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Resumen

La aplicacién de la digestion anaerobia en el tratamiento de aguas residuales tanto
industriales como municipales es una tecnologia actualmente en proceso de
expansion, que dia a dia es mas aplicada a la solucién de problemas especificos de
control de la contaminacion del agua. Sin embargo la monitorizacion avanzada, la
diagnosis y el control de dicho proceso no estan consolidados y se requiere de
mayor investigacién orientada a robustecer el proceso frente a perturbaciones y
desestabilizaciones.

En el capitulo 1 se aporta una visidn sobre el contexto en el que se desarroll6 la
tesis, introduciendo algunos conceptos basicos sobre la aplicacién, ventajas vy
limitaciones de la digestién anaerobia; identificando la monitorizacién, diagnosis y
control del proceso como actividades claves en la aplicacion exitosa de esta
tecnologia de depuracidén de aguas residuales. Se presentan ademas algunos
aspectos basicos de la microbiologia del proceso, asi como los fundamentos de
ecologia microbiana y caracteristicas técnicas de la biomasa granular utilizada
usualmente en este tipo de proceso.

En el capitulo 2 se presentan los métodos analiticos y materiales utilizados
transversalmente en el desarrollo del trabajo experimental. Los métodos analiticos
se agrupan de acuerdo con la fase a que pertenecen: fase liquida, sélida o gaseosa.
En el apartado de materiales se consigna la composicién de las aguas residuales
sintéticas y la descripcion de la planta piloto anaerobia utilizada en Ia
experimentacion. Las tres aguas sintéticas utilizadas, emulan las siguientes aguas
residuales industriales:
e Agua residual rica en etanol similar a la generada en la fabricacién de vinos
y licores.
» Agua residual compuesta por hidratos de carbono, similar a la producida
por las industrias del almiddn y el azlcar.
» Agua residual con alto contenido de proteina, representando los efluentes
de la industria de conservas de atun.

Uno de los aspectos criticos en la monitorizacion on-/ine del proceso es el déficit de
instrumentos robustos y confiables. Como aporte a solucionar esta problematica, en
el capitulo 3 se presentan los estudios y la validacion de metodologias de valoracion
on-line de la alcalinidad y acidos grasos volatiles en reactores anaerobios,
incluyendo la prueba y validacion de un prototipo de analizador automatico
operando con tres metodologias diferentes; desarrolladas por INRA (Francia,
Instituto Nacional de Investigaciones Agrondémicas), AppliTek (Bélgica, empresa de
desarrollo y comercializacion de sensores on-line) y Biomath (Bélgica, grupo de
investigacion de la Universidad de Ghent).



Resumen

Los estudios se realizaron utilizando el analizador denominado ANASENSE®, equipo
desarrollado en el marco del proyecto Europeo TELEMAC (TELEMonitoring and
Advance telecontrol of high yield wastewater treatment). La validacion tanto del
analizador como de las metodologias de analisis se llevé a cabo en la planta piloto
del Departamento de Ingenieria Quimica de la USC, utilizando para ello el reactor
hibrido USBF descrito en el capitulo 2.

A continuacion se realizd la validacion del equipo en la depuradora de aguas
residuales industriales de la cervecera Estrella de Galicia Hijos de Rivera S.A.
Respecto a las metodologias estudiadas, las de INRA y Applitek presentaron en
general buena precisién y exactitud para la determinacion de acidos grasos volatiles
(AGV, 0 a 4900 mglL?) y bicarbonato (0 a 50 mg-L?'). Por otro lado, las
metodologias Biomath permiten la determinacién, aunque con un margen de error
considerable, de otros compuestos como amonio y Aacido lactico, generando
resultados cualitativos que permiten estimar tendencias. La validacion del equipo en
ambiente industrial permitid detectar algunas debilidades en su funcionamiento,
relacionadas con su robustez. Los principales fallos estan relacionados con la
presencia de soélidos en el efluente y los consiguientes errores en la toma y analisis
de la muestra. Posterior a la validacion del ANASENSE® y de las tres metodologias
de valoracion on-line de la alcalinidad y acidos grasos volatiles, se integré a la
planta piloto anaerobia una version comercial del sensor utilizando la metodologia
INRA con la finalidad de realizar los estudios de seleccidon de variables para la
identificacion de perturbaciones en digestores anaerobios.

En el capitulo 4 se realiza el analisis dinamico del comportamiento de un digestor
anaerobio USBF escala piloto, estudiando su respuesta ante diferentes
perturbaciones (impulso-escalén) en la Velocidad de Carga Organica (VCO) y frente
a un choque térmico. Se realiza el analisis de un conjunto de variables de estado
para identificar desestabilizaciones del sistema. Se lleva a cabo la seleccion del
nimero minimo de variables que permiten clasificar adecuadamente diferentes
estados estacionarios asi como la seleccién de variables para la identificacion de
perturbaciones. Finalmente se comparan y discuten los resultados obtenidos por
ambas aproximaciones.

La seleccion de variables en estado estacionario se realizé utilizando en primer lugar
la técnica de Analisis de Componentes Principales (Principal Components Analysis
PCA) para reducir el niumero de variables; posteriormente se clasificaron los datos
en estado estacionario utilizando la técnica de regresion lineal sobre una ventana
movil y por ultimo utilizando la técnica de Analisis Factorial Discriminante (Factorial
Discriminate Analysis FDA) se seleccioné el nimero minimo de variables que
permiten clasificar adecuadamente los diferentes estados estacionarios alcanzados
en la experimentacién.



Resumen

Estudiando el comportamiento dindmico del sistema se evalu6 la respuesta de las
variables indicadoras ante las diferentes perturbaciones generadas. Se emplearon
parametros empiricos como: tiempo hasta el valor maximo, tiempo hasta pendiente
maxima, nivel de excitacién y pendiente normalizada de la respuesta.

Utilizando una sola variable para la clasificacién de los diferentes estados
estacionarios se presentan diferencias relevantes entre los dos sustratos tipo. Para
el sustrato tipo hidratos de carbono las variables caudal de metano (QCH4) y caudal
de biogds (QBiogas) permiten aciertos por encima del 90 % en la clasificacidn,
superando inclusive las variables que caracterizan la entrada al proceso carbono
organico total y carbono inorganico total en la entrada (TOCe y TICe). Mientras que
para el sustrato proteina la clasificacion en los diferentes estados estacionarios es
mas deficiente cuando se utiliza una sola variable y solo las variables TOCe y TICe
logran clasificaciones cercanas al 80%

Utilizando combinaciones de 2 y 3 variables para el sustrato tipo hidratos de
carbono y proteina respectivamente, se encontrd que las combinaciones que mejor
clasifican los diferentes estados estacionarios para ambos sustratos tipo son: acidos
grasos volatiles - alcalinidad parcial - caudal de metano y acidos grasos volatiles -
alcalinidad parcial - caudal de biogas.

Se identificé la pendiente normalizada como el parametro clave en la deteccién de
perturbaciones en la VCO, debido a que dicho parametro representa la velocidad de
respuesta del sistema frente a cambios en las caracteristicas del residuo o cambios
en las condiciones de operacion del sistema. Por lo tanto para diagnosis y control
del proceso es mas conveniente realizar la evaluacion del cambio relativo del valor
de las variables con el tiempo que utilizar el valor absoluto de la variable.

Se encontré que la concentracién de monédxido de carbono en fase gas tiene una
utilidad muy reducida en la deteccion de perturbaciones, utilizando dicha variable
solo fue posible detectar perturbaciones tipo pulso en el sustrato tipo hidratos de
carbono. Por su parte la concentraciéon de hidrogeno en fase gas es una variable
que permite la deteccién de perturbaciones en la VCO (tipo pulso y escalén) en
ambos sustratos estudiados. Sin embargo se debe tener en cuenta que para el
sustrato tipo carbohidratos la concentracion de hidréogeno en fase gas depende
directamente del grado de acidificacién del sustrato al ingresar al reactor, este
hecho puede generar un diagnostico errado del estado del proceso.

Para ambos sustratos las variables: caudal de metano, caudal de biogas y acidos
grasos volatiles son adecuadas en la deteccién de perturbaciones en la VCO. De
acuerdo con los resultados de este trabajo y considerando los niveles de
complejidad y coste de monitorizacidn se proponen tres niveles de instrumentacion:



Resumen

* instrumentacion basica (pH, temperatura y caudales): pHmetros; sensores
de temperatura y caudalimetros.

* instrumentacion necesaria (QBiogas, AGV y AP): analizador de H, en fase
gas; caudalimetro y analizador titrimétrico de AGV y AP.

« Instrumentacién conveniente (H.): analizador de hidrdégeno en fase gas.

Finalmente en el capitulo 5 se presentan y discuten los resultados obtenidos del
seguimiento de una biomasa anaerobia sometida a diferentes sustratos tipo (etanol,
hidratos de carbono y proteina). El estudio se llevd a cabo en reactores de
laboratorio empleando los tres sustratos tipo durante un afio de operaciéon y en
planta piloto para el sustrato tipo que contenia hidratos de carbono, también
durante 1 afio.

Se evaluaron las caracteristicas fisicas, composicion quimica, caracteristicas
hidrodindmicas y las actividades metanogénica y acidogénica de la biomasa
anaerobia. La morfologia de los microorganismos presentes en la superficie de los
granulos se estudié aplicando microscopia electrénica de barrido (SEM).
Combinando la técnica de identificacion de microorganismos por FISH con
microscopia de epiflurescencia y microscopia confocal se realizé la identificacion y
cuantificacion relativa de algunos de los principales microorganismos presentes en
la biomasa. La configuracion de los reactores utilizados influyé directamente en las
caracteristicas finales de la biomasa. En el reactor piloto hibrido (USBF), al cambiar
de un sustrato simple (etanol) a un sustrato no acidificado (dextrina), se presentd
la retencion de biomasa floculenta, la expansién del lecho de lodo, el lavado de
biomasa y el posterior deterioro de la biomasa granular al presentarse la ruptura
parcial de los granulos. Por el contrario, en los reactores UASB, la biomasa
floculenta fue lavada y, por tanto, permanecié la estructura granular del lodo.

Al someter la biomasa granular aclimatada a un sustrato simple (etanol), a
sustratos complejos o no acidificados (dextrina y proteina), los granulos originales
fueron colonizados por nueva biomasa, compuesta por bacterias acidogénicas y
microorganismos metanogénicos. Dicha colonizaciéon generé un aumento importante
en el tamafo de los granulos y aumentos considerables en la actividad acidogénica
especifica y en la actividad metanogénica hidrogendfila.

Los resultados obtenidos indican que el proceso de colonizacion de granulos
previamente formados, depende del tipo de sustrato utilizado, de las condiciones
hidrodindmicas del reactor y de la configuracién del reactor. Se comprobd que
utilizando un sustrato tipo carbohidratos se presentan problemas de expansion del
lecho de lodo, generacion de biomasa floculenta, pérdida de biomasa y disminuciéon
en la actividad metanogénica acetoclasta de dicha biomasa.



Resumo

A aplicacion da dixestion anaerobia no tratamento de augas residuais tanto
industriais como municipais é unha tecnoloxia actualmente en proceso de
expansion, que dia a dia estd sendo mais aplicada & solucién de problemas
especificos de control da contaminacién da auga. Con todo a monitorizacién
avanzada, a diagnose e o control do devandito proceso non estan consolidados e
requirese dunha maior investigacion orientada a fortalecer o proceso fronte a
perturbacions e desestabilizacions.

No capitulo 1 achégase unha vision sobre o contexto no que se desenvolveu a tese,
introducindo alguns conceptos basicos sobre a aplicacién, vantaxes e limitacions da
dixestion anaerobia; identificando a monitorizacién, diagnose e control do proceso
como actividades claves na aplicacion desta tecnoloxia de depuracién de augas
residuais. Preséntanse ademais alglns aspectos basicos da microbioloxia do
proceso; asi como os fundamentos da ecoloxia microbiana e caracteristicas técnicas
da biomasa granular utilizada usualmente neste tipo de procesos.

No capitulo 2 preséntanse os métodos analiticos e materiais utilizados no
desenvolvemento do traballo experimental. Os métodos analiticos agrupanse de
acordo coa fase & que pertencen (liquido, sélido ou gas). No apartado de materiais
consignase a composicion das augas residuais sintéticas e a descricion da planta
piloto anaerobia utilizada na experimentacién.

O capitulo 3 presenta os estudios e a validacion de metodoloxias de valoracién on-
line da alcalinidade e acidos graxos volatiles en reactores anaerobios, incluindo a
proba e validacion dun prototipo de analizador automatico operando con tres
metodoloxias diferentes; desenvolvidas por INRA (Francia, Instituto Nacional de
Investigaciéns Agrondmicas), AppliTek (Bélxica, empresa de desenvolvemento e
comercializacion de sensores on-line) e Biomath (Bélxica, grupo de investigacién da
Universidade de Ghent ). Das metodoloxias estudiadas, as de INRA e Applitek
presentaron en xeral unha resposta adecuada para a determinacién de Aacidos
graxos volatiles (AGV, 0 a 4900 mg-L'*) e bicarbonato (0 a 50 mg-L'). Doutra
banda, as metodoloxias Biomath permiten a determinacion, ainda que cunha marxe
de erro considerable, doutros compostos como amonio e acido lactico, xerando
resultados cualitativos que permiten estimar tendencias.

Posterior & validacion do ANASENSE® e das tres metodoloxias de valoracién on-/ine
da alcalinidade e acidos graxos volatiles; integrouse a planta piloto anaerobia unha
version comercial do sensor utilizando a metodoloxia INRA coa finalidade de realizar
os estudios de seleccidon de variables para a identificacion de perturbacions en
dixestores anaerobios.



Resumo

No capitulo 4 realizase a andlise dindmica do comportamento dun dixestor
anaerobio USBF escala piloto, estudiando a slUa resposta ante diferentes
perturbacions (impulso/ grade) na Velocidade de Carga Organica alimentada e
fronte a un choque térmico. Realizase a andlise dun conxunto de variables de
estado para identificar desestabilizaciéns do sistema. Lévase a cabo a seleccion do
nimero minimo de variables que permiten clasificar adecuadamente diferentes
estados estacionarios asi como a seleccion de variables para a identificacion de
perturbacions. Finalmente comparanse e discitense os resultados obtidos por
ambas as aproximacions.

A seleccion de variables en estado estacionario realizouse utilizando, en primeiro
lugar, a técnica de Analise de Compofientes Principais (Principal Component
Analysis PCA) para reducir o nimero de variables; posteriormente, clasificaronse os
datos en estado estacionario utilizando a técnica de regresion lineal sobre unha
fiestra mobil e, para rematar, utilizando a técnica de Analise Factorial Discriminante
(Factorial Discriminant Analysis FDA) seleccionouse o nimero minimo de variables
que permiten clasificar adecuadamente os diferentes estados estacionarios
alcanzados na experimentacion.

Estudiando o comportamento dinamico do sistema, avaliouse a resposta das
variables indicadoras ante as diferentes perturbacions xeradas. Empregaronse
parametros empiricos como: tempo ata o valor maximo, tempo ata a pendente
maxima, nivel de excitacion e pendente normalizada da resposta.

Utilizando unha soa variable para a clasificacion dos diferentes estados
estacionarios preséntanse diferenzas relevantes entre os dous substratos tipo. Para
o substrato tipo hidratos de carbono as variables caudal de metano (QCH4) e caudal
de biogds (QBiogas) permiten acertos por encima do 90 % na clasificacidn,
superando inclusive as variables que caracterizan a entrada ao proceso carbono
organico total y carbono inorganico total na entrada (TOCe e TICe). Mentres que
para o substrato proteina a clasificacion nos diferentes estados estacionarios é mais
deficiente cando se utiliza unha soa variable e sé as variables TOCe e TICe logran
clasificaciéns préoximas ao 80%. Utilizando combinaciéns de 2 e 3 variables para o
substrato tipo hidratos de carbono e proteina respectivamente, atopouse que as
combinaciéns que mellor clasifican os diferentes estados estacionarios para ambos
os substratos tipo son: acidos graxos volatiles - alcalinidade parcial - caudal de
metano e acidos graxos volatiles - alcalinidade parcial - caudal de biogas. Atopouse
gue a concentracion de mondxido de carbono en fase gas ten unha utilidade moi
reducida na deteccién de perturbacions, utilizando dita variable s6 foi posible
detectar perturbaciéns tipo pulso no substrato tipo hidratos de carbono. Pola sua
banda a concentracién de hidroxeno en fase gas € unha variable que permite a
deteccién de perturbaciéns na VCO (tipo pulso e grade) en ambos substratos. Con
todo débese ter en conta que para o substrato tipo carbohidratos a concentracién



Resumo

de hidréoxeno depende directamente do grao de acidificacion do substrato ao
ingresar ao reactor, este feito pode xerar un diagndstico errado do estado do
proceso. Para ambos substratos as variables: caudal de metano, caudal de biogas y
acidos graxos volatiles son adecuadas na deteccidén de perturbaciéns na VCO. De
acordo cos resultados deste traballo e considerando os niveis de complexidade e
custo de monitorizacidn, propdfiense tres niveis de instrumentacion:

» Instrumentacién basica (pH, temperatura e caudais): pHmetros; sensores
de temperatura e caudalimetros.

» Instrumentacién necesaria (caudal de biogas, acidos graxos volatiles e
alcalinidade parcial): caudalimetro de gas e analizador titrimétrico de
acidos graxos volatiles e alcalinidade parcial.

« Instrumentacién conveniente (concentracion de hidréxeno): analizador de
hidréxeno en fase gas.

Finalmente no capitulo 5 preséntanse e discutense os resultados obtidos do
seguimento dunha biomasa anaerobia sometida a diferentes substratos tipo (etanol,
hidratos de carbono e proteina). A experimentacion levouse a cabo en reactores de
laboratorio empregando os tres substratos tipo durante un ano de operacidon e en
planta piloto para o substrato tipo que contifia hidratos de carbono, tamén durante
1 ano. Avalidronse as caracteristicas fisicas, a composicion quimica, as
caracteristicas hidrodindmicas e as actividades metanoxénica e acidoxénica da
biomasa anaerobia. A morfoloxia dos microorganismos presentes na superficie dos
granulos estudiouse aplicando microscopia electréonica de varrido (SEM).
Combinando a técnica de identificacion de microorganismos por FISH con
microscopia de epiflurescencia e microscopia confocal, realizouse a identificacién e
cuantificacion relativa dalgins dos principais microorganismos presentes na
biomasa. A configuracion dos reactores utilizados influiu directamente nas
caracteristicas finais da biomasa. No reactor piloto hibrido (USBF), ao cambiar dun
substrato simple (etanol) a un substrato non acidificado (dextrina), presentouse a
retencion de biomasa floculenta, a expansion do leito de lodo, o lavado de biomasa
e a posterior deterioracién da biomasa granular ao presentarse a ruptura parcial dos
granulos. Pola contra, nos reactores UASB, a biomasa floculenta foi lavada e, xa
que logo, permaneceu a estructura granular do lodo.

Ao someter a biomasa granular aclimatada a un substrato simple (etanol), a
substratos complexos ou non acidificados (dextrina e proteina), os granulos
orixinais foron colonizados por nova biomasa, composta por bacterias acidoxénicas
e microorganismos metanoxénicos. Dita colonizaciéon xerou un aumento importante
no tamafio dos granulos e aumentos considerables na actividade acidoxénica
especifica e na actividade metanoxénica hidroxendfila.
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Os resultados obtidos indican que o proceso de colonizacion de granulos
previamente formados, depende do tipo de substrato utilizado, das condicions
hidrodinamicas do reactor e da configuracion do reactor.

Comprobouse que utilizando un substrato tipo carbohidratos preséntanse problemas
de expansion do leito de lodo, xeraciéon de biomasa floculenta, perda de biomasa e
diminucién na actividade metanoxénica acetoclasta da devandita biomasa.



Abstract

The application of anaerobic digestion to the treatment of industrial and municipal
wastewaters has been growing consistently. Nevertheless, technologies for the
monitoring, diagnosis and control of the process are not consolidated topics, and
will require targeted research to develop new practical tools for industrial
applications.

Chapter 1 shows a general vision of the context under which this thesis was
developed introducing key concepts on the application, advantages and limitations
of anaerobic digestion. Also covered is the identification of the process monitoring,
diagnosis and control activities that are key factors to the successful application of
this technology. In addition to the microbiology of the process, this chapter includes
fundaments of microbial ecology and the characterization of granular biomass.

In Chapter 2, analytical methods and materials employed to conduct the
experimental work here reported are described. The analytical methods were
classified according to the phase of the sample (i.e., liquid, solid or gas). Analytical
methods for the determination of specific parameters and characterization of
materials used in only part of the work here reported were described in the
corresponding chapter. Specifically included in this chapter are the composition of
the synthetic wastewaters (ethanol-based, carbohydrates-based and protein-based)
and the description of the anaerobic pilot plant used for experimentation.

One critical aspect in the on-line monitoring of the anaerobic digestion process is
the deficit of robust and reliable instruments. As a contribution to solve this
situation, Chapter 3 presents the validation of a prototype of an automatic analyzer
of alkalinity and concentration of volatile fatty acids operating under three different
methodologies. These three approaches were developed by INRA (France, National
Institute of Agronomic Research), AppliTek (Belgium, developer and vendor of on-
line sensors) and Biomath (Belgium, research group at the University of Ghent).
Additional studies were made using the analyzer called ANASENSE®, an equipment
developed under the framework of the European project TELEMAC (Tele-monitoring
and Advanced Tele-control of High-Yield Wastewater Treatment). Among the
methodologies studied, both INRA and Applitek displayed good performance in the
determination of volatile fatty acids (VFA, 0 to 4900 mg-L*) and bicarbonate (0 to
50 mg-L!). On the other hand, the Biomath methodology was capable of producing
estimations of the concentration of other compounds such as ammonium and lactic
acid, which can be used to examine system tendencies.
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In Chapter 4, a dynamic analysis of the behaviour of a pilot USBF unit is reported,
including its response to various system disturbances. The analysis of a set of state
variables is made to identify possible system destabilizations. The selection of the
minimum number of variables is carried to allow a suitable classification of the
different steady states as well as the selection of the variables needed for the
identification of disturbances. Finally the results obtained by both approaches are
compared and discussed.

The selection of variables under steady-state conditions was made using as a first
step a Principal Components Analysis (PCA) to reduce the dimensions of the data.
Next, the steady state data was classified using the technique of linear regression
on a movable window. Finally, a Factorial Discriminate Analysis technique (FDA)
was used to select the minimum set of variables required to characterize process
performance. This technique makes possible to determine the data projection
improving the separation of previously defined groups.

The study of the dynamic behaviour of the system was made evaluating the
response variables using empirical parameters such as response time, level of the
excitation and standardized slope of the response. Using only one variable for the
carbohydrates-based wastewater, methane flow and biogas flow achieved the best
state classification (over 95% of success). For protein-based wastewater this single
variable classification was more deficient. When two or three variables were used
for both type of wastewater, the following two combinations achieved a
classification with over 95% success: volatile fatty acids-partial alkalinity-methane
flow and volatile fatty acids-partial alkalinity-biogas flow.

The carbon monoxide concentration in gas phase had a lower utility in the detection
of disturbances, detecting pulse disturbances only for carbohydrates-based
wastewater. The hydrogen concentration in gas phase is a variable that allows the
detection of disturbances in both synthetic wastewaters. Nevertheless, for
carbohydrates-based wastewater, the hydrogen concentration in the gas phase
depends on the acidification degree of substrate before feeding it into the reactor;
this fact can cause errors in the diagnosis of the state of the process.

Finally, Chapter 5 presents the results obtained when granules developed from
UASB reactors that treat different types of wastewaters (ethanol, carbohydrates and
protein-based synthetic wastewaters) were studied. Granule parameters (size
distribution, density, settlement characteristics, elemental composition, and
acidogenic and methanogenic activities) were analyzed along with identification of
micro-organisms by FISH to better understand granule behaviour and its formation
process. The physico-chemical properties of granules depend largely upon the type
of substrate on which they are grown. Granules fed with ethanol are much more
compact than those developed in protein and carbohydrate-based media. Further,
microbial distributions in anaerobic granules depend also on the type of
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wastewater; granules fed with carbohydrates and proteins presented higher
acidogenic bacteria colonization. Members of the Methanosaetaceae family were the
dominant methanogens in all three types of granules, while Methanobacteria were
co-dominant in granules fed with carbohydrates and proteins. These results were
verified by comparing the SMA using different substrates.






Capitulo 1

Introduccion general

Resumen

Este capitulo aporta una vision y el estado del arte sobre el contexto en el que se
desarroll6 este trabajo de investigacion. Se introducen diferentes conceptos sobre la
aplicaciéon, ventajas y limitaciones de la digestion anaerobia. Identificando la
monitorizacion, diagnosis y control del proceso como actividades claves en la
aplicacion exitosa de esta tecnologia de depuracién de aguas residuales.

Se hace una revision de los diferentes aspectos de la microbiologia del proceso
de interés para un mejor seguimiento de esta Tesis; asi como los fundamentos de
ecologia microbiana y caracteristicas técnicas (referentes a su comportamiento en
reactores) de la biomasa granular utilizada usualmente en este tipo de proceso.
Finalmente se presenta la estructura de la tesis y sus principales objetivos.

1-1



Introduccién general

indice

1.1. Digestiéon anaerobia
1.1.1. Aplicacioén, ventajas y limitaciones
1.1.2. Monitorizacién. Diagnosis y control
1.2. Ecologia microbiana de la digestiéon anaerobia
1.2.1. Microbiologia
1.2.2. Caracteristicas de la biomasa granulara anaerobia
1.3. Estructura de la tesis
1.4. Referencias

1-2



Capitulo 4

1.1. Digestiéon anaerobia

1.1x1a Aplisadii, vemtaias v lmilk:donece

La digestién anaerobia es un proceso complejo que se realiza en multiples etapas y
en el que participan numerosos microorganismos (cerca de 140 especies estan
relacionados con las diferentes etapas), a través de dichas etapas se convierte la
materia organica en los compuestos mas reducido y oxidado del carbono (CH4 y
CO.), respectivamente, sin requerir de un aceptor externo de electrones como el
oxigeno o el nitrdgeno (Steyer et al., 2006).

La digestion anaerobia estd presente en muchos ecosistemas naturales
(pantanos, ciénagas) y artificiales, contribuyendo al reciclaje de nutrientes y de
materia organica. La digestion anaerobia se ha utilizado tradicionalmente en la
estabilizacion de residuos liquidos domésticos a través de tanques sépticos y en la
mineralizacién de los lodos provenientes de la depuracion de aguas residuales
municipales utilizando digestores de lodos (van Lier et al., 2001); con la limitante
de requerir largos tiempos de residencia (20 a 30 dias) para la estabilizacion del
residuo. Posteriormente con el desarrollo de sistemas de auto-inmovilizacién
(biomasa granular) o inmovilizacion sobre soporte (biomasa adherida) se logrd
separar la dependencia del independizar el tiempo de residencia hidraulico del
tiempo de residencia de los lodos, con lo cual se desarrollan una nueva generacién
de reactores denominados de alta carga.

