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Los parametros utilizados
usualmente en el control de la di-
gestion anaerobia, como son
porcentaje de Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) consumida,
niveles de dcidos grasos volati-
les y cantidad y composicion de
biogas generado en €l proceso,
no siempre son representativos
de la composicion y estado fisio-
1dgico de la biomasa contenida
en el sistema (Jawed, 2000). Asi,
para obtener una informacion
mas amplia sobre esta biomasa,
junto con los parametros anterio-
res se han utilizados otros para
caracterizar a los microorganis-
mos responsable del proceso
anaerobio. El parametro utilizado
tradicionalmente para cuantificar
la biomasa anaerobia ha sido los
sélidos volatiles suspensidon
{SVS), aunque de forma mas re-
ciente también se vienen utili-
zando técnicas de recuento celu-
lar, mientras que en los estudios
de actividad se han empleado
tests de actividad que permiten
determinar la maxima actividad
alcanzable por estos microorga-
nismos en las condiciones estan-
dares en las que se realiza el
test, y que no necesariamente
tiene que coincidir con la unidad
de tratamiento en la que se en-
cuentren (Lazarova, 1995).
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Las determinaciones de activi-
dad metanogénica se suelen reali-
zar relacionando el consumo de
sustrato o la produccién de metano
generado en el proceso con la can-
tidad de biomasa contenida en el
sistema. Sin embargo, el pardmetro
utilizade clésicamente para deter-
minar la biomasa, tos sélidos volati-
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les en suspensidn, no siempre es
representativo de los grupos minori-
tarios implicados en la depuracion
anaerobia, como es el caso de la
poblacion metanogénica (Solera,
1999), lo que supone una fimitacion
en las determinaciones de actividad
realizadas por este procedimiento.
En este estudic se ha determi-
nado la actividad metanogénica en
reactores anaerobios termofilicos
relacionando la cantidad de metano
generado en cada sistema con fa
concentracion de metandgenas de-
terminada por microscopia. Estas
determinaciones de actividad se
han comparado con las obtenidas
de forma clasica (relativas a SVS).
Se han utilizado reactores anae-
robios termofilicos de tanque agita-
do de una y dos etapas, operando
a distintos tiempos hidraulicos de
retencidn. En los reactores de una
etapa, la acidogénesis y metanogé-
nesis tienen lugar en el mismo re-
actor, y en los sistemas de dos eta-
pas, estas tiene lugar en reactores
separados conectados en serie.

Material y métodos

Protocolo experimental
El protocolo experimental fue
disefiado con la finalidad de de-
terminar la actividad metanogéni-
ca referida a la concentracion de



metandgenas determinada por
procedimientos directo de recuen-
to bacteriano, y comparar los re-
sultados obtenidos con los de ac-
tividad referidos a la biomasa total
contenida en el sistema. Asimis-
mo se establece una correlacion
entre la produccion de metano
generado en el proceso y la con-
centracién de bacterias metand-
genas en cada uno de los siste-
mas estudiados.

Los equipos utilizados se ¢o-
rresponden con reactores de tan-
que agitado sin recirculacién de
biomasa. En este tipo de reactor
el tiempo hidraulico de retencion
(THR) coincide con el tiempo de
retencion de sélidos en el siste-
ma. Se utilizaron dos tipos de
sistemas: reactores de una y
dos etapas. Los reactores mo-
noetapa operaron a dos THR: 4
y 10 dias (digestores R4 y R10,
respectivamente). E! sistema de
fases separadas, tanto el reac-
tor acidogénico (reactor RA)
como el reactor metanogénico
(reactor RM) operaron a un THR
de 4 dias. :

Equipo experimental

En la figura 1 se muestra un
esquema del reactor de tanque
agitado utilizado en los ensayos a

El equipo estd constituida por
los siguientes elementos:

Un cuerpo central de forma ci-
lindrica, con una altura de 30 cm,
que constituye el reactor anaero-
bio propiamente dicho. La capaci-
dad total de esta unidad es de 5 [i-
tros, con un volumen dtil de 4,7 li-
tros en las condiciones experi-
mentales seleccionadas.

El sistema esta provisto de
una boca superior por donde se
incorpora la alimentacion en se-
micontinuo (una daosis diaria),
que descarga en la parte inferior
del reactor mediante un tubo in-
terno incorporado al sistema.
Una abertura, situada al nivel de!
liguido, permite desalojar una
cantidad de efluente equivalente
a la de alimentacidn. El biogas
producido en la digestion, se fe-
coge en un gasometro, que estd
conectado con el reactor a través
de una salida en la parte supe-
rior de! mismo.

