueron de 0,130; 0,231 y
0,178 g DQO/(g SSV - d), para los lodos
sin pretratar, pretratado quimica y
térmicamente, respectivamente. En
todos los casos, se obtuvo una bue-
na actividad de los lodos, superando
el criterio de baja actividad reporta-
do por Colleran® y Noyola® en diges-
tores de este tipo de 0,1 g DQOCH//
(g SSV - d).

La mayor actividad obtenida en
el lodo retenido en el digestor de ca-
chaza hidrolizada quimicamente, es
consecuencia de la solubilizacién del
material organico complejo, con lo
que se manifiesta a su vez, la difi-
cultad de los microorganismos
anaerobios en metabolizar el residuo

Tabla 3. AME y actividad acidogénica de distintas fuentes de lodos empleadas

en este estudio.

Actividad especifica Lodo
(gDQO/(g SSV - d)
Cachaza Quimico Térmico
Metanogénica* 0,024 0,096 0,047
Acidogénica 3,03 10,9 11,2

*g DQO medidos como g DQO-CH,.

Tabla 4. Actividad metanogénica especifica de diferentes lodos

anaerobios.
Lodo AME
[g DQOCH, /(g SSV - d)]
Granular 08-15
Digestor anaerobio 0,02 -0,2
Estiércol digerido 0,02 - 0,08
Lodo fosa séptica 0,01-0,07
Laguna anaerobia 0,03 -0,1

Tabla 5. Cuantificaciéon de grupos microbianos en los lodos objetos de estudio a

los 30 d de operacién de los digestores.

Grupos troficos

Tipo de lodo en los digestores.

de microorganismos Cachaza Quimico Térmico
(cél./mL)
Glucoliticos 12 - 108 12 - 108 12 - 108
Sulfato-reductores 12 - 10° 12 - 10° 10 - 10°
Metanogénicos 6-10° 12 - 107 6 - 108
sin pretratar, limitando la velocidad 0,227 g DQO,,, /(g SSV - d) respecti-

de degradacion, la etapa de hidroli-
sis del material organico complejo.
Por otra parte, los valores de activi-
dad acidogénica especifica obteni-
dos para los lodos de estudio, cacha-
za, quimico y térmico fueron de
30,01; 24,35y 20,33 g DQO/g SSV, res-
pectivamente. Estos valores son
comparados con los obtenidos por
Soto y col.,* quienes partieron de
lodos procedentes de reactores que
tratan residuos complejos de un
proceso industrial y cuyas activida-
des alcanzaron valores de 16,5; 175y
24,5 g DQO/ (g SSV - d) en diferentes
niveles del reactor.

Las actividades hidroliticas de-
terminadas en los lodos fueron de
7,68; 10,04 y 8,56 g DQO/(g SSV - d)
correspondientes a la cachaza, al
pretratado quimica y térmicamente,
respectivamente.

El transcurso del proceso conti-
nuo de digestiéon permitié detectar
la influencia que sobre el lodo ejer-
ce el sustrato. Al cabo de los 40 d de
operacion estable de los digestores,
la actividad de los lodos de cachaza
y quimico se mantuvo en 0,130 y

vamente, observandose una tenden-
cia a la disminucién de la actividad
dellodo térmico hacia 0,096 g DQO,,/
(g SSV - d). Esta manifestacién pue-
de deberse a fenémenos de limita-
cién en la transferencia de masa mi-
croorganismo-sustrato, sobre todo,
la difusién interna a través de la capa
de microorganismos que conforman
el fléculo.

Estos resultados muestran la
ventaja de la alternativa de pretra-
tamiento quimico, cuando el siste-
ma opera en régimen continuo y sin
afectacion en la actividad del lodo.

Simultaneamente a los ensayos
de actividad, se llevé a cabo la cuanti-
ficacién de la biomasa a través del
recuento de distintos grupos tréficos
(Tabla 5).

El nimero de bacterias totales en
los digestores se encontré en el or-
den de 108 cél./mL. Los resultados co-
inciden con los reportados por
Lopez!? y Wheatley,!! los cuales encon-
traron un maximo de poblacién de
bacterias no metanogénicas de 108 cél/
mL y entre 105y 108 cél./mL de bac-
terias metanogénicas.
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El resultado de la solubilizacién
térmica, al parecer favorable para el
proceso de digestién, hizo descender
al cabo de los 40 d de operaciéon el
numero de microorganismos en el
digestor (Tabla 6). Este efecto se atri-
buye fundamentalmente a las limi-
taciones en la transferencia de masa
microorganismo-sustrato, sobre
todo, la difusién interna a través de
la capa de microorganismos que con-
forma el fléculo, como se comentd
con anterioridad. Esto trae apareja-
do la interferencia en la multiplica-
cién de las células, viéndose este
efecto marcado durante el tratamien-
to continuo del residuo, para perio-
dos prolongados, durante la etapa es-
tacionaria de operacién del digestor.

El niimero de bacterias totales en
los digestores cachaza (control) y
quimico se mantuvo en el orden de
10% cél./mL, mientras en el digestor
térmico fue de 10° cél./mL.

La disminucién del NMP en el di-
gestor en el que se trataba residuo
pretratado térmicamente puede de-
berse a la influencia que sobre el pro-
ceso de solubilizacién tiene el aumen-
to de temperatura, lo que favorece el
proceso de floculacién de las particu-
las sélidas contribuyendo a su preci-
pitacién. En este caso la AME fue la
menor de todos los reactores, debido
al efecto anteriormente explicado.

Otra de las consecuencias rela-
cionadas con este fenémeno pudie-
ra ser debido a la presencia de bac-
terias sulfato-reductoras (BSR).

