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Summary

In this paper, we studied
the industrial-scale
mesophilic anaerobic
digestion of sludge.

We used fluorescence
microscopy methods

to count the bacterial
population involved

in this process.

The results are compared
to those obtained

in a previous
laboratory-scale study

in thermophilic temperature.
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Antecedentes

La digestion anarobia es un pro-
ceso de degradacion microbioldgico
en el que la materia organica se
transforma en diéxido de carbono y
metano, en ausencia de oxigeno,
mediante la accién coordinada e
interdependiente de un conjunto de
poblaciones bacterianas con meta-
bolismos diferentes. La microbiota
responsable del proceso se compo-
ne de varios grupos bacterianos
asociados simbidticamente, que
han de mantener un delicado equiii-
brio entre si, ya que los productos
finales de las rutas metabdlicas de
cada uno de ellos constituye el sus-
trato adecuado para el siguiente (1).

El proceso puede realizarse a
dos rangos de temperaturas: meso-
filico y termofilico, cuyos valores
optimos son 35°C y 55°C, respecti-

vamente. La temperatura de opera- -

cion determina la actividad micro-
biana. Asi, dentro de cada rango
determinado, la velocidad de creci-
miento aumenta exponencialmente
con el incremento de temperatura
hasta alcanzar un maximo (tempe-
ratura Optima) después del cual
decae bruscamente, hasta anular-
se, unos pocos grados después del
optimo (2). Ademas, la mayoria de
las reacciones de biodegradacion
requieren menores energias de acti-
vacion a altas temperaturas, lo cual

implica un proceso de digestion mas .

rapido (3).

Actualmente, la digestion anae-

El estudio se realizo con
una doble finalidad:
analizar el funcionamiento
de dos digestores
anaerobios mesofilicos
de lodos de depuradora
a escala industrial y
comparar los resultados
con los obtenidos en un
trabajo previo con
reactores anaerobios
termofilicos a escala de
laboratorio

robia de lodos de depuradora se
realiza en rango mesofilico de tem-
peratura. No obstante, hoy dia es
objeto de investigacion y estudio la
viabilidad técnica de la implantacién
de esta tecnologia de conversién
bioldgica en rango termofilico.

El operar en rango termofilico de
temperatura supone una serie de
ventajas. En primer lugar, la veloci-
dad de crecimiento de los microor-
ganismos es dos o tres veces supe-
rior a la correspondiente en
condiciones mesdfilas, fo cual per-
mite trabajar a tiempos hidraulicos
de retencién inferiores y, por tanto, .
con reactores mas pequefos. En
segundo lugar, se produce un eleva-
do grado de eliminacion de patége-
nos (la mayoria mesdfilos), lo que
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es especialmente importante cuan-
do el fango digerido vaya a ser utili-
zado. En tercer lugar, el fango gene-
rado en los procesos termofilicos es
bajo, a pesar de la alta velocidad de
crecimiento bacteriano, y tiene una
mejor capacidad de secado que.el
fango del proceso mesofilico.

Este estudio se realizé con una
doble finalidad: analizar el funciona-
miento  de dos digestores anaero-
bios mesofilicos de lodos de depu-
radora a escala industrial, en base a
la caracterizacion de la poblacién
bacteriana presente mediante
microscopia de epifluorescencia, y
comparar estos resultados con los
obtenidos en un estudio previo (4)
con reactores anaerobios termofili-
cos a escala de laboratorio.

Material y métodos

Equipos experimentales
y condiciones de operacion

Los equipos utilizados a escala de
laboratorio se corresponden con
reactores de tanque agitado sin
recirculacién de biomasa. En este
tipo de reactor el tiempo hidraulico
de retencion (THR) coincide con el
tiempo de retencién de sélidos en el
sistema. Los reactores operaron a
dos THR: 4 y 10 dias.

En la Figura 1 se muestra un
esquema del reactor de tanque agi-

tado utilizado en los ensayos a.

escala de laboratorio.

El equipo utilizado esta constitui-
do por I0s siguientes elementos:

A.- Un cuerpo central de forma
cilindrica con una altura de 30 cm,
que constituye el reactor anaerobio
propiamente dicho. La capacidad
total de esta unidad es de 5 litros,
con un volumen Util de 4,7 litros en
las condiciones experimentales
seleccionadas.