El proceso de digestion anaerobia presenta varias ventajas en su aplicacion a la
depuraciéon de aguas residuales. Las mas relevantes son: alta capacidad de
depuracién de aguas residuales de alta carga, muy baja produccion de lodos (5 a 10
veces menos que los procesos aerobios) (Steyer et al., 2006), bajo requerimiento
de nutrientes (Spanjers and van Lier, 2006), produccion potencial de metabolitos
intermedios valiosos (Rodriguez, 2006) y posibilidad de recobrar energia a través de
la utilizacion del metano generado u orientando el proceso a la produccién de
hidrogeno (Steyer et al., 2006).

Sin embargo la digestion anaerobia tiene algunas limitaciones y desventajas.
La baja produccidn de lodo esta relacionada directamente con la baja velocidad de
crecimiento de los microorganismos, por dicha razén la etapa de arranque del
proceso es lenta y dificil, requiriéndose entre 2 y 6 meses (dependiendo del tipo de
reactor) antes de alcanzar condiciones de operacidn estables.

Los microorganismos metanogénicos son altamente sensibles a las
perturbaciones del proceso como sobrecargas organicas e hidraulicas, asi como
presencia de sustancias téxicas o inhibidoras. El pH afecta especialmente a dichos
microorganismos debido al rango estrecho de pH 6ptimo para su funcionamiento
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(6,5 - 7,5). A pesar de los numerosos estudios recientes, la distribucion espacial de
los microorganismos en los fléculos, granulos y biopeliculas no estd totalmente
comprendida; sin embargo se intuye que dicha distribucion estd intimamente
relacionada con la eficacia y el rendimiento del proceso (Steyer et al., 2006).

Las limitaciones y desventajas mencionadas, pueden explicar el por que la
digestion anaerobia no se utiliza en mayor medida en la depuraciéon de aguas
residuales industriales. La falta de un conocimiento completo del proceso genera
desconfianza y retrasa posibles aplicaciones industriales. Por estas razones la
investigacion debe orientarse tanto en la optimizacion y blusqueda de nuevas
aplicaciones del proceso como en el avance de la monitorizacion y control de la
digestion anaerobia que garantice la robustez del proceso frente a las
perturbaciones (van Lier et al., 2001).

1.1x2a MollierEadin, diagnselsy conlol

Instrumentacion

Spanjers y van Lier (2006), evaluaron la instrumentacion de aproximadamente 400
depuradoras industriales anaerobias, encontrando que la instrumentacién basica
utilizada on-line en dichas plantas (95% de las instalaciones) incluye medidores de
pH, temperatura, flujo de agua, flujo de biogds, niveles y presiones. La
monitorizacion del proceso usualmente se complementa a través de parametros
determinados en laboratorio, los cuales tipicamente son: DBO, DQO, turbidez,
composicién del biogas, AGV, alcalinidad y macro-nutrientes como nitrégeno,
fosforo y azufre; eventualmente se realiza la determinacién en forma manual de la
altura del lecho de lodo. Solamente un 10% de las depuradoras evaluadas cuentan
con uno o varios analizadores on-line para DQO, TOC, AGV, alcalinidad, turbidez y
composicion del gas y solo en un caso se realiza la medicidon on-line de hidrégeno
en la fase gas.

De acuerdo con lo anterior se concluye que en la mayoria de las depuradoras
anaerobias industriales estudiadas, el proceso se opera en forma manual a través
de técnicos capacitados que se apoyan en mediciones off-line realizadas en el
laboratorio. El estudio en referencia identificé la necesidad de incrementar el nivel
de automatizacién y control del proceso reduciendo la intervencién de operadores y
personal de laboratorio. Sin embargo la principal dificultad en la aplicacién del
control automatico se debe a la falta de instrumentos on-/ine disponibles a bajo
costo, que permitan monitorizar las principales variables de control del proceso de
digestion anaerobia (Spanjers and van Lier, 2006).

1-4



Capitulo 4

Algunos investigadores se inclinan por utilizar las variables de la fase liquida
como los mejores indicadores teniendo en cuenta que la fase liquida refleja el
ambiente microbiolégico donde ocurren las principales reacciones en digestion
anaerobia (Bjérnsson et al.,, 2001). En este sentido existen limitaciones en la
monitorizaciéon de la fase gas; debido a que no es posible estimar las
concentraciones en fase liquida de hidrégeno, a partir del equilibrio con las
concentraciones de dichos gases en fase gas. Dichos calculos subestiman de 10 a
100 veces la concentracion del hidrégeno en la fase liquida (Pauss et al., 1990;
Kuroda et al., 1991; Pauss y Guiot, 1993; Bjoérnsson et al., 2001). Sin embargo los
sensores desarrollados para monitorizar gases disueltos (H: y CH.) en la fase liquida
presentan problemas de ensuciamiento lo cual dificulta su aplicacion a escala
industrial (Bjérnsson et al., 2000).

Vanrolleghem y Lee (2003) evaluaron el estado del arte de la instrumentacion
para monitorizacion on-line de procesos de tratamiento de aguas residuales,
incluyendo el proceso de digestion anaerobia. Dichos investigadores identifican la
monitorizacion de la alcalinidad y los AGV en la fase liquida como una alternativa
til teniendo en cuenta que los AGV son los principales productos intermedios en la
digestion anaerobia y su acumulacion indica generalmente sobrecarga o presencia
de sustancias inhibitorias o tdxicas.

A pesar de estas bondades existen pocas implementaciones exitosas a escala
industrial, de las cuales se destaca la utilizacién de cromatografia gaseosa; sin
embargo esta técnica tiene alto coste y requiere de la preparacion previa de la
muestra. Los mismos autores plantean que las técnicas basadas en titrimetria son
una alternativa a esta problematica. Utilizando la valoracion en dos pasos o
valoraciéon en el rango de pH 11 a 3 es posible cuantificar conjuntamente el
contenido de AGV y bicarbonato en una muestra; la relacion entre dichas variables
da una idea aproximada de la capacidad tampdén del sistema disponible para
neutralizar los AGV.

En este contexto, el capitulo 3 de esta tesis presenta el estudio y validacidon de
metodologias de valoracidon on-/ine de la alcalinidad y acidos grasos volatiles en
reactores anaerobios, incluyendo la prueba y validacion de un prototipo de
analizador automatico denominado ANASENSE®, equipo desarrollado en el marco
del proyecto Europeo TELEMAC (TELEMonitoring and Advance telecontrol of high
yield wastewater treatment).

Posterior a la validaciéon, una version comercial del sensor se integré a la
planta piloto anaerobia con la finalidad de realizar los estudios de estado
estacionario y transitorio y la seleccion de variables para la identificacion de
perturbaciones.
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Objetivos del control

Generalmente el objetivo de la digestion anaerobia es realizar la completa
mineralizacion de la materia organica convirtiéndola en CO. y CH.. Sin embargo
existen algunas aplicaciones de la digestion anaerobia que se orientan a otros
objetivos (Steyer et al, 2006), como:

« fermentaciones parciales para producir un producto especifico (etanol,
hidrégeno, acidos grasos volatiles), en las cuales el objetivo fundamental
del control es obtener la mayor cantidad posible de producto,

¢ digestores primarios de lodos de plantas depuradoras municipales, donde el
control debe asegurar una operacidn estable que optimice la produccién de
CHg;

» digestores de solidos orientados a la metanogenizacion maxima de los
residuos y

e« digestores de alta tasa que depuran aguas residuales con alta carga
organica, en los cuales los objetivos del control se centran en la operacion
estable del proceso previniendo y actuando en forma temprana frente a las
de perturbaciones, minimizando costes y cumpliendo con las restricciones
de calidad del efluente.

Tipos de control automatico

Steyer et al. (2006), identifican dos aproximaciones al control automatico del
proceso de digestidon anaerobia: control basado en modelos (control adaptativo por
ejemplo) y control no basado en modelos (por ejemplo, el control utilizando ldgica
fuzzy). La Tabla 1.1 presenta la comparacion entre los requerimientos de los dos
enfoques mencionados. De acuerdo con la experiencia de Steyer et al., (2006) la
aplicacion de ambos enfoques consigue resultados comparables. Sin embargo,
contar con una combinaciéon de varios sensores on-line permite detectar fallos en
los sensores y constituir un sistema de alertas tempranas de perturbaciones y
cambios del proceso; ambos elementos fundamentales en la operacién y control de
digestores anaerobios de alta tasa.

Tabla 1.1. Comparacion de los requerimientos de control basado o no en modelos*.

Control Basado @n medkelos agntrol o Basatio @n Modelos
Sensores simples Sensores avanzados

Se necesita un modelo simple No se necesita modelo
Conocimiento de las No se necesita conocer Ilas

concentraciones de entrada al concentraciones de entrada al
proceso proceso

Calculos matematicos avanzados  Calculos simples

*Tomado de Steyer et al., 2006.
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Seleccion de variables para diagnosis y control

El desarrollo de cualquier sistema de monitorizacién-diagnosis control de Ia
digestion anaerobia requiere de la seleccion de un grupo de variables, también
denominadas indicadores, que den informacién del estado metabdlico del proceso y
que permitan realizar la diagnosis y el control del proceso (Castellano et al., 2007).
Estas variables deben cumplir en lo posible con las siguientes caracteristicas
principales: alta sensibilidad, respuesta rapida y coste de monitorizacion bajo
(Moletta, 1989; Switzembaum et al., 1990).

Numerosos investigadores han estudiado y propuesto diversas variables y
grupos de variables como indicadores de la estabilidad del proceso de digestion
anaerobia y de la presencia o no de perturbaciones, en la Tabla 1.2 se presenta una
sintesis de algunas de las propuestas. Sin embargo no existe una conclusion
definitiva sobre cual es la variable o grupo de variables que describen mejor el
proceso y permiten identificar de forma adecuada el estado del proceso (Castellano
et al., 2007) o detectar en forma temprana las perturbaciones. De otro lado en las
investigaciones referidas en la Tabla 1.2 se utilizan diversidad de aguas residuales o
sintéticas, no se emplean herramientas objetivas en la seleccién de variables y solo
se compararon al mismo tiempo un nimero limitado de variables.

Frente a la problematica enunciada; el capitulo 4 de esta tesis, se orienta a
sistematizar el estudio de indicadores para dos aguas residuales (carbohidratos y
proteina) utilizando datos de planta piloto. Usando herramientas de la estadistica
como el analisis de componentes principales (PCA) y el analisis factorial
discriminante (FDA) en la seleccién de indicadores. Se realiza la comparacién de los
mejores indicadores para clasificar los diferentes estados estacionarios con los
indicadores que alertan en forma temprana la ocurrencia de una perturbacion. El
estudio pretende compatibilizar ambos grupos de indicadores, simplificando el
numero y la complejidad de las variables a monitorizar con el fin de optimizar
recursos y posibilitar la implementacion a escala industrial de sistemas de
monitorizacién robustos y de bajo coste.
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Tabla 1.2. Resumen de las variables propuestas por diferentes investigadores para
la identificacién del estado del proceso de digestion anaerobia.

Fase Wariable(s)  Tipo deagua residual Referencia
o gliltética
LIQUIDA H,y CH4 Glucosa Whitmore et al. (1985,
1986)
Whitmore and Lloyd
(1986)
H> Glucosa Cord-Ruwisch et al. (1997)
Glucosa, proteina y Bjornsson et al. (2001)
lipidos
Alcalinidades Lodos Ripley et al. (1986)
(total y
parcial)
Alcalinidad Fabricacion de Hawkes et al. (1994)
bicarbonatica  helados
AGV Estiércol Ahring et al. (1995)
[ 7Y ] H, Fabricacién de Archer et al. (1986)
cerveza
Glucosa, AGV y H» Harper and Pohland (1987)
Vinazas Moletta (1989)
Acido butirico Slater et al. (1990)
AGV y glucosa Jones et al. (1992)
Levadura panaderia Guwy et al. (1997)
H.y CO Lodos y adicion de Hickey and Switzenbaum
metales pesados (1990, 1991)
Hy, CHs y CO, Vinazas Mathiot et al. (1992)
H. y QBiogas Fabricacién Huang et al. (2000)
polietileno (PET)
H2 y QCH. Agua rica en etanol Ruiz (2005)
Castellano et al. (2007)
LQUIDA QBiogasy pH Peptona, extracto de Liu et al., 2004a, 2004b,
Y@As levadura y glucosa 2006
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1.2. Ecologia microbiana de la digestion anaerobia

1.241a Midretlolodla

Tal como se menciond anteriormente la degradacién anaerobia de la materia
organica es un proceso complejo que se lleva acabo a través de multiples etapas en
las que intervienen numerosos microorganismos que utilizan en forma
relativamente secuencial los productos metabdlicos generados por cada grupo. Para
que el proceso sea estable se requiere el acoplamiento de los diferentes grupos de
microorganismos de manera que no se acumulen cantidades excesivas de productos
intermedios.

Se han sugerido diferentes esquemas con el fin de simplificar y entender mejor
el proceso. Un esquema ampliamente aceptado contempla cuatro etapas: hidrolisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

El proceso se inicia con la hidrélisis de polisacaridos, proteinas y lipidos por la
accion de enzimas extracelulares generadas por bacterias hidroliticas y
fermentativas. Los productos de esta primera etapa son moléculas de bajo peso
molecular como azucares, aminoacidos, acidos grasos y alcoholes. Dichas moléculas
son transportadas a través de la membrana celular ingresando a los
microorganismos acidogénicos que las convierten en acidos grasos volatiles y
algunos compuestos reducidos como el etanol, ademas de H, y CO..

En la acetogénesis los AGV de 3 a 8 atomos de carbdén y el etanol son
convertidos a acetato, H, y CO, por las bacterias productoras obligadas de
hidrégeno (OHPA). Esta etapa, requiere para ser viable energéticamente de
presiones parciales de hidrogeno muy bajas; por lo que debe realizarse en forma
sintrofica con microorganismos metanogénicos que se encargan de remover el
hidrégeno del medio. Esta asociacién se conoce como “transferencia interespecifica
de hidrégeno”. La distancia entre organismos productores y consumidores es un
factor critico en esta transferencia, por lo que el estudio de la agrupacion y
distribucion de los microorganismos es fundamental para comprender
adecuadamente el proceso.

Finalmente los microorganismos metanogénicos convierten el acetato a metano
y CO., o reducen el CO, a metano. Se diferencian dos grandes grupos de
microorganismos metanogénicos: acetoclasticos e hidrogenotroéficos. Los primeros
metanogenizan el acetato y producen CO., que al disolverse forma una solucidn
tampén de bicarbonato que regula el pH del medio.Los microorganismos
metanogénicos hidrogenotroficos o autréficos, producen metano a partir de H; y
CO..

1-9
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La velocidad relativa de cada una de estas etapas es diferente, por lo tanto la
velocidad global del proceso estd controlada por la etapa mas lenta. Si la materia
organica hidroliza rapidamente el proceso mas lento sera la metanogénesis y por lo
tanto dicha etapa controlara la velocidad del proceso.

1.2424 Caractefiiglicas d@ l biomash gremulor GEREEebia

Los reactores anaerobios de ultima generacion, presentan como cualidad principal
su capacidad para retener biomasa. Esta caracteristica permite separar el tiempo de
retencidon celular del tiempo de retencién hidraulico. La capacidad de retener
biomasa depende en gran medida de la formacién de agregados, denominados
granulos, que pueden alcanzar una alta actividad metanogénica (2 g DQO-CH.-g
SSV-d?') y una alta velocidad de sedimentacién (60 m-h') (Hulshoff Pol et al.,
2004).

El conocimiento de la estructura y del desarrollo de los granulos son las claves
para controlar su proceso de formaciéon y mantenimiento. Existen numerosos
trabajos de investigacion sobre la estructura, caracteristicas fisicas, composicidon
quimica, composicion microbioldgica y actividad de la biomasa granular anaerobia.

La composicion y la estructura de los granulos metanogénicos estan
relacionadas con el tipo de substrato utilizado. Se han diferenciado dos tipos de
estructuras. Estructura por capas cuando el sustrato es de facil degradacién como
los carbohidratos (MacLeod et al., 1990; Guiot et al., 1992; Vanderhaegen et al.,
1992), dicha tipologia de granulos presentan una capa externa compuesta
principalmente por bacterias acidogénicas; una capa intermedia compuesta por
microorganismos acetogénicos (productores de H,) y metanogénicos consumidores
de H, y una capa interna de microorganismos metanogénicos

La otra tipologia la podemos denominar distribucién al azar de los
microorganismos y se presenta cuando se utilizan sustratos complejos como
proteina y AGV (Grotenhuis et al., 1991; Fang et al., 1994a, 1994b, 1995; Fang,
2000). Sin embargo no existe acuerdo en la comunidad cientifica sobre dichas
tipologias, ya que diferentes investigadores han detectado una estructura por capas
aun con sustratos complejos o AGV (Sekiguchi et al., 1999 y Diaz et al., 2003).

Respecto a la composicién microbioldgica existe consenso en la mayoria de los
investigadores sobre el predominio del microorganismo acetotrdfico Methanosaeta
en los granulos anaerobios y su importancia en la estructuracion del granulo debido
a su morfologia filamentosa (Dolfing, 1986; Guiot et al., 1992; Fang, 2000; Saiki et
al., 2002; Angenent et al., 2004; Hulshoff Pol et al., 2004).



Capitulo X

Las técnicas de biologia molecular y especificamente la técnica de FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization) han significado un avance importante en el
estudio de los microorganismos anaerobios. Su utilizacién permite tanto la
identificacion de los microorganismos especificos como el estudio de su distribucion
espacial (Cloete and Muyima, 1997). En esta direccidn se han desarrollado
numerosos trabajos de investigacidn sobre la estructura, composicion y distribucion
espacial de los microorganismos en la biomasa granular (Rocheleau et al., 1999;
Saiki et al., 2002; Lanthier et al., 2002; Diaz et al., 2003; Batstone et al., 2004;
Chen et al., 2004; Hori et al., 2006; Burak and Yenigln, 2006; Zheng et al., 2006;
Baloch et al., 2007).

Las principales caracteristicas fisicas estudiadas en la biomasa granular son:
distribucion por tamafo, densidad, velocidad de sedimentacién, grado de
compactacién al sedimentar y resistencia a la abrasién y fuerzas mecanicas. Estas
caracteristicas estan relacionadas directamente con la posibilidad de mantener los
granulos dentro del sistema, independizando el tiempo de retencidon hidraulico
(TRH) del tiempo de retencion de sélidos (TRS) (Batstone and Keller, 2001).

Utilizando diferentes sustratos es posible asociar las actividades especificas de
la biomasa anaerobia a cada etapa basica del proceso, de esta manera se pueden
caracterizar la capacidad hidrolitica, acidogénica, acetogénica y metanogénica de un
lodo granular (Soto et al.,, 1993). Los resultados de las actividades especificas
indican la presencia y cantidad relativa de microorganismos especificos presentes
en la biomasa.

Teniendo en cuenta el lento crecimiento de la biomasa anaerobia, una
estrategia muy utilizada en el arranque de reactores es la inoculacién con biomasa
granular de otro reactor. Esta estrategia generalmente implica el cambio en la
composicion del agua residual y en condiciones ambientales e hidrodinamicas; lo
cual produce cambios en las poblaciones microbioldgicas y en las caracteristicas de
la biomasa granular. Estudiar la evolucién de estos cambios es importante en la
definicién de estrategias de monitorizacidon y control del arranque del proceso en
estas condiciones.

En este contexto el capitulo 5 de esta tesis estudia la dindamica de la ecologia
microbiana y caracteristicas técnicas de una biomasa granular sometida a diferentes
aguas residuales sintéticas. Evaluando las caracteristicas y la distribucion de los
microorganismos presentes en una biomasa granular desarrollada en reactores
UASB y USBF, cuando el tipo de substrato es modificado desde un substrato
acidificado simple a un substrato no acidificado o a un substrato complejo.
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1.3. Estructura de la tesis

Esta tesis intenta contribuir al campo de la monitorizacién, diagnosis y control del
proceso de depuracion de aguas residuales por digestion anaerobia. En el capitulo 1
se realiza una revision del contexto actual de la aplicacion de la digestion anaerobia,
identificando sus ventajas y limitaciones; resaltando ademas la relevancia de la
ecologia microbiana de la biomasa granular en el funcionamiento adecuado del
proceso.

En el capitulo 2 se presentan los materiales y métodos utilizados en el
desarrollo de la tesis, asignandole especial relevancia a las caracteristicas de la
planta piloto anaerobia en la que se desarrollaron los estudios de comportamiento
del proceso en estado estacionario y estado dinamico.

Uno de los cuellos de botella en la aplicacion del proceso de digestion
anaerobia a la depuracién de aguas residuales, es el déficit de instrumentos
robustos y confiables para la monitorizacién on-/ine del proceso; lo cual pone de
presente la necesidad de avanzar en el disefio, construccidn y validacion de nuevos
analizadores. En esta direccion el capitulo 3 presenta el estudio y validacién de
metodologias de valoracién on-line de la alcalinidad y acidos grasos volatiles en
reactores anaerobios, incluyendo la prueba y validacién de un prototipo de
analizador automatico denominado ANASENSE®, equipo desarrollado en el marco
del proyecto Europeo TELEMAC (TELEMonitoring and Advance telecontrol of high
yield wastewater treatment).

Existen diversas propuestas del uso de variables y grupos de variables como
indicadores de la estabilidad del proceso de digestion anaerobia y de la presencia o
no de perturbaciones en el mismo. Sin embargo no hay acuerdo entre los
investigadores sobre cual es la variable o grupo de variables que permiten
identificar de forma adecuada el estado del proceso o detectar en forma temprana
las perturbaciones. El capitulo 4 de esta tesis, se orienta a sistematizar el estudio
de indicadores para dos aguas residuales (carbohidratos y proteina) realizando
experimentos de estimulo-respuesta en planta piloto. Utilizando observaciones
fenomenolégicas y herramientas de la estadistica como el analisis de componentes
principales (PCA) y el andlisis factorial discriminante (FDA) en la seleccién de
indicadores.

Finalmente en el capitulo 5, como un aporte a la monitorizacion y diagnosis del
arranque de nuevos reactores se presenta el estudio de los cambios en la ecologia
microbiana y en las caracteristicas técnicas de una biomasa granular utilizada en la
inoculacidén de dos tipos de reactores anaerobios (UASB y USBF), cuando se cambia
de un sustrato simple a sustrato complejo o no acidificado.
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Materiales y métodos

Resumen

En este capitulo se presentan los métodos analiticos y materiales utilizados
transversalmente en el desarrollo del trabajo experimental. Los métodos analiticos
se agrupan de acuerdo con la fase a que pertenecen: fase liquida, sélida o gaseosa.
En el apartado de materiales se consigna la composicién de las aguas residuales
sintéticas y la descripcion de la planta piloto anaerobia utilizada en Ia
experimentacion. Posteriormente, en los capitulos 3, 4 y 5, se presentaran los
métodos analiticos y materiales usados especificamente en cada uno de los
capitulos.

Los parametros analizados en la fase liquida fueron Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), Carbono Organico Total (TOC), pH, alcalinidad total y parcial,
Acidos Grasos Volatiles (AGV), Nitrégeno Inorganico (NI) y Nitrégeno Total Kjeldhal
(NTK). En la fase gas se analizé la composicion del biogas (contenido en porcentaje
de CH4, CO;, H:S y Ny).

En la fase sdlida se determinaron rutinariamente para la biomasa anaerobia los
siguientes parametros: concentracion de Soélidos Totales (ST) y Sdlidos Volatiles
(SV), velocidad de sedimentacién (Vs), Indice Volumétrico de Lodos (IVL),
composicion elemental, distribucion por tamano, densidad y las actividades
especificas acidogénica (AAE) y metanogénica (AME) de la biomasa.

Las tres aguas sintéticas utilizadas, emulan las siguientes aguas residuales
industriales:

e Agua residual rica en etanol similar a la generada en la fabricaciéon de vinos

y licores.

e Agua residual compuesta por hidratos de carbono, similar a la producida por

las industrias del almiddn y el azlcar.

e Agua residual con alto contenido de proteina, representando los efluentes

de la industria de conservas de atun.
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2.1. Métodos Analiticos

2.4.1. Fase ligplda

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se define como la cantidad de oxigeno
equivalente (g-L'*) necesaria para oxidar quimicamente todos los compuestos
oxidables presentes en un agua residual. Para garantizar la oxidacion de la materia
organica se utiliza un agente oxidante fuerte (dicromato potdsico) y se realiza la
oxidacion en medio acido y a temperatura elevada (150 °C).

Debido a la presencia de un mayor nimero de compuestos oxidables por via
quimica, generalmente la DQO de un agua residual es mayor que la Demanda
Bioldgica de Oxigeno (DBO). Para la mayoria de los compuestos organicos la DQO
representa del 95 % al 100 % de la demanda tedrica de oxigeno (Métodos
Normalizados para el analisis de aguas potables y residuales, 1992).

Se pueden obtener correlaciones entre la DQO y la DBO para un agua residual
especifica, lo cual permite utilizar la medida de la DQO en la monitorizaciéon y
control de los procesos de depuracion de aguas residuales; adicionalmente el
cociente entre la DBO y la DQO es indicativo de la biodegradabilidad de los
compuestos presentes en un agua residual particular.

El método aplicado en la determinacién de la DQO es una variante del método
508 B del Standard Methods for the examination of water and wastewater (1985),
desarrollada por Soto et al. (1989). En la determinacion de la DQO se utilizaron las
siguientes soluciones:
* Solucidn digestora, que se prepara disolviendo 10,216 g K,Cr,0; y 33 g
HgSO0, en 500 mL de agua, a los que se afaden 167 mL de H,SO. comercial
y se completa el volumen a 1000 mL con agua destilada.
* Solucidn catalitica. Se afaden 10,7 g Ag2S04 en 1000 mL de H2S04
concentrado, dejando la mezcla en reposo durante dos dias.
* Solucidn valorada de sulfato amadnico ferroso (FAS). Se disuelven 13,72 g
Fe(NH4)2(S04)2.6 H20 en agua destilada, a los que se afiaden 20 mL de
H2S04 concentrado y posteriormente se completa a 1000 mL; esta solucién
se debe valorar con la solucién patrén de K2Cr207 0,05 N.
»  Solucidn patrén de K2Cr207 0,05 N.
e Solucién de ferroina, 1,485 g de monohidrato de fenantrolina
(C18H8N2.H20) y 0,695 g SO4Fe.7 H20 se disuelven en 100 mL de agua
destilada.

Este método tiene validez dentro del rango de 90 a 900 mg DQO-L*, por lo
tanto la muestra a analizar se debe diluir si es necesario. Paralelamente al analisis
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de las muestras debe prepararse un blanco utilizando agua destilada. Después de la
digestion durante dos horas a 150 °C, se procede a valorar las muestras con la
solucién de FAS.

La normalidad del FAS utilizado en la valoracién se determina de la siguiente
manera: se afiaden 3,5 mL de solucién catalitica sobre 5 mL de agua destilada, se
deja enfriar la muestra, afiadiéndole luego 5 mL de solucién patrén de dicromato y
una gota del indicador de ferroina, la valoracion de esta disolucion se realiza con el
FAS cuya normalidad se quiere determinar.

La concentracién de DQO, expresada en mg-L!, se calcula utilizando la
Ecuacion 2.1.