El cuerpo del reactor se en-
cuentra inmerso en un bafio de
agua que se mantiene a la tempe-
ratura de trabajo (55 °C = 1 °C)
mediante un termostato de inmer-
sién (marca Selecta, modelo Tec-
tra 100). La homogeneizacion del
medio en el interior del reactor se
consigue mediante un dispositivo
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Figura 1. Esquema del reactor de lanque agitodo utilizado en los ensayos.

Un gasémetro, constituido por
un recipiente de 5 litros de volu-
men, inicialmente lleno con agua.
La posicién del gasémetro, a un
nivel mas elevado que la del reac-
tor, provoca una ligera depresién
en este ditimo, favoreciendo las
condiciones anaerobias del medio.

El gasémetro, conectado a la
cabeza del reactor, permite la
cuantificacién del volumen gene-
rado de biogas en cada instante
a partir del volumen equivalente
de agua desplazada. Una llave
colocada en la parte inferior faci-
lita la salida/entrada de agua del
sistema permitiendo, también, la
extraccion de la muestra gaseosa
por desplazamiento, nuevamen-
te, con agua. Las muestras, as(
recogidas, son postericrmente
analizadas para determinar su
composicion.

En la foto 1 se muestra el equi-
po de fases separadas utilizados.

Caracteristicas de la
alimentacion

Los reactores se alimentaron
con vinaza de vino procedente de
una destileria de alcohol vinico
ubicada en Tomelioso (Ciudad
Real, Espafia), la cual era almace-
nada y congelada hasta su utiliza-
cién. Las alimentaciones se diluian
con agua destilada para obtener fa
concentracion utifizada en los en-
sayos (15 g DQO/L). En general
las vinazas muestran una relacién
adecuada entre los diferentes ma-
cro y micro-nutrientes con una re-
lacién DQQO:N:P favorable para un

~ tratamiento microbicldgico (Sales,

1982). Debido al cardcter 4cido de
la vinaza, previamente a su intro-
duccion en los reactores se reali-
zaba una correccién del pH de la
alimentacién. Asi, para los reacto-
res monoetapa y metanogénico se
alcalinizaba hasta 8-8,5 con una
solucidén de NaOH concentrada v,
en el caso del reactor acidogénico,
hasta pH 5,5.

Ensayos de biodegradabilidad
(Pérez, 1995) han mostrado que la
vinaza esta constituida por dos sus-
tratos de diferente naturaleza y bio-
degradabilidad: S,, fraccion fcil-
mente biodegradable (80% del to-
tal), y S, fraccion recalcitrante. La
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DQO inicial de la vinaza era de 30 ¢
DQOA. con un contenido en SVS y
rnicrobiclogico no significativo.

El reactor metanogénico se
afimenté con afiuente acidogénico
filtrado (fittro Millipore GVWP, ta-
mafio medio de poro de 0,22 pm)
para retener los microorganismos
acidogénicos.

Caracterizacion
bacteriana de los
equipos utilizados

En un estudio previo {Solera,
1999; 2001) se realizo la separa-
cién de fases y se caracterizd la
poblacion bacteriana contenida en
cada uno de los sistemas. Las
bacterias acidogénicas y metano-
génicas presentan diferentes tiem-
po de duplicacion y requerimien-
tos nutricionales y medioambien-
tales. Estas diferencias permitio
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seleccionar y enriquecer cada di-
gestor con uno de estos grupos a
partir de un inéculo precedente
de un digestor monoetapa, conju-
gando factores medioambientales
{pH, fundamentalmente) y facto-
res cinéticos {tiempo de refencion
impuesto al sistema). Se determi-
nd la pobfacion total y metanogé-
nica mediante microscopia de
gpifiuorescencia. El recuento total
se realizd mediante tincidn con
DAPI (4 ,6-diamidino-2-phenylin-
dole) segln el procedimiento des-
crito por Kepner y Pratt (1994). Ei
numero de metandgenas se de-
terminé mediante fluorescencia
natural acorde con el protocolo
descrito por Doddema y Vogels
(1978) y Jain (1991). Se determi-
naron los siguientes porcentajes
de metandgenas en ef total de la
poblacion bacteriana contenida

en cada sistema estudiado: 16%
en los reactores monoetapa,
0,17% en el reactor acidogénico y
26 % en el reactor metanogénico.
Cabe resaltar que no se consiguid
una separacidn total de ambas fa-
ses, sino un enriquecimiento de
las mismas. La diferente moriolo-
gia predominante ocbservada para
fas metandgenas que permane-
cen en el reactor acidogénico, asi
como las condiciones de opera-
cion impuestas en la seleccion de
microorganismos acidogénicos
hace pensar que la poblacién de
metandgenas de este digestor co-
rresponde fupdamentalmente a
las utilizadoras de hidrogeno.