El sistema esta provisto de una
boca superior por donde se incorpo-
ra la alimentacion en semicontinuo
(una dosis diaria), que descarga en

Figura 1. Esquema del reactor de tanque
agitado utilizado en los ensayos

la parte inferior del reactor mediante
un tubo interno incorporado al siste-
ma. Una abertura, situada al nivel
del liquido, permite desalojar una
cantidad de efluente equivalente a
la de alimentacion. El biogas produ-
cido en la digestién, se recoge en
un gasometro, que esta conectado
con el reactor a través de una salida
en la parte superior del mismo.

El cuerpo del reactor se encuen-
tra inmerso en un bafo de agua que
se mantiene a la temperatura de tra-
bajo (55°C + 1°C) mediante un ter-
mostato de inmersién (marca Selec-

Los ensayos a escala
industrial se han
realizado en la Estacion
Depuradora de Aguas
Residuales (EDAR)
‘Guadalete’, ubicada en
el termino municipal de
Jerez de la Frontera

ta, modelo Tectra 100). La homo-
geneizacién del medio en el inte-
rior del reactor se consigue
mediante un dispositivo de agita-
cién magnética.

B.- Un gasémetro, constituido
por un recipiente de 5 litros de
volumen, inicialmente lleno con
agua. La posicién del gasometro,
a un nivel mas elevado que la del
reactor, provoca una ligera depre-
sién en este Ultimo, 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 colo-
cada en la parte inferior facilita la
salida/entrada de agua del siste-
ma permitiendo, también, la
extraccién de la muestra gaseosa
por desplazamiento, nuevamente,
con agua. Las muestras, asi recogi-
das, son posteriormente analizadas
para determinar su composicion.

Los reactores de laboratorio se
alimentaron con vinazas de vino
procedente de una destileria de
alcohol vinico ubicada en Tomelloso
(Ciudad Real), la cual era almace-
nada y congelada hasta su utiliza-
cion. Las alimentaciones se diluian
con agua destilada para obtener la
concentracién utilizada en los ensa-
yos (15 gDQO/L). En general las
vinazas muestran una relacién ade-
cuada entre los diferentes macro y
micro-nutrientes con una relacion
DQO:N:P favorable para un ftrata-
miento bioldgico (5). Dado el carac-
ter acido de la vinaza, previamente
a su introduccion en los reactores
se realizaba una correccién de pH
de la alimentacién: se alcalinizaba
hasta 8-8,5 con una solucién de
NaQH concentrada.

Los ensayos a escala industrial
se han realizado en la Estacién
Depuradora de Aguas Residuales
(EDAR) “Guadalete” ubicada en el
término municipal -de Jerez de la
Frontera. La planta posee una capa-
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Escala del estudio| , THR

|

10
Laboratorio -
; 4
|

Industrial : 40

THR (dias); velocidad de carga orgdnica (VCQOo) expresada en g-L"'d"; eficacia de depuracién: demanda quimica de oxigeno con-
sumida (DQOc) medida como porcentaje de DQO inicial eliminada; pH; volumen de biogas generado como L-L"*-d" digestor; porcen-

tajes de CHy, COyp, & Hy en el biogas.

() Los resuitados se corresponden con los valores medios de las dos unidades de digestion anaerobia utilizadas en el estudio

durante el periodo de realizacién del mismo,

Tabla 1. Resultados de los principales parametros de operacion y control del proceso de digestion anaerobia

cidad de depuracion de 5400 m%h,
correspondiente a una poblacion de
691000 habitantes-equivalente.

En el presente trabajo, se han
utiizado dos de las unidades de
digestion anaerobia de lodos que
posee la planta. Los fangos prima-
rios y secundarios producidos en la
planta se someten a una digestion
anaerobia. La digestién primaria de
fangos se realiza en cuatro tanques
circulares de 5500 m® de capacidad
que se corresponden con equipos
convencionales de crecimiento en
suspensién que operan en rango
mesofilico de temperatura. El calen-
tamiento de las unidades se realiza
mediante un sistema de calderas
que se alimentan con parte del bio-
gas generado en el proceso. La
homogeneizacién interna se favo-
rece mediante la inyeccién de bio-
gas a presién en el fondo de los
digestores. El tiempo hidraulico de
retencion en las unidades 0scild en
torno a 40 dias durante el periodo
de estudio.