DQO(mgO, IL") = (B- A)ON,, 18000)/V, (Ec. 2.1)
Donde:
A : volumen de FAS consumidos por la muestra analizada (mL)
B : volumen de FAS consumidos en la valoracién del blanco (mL)
V.. : volumen de muestra analizada (mL)

Nyt normalidad de la solucién de FAS, que se puede calcular a partir de la
Ecuacion 2.2

Npas = Vi,ono, DNKZCrZO7 IV ks (Ec. 2.2)
Donde:

Vs : volumen de valoracién de la solucién de FAS (mL)
Vch,~zo7 : volumen anadido de solucion patron de K,Cr.0; (5 mL)

NKZCr207 : normalidad de la solucion patron de K,Cr.0, (0,05 N)

Carbono Organico Total (TOC)

El TOC es una medida mas directa del contenido de materia organica total en un
agua residual que la DQO. Sin embargo el TOC al no depender del estado de
oxidacion de la materia organica, no suministra la misma informacién que la DQO o
la DBO. Por otra parte la determinacion del TOC no incluye otros elementos
presentes en la materia organica que pueden ser oxidados, como el nitrogeno o el
hidrégeno, que contribuyen a la demanda de oxigeno evaluada por la DQO vy la
DBO.

La determinacion del TOC es mas rapida que la de DQO, aunque requiere un
equipamiento mas caro y complejo. Generalmente, para un agua residual
especifica, es posible establecer una correlacion entre los datos de TOC y DQO
(Métodos Normalizados para el analisis de aguas potables y residuales, 1992).
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La medida del TOC se fundamenta en el método 5310 B (Métodos
Normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales, 1992). Las
determinaciones off-line de TOC se realizaron mediante un analizador Shimadzu
TOC-5000, que calcula el TOC (atomos de carbono de enlace covalente en
moléculas organicas) como la diferencia entre el Carbono Total (TC) y el Carbono
Inorganico (IC) (carbonato, bicarbonato, CO- disuelto). Se utiliza aire de alta pureza
como gas portador a un caudal de 150 mL-min™.

El analizador determina el TC a partir del CO; que se produce durante la
combustion catalitica de la muestra a 680 °C, empleando como catalizador de
oxidacion Platino inmovilizado sobre esferas de alumina.

El IC se obtiene a partir del CO. que se libera al hacer pasar la muestra por una
solucién acida de HsPO. al 25 % (en estas condiciones acidas todo el IC se convierte
a CO;). En ambos casos el CO, generado se enfria y deseca, posteriormente se
conduce a un detector NDIR (Infrarrojo No Dispersivo) donde se cuantifica.

pH

El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracién de iones H*,
expresando la concentracion de iones H* en mol-L™*, de acuerdo con la Ecuacién 2.3.

pH = - log{H+‘ (Ec. 2.3)

Las concentraciones del i6n H* en soluciones acuosas varian generalmente
entre 10* y 10° mol-L*. Por lo tanto el valor del pH varia de 0 a 14, donde el valor
de 7 indica una disolucidon neutra, valores menores a 7 indican soluciones acidas y
mayores que 7 indican soluciones basicas.

El control del pH es fundamental en el tratamiento anaerobio de aguas
residuales. Los diferentes grupos de microorganismos involucrados en la digestion
anaerobia mantienen actividad adecuada en el rango de pH de 6,8 a 7,5, siendo los
microorganismos metanogénicos muy sensibles a los cambios del pH. A pH neutro
los acidos grasos volatiles (AGV) estan mayoritariamente en forma ionizada; no
obstante cuando el pH disminuye, los AGV se presentan parcialmente en forma no
ionizada, que resulta mas tdoxica para los microorganismos metanogénicos (Zegers,
1987).

Las medidas de pH se realizaron utilizando un electrodo Crison Instruments,
(cat. n® 52-02) equipado con un compensador automatico de temperatura y
conectado a un medidor de pH-mV (modelo n° 507). La sensibilidad del medidor es
de £ 1 mV, que corresponde a 0,01 unidades de pH. Previamente se realiza un
calibrado a 20 °C con dos disoluciones tampdn estandar (Crison Instruments, S.A.)
de pH 7,0 y pH 4,01.
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Alcalinidad

La alcalinidad es un indicador de la capacidad que tiene un agua determinada de
neutralizar acidos y, por tanto, es muy util en el control del pH (Speece, 1996). La
alcalinidad es aportada por diferentes sustancias tampdn, como sales y acidos
débiles. A pH préoximos a los valores de neutralidad, los compuestos tampdén mas
usuales son carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos, pudiéndose encontrar también
fosfatos, silicatos, boratos y otras bases (Métodos Normalizados para el analisis de
aguas potables vy residuales, 1992). De esta manera el pH depende
fundamentalmente de la capacidad tampon o alcalinidad del sistema (Ahring et al.,
1995).

La medida de la alcalinidad se puede usar como parametro indicador de la
estabilidad del proceso de degradacion anaerobia. Un sintoma tipico del
funcionamiento andmalo de un reactor anaerobio es el incremento de la
concentracién de acidos organicos y la correspondiente disminucion de la alcalinidad
bicarbonatica, lo cual ocurre cuando la producciéon de dichos acidos sobrepasa su
consumo.

En el tratamiento anaerobio de aguas residuales se debe garantizar una
capacidad tampdén minima del sistema del orden de 1,5 g-L* para evitar posibles
desestabilizaciones por la acumulacidon de acidos orgdnicos y disminucion del pH en
el sistema (Lema et al., 1992).

La alcalinidad total (AT) determinada por valoracién hasta pH 4,3, se puede
considerar, aproximadamente como la suma de alcalinidad debida al bicarbonato y
a los acidos grasos volatiles. La alcalinidad parcial (AP) determinada hasta pH 5,75,
corresponde a la alcalinidad del bicarbonato (Jenkins et al., 1983). Mientras que la
alcalinidad intermedia (AI), calculada como la diferencia entre las alcalinidades total
(AT) y parcial (AP), representa en forma aproximada el aporte de alcalinidad debida
a la concentracion de AGV (Ripley et al., 1986).

Varios autores han establecido que un pardmetro adecuado para el control del
proceso de digestidon anaerobia es la relacién entre las alcalinidades intermedia y
total (AI/AT), recomendando para evitar la acumulacidon de acidos organicos en el
sistema, no superar el valor de 0,3 en dicha relacion (Ripley et al.,, 1986;
Switzembaum et al., 1990; Soto et al., 1993a; Wentzel et al., 1994).

La determinacion de la alcalinidad se realizd utilizando el método 2320.B de
los Métodos Normalizados para el analisis de aguas potables y residuales (1992),
que consiste en una valoracién con H,SO. (con normalidad conocida) a pH 5,75 (AP)
y luego a pH 4,30 (AT). La muestra a analizar previamente se filtra o centrifuga
para eliminar los sélidos suspendidos. Los valores de la alcalinidad estan
expresados en términos de mg CaCOs-L?, y se calculan de la siguiente manera:
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AP = AUNT5000/V, (Ec. 2.4)
AT = BON[5000/V, (Ec. 2.5)

Donde:
V.. : volumen de muestra (generalmente 25 mL)

N : normalidad de H,SO,
A : volumen de H,SO. (mL) necesarios para llegar al punto de valoracién pH 5,75
B : volumen de H,SO4 (mL) necesarios para llegar al punto de valoracién pH 4,3

Acidos Grasos Volétiles

Se clasifican como Acidos Grasos Volatiles (AGV) los acidos: acético, propidnico, i-
butirico, n-butirico, i-valérico y n-valérico. En el proceso de digestion anaerobia los
AGV son productos intermedios, provenientes de la acidificacion de hidratos de
carbono y de otras moléculas.

La acumulaciéon de AGV en un reactor anaerobio refleja el desequilibrio cinético
entre los procesos de produccién y de consumo de estos acidos (Switzenbaum et
al., 1990). Cuando los AGV se acumulan y el sistema no posee suficiente capacidad
tampodn, el pH disminuye y puede producirse la desestabilizacion y posterior
acidificacion del reactor.

La concentracion de AGV se determind mediante cromatografia gaseosa,
empleando un cromatdgrafo Hewlett Packard 5890A dotado con un detector de
ionizacion de llama (FID), conectado a un inyector automatico Hewlett-Packard
7673A. El rango de medida de concentracién de AGV por este método es de 50
mg-L™* a 1000 mg-L*. Para la separacion de los AGV se utiliza una columna de vidrio
rellena con Chromosorb WAW (malla 100/120) impregnado con NPGA 25 % y HsPO.
2 %. Las temperaturas del inyector, columna y detector fueron 105 °C, 260 °C y
280 ©°C, respectivamente.

Como gas portador se utilizé nitrégeno, saturado con &cido férmico antes de
entrar en el inyector, con un caudal de 24 mLmin®. Como gases auxiliares se
utilizaron aire e hidrogeno con caudales de 400 mLmin? y 30 mLmin?,
respectivamente. Se usd como patrdn interno el acido trimetil acético (acido
pivalico).

Nitrégeno Inorganico (NI), Nitrégeno Total Kjeldhal (NTK) y Nitrégeno Total (NT)

El nitrégeno puede estar presente en las aguas residuales en varias formas; por
orden decreciente de su estado de oxidacidn puede encontrarse como nitrato,
nitrito, amonio y nitrégeno organico. Todas las formas de nitrogeno enunciadas,

incluyendo el N, en forma gaseosa, pueden relacionarse bioquimicamente y forman
parte del ciclo del nitrégeno (Franco; 2004).
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El NTK comprende el nitrégeno organico (proteina, péptidos, urea, etc.) y el
nitrégeno amoniacal. El NI corresponde a la suma de nitrito y nitrato. La suma del
NTK y el NI da como resultado el nitrégeno total (NT) de la muestra.

El NI y el NT se determinaron en un analizador Rosemount-Dohrmann modelo
DN-1900. El primer paso consiste en valorar el nitrégeno total (NT) de la muestra a
partir del oxido nitroso (NO) producido mediante la combustidn catalitica (utilizando
cobre como catalizador) a 850 ©°C. Posteriormente se mide el NI a partir de la
reduccion quimica a NO con H,SO. utilizando como catalizador VaCls; en medio acido
y a 80 °C.

El NO generado en estas dos reacciones se seca y se hace reaccionar con Os,
para obtener NO,, compuesto inestable; cuando este compuesto vuelve al estado
anterior (NO) se produce la emisién de protones en forma proporcional a la cantidad
de NO y por lo tanto proporcional a la masa de nitrégeno presente en la muestra.

2.122a Nase @8

A pH neutro y sin acumulacién de AGV en la fase liquida, la composicién del biogas
depende de la composicion del agua residual tratada. La digestion anaerobia de
materia organica genera CHs y CO., que son los compuestos de carbono mas
reducido y mas oxidado respectivamente y sus proporciones en el biogas dependen
del estado de oxidacion del carbono en la materia organica original; cuanto mas
reducido esté el carbono presente en el sustrato, mayor sera la proporcion de CH4
en el biogas (Lema et al., 1992; Angelidaki y Sanders, 2004). La Tabla 2.1 muestra
los porcentajes tedricos de CHs para los componentes tipicos de las aguas
residuales.

Tabla 2.1. Porcentaje tedrico de CH, para componentes tipicos de las aguas

residuales

Tipo de sustrato  Composicidn Contenido en CH4

(%)
Carbohidratos (CsH100s) n 50
Proteinas CsH/NO: 50
Lipidos Cs7H10406 70
Etanol C:HeO 75
Acetato C;H.0; 50
Propionato CsHeO> 58

Por otro lado, el pH y los cambios en la alcalinidad juegan un papel
determinante en la concentracién de CO; en la fase liquida y por lo tanto en la
composicién del biogds. La relacién CH4/CO. en un reactor sin cambio en la
composicion del sustrato puede utilizarse como indicador del estado del proceso,
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puesto que un aumento en la proporcion de CO, en la fase gaseosa generalmente
esta relacionado con el aumento de la concentracion de AGVs en la fase liquida y su
consiguiente neutralizacion por parte de la alcalinidad disponible. Dichos cambios
anuncian la posibilidad de acidificacion del sistema (Soto et al., 1993a).

El analisis de la composicién del biogas se lleva a cabo mediante cromatografia
gaseosa utilizando el método 2720.C (Métodos Normalizados para el andlisis de
aguas potables y residuales, 1992). La determinacidn se realizé6 en un cromatégrafo
Hewlett-Packard modelo 5890 serie II dotado de detector de conductividad térmica.
Las temperaturas del inyector, columna y detector son 110 °C, 35 °C y 110 ©°C,
respectivamente. El gas de arrastre es helio con un caudal de 16 mL-min®. Se
inyecta 1 mL de muestra con una jeringuilla a través de un septum colocado en la
parte superior del cromatografo.

2.13. Fega @oikda
Solidos Totales (ST) y Solidos Volatiles (SV)

Los sdlidos presentes en la biomasa pueden tener naturaleza organica e inorganica,
generalmente se utiliza el contenido de Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV) como
medida indirecta de la biomasa presente.

En este trabajo teniendo en cuenta el bajo contenido relativo de soélidos
disueltos respecto a los solidos suspendidos tras realizar un lavado cuidadoso de la
muestra, se optd por utilizar los sdélidos volatiles (SV) como medida de la biomasa
presente en el lodo anaerobio (SSV) y los sélidos totales (ST) como medida de los
solidos suspendidos totales (SST). La determinacion de ST y SV se realizd por
triplicado.

Los ST se determinan agregando a un crisol previamente pesado un volumen
conocido de muestra (generalmente 10 mL), sometiendo la muestra a secado en
estufa a 103 - 105 °C. La diferencia de peso entre el crisol vacio y el crisol con la
muestra seca permite calcular el contenido en ST (Método 2540 B, Métodos
Normalizados para el analisis de aguas potables y residuales, 1992).

Los SV se determinan mediante la calcinacion, a alta temperatura (550 °C) en
una mufla (Selecta), de la muestra previamente sometida a secado. Los SV se
determinan por diferencia de peso antes y después de la calcinaciéon. El material
volatil esta compuesto casi en su totalidad por sélidos organicos puesto que soélo
una pequefa cantidad de algunas sales minerales se descomponen y volatilizan a
esa temperatura (Método 2540 E, Métodos Normalizados para el analisis de aguas
potables y residuales, 1992).
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Velocidad de Sedimentacion (Vs)

Los reactores anaerobios de tercera generacién presentan como una caracteristica
fundamental su capacidad de retener grandes cantidades de biomasa, haciendo que
el tiempo de retencion de solidos sea mucho mayor que el tiempo de retencion
hidraulico. En los reactores de lecho suspendido la retencién de biomasa se logra al
obtener granulos anaerobios con velocidades de sedimentacion mayores que 1
m-h,

El ensayo para determinar la Vs se realiza generalmente con muestras de
biomasa anaerobia a las que se ha aplicado una dilucion de 1:5. El ensayo se realiza
en una probeta de 1000 mL, con diametro y altura conocidos. Se adicionan 200 mL
de la muestra de lodo en la probeta, completando a 1000 mL con efluente del
reactor. Luego se homogeneiza por agitacién el contenido de la probeta.
Inmediatamente se miden y registran el tiempo y la altura de la interfase lodo-agua
a intervalos cortos de tiempo hasta que termine de sedimentar.

Se representan los resultados en un grafico de altura de la interfase frente a
tiempo, trazando por ultimo la tangente a la zona de la curva con mayor pendiente,
la velocidad de sedimentacion se calcula en m-h* a partir de la pendiente de la linea
tangente.

Indice Volumétrico de Lodos (IVL)

El IVL es una medida de la capacidad de compactacién que tiene un lodo (volumen
ocupado por unidad de masa). Cuanto menor sea el volumen ocupado por un lodo
sedimentado, menor serd la demanda de tamafio de las unidades de sedimentacion.
El IVL se define como el volumen en mL ocupado por 1 g de sdlidos suspendidos
totales (SST) del lodo estudiado (Método 2710-D, Métodos Normalizados para el
analisis de aguas potables y residuales, 1992).

Para hacer el ensayo de determinacién del IVL usualmente se usa el mismo
lodo que se ha utilizado en el ensayo de velocidad de sedimentacién. El lodo se
coloca en una probeta graduada y se deja sedimentar durante 30 min. Al finalizar
dicho tiempo se registra el volumen ocupado por el lodo sedimentado. El IVL,
expresado en mlLg SST?, se calcula utilizando la Ecuaciéon 2.6. Se utilizan los
solidos totales (ST) presentes en la muestra como medida de los sodlidos
suspendidos totales (SST).

VL = Vi in (Cogr OV UF) (Ec. 2.6)

0min
Donde:

Viomin : volumen ocupado por la muestra al fin de 30 min (mL)



Capitulo 2

Cssr 1 concentracion de sélidos suspendidos totales de la muestra utilizada en el
ensayo (g-L?)

V' : Volumen de la probeta (L)

F : factor de dilucién utilizado en el ensayo (0,2)

Distribucion por tamafio

Utilizando una técnica de analisis de imagenes (Syutsubo et al., 2001; Jeison and
Chamy, 1998) se realizd el seguimiento de la distribucién de tamafio de los
granulos, considerando una muestra de 200 a 300 granulos.

El procedimiento es el siguiente: se colocan en wuna placa Petri
aproximadamente de 20 a 30 granulos previamente lavados, agregando agua
destilada hasta cubrir totalmente los granulos para evitar zonas de brillo en las
fotos. La fotografias se toman con una camara digital (CoolSNAP, Roper Scientific
Photometrics), combinada con un estereoscopio (Stemi 2000-C, Zeiss), utilizando el
software Image-Pro Plus para la adquisicidn de las imagenes. En la Figura 2.1 se
presenta una imagen tipica de los granulos.

F"Jraz.l. Fotografia de la biomasa granular

Posteriormente mediante el software RS Image fueron analizadas Ilas
imagenes, cuantificando los siguientes parametros morfométricos: area, aspecto,
esfericidad y diametro “feret”. El diametro “feret” se calcula promediando los
segmentos mas corto y mas largo del granulo, tal y como se ilustra en la Figura 2.2.
Se clasificaron como granulos las particulas con diametro mayor a 0,1 mm.
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Figura 2.2. Calculo del diametro “feret”, segmento mas largo (a) y mas corto (b) del
granulo.

La informacion obtenida se procesa utilizando una hoja de calculo en Excel,
dando como resultado la distribucidn por tamafio en nimero de granulos y en
volumen de granulos (considerando granulos esféricos para esta distribucién). La
Figura 2.3 presenta un ejemplo de la distribucién en nimero y en volumen.

30

25

20

% 15

10

0 1 2 3 4

diametro (mm)

Figura 2.3. Ejemplo de distribucion en nimero (O ) y en volumen (M) por didmetro
de los granulos.

Densidad de los granulos

La densidad de los lodos granulares (g SSV-L' lodo) indica el grado de
compactacion de los granulos y esta relacionada con otras caracteristica como la
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velocidad de sedimentacion y el indice volumétrico de lodos. Para determinar la
densidad de la biomasa granular se utilizdé el método descrito por Beun et al.
(2002). El procedimiento se presenta a continuacion.

Se retira una muestra del reactor colocandola en una probeta, se mezcla bien y
se deja sedimentar, retirando luego el sobrenadante. A la biomasa sedimentada se
le afiade una cantidad conocida de solucién de azul de dextrano de concentracion 1
g-L?, en una proporcién de volumen de aproximadamente 1:1. La mezcla se agita y
se deja sedimentar la biomasa. Se retira el sobrenadante y conjuntamente con la
solucién original de azul de dextrano se analizan por espectrofotometria a 620 nm.

Debido a que el azul de dextrano es una macromolécula y no penetra en la
biomasa, es posible relacionar la disminuciéon en la absorbancia de la muestra de
azul de dextrano con la fraccién de agua presente y por lo tanto calcular el volumen
ocupado por la biomasa. Se asume que la densidad de la soluciéon de azul de
dextrano es igual a la densidad del agua. Posteriormente se determinan los SSV de
la muestra.

La densidad de la biomasa se calcula usando la siguiente expresién:

Densidad = V... UCo Vi (Ec. 2.7)
Donde:
Cgs @ concentracion de sélidos suspendidos volatiles de la muestra (g-L™)
Viiia = P2~ B
Viiomasa = Fs= B =V,
F : peso de la probeta vacia
P, : peso de la probeta vacia con la muestra del reactor
P, : peso de la probeta luego de agregar el azul de dextrano
V, se calcula con la siguiente ecuacion:

Vi = Aiiciar W szt dedextrano ' 4 final (Ec. 2.8)

Donde:
Ay : absorbancia de la solucién de azul de dextrano 1g-L™
Aﬁnal : absorbancia del liquido sobrenadante de la muestra

4 = P~ B

azul dedextrano

B, : peso de la probeta vacia con la muestra del reactor tras retirar el sobrenadante
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Actividad Metanogénica Especifica (AME)

La actividad metanogénica especifica es una medida de la velocidad de conversion
de DQO a metano por unidad de biomasa y se puede expresar en g DQO-CH4g
SSV'.d™. Para sustratos facilmente fermentables se considera que la metanogénesis
es la etapa limitante, por lo tanto la AME permite evaluar la actividad maxima de la
biomasa para un sustrato determinado (Soto et a/., 1993b; Jawed and Tare, 1999).

Los ensayos de actividad de la biomasa se basan en la medicién de uno o
varios productos de la reaccion bioldgica en estudio o en la tasa de disminucion del
sustrato (Angelidaki y Sanders, 2004). En este trabajo se realiz6 el seguimiento de
la AME midiendo la produccién de metano a partir de diferentes sustratos: etanol,
acetato y la mezcla gaseosa H,/CO- (4:1).

El ensayo se realizd por triplicado para cada sustrato en viales de 122 mL,
dotados de tapdon y sello de aluminio (para evitar fugas de biogas o entradas de
aire). Se mantuvo una concentracién de biomasa de 1,5 a 2,5 g SSV-L'* (Guiot,
1991; Soto et al., 1993b) y una relacién sustrato/biomasa de 1 a 2 g DQO-g SSV™.
Se utilizd como medio de cultivo, una modificacién del propuesto por Angelidaki y
Sanders (2004). La Tabla 2.2 presenta las concentraciones de macro y micro
nutrientes en el medio utilizado.

Tabla 2.2. Composicién del medio de cultivo utilizado en los ensayos de
determinacion de la actividad metanogénica especifica (AME)

Elemento Compuesto Concentracion en
mg-L*!

N NH.4CI 570
P KH2PO4 420
Mg MgCl..6H.0 96
Ca CaCl, 8

Fe FeCl,.4H.0 2

Co CoCl,.6H,0 2,4
Mn MnCl,.4H,0 0,6
Cu CuCl,.2H.0 0,03
B H3BO3 0,06
Mo Na;Mo004.2H,0 0,07
Se Na,Se0s3 0,07
Ni NiCl..6H20 0,09
Zn ZnCl, 0,05

Adicionalmente se agregan por cada litro de medio: 0,3 g de extracto de
levadura y 1 mL de solucion de resarzurina al 0,1 % como indicador de
anaerobiosis. El medio se hierve para desalojar el oxigeno y tras enfriarlo se
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agregan 0,5 g de cisteina (agente reductor), 2 g de NaHCOs (agente tampén) por
litro de medio y se ajusta el pH a 7. Se envasan 38 mL de medio en cada vial y se
agrega la biomasa, gaseando por lo menos durante un minuto con la mezcla
gaseosa N,/CO, (4:1), posteriormente se cierran y sellan los viales.

Se agregan a cada vial 0,5 mL de la soluciéon Na.S.9H,0 (4 g-L'') como agente
reductor y se procede a purgar el espacio de cabeza de los viales durante un minuto
con la mezcla gaseosa N,/CO, mencionada anteriormente. Los viales se dejan
durante una noche en incubadora a 37 °C y con agitacién de 100 rpm con el fin de
compensar presiones y temperatura. Posteriormente se purgan las botellas y se
procede a agregar el sustrato correspondiente: 1,09 mM de etanol, 0,73 mM de
acetato 6 la mezcla gaseosa H,/CO, (4:1) a una presidn de 100 kPa. Para cada tipo
de lodo se realiza por triplicado un control al cual no se le agrega sustrato, que
permite estimar la produccién de metano a partir del sustrato presente inicialmente
en el lodo.

Las botellas se colocan en incubadora a 37 = 2 °C y con agitacién de 100 rpm
para evitar limitaciones por transferencia de materia. Periédicamente se analiza una
muestra de 1 mL de biogas por cromatografia de gases, estimando la masa de CH4
en el espacio de cabeza utilizando un calibrado previo, tal como se muestra en la
Figura 2.4.

2,5
2 //////’

-~
L

0,E+00 1,E+07 2,E+07 3,E+07 4,E+07

Area cromatograma

Figura 2.4. Calibrado en mM de CH. en funcién del area del cromatograma de CH.;
mM CH, = 6-10° (drea del cromatograma) - 0,029; con coeficiente R? = 0,997

La AME se calcula utilizando la Ecuacidn 2.9 a partir de la velocidad maxima de
produccién de metano (pendiente maxima de la curva que representa la masa neta
de metano acumulada en funcién del tiempo) tras ser corregida por la produccion
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del ensayo de control. Una vez consumido aproximadamente el 80 % del sustrato
(contabilizado mediante la masa de CHs acumulada) se procede a realizar una
segunda alimentacion.

AME = P(CH,).. [2400,064/SSV (Ec. 2.9)

max
Donde:

AME : actividad metanogénica especifica (g DQO-CH4-g SSV*-d™)
P(CH,),.x : pendiente méxima de generacién de metano (mM CHsh?)

SSV : sélidos suspendidos volatiles en cada botella (g SSV)
24 es el factor para pasar de horas a dias
0,064 es el factor para convertir mM CHs a g DQO

Actividad Acidogénica Especifica (AAE)

La actividad acidogénica especifica mide la velocidad de produccion de acidos
grasos volatiles por unidad de biomasa a partir de glucosa como sustrato. La AAE se
puede expresar como g DQO-g SSV*-d™. En la determinacion de la AAE se utilizé el
mismo medio de cultivo empleado para la AME, descrito en el apartado anterior. El
procedimiento es similar, diferenciandose en que el sustrato utilizado es glucosa y
el seguimiento de la actividad se realiza a través de la tasa de desaparicion del
sustrato, el ensayo tiene una duracién de entre 24 y 36 horas debido a que la
glucosa se degrada a AGV en aproximadamente 12 horas (Elias et al., 1999).

El ensayo se realizd por triplicado en viales de 122 mL. Se mantuvo una
concentracion de biomasa de 1,5 a 2,5 g SSV-L! (Guiot, 1991; Soto et al., 1993b)
y una concentracion de glucosa de 1,5 g DQO-L™. Los ensayos se realizaron a 37 +
2 °C y agitacion de 100 rpm. Luego de agregar la glucosa, se extraen en forma
periddica muestras de aproximadamente 1 mL de liquido, que se centrifugan a
15.000 rpm durante 5 min y a partir del sobrenadante se analiza la concentracion
de glucosa mediante la reaccion con el acido 3,5 dinitro-salicilico (DNS), segun el
método descrito por Miller (1959) y modificado por Ghose (1987).