La escasa o nula existencia de
sulfatos en el residuo de cachaza sig-
nifica que la Gnica alternativa de
competencia entre ambas bacterias
podria estar dada por la elevada afi-
nidad de las bacterias sulfato-
reductoras® por el H,. No obstante,
se puede afirmar que en estos siste-
mas, estas bacterias no inhiben el
desarrollo de las metanogénicas.
Esta hipétesis puede ser aceptada, ya
que bajo las condiciones de estudio,
se encontré una mayor poblacién de
bacterias metanogénicas en los
lodos, situacién que hace menos
competente a las sulfobacterias por
el H, (Fig. 1).

Ademas, se pudo observar que no
hubo inhibicién de las bacterias
metanogénicas por las condiciones
de pretratamiento establecidas, te-
niendo en cuenta que se alcanzaron
resultados muy parecidos en los
conteos microbianos cuando se usé
indistintamente el medio sintético
especifico para el crecimiento de
metanogénicas y cachaza (Fig. 2).

Este resultado corrobora la hip6-
tesis antes planteada, con relacién a

que el nimero de microorganismos
en el digestor decrece fundamental-
mente por limitaciones en la difu-
sién interna a través de la capa de
microorganismos que conforman el
fléculo. De este modo se descarta la
posible toxicidad de los diferentes
grupos por la presencia de produc-
tos intermediarios desnaturalizados.

A partir de los resultados, se eva-
lué la relaciéon entre la AME y el
conteo de microorganismos em-
pleando diferentes modelos alterna-
tivos (Tabla 7).

La relacién entre ambos parame-
tro puede ser explicada a través de los
modelos raiz cuadrada de Xy lineal.

Se comprobd que existe una re-
lacién estadisticamente significati-
va entre las variables con un nivel
de confianza del 95 %, en la que la
variable seleccionada (AME), expli-
ca con méas de un 96 % la variabili-
dad en el NMP, por lo se puede usar
esta correlacién para estimar la
biomasa en estudios en digestores
anaerobios. lo que esta en correspon-
dencia con lo planteado acerca de la

Tabla 6. Cuantificacion de grupos microbianos en los lodos objetos de estudio
a los 40 d de operacion de los digestores.

Grupos tréficos

Tipo de lodo en los digestores.

de microorganismos Cachaza Quimico Térmico
(cél/mL)

Glucoliticos 12 - 108 12 - 108 12 - 10°

Sulfato-reductores 12 - 10° 12 - 10° 710!

Metanogénicos 6-10° 12 - 107 12 - 103

Log NMP (cel /mL)

Cachaza o
Quimico

Sulfatoreductoras

Metanogénicas

\ / / Térmico

Fig. 1. Relacion entre grupos de bacterias sulfato-reductoras y metanogénicas.

Log NMP
(cel/glodo)

Cachaza
Quimico

Lodos

Medios

/

Cachaza

Metanogénicas

Térmico

/

Fig. 2. Crecimiento de bacterias metanogénicas en medio sintético y cachaza.
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Tabla 7. Relacién entre AME y NMP a través de distintos modelos alternativos.

Modelo Correlacién Coeficiente
de determinacién
(r) R?, %)
Raiz cuadrada de X 0,984 1 96,85
Lineal 0,980 6 96,16
Raiz cuadrada de Y 0,927 8 86,08
Exponencial No se ajusta.

utilidad de este ensayo como indica-
dor de la calidad del lodo en los dife-
rentes reactores.

Teniendo en cuenta que la medi-
da de la actividad metanogénica es
una consecuencia directa de la po-
blacién microbiana metanogénica
presente en un lodo, se consider6 el
modelo lineal como el que describe
la relacién entre el conteo de micro-
organismos metanogénicos y su ac-
tividad especifica (Fig. 3). La expre-
sién simplificada del modelo de
acuerdo con el nivel de significaciéon
de los coeficientes es la siguiente:

Log NMP = 36,187 8§ AME

Estos resultados permiten a su
vez, contar con una herramienta
para la estimacion de la biomasa en
estudios cinéticos, siendo precisa-
mente la concentracién de microor-
ganismos, uno de los parametros
mas dificiles de medir en procesos
anaerobios y en particular, en la di-
gestion de lodos y residuos sélidos,
ya que los métodos mas frecuentes
utilizados hasta hoy dia con este ob-
jetivo, presentan algunas dificulta-
des en su aplicacién para residuos
con elevado contenido de sélidos en
suspension.

CONCLUSIONES

Se comprobd que a través de la
cuantificacién de los diferentes gru-

pos tréficos presentes en el proceso
anaerobio puede establecerse las
mejores condiciones de operacién
del proceso anaerobio de la cachaza
en cuanto a tipo de sustrato se refie-
re.

En el presente trabajo se demos-
tr6 fehacientemente mediante el
andlisis de algunos aspectos micro-
biolégicos que el pretratamiento
quimico suministra a la digestién
posterior el mejor sustrato a
biodegradar.

A partir de los estudios compa-
rativos con medios sintéticos y con
cachaza se evidencia que el niimero
de microorganismos en el digestor
puede decrecer por limitaciones en
la difusién interna a través de la capa
de microorganismos que conforman
el fléculo.

La fuerte correlacién hallada en-
tre las AME y los NMP correspon-
dientes permiten contar con una
herramienta para la estimacién de la
biomasa en estudios cinéticos en sis-
temas tan complejos como los cons-
tituidos por residuos sélidos o
semisolidos donde resulta extrema-
damente dificil, en el orden practi-
co, medir la biomasa.
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