Métodos analiticos

Todas las determinaciones ana-
liticas aplicadas al seguimiento y
control de los parametros del pro-
ceso de digestion anaerobia se
han realizado segun se describen
en los “Métodos Normalizados” (6).
Se analizaron pH y DQO en las
muestras liquidas de efluente e
influente. Se determiné la DQO
mediante dicromatometria. Se
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 de operacién ':VCQ? ;
1.44

3.75

1.06

—

Se analizaron pH y DQO
en las muestras liquidas
de efluente e influente;
se determino la DQO
mediante dicromatometria
y el volumen de biogas
producido mediante
desplazamiento de agua
en el gasometro. Su
composicion se
establecio por
cromatografia

§
Figura 2. Equipo de microscopia utilizado
en el estudio

'DQOc pPHe Biogas
82.1 7.35 0.47
80.1 7.60 0.80
40.4 7.35 0.37

determiné el volu-

C'j'4 COy . men de biogas pro-
~ ducido mediante
82 18 desplazamiento de
85 15 agua en el gasé-
| i metro y su compo-
| sicion (CHy, COp e
' Hyp) por cromato-

grafia (7).

68 32
La poblacién de
metandgenas se
ha - determinado
mediante micros-
copia de fluores-
cencia natural
seguin el procedi-
miento descrito por
Doddema y Vogels (8), y Jain (9).
En primer lugar, la muestra era fija-
da con glutaraldehido (concentra-
cién final 5%) y sometidas a un tra-
tamiento con ultrasonido para
deshacer los fléculos. A continua-
cién se homogeneizaba y diluia en
tampon fosfato KHoPO4 (pH 7.2).
En la etapa de recuento al micros-
copio se utilizé una camara Neu-
bauer improved “bright-line" de 0,1
mm de profundidad y un area
0,0025 mm?, procediendo al Hlenado,
con una pipeta Eppendorf, de cada
una de las areas de recuento con
5uL de muestra diluida. Para la
observacién y recuento bacteriano
se utilizé un equipo Nikon Labophot-
2A/2 (ver Figura 2), empleando un
blogue de filtros Nikon BV-1A que
permite la obtencién de una radia-
cién de excitaciéon con una longitud
de onda entre 400 y 440 nm, y la
seleccidn, mediante el filtro barre-
ra, de una longitud de onda de 460
nm. Longitudes de ondas similares
a las descritas por estos autores
en sus estudios. El recuento se
realizé, a 1000 aumentos, en 80
cuadriculas pequefias en las que
se contaron las bacterias del inte-
rior de las mismas y de los lados
superior y derecho. Se enfoco el
microscopio a diferentes niveles de
profundidad, ya que sélo una
pequefa proporcién de las bacte-
rias queda en la superficie pega-
das al cubreobjeto.

La concentracidn total de micro-
organismos en el sistema se ha
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inado por microscopi ' Escala THR "~ Poblacion total Poblacion  Metand: | Actividad
de,termmad p . r qp a de del estudio de operacion (x10° metanogeénica © ?%?enas mLCH4/cel/d -
epifluorescencia mediante tincién B : (x109) (x109) \
con DAPI (4°, 6-diamidino-2-feni-
lindol) segun el procedimiento Laboratorio 10 0.8+0.2 0.13+0.05 16.8 2.71+0.38
decrito por Kepner (10). 4 L 29:07 0.46:0.08 16.6 1.10:0.08
| i
La actividad metanogénica se , ‘
determind por medio de la forma- |, oy 40 11.248.8 0.39:0.04 | 6.3 0.65:0.03
cion de metano en relacion con la i ‘ ‘
concentracion de microorganis- ]
(1) Bacteria-mL"1

mos metanogénicos presentes en
cada digestor.

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestran los
resultados de los principales para-
metros de operacion y control de los
reactores utilizados en los ensayos
a escala de laboratorio e industrial.

Los reactores de laboratorio fun-
cionan con un rendimiento en torno
al 80%; este valor coincide con la
fraccion biodegradable de la vinaza
segun ensayos de biodegradabili-
dad realizados en estudios prece-
dentes (11). La diferencia entre
ambos se debern a las condiciones
de operacién impuesta, asi en el
reactor R4 la mayor velocidad de
carga organica aplicada conlleva
una mayor produccion de biogas en
este reactor con respecto al R10.

Los reactores industriales ope-
ran con una densidad media de
carga organica de 1.06 gDQO/L/d y
una eficacia depurativa en torno al
40%. Los bajos valores de eficacia
determinados pueden explicarse en
parte a que un porcentaje de la ali-
mentacion de estos reactores esta
constituida por lodos primarios que
son de naturaleza parcialmente bio-
degradables debido a su contenido
en material inorganico. La produc-
cion riedia de biogas es de 0,37
Lbiogas/Ldigstor/d con un contenido
en metano del 68%.