El contenido en glucosa se determina afiadiendo 0,5 mL de la muestra a
analizar y 0,5 mL del reactivo DNS en un tubo de vidrio; se sumerge la mezcla
anterior durante 5 minutos en agua en ebullicion para que se desarrolle la reaccion
y luego se realiza un enfriamiento rapido. Luego se adicionan 5 mL de agua
destilada y a continuacidn se lee la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro
Shimadzu modelo UV-1603. La concentracion de glucosa se determina utilizando
una recta de calibrado previamente construida con patrones de glucosa con
concentraciones entre 0 y 2 g-L™. Una vez que la glucosa es consumida se realiza la
segunda alimentacion de la misma forma que la primera. La AAE se calcula a partir
de la velocidad de degradacién del substrato, o sea de la pendiente maxima de la
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curva que representa la concentracion de glucosa (g-L*) en funcién del tiempo (en
horas).

AAE = P(Glucosa), 024,067/ SSV (Ec. 2.10)

max
Donde:

AAE : actividad acidogénica especifica (g DQO-g SSV*-d™*)

P(Glucosa),,, : pendiente méaxima de consumo (g glucosa consumida-h?)

SSV : sélidos suspendidos volatiles en cada botella (g SSV)
24 es el factor para pasar de horas a dias
1,067 es el factor para convertir g de glucosa en g de DQO

Composicion elemental de la biomasa

La técnica de analisis elemental permite la cuantificacion del contenido en carbono,
hidréogeno, nitrégeno, azufre y oxigeno presente en la biomasa anaerobia. La
técnica se basa en la oxidacién (combustién) completa de la muestra y posterior
andlisis de los gases producidos. El procedimiento de analisis es el siguiente: las
muestras pesadas son encapsuladas en metal (estafio para CHNS o plata para O);
luego se introducen en la zona de combustion a una temperatura superior a 1000°
C en presencia de oxigeno. Los gases que se producen en la combustion se hacen
pasar a través de un reactor catalitico que completa la oxidacion total de los
elementos a determinar.

El carbono se convierte cuantitativamente a diéxido de carbono, el hidrégeno a
agua y el nitrégeno a 6xidos de nitrogeno. Un tubo de reaccion secundario elimina
el exceso de oxigeno y reduce los éxidos de nitrégeno a nitrégeno antes de que los
gases entren en la columna de cromatografia gaseosa donde se separan y detectan.
La sefial registrada se relaciona con la cantidad de elemento en el puerto de
entrada y por comparaciéon con patrones; el resultado se obtiene como un
porcentaje.

Composicion de la fraccion mineral de la biomasa

El andlisis de la composicidn de la fraccién mineral de la biomasa se realizé
utilizando la técnica de espectrometria de fluorescencia de rayos X (XRF). El equipo
utilizado consta de un generador de alto voltaje, una fuente emisora de rayos X y
un detector. La espectrometria de fluorescencia de rayos X permite identificar y
cuantificar los elementos quimicos presentes en una muestra de un modo rapido,
preciso y practicamente sin necesitar ningun pretratamiento. El valor que se obtiene
es el contenido total sin tener en cuenta el estado quimico del elemento (oxidacidn,
tipo de enlaces, estructura cristalina). Los elementos que se pueden detectar con
esta técnica en el equipo utilizado son los comprendidos entre magnesio (Mg) y
uranio (U).
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2.2. Aguas sintéticas

Tanto en planta piloto como en los reactores a escala de laboratorio se utilizaron los
mismos sustratos: disoluciones de etanol, hidratos de carbono y proteina
hidrolizada, emulando de esta manera los componentes principales de las aguas
residuales ricas en etanol, hidratos de carbono y proteina respectivamente. Las
materias primas utilizadas como sustrato se presentan en la Tabla 2.3, fueron
seleccionadas bajo tres criterios principales: disponibilidad comercial, bajo coste y
facil preparacion.

Tabla @.3. Caracteristicas de las materias primas utilizadas en la preparacién de las
aguas residuales sintéticas

Sustrato Fabricante  Producto Relacion Relacién Relacion
Tipo DQO/Sustrato  TOC/Sustrato DQO/TOC
Vino blanco,
Bodegas contenido 0,20 0,05 40
Etanol Orense de eta_nol gDQO-mL™ gDQO-mL™ ’
S.L. aproximado
del 11%
Dextrina
Hidratos de E:BEI;{FI{EI%;AR (cadenas de 1,08 . 0,42 . 26
carbono SL 6-8 gbQO-g’ gbQO-g’ !
T glucosas)
Proteina
hidrolizada
Proteina ; 80-90 % de 1,01 0,44 23
hidrolizada ~ JUNCA proteina de  9DQO-G gbQO-g* '
origen
animal

El aporte de macro y micro nutrientes, tanto para los experimentos en
reactores de laboratorio como en planta piloto, se realizé6 adicionando productos
utilizados en la agricultura. En la Tabla 2.4 se indica cada nutriente y las
caracteristicas del producto utilizado para suministrarlo.

Las relaciones DQO/Bicarbonato/N/P utilizadas en las aguas residuales
sintéticas tipo etanol y tipo hidratos de carbono son respectivamente:
1000/400/7/1 y 600/400/7/1 (Speece, 1996). Para el agua residual tipo proteina
hidrolizada no se agregé nitrégeno ni bicarbonato y se utilizd una relacion DQO/P de
600/1.

Los micronutrientes como potasio, magnesio y elementos traza se dosificaron
de acuerdo con las concentraciones establecidas en la preparacion del medio
utilizado en el ensayo de la actividad metanogénica especifica (AME) (ver Tabla
2.2).
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T@bla 2.4. Caracteristicas de los productos utilizados como macronutrientes,
micronutrientes y alcalinizantes

Macro y micro Producto Nombre Fabricante
nutrientes comercial
Nitrégeno Cloruro de Amonio  Cloruro de BASF
Amonio
Fosforo Fosfato disddico Fosfato disddico BK Giulini

cristalizado

cristalizado

Bicarbonato

Bicarbonato de
sodio

Bicarbonato de
sodio

Solvay Quimica
S.A.

Potasio

Nitrato potasico,
potasio total 38%

KristakK

Yara

Magnesio

Mg 2,5%

Welgro magnesio

Masso, Division
Agro

Fe, Mn, Zn, B,
Cu, Mo

Mezcla de
elementos traza

Welgro micromix

Masso, Divisidon
Agro
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2.3. Planta Piloto Anaerobia

A continuacion se presenta una descripcidon general de la planta piloto de
tratamiento anaerobio de aguas residuales utilizada durante la elaboracién del
trabajo experimental. En su descripciéon se diferenciardn cuatro componentes:
reactor, linea de agua, linea de gas y linea de informacién. La Figura 2.5 presenta
una visidn general de la planta.

Figura 2.5. Fotografia general de la planta piloto

2.3x1a R@aCtOR

El reactor es un hibrido USBF (UASB+AF) de 1,15 m® de volumen Util (Fernandez,
1994; Fernandez et al., 2001; Ruiz, 2005) cuyo detalle se puede ver en la Figura
2.6. Esta construido en acero inoxidable y tiene geometria cilindrica con diametro
interno de 0,8 m. El reactor posee un anillo de distribucion de la alimentacién en la
parte inferior con 3 puntos de alimentacion lateral y uno central en el fondo del
reactor. Para la toma de muestras de biomasa el reactor cuenta con cuatro puertos
localizados desde el fondo del reactor a 0,50; 0,84; 1,20 y 1,52 m respectivamente.
La zona UASB esta ubicada en la parte inferior del reactor, y tiene un volumen de
0,85 m® (74 % del volumen total). En la parte superior de la zona UASB estd
localizada una sonda que registra la temperatura dentro del reactor.
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Sobre la zona UASB se encuentra el filtro anaerobio (AF), compuesto por
anillos de PVC de 50 mm de didmetro por 50 mm de largo, dispuestos al azar y
soportados mediante una rejilla. El volumen del filtro es 0,3 m? (26 % del volumen
total) con una porosidad del 96 % (0,288 m?® de volumen Util). Finalmente el
espacio de cabeza del reactor es de 0,8 m>.

La zona del UASB vy del filtro posee doble pared para el aislamiento térmico de
la zona de reaccion, mientras que la zona superior posee un revestimiento de lana
de vidrio para su aislamiento. Como mecanismo de seguridad frente al aumento de
presion en la cabeza del reactor por obstruccién de la linea de gas, el espacio de
cabeza del reactor estd conectado a un sello hidraulico de 250 cm de altura.

Sensor de nivel,
control on-off \ Sello hidraulico
valvula efluente

e

ecirculacion

nivel del
liquido
900
Deposito —7 —_—
efluente
600

/ Pt100
Tomas de muestra 1700

300

Alimentacion

1100

Figlura 2.6. Esquema del reactor hibrido y sus dimensiones principales en mm. Se
pueden apreciar las zonas UASB, filtro y el espacio de cabeza; la entrada y salida
del efluente y del biogas y el sistema de control de nivel (sensor y valvula).
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2.3x2a kincadaagua

El sistema de preparacion del agua residual en linea consta de tres bombas: bomba
de dosificacion de sustrato (Milton Roy-Dosapro modelo LMI-CEA963-368SM),
bomba de dosificaciéon de nutrientes (Milton Roy-Dosapro modelo G-A) y bomba de
agua de dilucién (Timsa modelo CP1 38 P). Las tres bombas se manipulan
independientemente de modo que se pueden variar las concentraciones de sustrato
y de nutrientes en la alimentacion dependiendo de las necesidades especificas de
cada experimento.

La solucién de nutrientes se prepara y almacena en un tanque de 500 L
provisto de un agitador para realizar la mezcla de las sales y productos utilizados. El
caudal del agua de dilucidn se controla mediante un caudalimetro electromagnético,
marca ABB modelo COPA-XE DE43W. La dosificacion de nutrientes y el sustrato
correspondiente se realiza ajustando el caudal de las bombas de acuerdo a una
curva de calibrado (mA frente a caudal) especifica para cada bomba. Las tres lineas
se combinan y pasan a través un mezclador estatico de volumen 1 L (Figura 2.7).
Luego se determina y registra el pH de entrada e inmediatamente después hay una
toma de muestra para analizar tanto el carbono organico total (TOC) como el
carbono inorganico total (TIC) de la alimentacion.

Bomba 1
Fuente de Carbono,
o Mezclador
ﬂm Bomba 2 estatico
] n— T T T} Caudal e
e - ol allmentaCIén
HCO3 /N/P
Bomba 3
—a

Agua

Figura 2.7. Esquema del sistema de preparacion de la alimentacion en linea.

El control de temperatura (37 £ 2 °C) y la velocidad ascensional del liquido
(0,5 m-h') dentro del reactor se logran a través de recirculaciéon, utilizando una
bomba de membrana (Milton Roy-Dosapro modelo F-400 N-3). Para evitar la
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succidon de gas se toma la recirculacion 10 cm por debajo de la salida del efluente
del reactor. El control de sélidos gruesos se realiza mediante un filtro en linea,
localizado inmediatamente antes de la bomba de recirculacion, dicho filtro retiene
los sélidos con didmetro mayor a 1 mm.

Antes de calentar el flujo de recirculacidn, se determina su caudal mediante un
caudalimetro electromagnético (Siemens modelo 7ME2531) y su pH a través de un
electrodo marca ISI. Se asume que el pH de la linea de recirculacién es igual al pH
del efluente del reactor. Luego la recirculaciéon pasa por un intercambiador de calor
de doble tubo, construido en acero inoxidable, dispuesto en corriente directa, con el
agua de proceso por el tubo, mientras que el agua caliente, impulsada por una
bomba centrifuga (Roca modelo MYL-030), circula por la zona anular.

Un calentador eléctrico (Termo modelo CN-100) conectado en circuito cerrado
suministra el agua caliente al intercambiador de calor. Ademas el agua de dilucién
se precalienta mediante una resistencia eléctrica de 1000 W hasta una temperatura
aproximada de 35 ©C.

Tras pasar por el intercambiador de calor, se mezcla la recirculacién con la
alimentacién, midiendo luego la temperatura de entrada al reactor mediante una
sonda Pt100. La alimentacidn del reactor se realiza mediante un anillo de
distribucion con 3 entradas tangenciales ademas de una entrada de fondo, con el
objeto de asegurar una distribucidon homogénea sobre toda la seccion transversal
del reactor.

La salida del efluente se realiza por gravedad y se controla por medio de un
sensor de nivel situado en el interior del reactor, en el espacio de cabeza, que actta
sobre una valvula on-off que permite la salida de efluente. De este modo se logra
mantener un nivel constante dentro del reactor independientemente de los cambios
de presién que suceden cuando se producen incrementos en la produccion de gas,
en los experimentos de sobrecarga.

El efluente se recoge por un anillo externo con 3 puntos de toma.
Posteriormente se almacena en un depodsito de 2 L de volumen Util y desde este
sale por rebose a la red de desaglie. El depédsito de almacenamiento de efluente
permite la toma de muestra para el analisis de TOC/TIC del efluente y el filtrado de
efluente para la determinacién de carbono organico disuelto (DOC), carbono
inorganico disuelto (DIC), AGV y Alcalinidad Bicarbonatica del efluente.

2.3x3x Linca dagns

El biogds producido abandona el reactor por la parte superior y pasa por dos
trampas de vapor de agua conectadas en serie y posteriormente se divide en dos
corrientes. Una de las corrientes se conduce al sensor de metano y mondxido de
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carbono (Siemens modelo Ultramat 22P) con un caudal de 2 L-min™. Este sistema
de medicién no es invasivo, de modo que este caudal de biogds retorna al espacio
de cabeza del reactor una vez analizado.

La segunda corriente pasa por el caudalimetro masico (Rosemount modelo
5860i). A la salida del caudalimetro masico la linea se divide en dos: por una se
elimina el biogas al exterior y por la otra se succiona el biogas hacia el sensor de
hidrogeno (Sensotrans modelo sensotox 420). La succién al sensor de hidrégeno es
intermitente, ya que este mide solo 5 minutos cada 30 minutos. Esta metodologia
es invasiva, por lo que durante los 5 minutos de medicion se purga el gas analizado
a la atmdsfera. En la cabeza del reactor se encuentra localizado un medidor de
presion (Siemens, modelo TMF1563) con un rango de medida de 0 a 1,6 bar. Para
la configuracién actual del reactor (nivel constante), los valores de presion de
cabeza presentan una buena correlaciéon con el caudal de biogds (ver Figura 2.8),
por tanto la medida de presion puede utilizarse para estimar el caudal de biogas.

200
L ”

150 :
‘T-: ¢
d ~
® 100 <5
m i3
)
)
c &

50 155

A
o
0
0 10 20 30 40
Presion en cabeza (mb)

Fi.uraz.s. Correlaciéon de la presidn en cabeza con el caudal de biogas.
Qbiogas (L-h*) = 5 - Presion de cabeza (mb) + 11,05 (con R? = 0,975)

2.3¢ kinca da Ihformadiin

La sefal generada por los sensores y analizadores se estandariza a una sefal
de 4 a 20 mA por un transductor instalado en cada equipo. Estas sefales para la
mayoria de sensores y analizadores se transmiten hasta el panel de indicadores en
el pupitre de comando. La Figura 2.9 presenta el diagrama sindptico de la planta
piloto, indicando las lineas de agua, gas e informacion.
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Fi.uraz.g. Diagrama sindptico de la planta piloto: 1. Bomba de dilucién; 2. Bomba
de nutrientes; 3. Bomba de sustrato; 4. Caudalimetro de agua de dilucién; 5.
Mezclador estatico; 6. pH metro de entrada; 7. Caudalimetro de recirculacion; 8. pH
metro de salida; 9. Sensor de temperatura de entrada; 10. Sensor de temperatura
en el reactor; 11. Analizador de TOC on-line; 12. Calentador de agua; 13. Bomba
de agua caliente; 14. Intercambiador de calor; 15. Reactor hibrido USBF; 16.
Analizador de CH.+ y CO; 17. Caudalimetro de biogas; 18. Analizador de H,; 19.
Sensor de presion; 20. Sensor de nivel; 21. Valvula de salida; 22. Analizador de
alcalinidad y AGV on-line Anasense®; 23. Panel de indicadores; 24. PLC; 25. PC;
Lineas de agua y biogas (linea continua). Flujo de informacidén (linea punteada).
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Los indicadores (Ditel serie Cosmos modelos Alpha-P y Alpha-T) reciben una
sefal de 4 a 20 mA y mediante una calibracidn representan el valor de la variable
medida en unidades adecuadas (L-h?, ppm, mg-L!, %). Mediante otra recta de
calibrado se transforma el valor mostrado en otra sefial de 4 a 20 mA. Todas las
sefiales que salen de los indicadores son alimentadas al PLC (Siemens modelo S-7-
200). Otras sefiales, como las del analizador del TOC, temperatura de entrada del
reactor y pH de la alimentacion, se envian directamente al PLC.

El PLC transforma las sefiales analdgicas de cada una de las mediciones en
sefales digitales de 2 bytes (un nimero de 1 a 32767) que son enviadas al
ordenador (Fujitsu-Siemens PIII) para su procesado. El PLC realiza tareas rutinarias
como: el envio de sefiales para el cuadro sinéptico que indican el estado de correcto
funcionamiento de todos los equipos y las alarmas cuando las variables medidas
sobrepasan ciertos valores previamente definidos, el control on/off de Ila
temperatura mediante el arranque o detencién de la bomba de agua caliente del
intercambiador de calor y el filtrado de la sefial del analizador de la concentraciéon
de hidrégeno en el biogas.

2.345: §cftyyar- do memitoll-adion

El software de monitorizacion realiza las actividades de monitorizar, diagnosticar,
controlar y supervisar la operacion de la planta piloto anaerobia de tratamiento de
aguas residuales. A través del PLC, el sistema recoge la informacién de las variables
que definen el estado de la planta piloto. Esta informacion se almacena en una base
de datos MS Acces creada por el operador en el inicio de operacién de cada
experimento.

Los datos son adquiridos cada 5 segundos y se almacenan en una base de
datos temporal. Al completarse 180 datos (15 minutos), los datos son promediados.
Para el hidrogeno se guarda al final de los 15 minutos el valor maximo adquirido en
este intervalo. Los datos adquiridos cada 5 segundos se pueden observar en una
ventana de monitorizacion on-/ine (Figura 2.10), donde se pueden ver también las
consignas de las bombas. La Tabla 2.5 presenta el listado de variables
monitorizadas y calculadas a partir de las variables monitorizadas.
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Valores on-line actuales
Temperatura d
Temperatura d

PA

Valores actuales de las consignas Tiempo para adqui
Caudal Dilu . Enviando al PLC.
Caudal Nutrientes /

. ;
Actuslizar
Wolver

Controlador USC

cmEPLETUAAEE

Cascade Control System

Figura 2.10. Interface de monitorizacién on-line de las variables.

2. 3u6u Anaiizaion:g @-/ine y @fuipos Sl giree
Analizador TOC/TIC

La metodologia de determinacidon del carbono organico total utilizada on-line es
idéntica a la presentada en el apartado 2.1 Métodos analiticos, subapartado 2.1.1
Fase liquida. Las mediciones on-/ine se realizaron utilizando un analizador Shimadzu
(modelo 4100), que determina el TOC/TIC mediante combustion en horno vy
determinacién del CO. por detector NDIR. El analizador posee tres lineas de
muestreo secuenciales: TOC/TIC de la alimentacion después del mezclador estatico,
TOC/TIC del efluente recogido desde el depdsito de efluente de 2 L descrito
previamente y DOC/DIC del efluente, obtenido mediante microfiltracion del
efluente.

Analizador de CH+ y CO:

El analizador de metano y mondxido de carbono utilizado es un Siemens modelo
Ultramat 22P, es un equipo de medida basado en el principio de la absorciéon no
dispersiva infrarroja. Consta de fuente emisora de radiacion infrarroja, celda de
analisis y detector. La fuente emite radiacién infrarroja que es absorbida por la
muestra en forma proporcional a la concentracion del gas en cuestion. El analizador
cuenta con dos celdas de analisis: una permite la determinacion del metano y la
otra del monodxido de carbono. El rango de medida para el contenido de metano es
de 0 a 100% y para le mondxido de carbono de 0 a 300 ppm.
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El equipo realiza la calibracion del cero cada 12 horas en forma automatica
utilizando nitrégeno; de esta manera se corrigen las variaciones por contaminacion
de la celda de analisis y por envejecimiento del detector. Adicionalmente cada seis
meses se realiza la calibracion completa con gases patrén dentro de las labores
rutinarias de calibracidn de equipos en la planta piloto.

Tabla 2.5. Variables monitorizadas y calculadas

Variables de monitorizadas Variables calculadas
Ndmero Descripcion Abreviatura Numero Descripcion Abreviatura
1 Temperatura Te 1 Caudal CH4 QCH4
entrada
2 Temperatura salida Ts 2 Eficacia eliminacion %E
3 Alcalinidad Parcial AP 3 Relaciéon IA/AT
salida alcalinidades
intermedia/parcial
4 Caudal dilucién Qdil 4 Velocidad carga VCO
organica
5 Caudal biogas Qbiogas 5 Caudal total QTe
entrada
6 Contenido de CH4 % CH4 6 Caudal sustrato Qsustrato
7 Concentracién de CO 7 Caudal nutrientes Qnutrientes
Cco
8 Concentracion de H2 8 Tiempo de TRH
H2 retencion hidraulico
9 pH salida pHs 9 Bicarbonato salida BIC cal
calculado
10 Caudal Qr 10 TOC entrada TOCecal
recirculacion calculado
11 Bicarbonato salida BIC 11 Caudal controlado Qcontrolado
12 Presion cabeza Pcabeza
13 TOC salida filtrado DOCs
14 TIC salida filtrado DICs
15 TOC salida TOCs
16 TIC entrada TICe
17 TOC entrada TOCe
18 pH entrada pHe
19 Alcalinidad Total AT
salida
20 Acidos grasos AGV

volatiles salida

Analizador de H-

La determinacién de la concentracién de hidrégeno en la fase gas se realizé
utilizando un sensor de hidrégeno Sensotran modelo Sensotox 420. El principio de
medida se basa en la oxidacion electroquimica del hidrogeno en un electrodo
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sensor. La corriente eléctrica generada en la oxidacion del hidréogeno es
proporcional a la concentracién del mismo.

Para prevenir el deterioro de la celda electroquimica del sensor por gas
sulfhidrico (H,S), se hace pasar la corriente de muestreo por un filtro que atrapa el
H.S. El filtro utiliza como relleno un medio comercial denominado Purafil®
Chemisorbant Media, suministrado por Purafil Inc. Dicho producto estd compuesto
por permanganato de potasio adsorbido en alimina. A medida que se consume el
oxidante, el medio filtrante cambia de color morado a blanco, indicando la
necesidad de cambiar el relleno.

La celda electroquimica utilizada permite la determinacién de un rango de
concentracién de hidrogeno de 0 a 2000 ppm. La calibraciéon del equipo se realiza
cada 3 meses utilizando nitrégeno para fijar el cero y diluciones sucesivas de una
mezcla certificada de hidrégeno y didxido de carbono para calibrar la respuesta a
diferentes concentraciones de hidrégeno.

Analizador de Alcalinidad y Acidos Grasos Volatiles

La medida de la alcalinidad se utiliza como parametro indicador de la estabilidad del
proceso de tratamiento anaerobio. El aumento de la concentracion de AGV
acompafado de una disminucién rapida de la alcalinidad indica tipicamente la
acumulaciéon de acidos grasos volatiles y por lo tanto predice la desestabilizacién del
proceso anaerobio.

En el presente trabajo se validé en planta piloto y en ambiente industrial un
analizador titrimétrico automatico de alcalinidad y AGV, denominado ANASENSE®,
desarrollado en el marco del proyecto Europeo TELEMAC. La descripcion del
ANASENSE® se presenta en el Capitulo 3.

Una vez validado el Anasense®, se integré en la planta piloto una version
comercial mejorada del analizador permitiendo la determinaciéon on-/ine de los AGV
y la alcalinidad en los diferentes experimentos de comportamiento dinamico y
estacionario del sistema.

Sistema de Microfiltracion

El sistema de microfiltracion toma el efluente contenido en el depdsito de 2 Ly
mediante una bomba peristaltica Masterflex (modelo 77601) se bombea a través de
un modulo de microfiltracién tangencial tubular cerdmico de tamafio de corte de
0,80 um (Atech Innovations Gmbh, modelo MF 80n). La salida del filtro se retorna
al depésito de efluente. El filtrado se recoge en un recipiente de 100 mL dispuesto
en el exterior del tubo cerdmico.

Cuando el nivel de filtrado alcanza la capacidad maxima del depdsito, un sensor
de nivel, compuesto por dos electrodos de platino, detiene la bomba. El filtrado
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recogido es succionado directamente por los analizadores que determinan el
contenido de TOC y TIC (TOC Shimadzu 4100), la alcalinidad y los AGV
(ANASENSE®); adicionalmente se utiliza este filtrado en la toma de muestras off-
line del efluente. El bombeo y recirculacion del efluente contenido en el depésito de
efluente tienen un doble efecto, por un lado se utiliza para generar el filtrado y, por
otro, homogeneiza el efluente contenido en el depdsito generando una muestra mas
representativa.

Muestreador automadtico de fracciones

Se utilizé un muestreador de fracciones Biorad (modelo 2110) en la toma continua
de muestras para el analisis off-line de: AGV, las formas de nitrogeno (NT, NI y
NTK) y los trazadores utilizados en la determinacion de la distribucion de tiempos
de residencia en el reactor (DTR). El muestreador de fracciones combinado con una
bomba peristaltica, permite la toma de muestras a intervalos regulares de tiempo
(generalmente se utilizé un tiempo de muestreo de 60 minutos).
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Capitulo 3

Validacion de un sistema automatico de
monitorizacién de alcalinidad y acidos grasos
volatiles en digestores anaerobios

Resumen

En este capitulo se realizé el estudio y validacién de metodologias de valoracion on-
line de la alcalinidad y acidos grasos volatiles en reactores anaerobios, incluyendo la
prueba y validacién de un prototipo de analizador automatico operando con tres
metodologias diferentes; desarrolladas por INRA (Francia, Instituto Nacional de
Investigaciones Agronomicas), AppliTek (Bélgica, empresa de desarrollo y
comercializacion de sensores on-line) y Biomath (Bélgica, grupo de investigacion de
la Universidad de Ghent).

Los estudios se realizaron utilizando el analizador denominado ANASENSE®,
equipo desarrollado en el marco del proyecto Europeo TELEMAC (TELEMonitoring
and Advance telecontrol of high yield wastewater treatment). La validacién tanto del
analizador como de las metodologias de andlisis se llevé a cabo en la planta piloto
del Departamento de Ingenieria Quimica de la USC, utilizando para ello el reactor
hibrido USBF descrito en el capitulo 2. Posteriormente se realizd la validacién del
equipo en la depuradora de aguas residuales industriales de la cervecera Estrella de
Galicia Hijos de Rivera S.A.

Respecto a las metodologias estudiadas, las de INRA y Applitek presentaron en
general buena precision y exactitud para la determinacién de AGV (0 a 4900 mg-L")
y bicarbonato (0 a 50 mg-L?). Por otro lado, las metodologias Biomath permiten la
determinacién, aunque con un margen de error considerable, de otros compuestos
como amonio y acido lactico, generando resultados cualitativos que permiten
estimar tendencias.