Métodos analiticos

Todas las determinaciones
analfticas aplicadas al seguimien-
to y control de los parametros del
proceso de digestion anaerobia se
han realizado segun se describen
en los “Métodos Normalizados”
(APH.A, AWW. A, WP.C.F,
1990). Se analizaron pH y DQO
en las muestras liquidas de
efluente e influente. Se determing
la DQO soluble mediante dicroma-
tometria: las muestras eran filtra-
das previamente a través de un fil-
tro Milfipore AP4004705 con un ta-
mafic medio de poro de 0,45 pm.
Se determind el volumen de bio-
gas producido mediante desplaza-
riento de agua en el gasometro y
su composicion (CH,, CO, e H,)
por cromatografia (Nebot, 1995).

La poblacién de metandgenas
se ha determinado mediante mi-
croscopia de fluorescencia natural
segin el procedimiento descrito
por Doddema y Vogels (1978} y
Jain (1991). £n primer lugar, 1a
muestra era fijada con glutaralde-
hido (concentracion final §%), a
continuacion se homogeneizaba y
dituia siguienda el mismo procedi-
miento descritc para el caso ante-
rior. En la etapa de recuento al mi-
croscopio se utilizé una cédmara
Neubauer improved bright-fine de
0,1 mm de profundidad y un area
0,0025 mm?, procediendo al llena-
do, con una pipeta Eppender, de
cada una de las areas de recuento
con 5 pl de muestra diluida. Para
la observacion y recuento hacte-



{ Reactor | THR | VCOo DQOc pH, |Biogas | CH, |CO, | H,
R10 10 144 82,1 735 | 047 | 82 8]0
R4 4 3,75 80,1 760 [ 080 [8 [15 [0
RA 4 | 379 | 801 |55 o018 |66 |29 |7
RM 4 2,65 77 | 780 | 045 | 9o 9 |0

Tabla 1. Resultados de los principales pardmetros de operacién y control del proceso de digestion

anasrobia.

THR (dias); velocidad de carga orgdnica [VCOo} expresada en gel'ed!; eficacia de depuracién:
demanda quimica de oxigeno consumida {DQQOc) medida como porcentaje de DQQ inicial eliminada; *
pH; volumen de bicgas generado como Lol ed! digestor; parcentajes de CH,, CO,, e H,, en ef biogas.

riano se utilizé un equipo Nikon La-
bophot-2A/2 (foto 2), empleando un
blogue de filtros Nikon BV-1A que
permite la obtencién de una radia-
cién de excitacidn con una longitud
de onda entre 400 y 440 nm, y la
seleccién, mediante el filtro barrera,
de una longitud de onda de 460 nm.
Longitudes de ondas similares a
las descritas por Doddema y Vo-
gels (1978} en sus estudios. El re-
cuento se realizo, a 1.000 aumen-
tos, en 80 cuadriculas pequefias
en las que se contaron las bacte-
rias del interior de las mismas y de
los lados superior y derecho. Se
enfocd el microscopio a diferentes
niveles de profundidad, ya que sélo
una pequefa proporcion de las
bacterias queda en la superficie
pegadas al cubreobijeto.

La cuantificacién de la biomasa
se realizd mediante determinacién
de SVS en ¢l efluente de los diges-
tores sequin el método descrito en
los Métodos Normalizados (A.PH.A,,
AWWA, WRCF, 1990).

La actividad metanogénica se -
determiné por medio de la forma-
cién de metano en relacién con la
concentracion microorganismos
metanogénicos y la biomasa pre-
sentes en cada digestor.

Resultados y discusion

En fa tabla 1 se muestran los
resultados de los principales pa-
rémetros de operacién y control
de los reactores utilizados en los
ensayos.

Los reactores monoetapa fun-
cionan con un rendimiento en tor-
no al 80%, este valor coincide con
la fraccion biodegradable de la ali-
mentacién comentado anterior-
mente. Las diferencias entre am-
bos reactores se deben a las con-
diciones de operacion impuestas
{diferentes THR) y al mantenimien-
to de una alimentacion con la mis-
ma concentracién de materia orga-
nica. Asi, en ¢l reactor R4 la ma-
yor velocidad de carga organica
aplicada conlieva a una mayor pro-
duccién de biogas en este reactor
con respecto al R10.

En el sistema de fases separa-
das, el reactor acidogénico alcan-
za una eficacia depurativa del
30%.

En la fabla 2 se muestran los
resultados medios correspondien-
tes a la concentracion de metand-
genas (células/ml), biomasa (SVS)
y actividad en cada uno de los sis-
temas estudiados.