En la Tabla 2 se muestran los
resultados correspondientes a la
cuantificacion de microorganismos
totales y metanogénicos en los sis-
temas estudiados, asi como los
resultados correspondientes a los
porcentajes de metandgenas y a las
determinaciones de actividad referi-

das a la produccion de metano y
concentracion de metandégenas en
los reactores utilizados.

La poblacién de metandgenas
presente en los reactores de labora-
torio es del 16% en ambos siste-
mas. Como se ha comentado ante-
riormente, la produccion de biogas
obtenida en el reactor R4 es supe-
rior como consecuencia de la mayor
velocidad de carga organica sumi-
nistrada en este caso. El hecho, sin
embargo, de que la actividad meta-
nogénica sea menor en este diges-
tor con respecto al R10 puede expli-
carse en base a que la poblacién
estacionaria para un caudal de ali-
mentacién mas elevado (mayor can-
tidad de sustrato) es de mayor
tamafo y, ademas, la mayor veloci-
dad de dilucién impuesta al sistema
implica un aumento de la cantidad
de microorganismos que salen junto
con el efluente por lo que, presumi-
blemente, el mantenimiento del
tamafio de la poblacién para las
condiciones consideradas, requerira
que una mayor cantidad de sustrato
sea utilizada en la ruta anabdlica
que no genera metano.

En el caso del estudio a escala

industrial, conviene considerar que

la naturaleza de la alimentacién uti-
lizada en este caso interfiere en la
cuantificacién de la poblacion total
de microorganismos contenida en el
digestor. Esta alimentacién esta
compuesta en un alto porcentaje
por lodos que provienen del trata-
miento biolégico aerobio lo que
implica una gran entrada de micro-
organismos al sistema que no
puede ser diferenciada de la pobla-
cién anaerobia del digestor por la

Tabla 2. Concentracion y actividad de metandgenas en los sistemas estudiados

La naturaleza de la
alimentacion utilizada
interfiere en Ia
cuantificacion de la

- poblacion total de

microrganismos
contenida en el digestor

técnica de microscopia de epifluo-
rescencia con DAPI. Por el contra-
rio, este aspecto no afecta al
recuento de metandgenas ya que
éstas no se encuentran en la ali-
mentacién y la técnica de microsco-
pia por autofluorescencia permite
su recuento especifico e indepen-
diente de las otras poblaciones pre-
sentes en el digestor.

En relacién con las consideracio-
nes anteriores, la poblacién bacte-
riana presente en este digestor esta
formada principalmente por micro-
organismos no metanogénicos que
alcanzan porcentajes superiores al
90%. Estos resultados son conse-
cuencia del elevado contenido de
microorganismos en la alimenta-
cién. En este sentido los resultados
obtenidos para la concentracion de
metandgenas presentan una menor
variabilidad que los del recuento
total por ser un conteo especifico
que no depende del contenido bac-

teriano de la alimentacion.

La poblacidn total de microorga-
nismos en el digestor industrial es
dos 6rdenes de magnitud superior a
los digestores monoetapa de labo-
ratorio en tanto que el tamario de la
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poblacién metanogénica (no conteni-
da en la alimentacién) es similar a la
del reactor R4. Cabe destacar que,
para un mismo tamafo de poblacion
metanogénica, los valores de activi-
dad determinados a escala industrial
son bastante inferiores a ios del reac-
tor R4.

Los resultados obtenidos en el
digestor industrial son consecuencia
de las condiciones de operacién
seleccionadas para este digestor:
temperatura mesofila y elevado tiem-
po de retencion. Asi, el desarrollo del
proceso a menor temperatura y a un
tiempo de retencién muy superior a
los seleccionados en los ensayos de
laboratorio determinan la menor acti-
vidad metanogénica a escala indus-
trial.

Conclusiones

La técnica de recuento directo de
microorganismos por microscopia de
autofluorescencia es aplicable a
reactores industriales para la degra-
dacién de lodos de depuradora. No
obstante, la técnica de recuento
mediante tincién con DAPI no permi-
te discernir entre la poblacién proce-
dente de la alimentacién y la propia
del digestor, por fo que no ofrece
informacidn de relevancia en este
caso dado que la alimentacion posee
altas concentraciones de microorga-
nismos. Este aspecto, probablemen-
te, determine en gran medida los ele-
vados resultados de concentracion

total y porcentaje de poblacién no
metanogénica obtenidas para este
digestor.

La temperatura mesdfila y el ele-
vado tiempo de retencion impuesto al
digestor industrial explican los meno-
res valores de actividad metanogéni-
ca obtenidos en este sistema con
respecto a los digestores que operan
en rango termofilico de temperatura.
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