La validacion del equipo en ambiente industrial permitido detectar algunas
debilidades en su funcionamiento, relacionadas con su robustez. Los principales
fallos estan relacionados con la presencia de solidos en el efluente y los
consiguientes errores en la toma y analisis de la muestra.

Posterior a la validacién del ANASESE® y de las tres metodologias de
valoracion on-line de la alcalinidad y acidos grasos volatiles; se integré a la planta
piloto anaerobia (descrita en el capitulo 2) una versién comercial del sensor
utilizando la metodologia INRA con la finalidad de realizar los estudios de seleccion
de variables para la identificacion de perturbaciones en digestores anaerobios
(tematica desarrollada en el capitulo 4).
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3.1. Introduccion

3.1.1. Importancia de la alcalinidad y los acidos grasos volatiles en la
operacion de reactores anaerobios

El proceso de tratamiento anaerobio se caracteriza por la mineralizacién de la
materia organica en productos como hidrégeno, metano, didxido de carbono y
sulfuro de hidrégeno (Vanrolleghem and Lee, 2003). La operacion exitosa de los
sistemas anaerobios depende en gran medida de que el rango de pH se mantenga
entre 6,6 y 7,4 (Moosbrugger et al., 1992; Lahav et al., 2002a). La regulacién del
pH en los reactores anaerobios la ejerce fundamentalmente el bicarbonato
(alcalinidad bicarbonatica) que generalmente se mantiene en niveles de 10 a 50 mM
(Hawkes et al., 1994).

Se acepta que los reactores anaerobios se acidifican debido a sobrecargas y
presencia de toxicos. Dicha acidificacion se debe a la diferencia de velocidades con
que las poblaciones bacterianas realizan la acidogénesis y la metanogénesis, con lo
cual se acumulan AGV que afectan el pH, y se produce la acidificacion del reactor.
De hecho, la medida del pH no permite adelantarse a la acidificacién del sistema,
pues su disminucién es la respuesta al agotamiento de la alcalinidad; por ello se
considera que los AGV son el intermediario mas importante en el proceso de
digestion anaerobia (Vanrolleghem and Lee, 2003).

El pH es el factor clave en el equilibrio de disociacion de algunos productos
intermedios del proceso, especialmente de los acidos grasos volatiles. Cada grupo
trofico implicado en la digestion anaerobia tiene un valor 6ptimo de pH: 7,2 a 7,4
para las bacterias hidroliticas, 6,0 a 6,2 para las bacterias acidogénicas y 6,5 a 7,5
para las bacterias metanogénicas. Cuando el pH desciende a valores por debajo de
6,5, la actividad metanogénica disminuye, deteniéndose totalmente a pH 5,5 (Ruiz,
2005a).

Generalmente se considera que la alcalinidad bicarbonatica, la concentracién de
AGV y la presién parcial del hidrégeno en el biogas, son los mejores parametros
para monitorizar el proceso de digestién anaerobia (Switzenbaum et al., 1990;
Rozzi et al., 1997). Algunos investigadores identifican el cambio en la concentracion
de AGV en el efluente como un factor que afecta, muy sensiblemente la dinamica de
los digestores anaerobios (Lahav y Loewenthal, 2000) y por lo tanto la
concentracion de AGV es un buen parametro para identificar perturbaciones en el
proceso. La dificultad estriba en que los métodos tradicionales de medida de los
AGV por cromatografia de gases son costosos y requieren equipos medianamente
sofisticados.

3-3



Validacién de un sistema automdatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles
en digestores anaerobios

Otro enfoque consiste en utilizar en la monitorizacion de digestores anaerobios
la alcalinidad (McCarty, 1964) y las relaciones entre los diferentes tipos de
alcalinidad definidos en el apartado 2.1.1. Estas relaciones son: alcalinidad
intermedia/alcalinidad total (AI/AT) y alcalinidad intermedia/alcalinidad parcial
(AI/AP) (Ripley et al., 1986; Anderson and Yang., 1992; Pufial et al., 2001).

Ripley et al. (1986) evaluaron la relacion AI/AP en digestores anaerobios piloto
tratando estiércol, encontrando que una relacién AI/AP de 0,3 garantiza el
funcionamiento adecuado del proceso. Una alternativa en la diagnosis y control de
reactores anaerobios utilizando légica fuzzy consiste en usar la relacion AI/AP 6 la
relacion AI/AT como criterio limite de la estabilidad del proceso (Garcia et al.,
2007). Otros investigadores (Pufial et al., 2001; Steyer et al., 2006) incluyen el
criterio de contar con una adecuada cantidad de alcalinidad total y, por tanto, una
operacién segura del proceso requiere valores de AI/AT < 0,3y AT =3 gL

Contar con metodologias on-line robustas de determinacion de AGV vy
alcalinidad, con costes de implementacidon y operacién razonables; es fundamental
tanto en el estudio del comportamiento dindamico como en el control de los
reactores anaerobios. Por esta razén se desarrolla en este trabajo la validacion de
un sistema automatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles.
Una vez validadas las metodologias y el analizador ANASENSE®; se integrdé una
version comercial del sensor a la planta piloto con el fin de complementar la
monitorizacién on-line existente.

3.1.2. Curva de valoracion y capacidad tampoén
Curva de valoracion

La curva de valoracion se obtiene adicionando pequefias cantidades de base o acido
fuerte de concentraciones conocidas a la solucion problema, registrando
simultaneamente la variacién del pH tras cada adicion. El grafico de la variacion del
pH frente al volumen adicionado de acido o base, se denomina curva de valoracién,
que presenta generalmente un comportamiento de curva en S, lo que indica que el
pH no cambia a una tasa constante frente a la adicidon de acido o base y que, por
tanto, existen puntos de inflexion. La Figura 3.1 muestra un ejemplo tipico de una
curva de valoracidon cuando existe presencia de bicarbonato y acido acético en la
solucién.

Los puntos de inflexion de la curva de valoracién estan relacionados con la
cercania a los valores del pK,de los compuestos presentes en la solucion; en otras
palabras los valores del pH a los cuales se presenta mayor resistencia a la
disminucidn del pH indican los valores aproximados de los pK, de las sustancias
presentes (Van Vooren et al., 1996).
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El pK, se calcula como el logaritmo negativo de la constante de disociacién
acida de un compuesto de acuerdo con la Ecuacion 3.1.

pK, = -loglK, (Ec. 3.1)

Como ya se menciond, para condiciones normales de operacion de la digestion
anaerobia, en el rango de pH de 6,7 a 7,4, los principales compuestos que aportan
capacidad tampon son el bicarbonato y los acidos grasos volatiles; sin embargo al
ampliar el rango de pH de 3,0 a 8,5, otros compuestos pueden aportar también

capacidad tampdn.
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Figura 3.1. Curva de valoracién de una solucién que contiene bicarbonato y acido
acético.

En la Tabla 3.1 se presentan los valores de pKa para los compuestos que
pueden aportar capacidad tampodn en el rango de pH 3,0 a 8,5. En la practica,
debido a que los &cidos grasos volatiles presentes en efluentes de digestores
poseen valores de pKa muy similares, se agrupan todos como acido acético.
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Tabla 3.1. Valores de pK,, para los principales compuestos presentes en efluentes
de digestores anaerobios.

Componente PKa
Acido acético 4,75
Acido propiénico 4,87
Acido n-butirico 4,81
Acido iso-butirico 4,84
Acido n-valérico 4,82
Acido iso-valérico 4,77

H2CO3 > HCO3 + H* 6,37
HCO3 < COs + H* 10,25
H:PO4 < H.PO4 + H* 2,12
H:POs — HPO# + H 7,21
HPOs* « PO, + H* 12,67
NH4* < NH3 + H* 9,25
H.S & HS + H” 7,02

Capacidad tampon

La capacidad Tampon (B) se define como el nimero de moles de acido fuerte o base
fuerte que deben afiadirse a una solucidn de 1 litro, para disminuir o aumentar el
pH en una unidad. El perfil de capacidad tampon se construye a partir de la curva
de valoracion; calculando para cada punto de pH la derivada de la cantidad de acido
o base afiadida frente a la variacion del pH (meq-L"*pH™). La Figura 3.2 presenta el
perfil tipico de capacidad tampdn de una solucién que contiene bicarbonato y acido
acético. Los puntos de inflexién de la curva de valoracidon corresponden a valores
maximos en el perfil de la capacidad tampdén aportada por cada uno de los
compuestos presentes.
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Figura 3.2. Curva de capacidad tampdn cuando solo se presentan acidos grasos
volatiles y bicarbonato. AGV (A), bicarbonato (O0), AGV+bicarbonato (0O).

3.1.3. Estado del arte de la determinacién on-line de la alcalinidad y los
acidos grasos volatiles

La alcalinidad bicarbonatica y los AGV se determinan empleando técnicas que
responden a cuatro enfoques basicos, que se comentan a continuacion.

El primer enfoque consiste en utilizar técnicas de valoracidén con un acido o una
base fuerte. Existen propuestas de realizar la valoracién a varios puntos de pH, que
van desde valoraciones simples a 2 y 3 puntos de pH (Jenkins et al., 1983;
Anderson y Yang, 1992; Hawkes et al., 1994) y valoraciones mas complejas a 4, 5
y 8 puntos de pH (Moosbrugger et al., 1992; Buchauer, 1998; Lahav y Loewenthal,
2000; Feitkenhauer et al., 2001; Bouvier et al., 2002; Lahav et al., 2002a).

Sin embargo, cuando solo se toman algunos puntos de la curva de valoracion y la
muestra presenta concentraciones importantes de amonio y fosfatos, se observan
interferencias con estos compuestos que se comportan como acidos o bases débiles
aportando alcalinidad a la muestra. Para resolver este problema se han planteado
varias propuestas,una de ellas consiste en la combinacion de la valoracion del
sistema acido/base débil, con determinaciones por métodos estandar de los otros
compuestos que pueden aportar capacidad tampén como: amonio, fosfatos y
sulfuros (Moosbrugger et al.,, 1992). Otra propuesta se fundamenta en una
valoracion completa y detallada entre pH 3 y 11, construyendo el perfil de la
capacidad tampdn y modelando matematicamente su comportamiento con el fin de
identificar las diferentes especies que aportan alcalinidad en la muestra estudiada
(Van Vooren et al., 1996; Van Vooren, 2000; Van Vooren et al., 2001; Van de
Steene et al., 2002; Zaher y Vanrolleghem, 2005).
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El segundo enfoque utiliza la medicidon de AGV vy alcalinidad por otros métodos
de analisis diferentes a la valoracion, como: cromatografia de gases,
espectrofotometria y espectrometria infrarroja de transformada de Fourier o por
combinaciones de estas metodologias con medidas realizadas por valoracion
(Bjornsson et al., 2001; Pind et al.,, 2002; Steyer et al., 2002a, 2002b;
Vanrolleghem and Lee, 2003; Spanjers et al.,, 2006). La determinacion de AGV
mediante cromatografia de gases requiere la filtracion o centrifugacion de la
muestra, lo cual dificulta su implementaciéon on line; una solucién novedosa para
esta problematica es la utilizacion de cromatografia de espacio de cabeza
transfiriendo los AGV de la fase liquida a la fase gaseosa por acidificacion con H3;PO,
y NaHSO, (Kanokwan et al., 2007).

El tercer enfoque permite la determinacién de la alcalinidad bicarbonética a
través de la cuantificacion del diéxido de carbono generado cuando la muestra es
acidificada. Lo cual se puede hacer de dos maneras: determinando la sobrepresion
en un recipiente de volumen constante o midiendo el volumen de gas producido con
un gasémetro de alta sensibilidad (Hawkes et al.,, 1994); en este caso no se
determina la concentracién de AGV.

El cuarto enfoque consiste en la utilizacion de biosensores para la
determinacion indirecta de los AGV. Un ejemplo de esto es la propuesta de Rozzi et
al. (1997) de utilizar la desnitrificacion en presencia de exceso de nitrato, como una
medida indirecta de la concentracién de AGV (DQO) presente en el efluente de un
digestor anaerobio. Por medio de este enfoque no se determina la alcalinidad.

En resumen, los dos primeros enfoques permiten la determinacion tanto de la
alcalinidad como de los AGV, el tercer enfoque solo evalia la alcalinidad
bicarbonatica y el cuarto aporta una estimacién indirecta de los AGV

La Tabla 3.2, adaptada de Lahav and Morgan (2004), presenta una revision de
algunos métodos que utilizan la valoracién como principio de determinacion, solo
cuatro de los métodos referenciados han sido utilizados para monitorizacién on-line
y de ellos solo tres permiten la determinacion simultdnea de AGV y Alcalinidad
bicarbonatica.

Los métodos de analisis de alcalinidad y AGV que se estudian en este capitulo
se centra en el primer enfoque; debido a que las técnicas de valoracién agregando
cantidades conocidas de &cido o base son las que presentan mejores caracteristicas
técnicas y econdmicas para ser automatizadas (Vanrolleghem and Lee, 2003; Zaher
and Vanrolleghem, 2005).
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Tabla 3.2. Comparaciéon de metodologias para la determinacién de AGV y
Alcalinidad bicarbonatica por valoracion.

Referencia Parametros Descripcion Aplicabilidad
medidos
McGhee (1968) AGV Valoracién entre Suministra el cambio en las

Jenkins et al.
(1983)

Anderson y
Yang (1992) ;
Feitkenhauer
et al. (2001)

Moosbrugger et
al. (1992)

Kapp (1992);
Bouvier et al.
(2002)

Hawkes et al.
(1994)

Van Vooren et
al. (1996,
2001);

Van de Steene
et al. (2002);
Zaher y
Vanrolleghem,
2005

Lahav y
Loewenthal
(2000); Lahav
et al. (2002b)

AGV vy Alcalinidad
bicarbonatica

AGV y Alcalinidad
bicarbonatica

AGV y Alcalinidad
bicarbonatica

AGV y Alcalinidad
bicarbonatica

Alcalinidad
bicarbonatica

AGV, Alcalinidad
bicarbonatica,
Amonio, Fosfatos
y otros Acidos
Grasos

AGV y Alcalinidad
bicarbonatica

pH 5,0y 4,0

Valoracion a 2
puntos de pH
(5,75y 4,3)

Valoracion a 2
puntos de pH (5,1
y 3,5), se tiene
en cuenta el pH
inicial

Valoracion a 5
puntos de pH

Valoracion entre
pH4,0y 5,0

Valoracion a pH 4
y medicién del
CO2 desprendido

Valoracion
completa y
detallada de pH
11 a pH 3,
construccién del
perfil de
capacidad tampdn

Valoracion a 8
puntos de pH

concentraciones de AGV. Se
puede utilizar conjuntamente
con otro método mas exacto

Suministra buena informacion
sobre la tendencia,
especialmente cuando la
relacion alcalinidad
bicarbonatica a AGV en
concentracion presenta valores
bajos 10 a 1

Presenta buenos resultados en
aplicaciones practicas en
depuradoras, no contempla las
interferencias con los aportes
de alcalinidad por presencia de
amonio y fosfato, utilizado en
monitorizacion on-line

Presenta buenos resultados. El
amonio, fosfato y sulfuro deben
determinarse por otros
métodos para tener en cuenta
su interferencia

Presenta buenos resultados. No
cuantifica los aportes de
alcalinidad por presencia de
amonio y fosfato, utilizado en
monitorizacion on-line

Resultados adecuados. No
determina AGV, utilizado en
monitorizacién on-line

Buenos resultados, permite
estimar las concentraciones de
amonio, fosfato y otros acidos
grasos como el acido lactico,
utilizado en monitorizacion
on-line

Presenta buenos resultados, el
amonio, fosfato y sulfuro deben
determinarse por otros
métodos para tener en cuenta
su interferencia
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3.2. Materiales y métodos

8e2ata Degarpeiin del an- Sador AASENSE®

El prototipo del analizador utilizado (AppliTek, 2003; De Neve y Lievens, 2004), fue
desarrollado en el marco del proyecto Europeo TELEMAC (Bernard et al., 2005) y
esta compuesto fundamentalmente por un sistema de valoracion automatico
acoplado con un software que estima, utilizando diferentes metodologias (INRA,
AppliTek y Biomath), las concentraciones de AGV, bicarbonato y la alcalinidad
parcial y total.

El analizador consta de dos compartimentos. El superior, de procesamiento de
datos, alberga un PC embebido, con pantalla tactil y sistema de almacenamiento de
la informacion. EI compartimento inferior, area de analisis, incluye las bombas de
muestreo y drenaje, microbureta y sensor de pH. En la parte posterior del equipo se
ubican los interruptores eléctricos y los controladores electrénicos. En la Figura 3.3
a se presenta una fotografia del prototipo utilizado y en la Figura 3.3 b se muestra
la secuencia de acciones que realiza el analizador en cada determinacion.

@ Vaciado del vaso de valoracion,
drenaje de la tuberia de muestreo

] Pantalla tactil Lavac_k? del vaso de
R valoracién con muestra
| Electrodo de v
‘ Toma de muestra
¢ o ¢

1 | Estabilizacién del valor del pH |

Vaso de valoracion
'

Valoracién

Vaciado y lavado del vaso
< de valoracion

Figura 3.3. Fotografia del prototipo de ANASENSE® utilizado (a) y secuencia de
acciones realizadas en una determinacién (b).

A continuacidn se presenta una descripcién resumida de los componentes del
equipo:
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e PC con pantalla tactil y sistema de almacenamiento de la informacion.
Normalmente el manejo del equipo se realiza a través de la pantalla tactil;
solo se utiliza teclado para intervenciones que signifiquen cambios del
software.

» Bomba de muestreo. Bomba peristaltica que se utiliza para purgar el tubo
de toma de muestra y tomar muestra fresca.

¢ Bomba de drenaje. Bomba de membrana, se encarga de drenar el vaso de
valoracion después de cada valoracién o del lavado.

e Bomba de aire. Suministra aire comprimido, que se requiere para airear la
muestra cuando se utiliza el método Applitek.

*  Micro bomba para correccién de pH. Dispensa aproximadamente 50 pL en
cada dosis, se utiliza para incrementar el pH cuando el método de medicidn
lo requiere. La exactitud en la dosificaciéon de esta bomba no es critica para
los resultados finales de los parametros medidos.

»  Bureta. Bureta de precision, dotada de un motor de pasos para dosificacion
exacta, la exactitud es fundamental para medir adecuadamente los
diferentes parametros, el paso menor de dosificacion de la bureta es 1 pL.

» Valvula de 3 vias. Una de las vias se utiliza para la linea de entrada de la
muestra, otra para el agua de lavado y la Ultima se conecta al recipiente
de almacenamiento de la solucion de valoracion para llenado de la bureta.

» Vaso de valoracion. El vaso de valoracién, fabricado en vidrio, se apoya en
un agitador magnético, permite la homogenizaciéon de la muestra antes y
durante la valoracidn.

e Sensor de pH. Electrodo de pH en vidrio.

El analizador tiene como principio de funcionamiento la valoracién con acido o
base de concentracién conocida. La muestra de efluente del digestor anaerobio es
homogenizada por agitacién en el vaso de valoracidén, posteriormente se lleva a
cabo la valoracién en modo automatico, afiadiendo en forma paulatina pequefias
cantidades de HCl y registrando la variacién del pH. A partir de la curva de
valoracion se estiman cuatro parametros: AGV equivalentes en &acido acético,
bicarbonato, alcalinidad parcial (PA) y alcalinidad total (TA).

3.2.2 Metodologias utilizadas en la determinaciéon on-line de la
alcalinidad y los acidos grasos volatiles

Metodologia INRA

El método INRA (Institut National de la Recherche Agronomique, Narbonne,
Francia) esta basado en el método propuesto por Kapp (1992) para la medicién de
AGV, extendido para valorar también el bicarbonato (Bouvier et al., 2002). A su vez
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Kapp (1992) fundamentdé su método en el procedimiento propuesto por McGhee
(1968).

De acuerdo con McGhee (1968), la cantidad de &cido requerido para valorar
una muestra de pH 5,0 a pH 4,0 es proporcional a la concentracidon presente de
AGV, debido a que en ese intervalo de pH usualmente no existe un subsistema
acido/base débil diferente de los AGV. Al tener los acidos (acético, propiénico y
butirico) valores de pKa muy similares (pKa acético 4,75), los tres acidos presentan
una capacidad tampdn similar y se pueden cuantificar como acido acético.

Las otras sustancias tampén consideradas en el calculo propuesto por Kapp
(1992) se corresponden con el subsistema del carbonato de HCO5/H,COs que tiene
un pKa de aproximadamente 6,3. El aporte de otros sistemas tampdn como:
HPO,*/H,P0O4, HS/H,S y NH3/NH.; se considera despreciable, debido a que sus
valores de pKa son altos, respectivamente 7,20; 7,02 y 9,25.

El método propuesto por Kapp (1992) es relativamente facil de implementar
para determinar los AGV en concentraciones entre 0 y 3500 mg-L™* (Bouvier et al.,
2002) debido a que sodlo se requiere conocer la alcalinidad total a pH 4,3 (donde
menos del 1 % del bicarbonato se convierte a didéxido de carbono) y el volumen
adicionado para bajar el pH de 5 a 4 (VAs.4).

Aplicando el método Kapp (1992) al realizar en forma iterativa el ajuste de
datos experimentales se llega a la Ecuacién 3.2 (Buchauer, 1998).

AGY = (1313400N VA, ) 1V, - (3,0804LK ] - 10,9 (Ec. 3.2)
Donde:
AGV . Concentracién de AGV (mg-L?)
N Normalidad de la solucién de valoracién (meq-L™")
VAs 4 Volumen de acido (mL) dosificado entre pH 5y 4
Vi : Volumen de muestra (mL)
ALK, 5 . Alcalinidad Total (meq-L™")

La suposicién que conduce al ajuste de la ecuacion anterior es que el Unico AGV
presente es acido acético y sélo el 60 % del mismo estd en forma no ionizada
(CHsCOOH) a pH 4,3. Por tanto, la alcalinidad aportada por el acetato (ALK acv) se
puede evaluar a través de la Ecuacion 3.3.

ALK 5 = 0,604GV /60 = 0,0104GV (Ec. 3.3)
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Metodologia Applitek

El método AppliTek (Bélgica), empresa que trabaja en innovacién, desarrollo y
comercializacidn de sensores on-line, consiste en una modificacion del método de
McGhee (1968). Tal como se presentd en el apartado anterior, el método McGhee
(1968) no contempla la influencia de los sistemas buffer diferentes a los AGV. Todos
los sistemas adicionales (por ejemplo: HPO.*/H,POs, HS/H.S y NH3/NHs) en
conjunto con el pH inicial y el desprendimiento de CO,, influyen en la medicién de
los AGV. Por esta razdon, el método Kapp (1992) no es adecuado para
concentraciones de AGV bajas (0-250 mg-L?).

Con el fin de disponer de un método adecuado y de facil aplicacidn sin requerir
de la determinacion de los otros sistemas buffer que interfieren la medida de los
AGV, AppliTek desarrolld6 una nueva metodologia durante el proyecto TELEMAC
(TELEMAC, 2003).

Esta metodologia, también basada en el método McGhee (1968), consiste en
airear la muestra a un pH mayor que 5, con lo cual tanto el bicarbonato (en forma
de CO,) como el sulfuro de hidrégeno son desalojados del liquido, sin una
disminucion apreciable de los AGV. Tras la aireacion, los AGV se valoran
directamente de pH 5 a 4.

Debido a que los sistemas buffer como HPO4*/H.PO., y NH3/NH4, influyen a pH
mucho mayor de 5 y que las interferencias del bicarbonato y sulfuro de hidrégeno
se eliminan por aireacién de la muestra, solo el sistema buffer H.PO4/HsPO, con pKa
de 2,12 puede interferir eventualmente en la determinacion de los AGV por esta
metodologia.

Metodologia Biomath

El método BIOMATH, desarrollado por este grupo de la Universidad de Ghent
(Bélgica), se fundamenta en la utilizacién de un modelo matematico que estima la
concentracion de AGV y alcalinidad a partir de la curva de capacidad tampodn
construida a partir de la curva de valoracion de la muestra (Van Vooren, 2000). Se
utiliza un vaso de valoracion cerrado para evitar la pérdida de CO, con el fin de
medir cuidadosamente la alcalinidad.

La curva de valoracién se construye a partir de valores sucesivos del pH tras
pequefias adiciones de acido o base. Asi, la curva de valoracidon puede contener
tipicamente de 30 a 50 puntos. Un sistema de valoraciéon automatico realiza esta
funcion; capturando todos los datos mediante un PC.

La capacidad tampon para cada punto de pH se calcula como la derivada de la
cantidad de acido o base afiadida (meq-L™*-pH™). El perfil de capacidad tampdn es el



Validacién de un sistema automdatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles
en digestores anaerobios

resultado de la suma de las capacidades tampdn de cada componente individual de
la solucion como se muestra en la ecuacion 3.4 (Van Vooren et al., 2001).

5= 2303 D<l+ f C D[Ka #]+ Ka)z)

=1 i

! 2 2 2
0y C,[ﬁ](al D([H*] 40k, 1)+ K, 0K, /([H] ek, 0H] k0K, H
T j

J

{ e D(\H*]“+ 40K, 0 H [+ (K, + 9K )0k, 01+ (4l + k)oK, 0K, DKM)H

+ Ck R

= ﬁ/([H*F ek, m sk 0k, E s kK, DKJS) )
(Ec. 3.4)

Donde:

B : capacidad tampén (eq-L*-pH™?)

[H*]: concentracién de iones hidrégeno (mol-L?), igual a 10"

Cij «: concentracion acidos débiles monopréticos, diproticos o tripréticos (mol-L™)

K. : constante de ionizacién acida

En el método BIOMATH se realiza la estimacion de las concentraciones de AGV
y de bicarbonato por separado; partiendo de un perfil de capacidad tampdn total,
como el presentado en la figura 3.2. De la misma manera, se pueden estimar los
aportes de otros subsistemas tampdén presentes en los efluentes de digestores
anaerobios, como el amonio o los fosfatos. Los métodos utilizados para seleccionar
el modelo y estimar los patrones se presentan en Van de Steene et al. (2002).

El modelo denominado “Modelo de Construccion Automatica de Capacidad
Tampon” (Automatic Buffer Capacity Model Building); realiza una estimacion inicial
del perfil de la capacidad buffer incluyendo solo bicarbonato y AGV; posteriormente
calcula los valores residuales entre los datos experimentales y los datos estimados;
y toma la decisién de incluir nuevas sustancias (extender el modelo) si los valores
residuales superan un margen fijado de antemano (Zaher and Vanrolleghem, 2005)

El modelo extendido selecciona nuevas sustancias (amonio, fosfatos y otros
acidos organicos) a incluir potencialmente, en base a la identificacion de los pH a
los cuales ocurren maximos y minimos en la capacidad tampdén medida,
seleccionando las sustancias que presentan valores de pK, mas cercanos a estos
puntos de inflexién. Estima nuevamente la curva de capacidad tampédn incluyendo
las sustancias seleccionadas y compara el estimado con los datos experimentales. El
modelo busca la solucién 6ptima; minimizando las diferencias entre lo estimado y lo
medido para lo cual efectla las iteraciones necesarias para cumplir con las
condiciones definidas de antemano.
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En este trabajo la metodologia BIOMATH se aplicé con dos variantes, Biomath1l
corresponde al método utilizado sin realizar ajuste inicial de pH, mientras que
Biomath2 hace referencia al método haciendo ajuste inicial a pH 11 con la finalidad
de realizar la valoracion completa desde pH 11 hasta pH 3, barriendo asi un
espectro amplio de sustancias que pueden aportar alcalinidad.