Reactor Poblacién SVS Actividad Actividad
o metanogénica (g/L) mLCH feelld | mLCH,/gSVS/d
(x108)0 (x10%)
R10 1,29 £ 0,50 0,47 £ 0,08 2,71+038 684 + 157
R4 4,60 +0,80 1574022 | 1,10£0,08 352 + 24
" RA 017+0,05 105009 | 740316 111 £ 25
RM 2,68 £ 0,27 0,89 +£0,15 1,56 + 0,14 478 + 82

Toblo 2. Concentracién y activided de metonégenas en los sisternas esiudiados.

{1) Bacteria®ml! .

En los digestores monoetapa
una disminucién del THR conlleva
a un aumento de la poblacion me-
tanogénica y a una disminucidn de
la actividad metanogénica referida
tanto a la biomasa como a la con-
centracion de metandgenas. En
sistemas sin retencién de biomasa
fa disminucién del THR conlleva a
una mayores velocidades de dilu-
cion y, por tanto, a que un mayor
nimero de microorganismaos aban-
donen el sistema diariamente en el
efluente. Consecuentemente es
mayor la cantidad de sustrato que
se consume en la ruta anabdlica,
en la que no se genera metano,
para el mantenimiento del tamario
de la poblacidn estacionaria.

En el sistema acidogénico los
valores medios correspondientes
al periodo de estudio no son coin-
cidentes. Asf, los valores de activi-
dad referidos a la biomasa son los
menores en tanto que los referidos
a la concentracion de metandge-
nas son los mayores en este di-
gestor. En este caso la poblacién
metanogénica representa menos
del 1% de la poblacién bacteriana
del digestor por lo que la biomasa
total no es representativa de la
misma.

En cualquier caso cabe desta-

car que los valores de actividad

obtenidos en este trabajo son infe-
riores a los determinados en estu-
dios realizados con reactores y
condiciones de operacién simila-
res pero en los que los valores de
actividad se corresponden con va-
lores de actividad mdxima especi-
fica (Shang, 1998).

La produccién de metano se
ha correlacionado con la concen-
tracién de microorganismos meta-
nogénicos y biomasa presentes
en los sistemas estudiados, obte-
niéndose una relacién de tipo lo-
garitmico (figura 2) en el primer
caso. No se ha obtenido relacién
alguna entre la produccion de este
gas y la biomasa. La pendiente de
la curva representa la actividad re-
ferida a las bactetias metanogéni-
cas. Se observa una distribucion
de los puntos en tres zonas per-
fectamente diferenciadas: en la
zona superior quedan representa-
do los digestores monoetapa R4 y
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Figura 2. Relacién entre lo produccién de metano y poblacién metonogénica en los sistemas

estudiados.

reactor metanogénico RM para
los que se estimaron unos valores
de actividad metanogénica simila-
res y en los que la concentracion
de metandgenas es superior a los
otros casos estudiados; la zona
intermedia se corresponde con el
digestor R10, con una produccién
media de metano y mayores valo-
res de actividad que los digesto-
res anteriores, y en la zona infe-
rior gueda representado el diges-
tor acidogénico, con una produc-
cidn y tamafo de poblacién
metanogénica inferior a los otros
sistemas estudiados y representa-

tivo, fundamentalmente de la po-

blacién de metanégenas utilizado-
ras de hidrégeno.

Cabe destacar que los valo-
res de esta actividad estimados
en el reactor acidogénico fueron
muy superiores a los otros ca-
s0s, aspecto gue coincide con el
hecho de que las metanégenas
utilizadoras de hidrégeno pre-
senten un crecimiento mucho
mas rapido que sus homélogas
acetocldsticas.

Conclusion

Cuando se comparan los re-
sultados de actividad referida a la
concentracién de metandgenas y
biomasa, utilizando diferentes tec-
nologfas anaerobias, se ohserva
que:

* La actividad metanogénica se
puede determinar referida a
tanto a la concentracion de
metandgenas como a los SVS
en sistemas monoetapa que

Y T T ]

3E+08  4F+08  S5F+08  6,E+08

Metanogenas (cel/ml)

operan en condiciones esta-
bles. Esto es consecuencia de
que en estos sistemas la rela-
cién entre metandgenas y bio-
masa total se mantiene cons-
tante, independientemente del
tiempo de retencion utilizado.
* En los sistemas de fases se-
paradas, en la etapa acidogé-
nica la poblacion de metand-
genas es lo suficientemente
pequefia como para que [0S
SVS sean representativos de
las mismas, por tanto, en este
caso, las determinaciones de
actividad metanogénica referi-
das a la concentracién de me-
tandgenas proporcionan una
informacion mas especifica
del estado fisiolégico de esta

poblacién gue con respecto a

[a biomasa total.

La productividad de metano
en los reactores anaerobios sin
sistemas de retencion de biomasa
se relaciona con el tamario de la
poblacién metandgena hasta un
nivel maximo a partir del cual el
aumento del tamafio de fa pobla-
cidn se compensa con una dismi-
nucisn de la actividad global.
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