3.2.3 Montajes experimentales para la validacion del ANASENSE®

La validacion del analizador ANASENSE® se realizd a escala piloto e industrial, la
validacion a escala piloto se desarrollé en la planta piloto anaerobia descrita en el
capitulo 2, apartado 2.3; utilizando un agua residual sintética compuesta
fundamentalmente por vino blanco diluido (etanol).

La validacién a escala industrial se realizé en la depuradora de aguas residuales
de la cervecera Estrella de Galicia localizada en el poligono industrial de La Grela-
Bens en la ciudad de A Corufia. La depuradora de Estrella de Galicia fue
seleccionada para desarrollar este trabajo por los siguientes hechos:

e Utilizacion de un reactor EGSB de alta carga organica y tecnologia

avanzada

« Baja concentracidn de sélidos en suspensidn en el efluente

+  Localizacién cercana a la USC permitiendo el seguimiento periddico

A continuacién se presenta una descripcion de las instalaciones de la
depuradora de Estrella de Galicia y del montaje experimental realizado.

Depuradora de aguas residuales industriales de la cervecera Estrella de Galicia

Las unidades que constituyen la depuradora son: tanque de homogenizacion,
tanque de pre-acidificacion y reactor anaerobio de lecho expandido con recirculacion
interna - EGSB-IC (Expanded Granular Sludge Blanket with Internal Circulation), la
Figura 3.4 presenta una fotografia de la planta y la Figura 3.5 un esquema de la
depuradora.

El sistema fue desarrollado e instalado por Biothane Systems, PAQUES. La
depuradora inicié su operacion en agosto de 2001 y trata un caudal promedio de 80
m?3-h™* con DQO de 3000 a 4000 mg-L*?, logrando eficacias de eliminacion de DQO
del 85 al 90 %.

El reactor EGSB-IC tiene forma cilindrica y un volumen de 800 m?, con 26 m de
altura y 6,5 m de didmetro. El caudal promedio de operacién es de 200 m3-h* (120
m?3-h* de recirculacién + 80 m?-h™* de alimentacion). De esta manera la velocidad de
carga organica (VOC) aplicada al sistema es de 6 a 9 kg DQO-m=-d*, la velocidad
ascensional (Vs) es de 6 m-h y el tiempo de retencién hidraulico (TRH) de 10 h. La
Tabla 3.3 presenta las principales caracteristicas del agua residual cruda vy tratada.
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Fi.ura-..4. Vista general de la planta depuradora de aguas residuales industriales
de la cervecera Estrella de Galicia.
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Recirculacién efluente EGSB-IC

Fe**

Ca**

Almacenamiento
efluente

Residuo sélido l
Vertido a alcantarillado

Figura 3.5. Esquema de la planta depuradora de aguas residuales industriales de la
cervecera Estrella de Galicia.

Tabla 3.3. Caracteristicas entrada/salida en la depuradora Estrella de Galicia.

Parametro (mg-L!) Influente Efluente

DQO Total 3500 500
DQO Filtrada 250
SST 800 200
NTK 80 50
P 50 30
AGV 30

De las caracteristicas del agua residual efluente de la depuradora se debe
resaltar la presencia de iones de hierro y calcio, debido a la adiciéon de los mismos
para mejorar el funcionamiento del proceso. La presencia de dichos cationes pueden
generar interferencias con el método Biomath 2; especialmente en la determinacion
de los fosfatos. Debido al aumento inicial del pH a 11, se puede presentar la
precipitacion de los cationes mencionados y de los fosfatos; afectando de esta
manera a las determinaciones y generando problemas de obstruccion en el drenaje
del equipo. Debido a lo anterior no se realiz6 la determinacion de fosfatos.

Montaje experimental en la depuradora de la cervecera Estrella de Galicia

El ANASENSE® se instalé en un laboratorio anexo a la depuradora de Estrella de
Galicia, la En la Figura 3.6 se presenta un esquema del montaje experimental
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utilizado para la toma de muestras y dosificacion de los compuestos requeridos
segun el protocolo de validacion.

Para mantener fresco el efluente de la depuradora, controlar los sélidos por
sedimentacion y desgasificarlo; se utilizd una linea derivada de la conduccién del
efluente. Alimentando con ella un recipiente con rebose, el sobre-nadante de dicho
recipiente se bombea a caudal constante de 2,88 L-h™ (Q:) al tanque de mezcla, del
cual toma la muestra el analizador ANASENSE®.

Las soluciones estandar se alimentaron durante la simulaciéon de la sobrecarga,
al tanque de mezcla con un caudal de 0,24 L-h™* (Q2), resultando una relaciéon de
dilucién (Q:/Q.) de 13; para ello la solucién estéandar se prepar6 diariamente con
una concentracion 13 veces mayor que la concentracidn seleccionada en el
protocolo de validacion.

Toma de muestra

Efluente de la

depuradora
Estrella Galicia Exceso de flujo
[— Tanque de sedimentacion

PA-ZaN

Solucién de
referencia

Q,=0,24 L-h!

AN

—

Exceso de flujo

Toma de muestra

Anasense® Tanque de mezcla

Figura 3.6. Esquema del montaje experimental en la depuradora industrial de
Estrella de Galicia.

La concentracidn resultante de las diferentes sustancias tras la mezcla con el
efluente puede sufrir variaciones frente a la concentracion propuesta debido a
cambios en la calidad del efluente. Sin embargo, estas desviaciones no alteran la
validez del protocolo disefiado; debido a que las concentraciones alcanzadas por los
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diferentes compuestos de interés al afadir la solucidon estédndar son varios ordenes
de magnitud mayores (5 a 10 veces) que las concentraciones de dichos compuestos
en el efluente de la depuradora.

3.2.4 Protocolos de validacién
Validacion en Planta Piloto Anaerobia

La validacion del ANASENSE® en la planta piloto se llevd a cabo en dos etapas. En
la primera se realizaron dos experimentos de sobrecarga; el primero de ellos se
llevo acabo combinando sobrecarga organica y sobrecarga hidraulica, en el segundo
solo se aplicd sobrecarga organica. Ambos experimentos generaron el incremento
de la concentracion de AGV y la disminucién de la de bicarbonato, cubriendo un
rango amplio de medicion de ambos componentes (AGV de 0 a 4900 mgL* y
Bicarbonato de 0 a 50 meq-L'). Dicha etapa se desarrolld en 400 horas de
experimentacion. En la segunda etapa se estudid la influencia del ensuciamiento del
electrodo de pH sobre la estabilidad de las medidas. Esta etapa se realizd durante
240 horas de experimentacién, aplicando un aumento gradual de la velocidad de
carga organica. El protocolo utilizado en ambas etapas se muestra en la Figura 3.7.

40 -
=
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Figura 3.7. Evolucidn de la velocidad de carga orgénica-VCO (—), caudal de

alimentacién () y DQO de entrada (- -) durante la validacidn en planta piloto.
Validacién en planta industrial

El protocolo utilizado en planta industrial se efectué en dos fases. En la primera se
realizé el seguimiento de las caracteristicas del efluente de la depuradora; de esta

3-19



Validacién de un sistema automdatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles
en digestores anaerobios

manera se evallo la estabilidad de las determinaciones y la autonomia del
analizador para trabajar on-line.

Posteriormente se procedié a simular una sobrecarga organica, aumentando la
concentraciéon de AGV vy disminuyendo la concentracion de bicarbonato. Para
simular la sobrecarga se afiadieron en continuo diferentes cantidades de
bicarbonato, acido acético, acido lactico y amonio al efluente de la depuradora. El
experimento esta orientado a evaluar el analizador y los métodos de interpretacion
con diferentes mezclas tampoén y en diferentes niveles de concentracién de los
compuestos involucrados.

En la Tabla 3.4 se presentan las 10 condiciones utilizadas, simulando diferentes
grados de sobrecarga organica (aumento de los acidos acético y lactico y
disminucién del bicarbonato) con presencia o no de diferentes concentraciones de
amonio y fosfato. Debido a restricciones de la operacién de la depuradora, cada
condicién se aplicé durante un dia, realizando andlisis en continuo durante 10
horas. Para determinar los valores de referencia se recogié una muestra para cada
condicidn, que se analizd posteriormente en el laboratorio.

Tabla 3.4. Protocolo de validacidn industrial del Ansense®, concentraciones
deseadas en el efluente.

Condicidon  Bicarbonato de  Acido acético  Acido lactico Amonio
sodio (meg-L?) (mg-L?h) (mg-L?) (mg-L?)
1 49 462 623 137
2 32 603 709 344
3 22 780 789 303
4 15 1016 1179 276
5 9,7 1324 1773 207
6 6,5 1719 2659 137
7 4,3 2234 2792 0
8 2,8 2939 2908 0
9 1,9 3779 3116 0
10 1,3 4912 3241 0

3.2.5 Métodos de valoracién y analisis quimico
Validacién en Planta Piloto Anaerobia

El ANASENSE® utilizé para la determinacién de AGV y bicarbonato los métodos:
INRA, Applitek y Biomathl (sin ajuste inicial de pH); métodos descritos en el
apartado 3.2.2. Tanto el bicarbonato de referencia, como los AGV fueron calculados
a partir de la concentracidon de carbono inorganico total (TIC) y carbono organico
total (TOC).

3-20



Capitulo 3

Para asegurar que el TOC medido correspondia principalmente a acido acético;
se determinaron por cromatografia gaseosa; aproximadamente cada 50 horas de
experimentacion; las concentraciones de los diferentes AGV (acético, propidnico y
butirico) y del etanol en el efluente.

Validacién en planta industrial

En su aplicaciéon en planta industrial, el ANASENSE® estimé las concentraciones de
AGV y bicarbonato por tres métodos: INRA, Biomathl (sin ajuste de pH inicial) y
Biomath2 (con ajuste de pH inicial a pH 11), descritos en el apartado 3.2.2. La
concentraciéon de AGV de referencia se calculdé como la concentracion de acido
acético equivalente, a partir de las concentraciones de los diferentes AGV
determinadas por cromatografia de gases (ver apartado 2.1.1) y la concentracién
de bicarbonato fue calculada a partir del carbono inorganico total (TIC) asumiendo
que todo el carbono inorganico se aporta por el bicarbonato.

El ANASENSE® determind el nitrogeno amoniacal mediante el método
Biomath2 (con ajuste de pH inicial hasta pH 11). Como referencia se determind en
el laboratorio el NTK de acuerdo con el método descrito en el apartado 2.1.1. La
estimacion de la concentracién de acido lactico se realizd utilizando los métodos
Biomathl y Biomath2 (con y sin ajuste de pH inicial hasta pH 11). El valor de
referencia para acido lactico se estimd a partir de un balance de TOC, restando al
TOC total el TOC de los AGV y asignando dicha diferencia al TOC correspondiente al
acido lactico.

3.2.6 Regresion lineal simple

A continuacion se presenta una breve explicacion sobre la regresion lineal simple,
herramienta utilizada en la validacion de los diferentes métodos de estimacién de
AGV y bicarbonato, estudiados en este trabajo.

Consideremos una variable aleatoria respuesta (o dependiente) Y, que
supondremos relacionada con otra variable (no necesariamente aleatoria) que
llamaremos explicativa, predictora o independiente y que se denotara por X. A
partir de una muestra de n individuos para los que se dispone de los valores de
ambas variables, se puede visualizar graficamente la relaciéon existente entre ambas
mediante un grafico de dispersidén, en el que los valores de la variable X se
disponen en el eje horizontal y los de Y en el vertical. La metodologia de la
regresion lineal simple consiste en encontrar la recta que mejor se ajuste a la nube
de puntos del diagrama asi dibujado. La ecuacién general de la recta de regresion
sera entonces de la forma:

Y=a+blX+¢ (Ec.3.5)

Donde:

3-21



Validacién de un sistema automdatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles
en digestores anaerobios

@ : valor de la variable dependiente Y cuando X =0
b : pendiente de la recta de regresion
¢ : error

En general se utiliza el método de minimos cuadrados, que elige como recta de
regresién a aquella que minimiza las distancias verticales de las observaciones a la
recta. Los estimadores minimo cuadraticos de los coeficientes de la recta de
regresién son:

. Zl(Xi- X)(Yi- Y) Sy
y (Xi- X

i1

(Ec. 3.6)

G=Y-biX (Ec. 3.7)
Donde:
X : media muestral de la variable X
Y : media muestral de la variable Y
SXy . covarianza muestral de las variables X y Y
Sxx : varianza muestral de la variable X

El valor de b servird como un indicador del sentido de asociacion entre ambas
variables: asi, nos b >0 indicara una relacidn directa entre ellas, b <0 delatara una
relacion de tipo inverso, mientras que b =0 nos indica que no existe una relacion
lineal clara entre ambas variables. Asi mismo, y tal y como se deduce de la
ecuacion de la recta de regresion, el coeficiente b nos da una estimacion del
cambio por término medio en la variable Y por cada unidad en que se incrementa

X . El Coeficiente de correlacién de Pearson (7): indica la fuerza de la relacion
entre las dos variables (toma valores entre 1 y -1) y se calcula con la ecuaciéon 3.8.

S:
re o2 (Ec.3.8)
Sx USy

Donde:
Sx : desviacion tipica muestral de X
Sy : desviacidn tipica muestral de ¥
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El Coeficiente de determinacién ( R?), indica cual es la proporcién de la

variacion en la variable dependiente (Y ) que puede explicarse a partir de la
variacién en la variable independiente ( X ). Ademas indica el porcentaje de ajuste
logrado con el modelo lineal (bondad del ajuste). En las regresiones lineales simples

se utiliza usualmente el coeficiente R? para expresar ademas de la bondad del
ajuste y la fuerza de la relacidn entre las dos variables; debido a que el coeficiente

R? se calcula elevando al cuadrado el coeficiente ». Por lo tanto el valor absoluto

del coeficiente r siempre serd mayor que el valor de R2.

3-23



Validacién de un sistema automdatico de monitorizacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles
en digestores anaerobios

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Validacion en planta piloto
Comportamiento del analizador

El analizador operé en forma continua durante 60 dias sin presentar ningun
problema. Un aspecto fundamental para el buen funcionamiento del equipo fue el
control de sélidos en la muestra a analizar, evitando obstrucciones y depdsitos tanto
en los conductos como en el vaso de analisis; el control de sdlidos se realizd
mediante microfiltracién utilizando una membrana cilindrica de filtracién tangencial
con didmetro de corte de 0,80 pm. Durante las primeras 400 horas de
experimentacion (primera fase) se limpi6 diariamente el electrodo de pH;
posteriormente en la segunda fase de experimentacién no se realizé dicha limpieza
con el fin permitir el ensuciamiento del electrodo de pH y estudiar la estabilidad del
analizador en esta condicion.

Comportamiento de los métodos de analisis de AGV y Alcalinidad utilizados por el
analizador

En la Figura 3.8 se presenta la evoluciéon de la concentracion de Acidos Grasos
Volatiles (AGV) estimada por las diferentes metodologias. la Tabla 3.5 muestra la
comparacion entre los AGV de referencia (medidos a partir del TOC) y los AGV
medidos por cromatografia aproximadamente cada 50 horas de experimentacion
con el fin de asegurar la validez de la medida de referencia.

En la Tabla 3.5 se observa que tanto el promedio como la desviacién estandar
de las concentraciones del &cido acético de referencia calculadas a partir del TOC se
ajustan adecuadamente a las determinadas por cromatografia gaseosa cada 50
horas de experimentacion. Adicionalmente, de acuerdo con las mediciones
realizadas por cromatografia de gases, las concentraciones de AGV diferentes al
acido acético y de etanol se mantuvieron por debajo de 300 mg-L* y 400 mg-L*
respectivamente durante los dos periodos de mayor sobrecarga organica (50-100 h
y 250-350 h).

3-24



Capitulo 3

6000
3 ]
=4 '
é 4500 I3
] '
2 :
s [
2 O .
'S5 3000 f-e o
g O ‘ilIQ!ﬁE
(7]
1
8 (]
g 8
§ 100\ ﬁ 3 ,
(2} T
2 o .
0 o
0 100 200 300 200
Tiempo(h)

Figura 3.8. Evolucién de la concentracion de AGV durante la sobrecarga organica,
valores de referencia (), INRA (=), Applitek (= =), Biomath 1 (A).

Tabla 3.5. Comparacioén acido acético equivalente calculado con el TOC y
determinado por cromatografia.

Tiempo Acido acético equivalente Acido acético por
(h) (TOC) (mg-L™) cromatografia (mg-L?)
40-50 15941267 1600£231
80-90 4760+131 4680+192
170-180 2554+503 2575+360
195-205 194+28 233110
260-270 2653+219 2640178
280-290 4089+209 4105110
330-340 3120+145 3480+387

En la Figura 3.9 se muestra la evolucidon de la concentracion de bicarbonato
estimada por los diferentes métodos para la fase de sobrecarga organica (0 a 400
horas). Los métodos Applitek e INRA cubrieron adecuadamente todo el rango de
experimentacion; mientras que el método Biomathl solo cubrié parcialmente el
rango de experimentacion, debido a que el algoritmo utilizado por el analizador
realizo el procedimiento de valoracion en forma rapida, generando curvas con muy
pocos puntos, impidiendo asi la aplicacién correcta del método Biomathl, que se
fundamenta en el perfil de la capacidad tampédn.
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Los datos obtenidos en la fase de sobrecarga organica (0-400 horas) se
analizaron mediante regresion lineal, evaluando el ajuste de cada método utilizado
por el analizador con respecto al valor de referencia. Se realizé el ajuste para todo
el rango de experimentacion (0 a 4900 mg-L* para los AGV y 0 a 49,5 meq-L* para
el bicarbonato) y adicionalmente, con el fin de evaluar la sensibilidad de los
métodos, se estudid el rango de concentraciones bajas (0 a 410 mg-L™* para los AGV
y 0 a 10,2 meq-L* para el bicarbonato).
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Figura 3.9. Evolucidn de las concentraciones de bicarbonato durante la fase de

sobrecarga organica, valores de referencia ((0), INRA ( — ), Applitek (- -), Biomath
1 (A).

En las Figuras 3.10 y 3.11 se muestran las regresiones lineales
correspondientes a los AGV y bicarbonato para el rango total de concentraciones
estudiadas. En la determinacién de AGV, los métodos INRA y Applitek presentan
buenos resultados, con coeficientes de determinacion mayores que 0,98 vy
pendientes cercanas a 1, proporcionando el método INRA una menor ordenada en el

origen.

El método Biomathl, a pesar de la valoracion rapida realizada por el
analizador, presenta un buen coeficiente de determinacién y una pendiente de 0,96
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en el rango de 2100 a 4900 mg-L'*. Sin embargo el valor de la ordenada en el
origen es de - 398 meq-L?, por lo tanto el método presenta una desviacion
constante (de facil correccion) con respecto a los datos de referencia.

Los métodos Applitek e INRA valoraron adecuadamente el bicarbonato para
todo el rango de concentraciones, con coeficientes de determinacién cercanos a 1.
El método Applitek presenta la mejor pendiente con valor de 1,03; mientras que la
pendiente de la regresion lineal para el método INRA tiene un valor de 1,18.

6000

4000

2000

Acido acético equivalente (mg.L ")

0 2000 4000 6000

Valor de referencia (mg.L™)

Figura 3.10. Regresion lineal para las concentraciones de AGV estimadas por los
métodos INRA (O), Applitek (W), Biomath 1 (A) frente a las concentraciones de
referencia. AGV(INRA)=1,01-AGV(Ref)+15 (R?=0,98);
AGV(Applitek)=0,98-AGV(Ref)+41 (R?=0,98); AGV(Biomath1)=0,96-AGV(Ref)-398
(R*=0,96).

El algoritmo de célculo para el bicarbonato en el método Biomath1l se inicializa
cuando el pH inicial de la muestra esta por encima de 6,3; esto es debido a que el
pKa del bicarbonato se sitia en 6,35. Durante el desarrollo de las dos sobrecargas
orgénicas, cuando el pH tomé valores por debajo de 6,3 el método Biomathl no
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estimd la concentracién de bicarbonato al no cumplirse la condicidon de pH minimo.
Debido a esta situacion el método Biomathl solo realizdé estimaciones en el rango
de concentraciones de bicarbonato de 5,7 a 17,4 meqlL?, presentando un
coeficiente de determinacién bajo de 0,63.

Bicarbonato (meq.L ™)

0 20 40 60

Valor de referencia (meq.L™)

Figura 3.11. Regresion lineal para las concentraciones de bicarbonato estimadas por

los métodos INRA (O), Applitek (B), Biomath 1 (A) frente a las concentraciones de

referencia. BIC(INRA)=1,18-BIC(Ref)+1 (R?>=0,98); BIC(Applitek)=1,03-BIC(Ref)+8
(R*=0,96); BIC(Biomath1)=0,89-BIC(Ref)+14 (R’=0,63).

En las Figuras 3.12 y 3.13 se muestran las regresiones lineales para AGV y
bicarbonato en el rango de concentraciones bajas (0 a 410 mg-L* para AGV y 0 a
10,2 meq-L* para bicarbonato). En el rango de concentraciones bajas de AGV, los
métodos Applitek e INRA presentan resultados aceptables con coeficientes de
determinacién de 0,80 y 0,87 y pendientes de 1,16 y 1,12 respectivamente.

De acuerdo con los resultados de este experimento; el método Applitek,
disefiado para evaluar con mayor exactitud concentraciones bajas de AGV, no
presenta mejores resultados que el método INRA. Sin embargo debe indicarse que
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se analizaron pocos datos de AGV en el rango de bajas concentraciones, debido a
que la validacion se realizé evaluando dos sobrecargas organicas y, por tanto, la
concentracion de AGV obtenida en el efluente del reactor estaba generalmente por
encima de 1000 mg-L™* de acetato equivalente.
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Figura 3.12. Regresion lineal para las concentraciones de AGV menores a 410
mg-L*, estimadas por los métodos INRA (O) y Applitek () frente a las
concentraciones de referencia. AGV(INRA)=1,12-AGV(Ref)+25 (R*>=0,87);
AGV(Applitek)=1,16-AGV(Ref)+51 (R?=0,80).

Los resultados proporcionados por el método Biomathl no se analizaron, por
no disponer de suficientes datos en el rango de bajas concentraciones de AGV y
bicarbonato, debido a la velocidad con que se realizaron las valoraciones. Al no
disponer de suficientes puntos de medicién; no fue posible la construccion de las
curvas de capacidad tampon, que son fundamentales para aplicar dicho método.

En el rango de concentraciones de bicarbonato menores de 10 meq-L?, el
método INRA presenté los mejores resultados para la estimacion de las
concentraciones de bicarbonato con un coeficiente de determinacion de 0,86 y una
pendiente de 1,88. Los datos estimados por la metodologia Applitek muestran un
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coeficiente de determinacion mas pobre de 0,74 y una pendiente de 1,74. Ambos
métodos presentan para este rango de concentraciones, una sobreestimacion
importante de la concentracién de bicarbonato.
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Figura 3.13. Regresidn lineal para las concentraciones de bicarbonato menores de
10 meq-L* estimadas por los métodos INRA (O) y Applitek (M) frente a las
concentraciones de referencia. BIC(INRA)=1,88-BIC(Ref)-2 (R?>=0,86);
BIC(Applitek)=1,74-BIC(Ref)+6 (R*=0,74).

En las Tablas 3.6 y 3.7, a modo de resumen; se presentan para AGV y
bicarbonato respectivamente, los valores de coeficiente de regresion, pendiente y
ordenada en el origen para cada uno de los métodos evaluados en la fase de
sobrecarga organica; cubriendo todo el rango de concentraciones.
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Tabla 3.6. Parametros de las regresiones para los diferentes métodos de estimacion
de AGV durante la fase de sobrecarga organica, para todo el rango de
concentraciones.

Método Rango de concentraciones R? Pendiente Ordenada en el
(mg-L) origen (mg-L!)
INRA 0-4900 0,98 1,01 15
Applitek 0-4900 0,98 0,98 41
Biomath1 2100-4900 0,96 0,96 -398

Tabla 3.7. Pardmetros de las regresiones para los diferentes métodos de estimacidn
de bicarbonato durante la fase de sobrecarga organica, para todo el rango de
concentraciones.

Método Rango de concentraciones R? Pendiente Ordenada en el
(meg-Lh) origen (meg-L™)
INRA 0-49,5 0,98 1,18 1
Applitek 0-49,5 0,96 1,03 8
Biomath1 57-17,4 0,63 0,89 14

Para evaluar la robustez del analizador y el efecto del ensuciamiento del sensor
de pH en la estimacion de AGV y bicarbonato, se estudié la respuesta de los
métodos Applitek e INRA en la segunda fase de experimentacién (400-640 h). Con
el fin de obtener resultados representativos se evaluaron ambas metodologias
durante las ultimas 50 horas de esta fase (590-640 h), una vez transcurrido un
periodo de ensuciamiento apreciable del sensor de pH (190 horas).

En las Figuras 3.14 y 3.15 se presentan la evolucidén de las concentraciones de
AGV y de bicarbonato durante el experimento de ensuciamiento del sensor de pH.
En las tablas 3.8 y 3.9 se muestran los pardmetros de las regresiones lineales para
los métodos INRA y Applitek, obtenidos en este experimento.

En la Figura 3.14 se puede observar que las estimaciones de los AGV realizadas
por ambos métodos, responden de forma similar frente al ensuciamiento del sensor
de pH. Mostrando los valores estimados mayores diferencias con respecto a los
valores de referencia a medida que aumenta el tiempo y por ende el ensuciamiento.
Ambas metodologias (INRA y Applitek), presentan coeficientes de determinacion
adecuados, 0,94 y 0,97 respectivamente y valores bajos en las pendientes (0,63 y
0,61 respectivamente). Lo que indica que ambas metodologias debido al
ensuciamiento, estiman una concentracién de AGV aproximadamente un 40 %
menor que la concentracién de referencia. En el método INRA dicha subestimacion
se enmascara debido al valor de la ordenada en el origen (543 mg-L").
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Figura 3.14. Evolucidn de la concentracion de AGV durante la fase de ensuciamiento
del sensor de pH, valores de referencia (1), INRA ( — ), Applitek (---).
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Figura 3.15. Concentracién de bicarbonato durante la fase de ensuciamiento del
sensor de pH, valores de referencia (O0), INRA ( — ), Applitek (---).
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Tabla 3.8. Parametros de las regresiones lineales para los diferentes métodos de
estimacién de AGV durante la fase de ensuciamiento del sensor de pH.

Método Rango de R? Pendiente Ordenada en el
concentraciones (mg-L") origen (mg-L™")
INRA 0,94 0,63 543
Applitek 300-1800 0,97 0,61 3

En la determinacion del bicarbonato, el ensuciamiento afecta en mayor medida
al método Applitek, especialmente a partir de las 610 horas de experimentacion,
esto se refleja en los valores del coeficiente de determinacion (0,75) y de la
pendiente (0,64). Por su parte la metodologia INRA estima adecuadamente las
concentraciones de bicarbonato a pesar del ensuciamiento, asi lo demuestran los
valores de 0,96 y 0,95 respectivamente para el coeficiente de determinacién y la
pendiente.

Tabla 3.9. Pardmetros de las regresiones para los diferentes métodos de estimacion
de bicarbonato durante la fase de ensuciamiento del sensor de pH

Método Rango de R? Pendiente Ordenada en el
concentraciones origen (meg-L™)
(megL™)
INRA 0,96 0,95 5
Applitek 15-35 0,75 0,64 14

Relacion de alcalinidades (AI/AT y AI/AP)

El analizador automatico ANASENSE®, determind durante la fase de sobrecarga
ademads de las concentraciones de AGV y alcalinidad bicarbonatica, los valores de la
alcalinidad parcial (AP) y alcalinidad intermedia (AI). En la Figura 3.16 se muestra
la evolucidn de los valores de las relaciones AI/AT, AI/AP y de la concentracion
equivalente de acetato durante las dos sobrecargas organicas.

Ambas relaciones presentan un comportamiento similar; si bien debido a que
AP < AT, la relacién AI/AP presenta mayor sensibilidad frente al aumento del valor
de la alcalinidad intermedia (AI) correspondiente a la alcalinidad aportada por los
AGV.

De acuerdo con este trabajo experimental, una operacidon segura del digestor
anaerobio, sin acumulacién de AGV, se logra manteniendo las relaciones AI/AT y
AI/AP en valores de aproximadamente 0,2 y 0,25 respectivamente (ver Figura
3.16). Ambos valores concuerdan con el umbral de 0,3 definido por Ripley et al.
(1986).
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Figura 3.16. Evolucién de la concentracion de AGV por el método INRA ( — ) y de
las relaciones AI/AT () y AI/AP (A)durante las dos sobrecargas organicas.

3.3.2. Validacién en planta industrial

Comportamiento del analizador

Inicialmente se comprobd el comportamiento del analizador frente al efluente de la
depuradora de aguas residuales de fabricacion de cerveza. En esta etapa el
analizador operé en forma continua durante 60 dias. Se presentaron fallos
relacionadas con obstruccidn por sélidos y/o precipitados en el drenaje del vaso de
valoracion, dafios en la bomba de drenaje, inestabilidad y dafio del electrodo de pH
y por ultimo fallos en la bureta de precision que dosifica la solucién de valoracion.

Los problemas descritos tuvieron lugar durante los primeros 30 dias de la
validacién a escala industrial. Una vez corregidos los fallos y adoptado un protocolo
de limpieza, se realiz6 el experimento de simulacién de la sobrecarga organica.

La presencia de solidos en el efluente de la depuradora, junto a la posible
precipitacion de sustancias causada por la dosificacion de i6n férrico, son las
principales causas de obstruccién del drenaje del vaso de valoracién y posterior
dafio de la bomba de drenaje. Queda claro que la operacién del analizador es muy
sensible a la presencia de sdlidos y/o precipitados en el efluente a estudiar. La
obstruccién del drenaje del vaso de valoracién impide la renovacién adecuada de la
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muestra a analizar y asi la muestra se diluye con el agua de lavado o con restos de
otra muestra anterior, introduciendo por tanto una enorme causa de error.

El otro problema recurrente consistié en la presencia de burbujas de aire en la
bureta de precision utilizada para inyectar la soluciéon de valoracién. Las burbujas de
aire ocasionan error en el registro del volumen de acido utilizado en la valoracién de
la muestra, por lo que el equipo registra un valor de volumen de acido afadido
mayor al valor real, estimando, por tanto, un mayor valor para la alcalinidad de la
muestra.

Comportamiento de los métodos de andlisis de AGV y Alcalinidad utilizados por el
analizador

Siguiendo con el protocolo de validacion presentado en el apartado 3.2.4, se
procedié a simular una sobrecarga organica, utilizando como matriz el efluente de la
depuradora. Se aplicaron las 10 condiciones consignadas en la tabla 3.4, repitiendo
la condicién 1 al final de la experimentacion con el fin de evaluar la consistencia y
estabilidad de los ensayos; esta condicion se denomind condicién 11.

En la validacidon en planta industrial se utilizaron los métodos INRA y Biomath 1
y 2. El método Biomath 2 requiere de aproximadamente 60 minutos para su
ejecucion, al realizarse una valoracion detallada partiendo de pH 11.

Para cada condicion aplicada se realizdé la comparacion de los valores on line
registrados por el analizador con los valores de referencia analizados en laboratorio
a partir de la muestra tomada diariamente. La desviaciéon entre ambos resultados
permite evaluar el funcionamiento del analizador, aunque debido a las condiciones
de experimentacién se deben sefialar otros factores, enumerados a continuacion,
que contribuyen a la desviacién de los resultados frente al valor de referencia
determinado en el laboratorio:

* Variaciones en las caracteristicas del efluente de la depuradora

*  Precipitacion de cationes en el tanque de mezcla y en el vaso de valoracion

* Ruido en los datos de valoracion

* Desviaciones en los métodos de medida

La utilizacién de regresiones lineales como herramienta de andlisis de los datos
presenta algunas limitaciones. Por un lado existe una restriccion inicial pues solo se
cuenta con una medida de referencia para cada condicidn, mientras que el valor
asignado a cada metodologia es el promedio de las determinaciones realizadas
durante 10 horas (4 a 10 medidas para cada condicion).

Por otro lado, segun los resultados obtenidos, la desviacién con respecto a la
medida de referencia es mayor para las concentraciones mayores y disminuye para
las concentraciones menores, por lo que el error no esta normalmente distribuido
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para los datos experimentales. En realidad solo se esperarian cambios en la medida
con respecto al incremento de la concentracidén por incremento de la actividad idnica
de las soluciones valoradas, debiéndose reflejar dicho efecto en la pendiente de la
linea de regresion.

El valor de la ordenada en el origen (valor estimado por cada método cuando el
valor de referencia es cero) para las circunstancias en que se realiz6 el experimento
(utilizando como matriz el efluente de la depuradora) esta fuertemente influenciado
por la variabilidad en el efluente de la depuradora durante el tiempo de duracién de
cada experimento (aproximadamente 10 horas), debido a esto dicho valor no se
utilizara en el analisis de resultados.

El coeficiente de determinacion R?, refleja el ruido presente en cada
determinacion, ruido que esta influenciado tanto por el error en la medida, como
por los cambios dindmicos que tuvieron lugar durante la experimentacion, en
definitiva los valores del coeficiente de determinacion R? deben analizarse bajo esta
doble optica.

En la Tabla 3.10 se muestran los valores estimados de la concentracidn de
bicarbonato, en la tabla se comparan, para cada condicion, los valores de referencia
con los promedios diarios de los valores medidos por cada uno de los métodos on-
line utilizados. En todos los casos se produce un comportamiento ajustado a la
tendencia de los valores de referencia, obteniendo la mejor respuesta en el rango
de 20 a 30 meq-L* (condiciones 2 a 5).

Tabla 3.10. Concentraciones promedio de bicarbonato estimadas por cada método
frente a concentraciones de referencia (meq-L?).

Condicion Valor de Promedio y desviacidn estandar de los valores
Referencia estimados por cada método y para cada condicién de
experimentacion

INRA Biomath1 Biomath2
1 49,7 46,1 + 2,4 42,1 +5,3 30,4+ 1,4
2 33,8 36,7+ 1,5 30,1 £ 4,3 36,4 £ 2,5
3 24,6 24,5+ 1,4 28,7 £ 1,2 29,1+ 1,8
4 20,0 18,6 £ 3,2 25,8 + 3,3 25,0+ 7,4
5 20,3 21,3+ 3,9 24,3 £ 2,3 26,5+ 3,9
6 15,6 7,7 £ 3,3 18,8 + 1,1 18,4 £ 0,9
7 14,4 7,0 £ 2,2 18,6 £ 2,8 16,9 £ 0,3
8 10,0 2,9+ 2,5 17,2 £ 2,5 14,5 £ 0,8
9 5,9 0,0 £0,0 15,0 £ 0,6 12,8+ 2,4
10 7,4 1,2+1,6 19,2+ 1,4 16,2 £ 1,0
11 45,5 49,8 + 2,8 53,2+ 29 50,0 = 3,4

Los resultados obtenidos con los métodos Biomath 1 y Biomath 2 muestran un
comportamiento similar para todas las condiciones exceptuando la condicién 1, para
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la cual el método Biomath 2 subvalora en aproximadamente un 30 % la
concentracion de bicarbonato con respecto al valor de referencia.

A concentraciones de bicarbonato en el rango de 6 a 20 meq-L™* (condiciones 6
a 10), el método INRA arroja valores ligeramente por debajo de los valores de
referencia; mientras que los métodos Biomathl y Biomath2 presentan resultados
por encima de los valores de referencia. Los parametros de la regresion lineal entre
el valor de referencia de la concentracién de bicarbonato y los valores estimados
por los diferentes métodos se muestran en la Figura 3.17.

60

Bicarbonato (meq.L ")

0 20 40 60

Valor de referencia (meq.L™)

Figura 3.17. Regresion lineal para las concentraciones de bicarbonato estimadas por
los métodos INRA (O), Biomath1 (B), Biomath2 (A) frente a las concentraciones de
referencia. BIC(INRA)=1,19-BIC(Ref)-7 (R*=0,95); BIC(Biomath1)=0,72-BIC(Ref)
+10 (R*=0,83); BIC(Biomath2)=0,65-BIC(Ref)+10 (R*>=0,69).

El método INRA presenta el mejor ajuste lineal en la estimacion de la
concentracién de bicarbonato, con un coeficiente de determinacién de 0,95 y una
pendiente de 1,19. Los métodos Biomath 1 y Biomath 2 presentan coeficientes de
determinacion mas pobres, 0,83 y 0,69 respectivamente; la estimacién de la
concentracién de bicarbonato se subvalora por ambos métodos.
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En la Tabla 3.11 se presenta la comparacion entre los valores de referencia y
los calculados por los diferentes métodos utilizados para los AGV. En general, los
tres métodos estiman adecuadamente el aumento en la concentraciéon de AGV. La
mejor respuesta con los métodos evaluados se obtiene para valores inferiores a
1000 mg-L* (condiciones 1 a 5).

Tabla 3.11. Concentraciones promedio de AGV estimadas por cada método frente a
concentraciones de referencia (mg-L?).

Condicién Valor de Promedio y desviacion estdndar de los valores
Referencia  estimados por cada método y para cada condicion de
experimentacion

INRA Biomath1 Biomath?2
1 447 627 £ 26 287 £+ 38 520 + 185
2 602 582 + 12 468 = 36 495 + 32
3 830 939 + 9 722 £ 274 541 £ 70
4 1166 1324 £+ 203 932 + 215 640 + 119
5 1079 1550 + 217 1031 + 153 1450 + 478
6 1775 2058 = 316 1106 + 312 1133 + 84
7 2473 2472 £ 65 1602 + 86 1526 + 326
8 2790 3167 + 273 2195 + 143 2251 + 316
9 3690 3808 = 259 2517+ 311 2694 + 315
10 4263 4924 + 143 3493+ 235 3119 £ 629
11 833 661 + 86 516 + 233 500 + 37

A partir de valores cercanos a 2000 mg AGV -L?, el método INRA sobrevalora
ligeramente la concentracion de AGV, mientras que los métodos Biomath 1 y
Biomath 2 subvaloran las concentraciones de AGV con respecto al valor de
referencia.

En la figura 3.18 se muestran las regresiones lineales de las concentraciones de
AGV estimadas por cada método frente a las concentraciones de referencia.
Nuevamente el método que presenta mejor ajuste es el método INRA con
coeficiente R?> de 0,97 y pendiente de 1,10. Los métodos Biomathl y Biomath2
presentan respectivamente coeficientes de determinacion de 0,93 y 0,85 con
pendientes de 0,76 y 0,70, de acuerdo con la subvaloracién obtenida con estos
métodos para las concentraciones de AGV.
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Figura 3.18. Regresion lineal para las concentraciones de AGV estimadas por los
métodos INRA (O), Biomath1 (M), Biomath2 (A) frente a las concentraciones de
referencia. AGV(INRA)=1,10-AGV(Ref)+15 (R*=0,97);
AGV(Biomath1)=0,76-AGV(Ref)-21 (R?>=0,93); AGV(Biomath2)=0,70-AGV(Ref)+75
(R?*=0,85).

En la Figura 3.19 se pueden observar los resultados del analisis por regresion
lineal para las concentraciones de acido lactico en el rango de 750 a 1500 mg-L?,
calculadas segln los métodos Biomath 1 y Biomath 2; ambos métodos presentan
coeficientes de determinacién muy bajos 0,72 y 0,77, respectivamente. Ambas
metodologias sobrestiman la concentracién de acido lactico (pendientes de las
rectas de 2,42 y 2,57 respectivamente). Este inconveniente afecta principalmente a
las concentraciones mayores a 1000 mg-L*. Estos resultados indican que las
metodologias Biomath 1 y 2 pueden utilizarse para detectar la presencia de acido
lactico a partir de concentraciones mayores de 750 mg-L*, valor que indicaria un
alto grado de acidificacién del reactor, por lo que serian poco practicos.

Los valores estimados por ambas metodologias pueden utilizarse como una
primera aproximacién de la evolucion de las concentraciones del acido lactico en el
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rango de concentraciones de 750 a 1500 mg-L*. Sin embargo dichos métodos no
realizan una estimacion fiable de los valores puntuales de las concentraciones de
acido lactico.
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Figura 3.19. Regresion lineal para las concentraciones de &cido lactico
estimadas por los métodos Biomathl (O) y Biomath2 (M) frente a las
concentraciones de referencia. LAC(Biomath1)=2,36-LAC(Ref)-1190 (R?*=0,72);
LAC(Biomath2)=1,99-LAC(Ref)-756 (R?=0,77).

En la figura 3.20 se presentan los resultados del analisis por regresion lineal
para las concentraciones estimadas por el método Biomath2 para nitrogeno
amoniacal con respecto al valor de referencia. El limite de detecciéon de la
metodologia Biomath2 para el nitrdgeno amoniacal se localizdé en este experimento
en un valor aproximado de 75 mg-L?; a partir de valores mayores a 250 mg-L™ los
resultados del método no son adecuados; por tanto el rango de medicion para el
método Biomath2 se circunscribe a valores de 75 a 250 mg-L! de nitrégeno
amoniacal.
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Figura 3.20. Regresion lineal para las concentraciones de Nitrégeno Amoniacal
estimadas por el método Biomath2 (M) frente a las concentraciones de referencia.
NAmoniacal(Biomath2)=1,27-NAmoniacal(Ref)-26 (R*=0,79).

El coeficiente de determinacion y la pendiente resultantes de la regresion lineal
para la estimacién de la concentracion de nitrégeno amoniacal por el método
Biomath2, tienen valores de 0,79 y 1,27, respectivamente; los valores anteriores
indican que el método Biomath2 tiene una respuesta adecuada en la estimacion de
las concentraciones de nitrégeno amoniacal en el rango de 75 a 250 mg-L*. Este
rango es muy limitado si se compara con las concentraciones de varios g-L*
encontradas normalmente en reactores anaerobios que depuran residuos con alto
contenido de nitrégeno organico o amoniacal (Karakasehv et al., 2005).
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3.4. Conclusiones y recomendaciones

3.4.1. Conclusiones

El analizador ANASENSE® demostrd ser un equipo Util, que representa un avance
importante en el campo de monitorizacion on-line de alcalinidad y AGV, permitiendo
el uso de estos pardmetros en el control automatico de reactores anaerobios.

El sensor ANASENSE® se validé en Planta Piloto, en operacion durante 60 dias,
utilizando un sistema de filtracion tangencial de sdélidos mediante el que se
controlaron eficazmente los problemas de obstrucciéon y ensuciamiento. Solo fue
necesario recalibrar el electrodo de pH y limpiar el vaso de reaccion una vez a la
semana.

Respecto a las metodologias estudiadas, INRA y Applitek presentaron en general
buena precision y exactitud para la determinacién de AGV (0 a 4900 mg-L') y
bicarbonato (0 a 50 mg-L?).

La metodologia de Biomath presentdé importantes limitaciones debido a la rapidez
con que se realizé la valoracidon de bicarbonato y de AGV, generando informacion
insuficiente para construir las curvas de valoracion. Este problema afecta
especialmente a la valoracion de concentraciones bajas de AGV y bicarbonato. Para
resolver esta deficiencia se recomendd ajustar el ANASENSE® para realizar la
valoracion en forma mas lenta, recomendacion que se tuvo en cuenta durante la
validacién industrial del equipo.

El ensuciamiento del electrodo de pH afecté negativamente la respuesta de las
metodologias INRA y Applitek, aumentando el error de las estimaciones realizadas
por dichas metodologias con el tiempo de ensuciamiento; exceptuando la respuesta
adecuada de la metodologia INRA en la estimacién de las concentraciones de
bicarbonato.

El analizador presenté un buen rendimiento en la determinacion on-line de las
relaciones de alcalinidad AI/AT y AI/AP, la relacion AI/AP mostré mayor sensibilidad
en la deteccion de sobrecargas organicas. De acuerdo con estos resultados el
ANASENSE® puede utilizarse en la monitorizaciéon on-line de las relaciones de
alcalinidad con el propdsito de realizar control en lazo cerrado del proceso de
digestion anaerobia.

El sensor ANASENSE se valido posteriormente en ambiente industrial, en operacién
continua también durante 60 dias. El equipo presentd algunas debilidades en cuanto
a robustez. El punto mdas importante a tener en cuenta es la necesidad de
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desarrollar un sistema de eliminacién de sélidos y de desgasificacion del efluente ya
que de esto depende en gran parte la aplicabilidad del sensor.

De las metodologias disponibles, la mas sencilla, de mejor precisién y exactitud
para la determinacion de AGV y bicarbonato fue la metodologia INRA.

Por otro lado, las metodologias Biomath 1 y 2 permiten la determinacién, aunque
con un margen de error muy considerable, de otros compuestos como amonio y
acido lactico, generando resultados cualitativos que permiten estimar tendencias.

Posterior a la validacion, la respuesta de la metodologia Biomath 1 fue mejorada
ostensiblemente al eliminar parcialmente el ruido de la curva de valoraciéon, para lo
cual se utilizd en el procesamiento de los datos una ventana madvil de observaciéon
de 5 datos y su correccién por medio de una regresion parabdlica, suavizando de
esta manera el ruido presente en los datos (Ruiz et al., 2005b).

3.4.2. Recomendaciones

El control de sdlidos en la muestra es el problema mas importante en el
funcionamiento del equipo, por lo que se recomienda el uso de una unidad de
micro-filtracion y la limpieza periédica (minimo cada 24 horas) del sensor de pH.

El buen funcionamiento de la bomba de drenaje es otro aspecto clave. Se requiere
una bomba robusta que asegure la evacuacién total del vaso de valoracion
impidiendo la mezcla de la muestra con restos del analisis anterior. Se recomienda
utilizar una bomba peristaltica para esta funcion.

Debe considerarse cdmo purgar automaticamente el aire de la linea de inyeccién de
HCI. Una posibilidad consiste en realizar el drenaje parcial de la microbureta que
dosifica el HCI tras cada analisis, desplazando de esta manera las burbujas de aire
de la microbureta y del tubo de dosificacion de acido. Adicionalmente el acido a
purgar puede utilizarse en la limpieza automatica del vaso de valoracion y del
electrodo de pH.
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Capitulo 4

Analisis en estado estacionario y transitorio de
digestores anaerobios. Seleccién de variables
para la identificacion de perturbaciones.

Resumen

En este capitulo se realiza el andlisis dindmico del comportamiento de un digestor
anaerobio USBF escala piloto, estudiando su respuesta ante diferentes
perturbaciones (pulso-escalén) en la Velocidad de Carga Organica alimentada y
frente a un choque térmico. Se realiza el analisis de un conjunto de variables de
estado para identificar desestabilizaciones del sistema. Se lleva a cabo la seleccion
del nimero minimo de variables que permiten clasificar adecuadamente diferentes
estados estacionarios asi como la seleccion de variables para la identificaciéon de
perturbaciones. Finalmente se comparan y discuten los resultados obtenidos por
ambas aproximaciones.

Los estudios se ejecutaron en la planta piloto anaerobia descrita en el capitulo
2, utilizando las aguas residuales tipo hidratos de carbono y proteina hidrolizada.
Los experimentos en dindmico se desarrollaron por la técnica de estimulo-
respuesta, aplicando perturbaciones tipo impulso y escalén de concentracidn de
sustrato y reduccion de temperatura del sistema.

La seleccién de variables en estado estacionario se realizd utilizando en primer
lugar la técnica de Analisis de Componentes Principales (Principal Component
Analysis PCA) para reducir el nUmero de variables; posteriormente se clasificaron
los datos en estado estacionario utilizando la técnica de regresién lineal sobre una
ventana mavil y por ultimo utilizando la técnica de Analisis Factorial Discriminante
(Factorial Discriminant Analysis FDA) se seleccion6 el nimero minimo de variables
que permiten clasificar adecuadamente los diferentes estados estacionarios
alcanzados en la experimentacion.

Estudiando el comportamiento dindmico del sistema se evalud la respuesta de
las variables indicadoras ante las diferentes perturbaciones generadas. Se
emplearon pardmetros empiricos como: tiempo hasta el valor maximo, tiempo
hasta pendiente maxima, nivel de excitacion y pendiente normalizada de la
respuesta. Se identifico la pendiente normalizada como el parametro clave en la
deteccidn de perturbaciones en la Velocidad de Carga Organica (VCO), debido a que
dicho pardmetro representa la velocidad de respuesta del sistema frente a cambios
en las caracteristicas del residuo o cambios en las condiciones de operacién del
sistema.
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4.1. Introduccion

La operacion en condiciones de estabilidad es uno de los objetivos fundamentales
en los procesos de depuracion biolégica de aguas residuales (Olsson et al., 2005)
Esta condicion es basica en el proceso de digestion anaerobia, donde participan un
complejo e interdependiente conjunto de microorganismos. Las perturbaciones del
proceso generalmente se originan por cambios en la calidad del agua residual a
depurar o por variaciones en la operacién del sistema. Los cambios mas comunes
en la calidad del residuo son: aumento de la concentracion de materia organica
(DQO), cambio en la naturaleza del agua residual, variacion del pH, déficit de
alcalinidad, déficit de nutrientes y vertido de alguna sustancia inhibidora o toxica
(Speece, 1996; Mathiot et al., 1992). Las variaciones en la operacion del sistema
pueden estar relacionadas con fluctuaciones de la temperatura de operacion,
cambios en las condiciones hidraulicas y lavado excesivo de biomasa (Mathiot et al.,
1992).

La operacién estable del proceso de digestidn anaerobia garantiza la conversion
a metano de la materia organica y la baja o nula acumulacion de productos
intermedios como son los 4acidos grasos volatiles (AGV). La secuencia de
acumulaciéon de AGVs se inicia con la acumulacion de acido acético y posteriormente
aparecen los acidos propidnico y butirico (Pullammanappallil et al., 2001), el pH del
sistema desciende y el reactor puede acidificarse generandose inhibicion y en casos
extremos la muerte de la biomasa metanogénica (Pullammanappallil et al., 2001;
Tay and Zhang, 2000; Speece, 1996).

Por estas razones, la diagnosis temprana de perturbaciones es fundamental en
el control y operacion de reactores bioldgicos anaerobios (Moletta, 1989;
Switzenbaum et al., 1990; Mathiot et al.,, 1992). La deteccion temprana de las
perturbaciones permite desarrollar rapidamente las acciones concretas mas eficaces
para reconducir el proceso a condiciones estables.

Con la introduccion de los reactores anaerobios de alta carga en los afios 80 se
hizo necesario avanzar en la investigacién de indicadores que permitan detectar en
forma temprana las perturbaciones en el proceso. Numerosos estudios se han
realizado en reactores a escala de laboratorio, planta piloto y escala industrial;
utilizando diferentes aguas residuales y evaluando diferentes indicadores.

En este capitulo se sistematiza el estudio de indicadores para dos aguas
residuales tipo en planta piloto; comparando los mejores indicadores para clasificar
los diferentes estados estacionarios con los indicadores que alertan en forma
temprana la ocurrencia de una perturbacion. El estudio pretende compatibilizar
ambos grupos de indicadores.
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En estado estacionario se estudiaron las variables que mejor identifican los
diferentes estados estacionarios desarrollados en la experimentacion. Para lo cual
se utilizaron las herramientas de andlisis de componentes principales (PCA) vy
analisis factorial discriminante (FDA); realizando las siguientes operaciones:
reduccién del nimero de variables, seleccion de los datos en estado estacionario y
por ultimo clasificacion en los diferentes estados estacionarios utilizando todas las
variables, cada variable por separado y combinaciones de las variables. En la
segunda parte del trabajo se evalud la respuesta de las variables en dindmico ante
perturbaciones en la VCO en forma de pulso y escaldn. En la clasificacion de las
diferentes variables se utilizaron como parametros los tiempos de retardo y la
velocidad de respuesta. Finalmente se realiza el andlisis y la comparacion de los
resultados obtenidos mediante estos dos enfoques.

4.1.1. Deteccidn de estados estacionarios

La deteccion rigurosa de estados estacionarios es fundamental en la determinacion
de parametros de operacion, optimizacion, simulacion y control de procesos
quimicos y bioldgicos (Brown and Rhinehart, 2000). Por tanto, los datos empleados
en la construccion de modelos de operacion, optimizacion, simulacion y control
deben adquirirse en condiciones de estado estacionario, de lo contrario los modelos
seran construidos sobre parametros erréneos y sus resultados seran deficientes
(Jiang et al., 2003).

Tradicionalmente en procesos quimicos o bioquimicos un experto analiza los
datos y decide si el proceso se encuentra o no en estado estacionario. Sin embargo,
los expertos pueden equivocarse o no realizar un analisis objetivo de la informacion
disponible; esto puede ocurrir debido a diferentes razones: presencia de nivel de
ruido importante en las sefiales de los sensores y dinamica lenta del proceso que no
permite identificar claramente los cambios (Szela and Rhinehart, 2002); procesos
multivariantes en los cuales se hace dificil interpretar los datos debido a la
existencia de correlacion entre las variables y la dificultad de separar los efectos
independientes de cada una de ellas (Olsson and Nielsen, 2001); existencia de
diferentes estados estacionarios dependiendo de las condiciones del proceso y por
Ultimo en procesos bioldgicos la adaptacion dinamica de la biomasa al sustrato
puede generar diferentes estados estacionarios para las mismas condiciones de
operacion.

La metodologia mas simple para decidir si un conjunto de datos pertenece a
un estado estacionario es realizar una regresién lineal sobre una ventana mdvil de
los datos; contrastando el valor de la pendiente de dicha regresion con una prueba
del estadistico t. Si la pendiente es significativamente diferente de cero, los datos
no pertenecen a un estado estacionario. Esta metodologia presenta algunos
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inconvenientes para su aplicacion on-/ine, como son gran almacenamiento de datos
y la necesidad de seleccionar adecuadamente la ventana (Brown and Rhinehart,
2000).

Se han desarrollado diferentes metodologias de deteccidn on-line de estados
estacionarios. Crow et al. (1955) propusieron una metodologia basada en un test-F
que compara la varianza de un grupo de datos con respecto a la media y a la
varianza secuencial de los mismos datos. Posteriormente la metodologia propuesta
por estos investigadores fue mejorada reemplazando la media de los datos por un
filtro exponencial que utiliza el valor actual y el valor filtrado anterior (Cao and
Rhinehart, 1995, 1997; Brown and Rhinehart, 2000) evitando de esta manera el
almacenamiento de gran cantidad de datos. Esta metodologia fue posteriormente
aplicada a procesos de digestidn anaerobia en la seleccion de variables para la
identificacion de estados del proceso (Ruiz et a/, 2004a; Ruiz, 2005a).

En el presente trabajo, debido a que el interés se centra en clasificar los datos
pertenecientes a estados estacionarios y luego identificar las mejores variables para
su clasificacién, se utilizd la metodologia off-line de regresién lineal sobre una
ventana movil. Para facilitar la aplicacion de esta metodologia se realizd la
reduccién de la dimensién del problema (nimero de variables) utilizando la técnica
de andlisis de componentes principales (PCA). Posteriormente se procedié a
clasificar los datos en estado estacionario utilizando la prueba del estadistico t sobre
la pendiente de la regresién lineal en una ventana para cada una de las dos
primeras componentes principales calculadas por el PCA. Si dichas regresiones
presentan una pendiente que no es significativamente diferente a cero, entonces se
acepta que el dato pertenece a un estado estacionario. Una breve introduccién de
las técnicas de PCA y prueba del estadistico t de la pendiente de regresién lineal se
presentan a continuacion.

Anélisis de componentes principales (PCA)

El andlisis de componentes principales (PCA) es una técnica de reduccion de la
dimensionalidad de un proceso multivariante. Si existe la posibilidad de describir
con precision p variables utilizando un subconjunto de ellas tal que r< p, se habra
reducido la dimensidn del proceso a costa de una pequefia pérdida de informacion.
Por ejemplo en variables con alta dependencia es frecuente que un pequefo
nimero de las nuevas variables (menos del 20% de las originales) expliquen la
mayor parte de la variabilidad original (sobre el 80%) (Pefia, 2002). La técnica de
analisis de componentes principales fue desarrollada por Hotteling en 1933
basandose en los trabajos realizados por Pearson en 1901. Dicha técnica se
fundamenta en la construccion de nuevas variables (componentes principales) a
partir de la combinacion lineal de las variables originales de modo que las nuevas
variables contengan la mayor informacién posible en términos de variabilidad.
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De esta manera, el vector de la primera componente se orienta en la direccion
de la mayor variabilidad de los datos, la segunda componente se ubica en el
hiperplano ortogonal a la primera componente en la direccién de mayor variabilidad
de los datos y asi sucesivamente hasta obtener tantas componentes principales
como variables tiene el proceso (Pefia, 2002). La Figura 4.1 muestra la
representacion geométrica del anadlisis de componentes principales para la
dimensién 3; en la cual P1 y P2 son las dos primeras componentes principales y
definen un nuevo plano que recoge la mayor variabilidad de los datos.

Ademas de reducir la dimension del proceso, el analisis de componentes
principales agrupa las variables que presentan interdependencia lineal. Cuando se
realizan mediciones de muchas variables en un proceso multivariante, existen
variables que dependen de otras; consecuentemente la verdadera dimension del
proceso es usualmente mucho menor que el nimero de variables medidas (Olsson
and Nielsen, 2001). En el analisis y manejo de datos de estaciones depuradoras de
aguas residuales se utiliza la técnica de PCA para clasificar los estados del proceso.
Graficando la primera componente contra la segunda, se obtiene una visién rapida y
transparente de los datos que permite visualizar la dinamica del proceso. Los datos
que forman grupos representan estados similares y los datos no agrupados indican
transiciones o cambios (Rosen and Olsson, 1998; Olsson et al., 2005).

Variable 3

Variable 2

Variable 1

Figura 4.1. Representacion geométrica del analisis de componentes principales.
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La monitorizacion automatica de procesos genera la adquisicion de una
cantidad apreciable de datos en pocas horas, para aplicar el PCA dichos datos se
organizan en una matriz X de dimensidén m-n, consistente en m observaciones de n
variables. Inicialmente los datos de la matriz X se estandarizan sustrayendo la
media y dividiendo por la varianza.

El célculo de las componentes principales utilizando algebra lineal consiste en la
descomposicion en valores singulares (SVD) asociados a la matriz de varianzas-
covarianzas (3) correspondiente a la matriz X. Por tanto, la aplicacion del analisis
de componentes principales a una matriz de datos X(» se inicia determinando la
matriz de varianzas covarianzas Y .; luego se determinan los autovectores y
autovalores de la matriz de varianzas-covarianzas obteniendo las matrices P(.» Yy
A que son respectivamente la matriz de autovectores y la matriz de autovalores
asociada.

Los valores de las componentes principales se obtienen multiplicando la matriz
de datos X(mn por la matriz P¢,, generando la matriz T¢ms, que es una
combinacién lineal de los datos originales contenidos en X con los coeficientes
definidos por la matriz P. De otro lado, la matriz A(.», contiene la varianza retenida
por cada componente principal, generalmente las 2 6 3 primeras componentes
principales retienen la mayoria de la varianza de los datos. De esta manera se
reduce un problema de dimensidn n a dimensiéon 2 6 3. El algoritmo para la
ejecucion del PCA se encuentra implementado en software comercial como por
ejemplo Matlab™ o SPSS™.

Prueba del estadistico t de la pendiente de la regresion lineal

Tal como se mencion6 en el capitulo 3 (apartado 3.2), el problema de la regresion
lineal consiste en definir la recta que mejor ajuste los datos; generalmente se utiliza
el método de minimos cuadrados que elige la recta de regresiéon que minimiza las
distancias cuadraticas verticales entre los datos y la recta; para lo cual se calculan
los valores de a y b de manera que se minimice la siguiente funcién:

a,bl0

Mz‘nz (Yi- a- bXi)* (Ec. 4.1)
i=1

Donde:
Y : variable dependiente
X : variable independiente
Resolviendo por calculo diferencial se obtienen los estimadores minimo

cuadraticos de los coeficientes de la recta de regresidn tal como se presentan en las
ecuaciones 4.2 y 4.3.
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2 (Xi- X)(Yi- Y)

A O SW

b= - = S (Ec. 4.2)
Yy (Xi- X)’ o

i1

a:=7Y-bX (Ec. 4.3)

Donde:
Y : media muestral de la variable Y
X : media muestral de la variable X

S, : covarianza muestral de las variables X y Y

S, : varianza muestral de la variable X

Como ocurre con todos los estimadores existird cierta incertidumbre en el
calculo de las estimaciones que se podra reflejar mediante intervalos de confianza
para a y b, construidos bajo la hipotesis de normalidad de los residuos. En el
presente caso interesa especificamente hacer el contraste de hipétesis Ho: b=0
frente a Ho: b=0. Para ello se construye el intervalo de confianza para la pendiente
de la recta de regresidn b utilizando la ecuacion 4.4. Si el cero se localiza dentro de
dicho intervalo se podré admitir con una confianza por ejemplo del 90% (a =0,1) la
hipétesis nula de que la pendiente de la recta es igual a cero y que, por tanto, el
dato pertenece a un estado estacionario.

A S
_ /2 Py
IC(1- 0 )%(b) = bt 122 ree (Ec. 4.4)
S)OC
Siendo:
S, . cuasivarianza muestral de los residuos
t2'2: valor de la t-Student para una probabilidad a/2 con n-2 grados de libertad
4.1.2. Seleccién del niimero minimo de variables para clasificar estados
estacionarios

Una vez clasificados los datos en estados estacionarios el siguiente paso es
identificar el niumero minimo de variables que permiten discriminar en forma
adecuada los diferentes estados estacionarios (Ruiz, 2005a; Castellano et al.,
2007). La busqueda de este conjunto o conjuntos de variables tiene como objetivo
identificar cuales son las variables o combinaciones de variables que explican
adecuadamente los diferentes estados estacionarios. Cuando no es posible contar a
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priori con un conjunto de datos bien clasificados en los diferentes estados
estacionarios, lo mas apropiado es utilizar métodos Cluster para agrupar los datos
(Castellano et al., 2007).

Utilizando la técnica de FDA, previa seleccion de datos en estados
estacionarios, Ruiz (2005a) y Castellano et al. (2007) trabajando en planta piloto y
utilizando agua residual sintética emulando el residuo de la fabricaciéon de vino (vino
blanco diluido), identificaron 2 indicadores y 137 combinaciones de dos indicadores
que discriminaban al 100 % los diferentes estados estacionarios estudiados. Los dos
indicadores identificados por estos investigadores y que por si solos permitian una
clasificacién univoca de todos los estados estacionarios identificados, pertenecen a
la fase gas y son concentracion de H, y caudal de biogds (Qbiogas). A partir de las
137 combinaciones de parejas de indicadores, utilizando criterios de velocidad de
respuesta y coste de monitorizacion, se selecciond la combinacién: concentracién de
H. y QBiogas; como la mas adecuada para identificar el estado del proceso, para la
problematica planteada con esta agua residual.

Utilizando los datos clasificados en estado estacionario y mediante la técnica de
analisis factorial discriminante (FDA) se identifican las variables y conjuntos de
variables que discriminan adecuadamente los estados estacionarios. Inicialmente se
evalué la maxima capacidad de clasificacion utilizando todas las variables y luego se
estudié el poder de clasificacion de cada variable en forma independiente y de las
combinaciones por parejas de variables. A continuacion se presenta una breve
introduccion a la técnica de FDA.

Anélisis Factorial Discriminante (FDA)

El andlisis factorial discriminante (FDA) es una técnica estadistica que permite
seleccionar las combinaciones lineales de las variables originales que mejor separan
o discriminan varios grupos en una poblacién, mediante una clasificacién conocida a
priori (Pefia, 2002). El analisis factorial discriminante clasico se debe a Fisher
(cientifico ingles, 1890-1862). EI FDA opera de forma similar al PCA, no se
presupone ningun modelo que relacione las variables, simplemente se realizan las
proyecciones de las variables sobre un nuevo eje de coordenadas de manera que
se separen lo mas posible los grupos de datos. La clasificacién a priori de los datos
en grupos permite clasificar futuras observaciones.

Los datos clasificados en g grupos se almacenan en la matriz de datos X, cada
grupo se encuentra almacenado en un vector Y. La técnica de analisis factorial
discriminante busca los factores (combinacién lineal de las variables originales)
sobre los que se obtiene la mejor proyeccion de los datos (sobre el espacio
multivariante) de manera que los datos se agrupen de de la forma mas similar
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posible a los g grupos originales. Estos factores constituyen una base ortogonal del
espacio multivariante generando hiperplanos ortogonales (Pefia, 2002).

La seleccion de estos factores se realiza minimizando la probabilidad de
clasificacion incorrecta. El procedimiento matematico utilizado construye los
factores discriminantes de manera que se minimice la distancia de Mahalanobis
entre los datos de un mismo grupo y se maximice la distancia entre los diferentes
grupos. De esta manera se logra obtener grupos compactos, y que estén separados
lo méas posible entre ellos. Al graficarse los datos tomando como ejes los dos
primeros factores discriminantes se genera un mapa territorial que permite
identificar visualmente los diferentes grupos y clasificar rapidamente las nuevas
observaciones. El algoritmo para la ejecucion del FDA también se encuentra
implementado en software comercial como Matlab™ o SPSS™.

4.1.3. Analisis dinamico de digestores anaerobios

El analisis dinamico de reactores anaerobios pretende mejorar el conocimiento del
comportamiento del proceso frente a la variable temporal, como respuesta a
perturbaciones que usualmente estan relacionadas con la alta variabilidad de la
concentracion y del caudal del agua residual a depurar. Las caracteristicas tipicas
del agua residual (caudal y concentracién) en un sistema de depuracién de aguas
residuales municipales puede variar en factores de 2 a 10 en cortos periodos de
tiempo (Olsson and Nielsen, 2001).

Dicha variabilidad se acentla en las aguas residuales industriales y aumenta el
riesgo de fallo del proceso cuando se utilizan reactores anaerobios de alta carga,
debido a que el tiempo de retencién hidraulico es bajo en dichos sistemas y los
cambios ocurren rapidamente (Mathiot et al., 1992; Moletta et al., 1994; Cord-
Ruwisch et al., 1997; Zaher and Vanrolleghem, 2005).

El comportamiento dindmico de los reactores anaerobios se ha estudiado
evaluando la respuesta de las diferentes variables monitorizadas ante
perturbaciones en la calidad o cantidad del agua residual a tratar (sobrecargas
organicas e hidraulicas) o cambios en las condiciones de operacién del sistema (por
ejemplo variaciones en la temperatura de operacidén). Una estrategia muy utilizada
en este tipo de estudios es la generacién artificial de sobrecargas organicas cortas
tipo pulso o de cambios en la velocidad de carga organica en forma sostenida
utilizando estimulos tipo escalén. A continuacién se realiza una revision de la
bibliografia referente a evaluacion del comportamiento dinamico de reactores
anaerobios.

En el estudio del comportamiento dinamico de reactores anaerobios,
tradicionalmente se ha dividido el grupo de variables con mayor velocidad de
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respuesta ante perturbaciones, en variables de fase gas y en variables de fase
liguida; en estos dos grupos de variables se centra el presente capitulo. Las
variables relacionadas con la fase sélida (biomasa), generalmente presentan una
respuesta mas lenta frente a perturbaciones y mayores dificultades en su medicidon
tanto on-line como off-line (Switzenbaum et al., 1990); aunque también presenta
gran interés su analisis dindmico. En esta direccion, el capitulo 5 de este trabajo, se
centra en el estudio de los cambios en la ecologia microbiana y las caracteristicas
técnicas de la biomasa granular sometida a diferentes aguas residuales.

Fase liquida

En diversos estudios se ha investigado, mediante la monitorizacién de la fase
liquida, la respuesta a sobrecargas organicas tipo pulso de indicadores del estado
del proceso como: pH, alcalinidades (parcial y total) y acidos grasos volatiles (AGV)
(Moletta et al., 1994; Ahring et al., 1995). Adicionalmente hay otros trabajos de
investigaciéon en los que se monitorizan gases disueltos en la fase liquida como
hidrogeno y metano (Kuroda et al., 1991; Pauss and Guiot, 1993; Bjornsson et al.,
2001).

Algunos investigadores se inclinan por utilizar las variables de la fase liquida
como los mejores indicadores teniendo en cuenta que la fase liquida refleja el
ambiente microbiolégico donde ocurren las principales reacciones en digestidn
anaerobia (Bjornsson et al., 2001) y debido a que existen limitaciones en la
transferencia liquido-gas de productos gaseosos de la digestiéon anaerobia como el
hidrégeno y el metano (Pauss et al., 1990; Kuroda et al., 1991; Pauss and Guiot,
1993; Bjornsson et al.,, 2001). Estas limitaciones en la transferencia liquido-gas
generan condiciones de sobresaturacién de las concentraciones de hidrégeno en la
fase liquida y, por tanto, no es posible utilizar la concentracién de hidrégeno en fase
gas para estimar por condiciones de equilibrio la concentracién en la fase liquida.
Sin embargo los sensores desarrollados para monitorizar gases disueltos en la fase
liqguida presentan problemas de ensuciamiento lo cual dificulta su aplicacion a escala
comercial (Bjérnsson et al., 2000).

Existe acuerdo entre los investigadores en afirmar que el pH no es un buen
indicador del estado del proceso de digestion anaerobia, debido a su fuerte
dependencia con la capacidad tampon o la alcalinidad presente en el sistema
(Ahring et al., 1995; Bjornsson et al., 2000). Cuando el pH disminuye significa que
la capacidad tampdn esta disminuyendo debido a la acumulacién de AGV. Por tanto,
resulta mas adecuado utilizar la concentracion de AGV en la fase liquida como
indicador del desacoplamiento entre microorganismos productores y consumidores
de AGV (Switzembaum et al., 1990). Sin embargo, la utilizacién de un valor de pH
limite (por ejemplo 6,8) ha resultado exitoso en la operacidén de digestores de lodos
(Bjornsson et al., 2000).
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Varios autores han estudiado y propuesto el uso de la alcalinidad o de las
relaciones entre alcalinidades (AI/AT y AI/AP) para detectar perturbaciones
(McCarty, 1964; Ripley et al., 1986; Anderson and Yang, 1992; Hawkes et al.,
1994; Pufal et al., 2001; Steyer et al., 2006).

Whitmore et al. (1985, 1986, 1987), evaluaron el efecto de pulsos de
diferentes AGV y glucosa en reactores anaerobios completamente mezclados en
rango mesofilico y termofilico; realizando mediciones por espectrometria de las
concentraciones de hidrégeno y metano disueltos en la fase liquida. Al realizar las
perturbaciones en la VCO en forma de pulsos; encontraron una clara asociacion
entre el aumento de la concentracion de AGV y la concentracién de hidréogeno
disuelto. En el rango mesofilico; los valores maximos de las concentraciones de
hidrogeno y metano disueltos, se presentan en tiempos cortos de 6 a 60 minutos
después de realizado el pulso. Por su parte los AGV presentan tiempos de respuesta
mayores, del orden de varias horas.

Kuroda et al. (1991) detectaron concentraciones de hidrégeno en la fase liquida
que superaban ampliamente (60 veces) las concentraciones calculadas a partir del
equilibrio con la presidén parcial del H. en la fase gas. Adicionalmente al utilizar
glucosa como sustrato, encontraron que la concentracién de hidrégeno disuelto
aumenta considerablemente inhibiendo la degradacion de AGV; generando la
inhibicion de la metanogénesis, el descenso del pH y el fallo del proceso. Por lo
tanto consideran que el mejor indicador de sobrecarga organica es la concentracién
de hidréogeno disuelto en fase liquida; sin embargo el sensor utilizado presentd
problemas de interferencia con sulfuros.

Pauss and Guiot (1993), determinaron la concentracion de hidrogeno disuelto
en la fase liquida para varias velocidades ascensionales y cargas organicas
volumétricas; la concentracion del hidrogeno disuelto esta correlacionada con el
incremento en la carga organica y es independiente del régimen hidraulico.
Encontraron una tasa de transferencia liquido-gas muy baja (K.a) y valores mas
altos para la relaciéon hidrégeno disuelto en la fase liquida / presién parcial de
hidrégeno en el biogas que los predichos en equilibrio. Concluyen que no es posible
predecir la concentraciéon de hidrégeno disuelto en la fase liquida a partir de la
presion parcial de hidrégeno en el biogas.

Hawkes et al. (1994), encontraron ante una sobrecarga organica tiempos de
respuesta similares (entre 30 y 50 minutos) en las variables de la fase gas
(concentraciéon de H, y CO,) y la alcalinidad bicarbonatica. Consideran dichos
autores que la medicion de la alcalinidad bicarbonatica es un parametro adecuado
para identificar sobrecargas organicas.
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Ahring et al. (1995), trabajando con un reactor termofilico completamente
mezclado, estudiaron la concentracion de diferentes AGV como indicadores de
inestabilidades del proceso ocasionadas por sobrecargas hidraulicas, sobrecargas
organicas y cambios en la temperatura del reactor. Estos investigadores justifican el
uso de los AGV como indicador del proceso, debido a que la acumulacién de AGV es
la respuesta del sistema al desacoplamiento entre la produccién y consumo de AGV.
Concluyen que la monitorizacion de las concentraciones de butirato e isobutirato
son especialmente Utiles como indicadores para diagnosticar las inestabilidades del
proceso, debido a que dichos AGV presentan los mayores incrementos (800%) en
tiempos menores a un dia como respuesta a las perturbaciones.

Cord-Ruwisch et al. (1997); utilizaron la concentracién de hidréogeno disuelto
como indicador temprano de fallo y como parametro de control en un reactor
anaerobio mesofilico. Encontraron una relacién quasi-lineal entre la carga organica
y la concentracion de hidrdgeno disuelto en la fase liquida.

Diferentes pulsos de glucosa, proteina y lipidos fueron estudiados por
Bjérnsson et al. (2001) en un digestor de lodos a escala de laboratorio. Los pulsos
de glucosa generaron las concentraciones de hidrégeno disuelto mas altas frente a
cargas organicas similares con los otros sustratos. Con glucosa el tiempo a los
valores maximos tanto para hidrégeno disuelto como para AGV fueron de 2,5 horas.
Los autores consideran que el hidrégeno disuelto es un buen indicador del
desacople entre los grupos de microorganismos que realizan el proceso de digestion
anaerobia. Sin embargo el principal problema del sensor de H, disuelto frente a
posibles aplicaciones industriales es su ensuciamiento lo que obliga a cambios
periodicos (cada 48 horas) de la membrana que lo protege.

Fase gas

Los indicadores de la fase gas son mas atractivos desde el punto de vista de
facilidad de medida y adquisiciéon en tiempo real; en general pueden monitorizarse
on-line, evitando los problemas que se tienen con las determinaciones en fase
liguida (toma de muestra, preparacidon y analisis de la muestra) o el ensuciamiento
de sensores en contacto con la fase liquida cuando se miden directamente los
indicadores. Los principales indicadores en la fase gas son: produccion de biogas,
composicién del biogas y concentraciones de gases traza como el hidréogeno y el
mondxido de carbono. Diferentes investigadores han propuesto el uso de los gases
traza hidrégeno y monodxido de carbono, como indicadores del estado del proceso
(Archer et al., 1986; Hickey et al., 1987; Moletta, 1989; Switzembaum et al., 1990;
Slater et al., 1990; Mathiot et al., 1992; Moletta et al., 1994; Huang et al., 2000).

Conrad and Thauer (1983) son los primeros en publicar resultados sobre la
formacién bioldgica de CO bajo condiciones estrictamente anaerobias, encontrando
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concentraciones de 30 a 90 ppm de CO en biogas en ensayos realizados utilizando
como sustrato H,/CO, (80/20%) y como biomasa un cultivo puro de
Methanobacterium thermoautotrophicum. Explican este fendmeno indicando que el
CO puede generarse cuando se sintetiza la enzima acetyl-CoA desde 2CO..
Posteriormente Hickey et a/ (1989), utilizando metales pesados (cobre, zinc y
cadmio) como inhibidores de la digestion anaerobia, encontraron en paralelo la
disminucién en la produccién de metano, la disminuciéon en la concentraciéon de
hidrégeno y el aumento en la concentracién del monéxido de carbono. Los autores
plantean que la inhibicién en la producciéon de metano no necesariamente significa
que la metanogénesis fue inhibida, es posible que otros microorganismos diferentes
a los metanogénicos sufran inhibicién alterando toda la cadena troéfica.

El efecto de sobrecargas organicas en la concentracion del hidrogeno en fase
gaseosa fue estudiado por Archer et al. (1986) en un digestor de 6 m® tratando
aguas residuales de una cervecera. Dichos investigadores comprobaron durante dos
sobrecargas organicas que la concentracién de hidrégeno disuelto aumentd de 15 a
100 ppm en un tiempo de 3 a 6 horas.

Hickey et al. (1987), exponiendo biomasa anaerobia a toxicos organicos en
ensayos tipo batch en botellas seroldgicas, encontraron paralela a la inhibicion de la
producciéon de metano, la acumulacién de hidrégeno en la fase gaseosa. Las
concentraciones de hidrogeno en el biogds de digestores de lodos fueron
determinadas por Collins and Paskins (1987), encontrando concentraciones en el
rango de 15 a 199 ppm.

Harper and Pohland (1987), estudiaron el efecto de perturbaciones tipo pulso
en varias configuraciones de reactores y con varios sustratos, evaluando las
concentraciones de hidrogeno en el biogds. Estos autores consideran que el
hidrogeno es uno de los intermediarios mas importantes en el proceso de digestion
anaerobia debido a que su concentracion afecta el potencial de conversién de
sustrato del principal grupo de bacterias anaerobias. En fase gas, el hidrogeno es
facil de medir y ofrece caracteristicas excelentes para ser monitorizado en forma
continua y permitir el control automatico del proceso. Al realizar experimentos de
sobrecarga organica y pulsos de glucosa, AGV e hidrdgeno, comprobaron que la
concentracion de hidrégeno en la fase gas se comporta en forma proporcional a los
pulsos alcanzando concentraciones de 100 a 10000 ppm, dependiendo de la
configuracién del sistema.

Moletta (1989), estudidé el comportamiento de los principales parametros (pH,
alcalinidad, AGVs, concentracion de hidrégeno en el biogds y composicion del
biogas) en un filtro anaerobio sometido a sobrecargas organicas cortas. El autor
propone dos tipos de parametros para el control 6ptimo del proceso: parametros
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con tiempo de respuesta corto, alta sensibilidad y permanencia en el tiempo corta
(se usarian para identificar el inicio de una sobrecarga, como la concentracion de
hidréogeno en el biogas) y parametros con tiempos de respuesta muy largos (que
permitirian detectar el final de la sobrecarga, como el pH por ejemplo).

Slater et al. (1990), trabajando con un reactor de lecho fluidizado alimentado
con butirato, evaluaron la respuesta de los indicadores de la fase gas: CH4, CO;, H;
y CO; y AGV (C1 a C4) en la fase liquida. Concluyen dichos investigadores que el
hidrégeno es el indicador mas adecuado para ser utilizado como variable de control
debido a sus caracteristicas de ser regulador de la actividad metabdlica y tener
respuesta rapida y alta sensibilidad a corto plazo.

Kidby and Nedwell (1991), investigaron la utilidad de monitorizar el hidrégeno
en fase gaseosa como indicador del rendimiento en digestores de lodos, al reducir el
TRH de 20 a 8 dias no se presentdé acumulacién de hidrogeno en el biogas; sin
embargo antes de fallar el proceso se detectdé un aumento importante en la
concentracién de hidrégeno. Concluyen que la concentracion de hidréogeno en la
fase gas no es un buen indicador cuando se trata de sobrecargas hidraulicas en
digestores de lodos.

Hickey and Switzenbaum (1990, 1991), evaluaron la respuesta del hidrégeno y
el monéxido de carbono en la deteccion de sobrecargas orgdnicas e hidraulicas en
digestores anaerobios. Encontraron relacién directa entre los incrementos de carga
(organica e hidraulica) y el aumento de la concentracion de hidrogeno en la fase
gas; adicionalmente encontraron una fuerte relacion entre el aumento de la
concentracion de AGV y el aumento de la concentracién de CO en la fase gas.

Mathiot et al. (1992), evaluaron diferentes pardmetros de control (H>, CH4, CO,
en la fase gas y produccion de gas; pH, temperatura, TOC y AGV en la fase liquida)
en un filtro anaerobio sometido a sobrecargas organicas. Estudiaron perturbaciones
tipo pulso y escaldn, ademas del enfriamiento del reactor. Los autores proponen la
utilizacion en la fase gas de los parametros: concentraciones de hidrogeno, metano
y CO,, ademas de la tasa de producciéon de gas; acompafiados del pH en la fase
liquida.

Jones et al. (1992), trabajando con un filtro anaerobio piloto realizaron
sobrecargas con acido acético, acido propidnico y glucosa, observando en la fase
gas una respuesta rapida de la concentracion de hidrogeno con valores que
oscilaron entre 30 y 600 ppm, para los AGV y la glucosa, respectivamente. En los
experimentos realizados con glucosa, la dinamica de la concentracién de hidrégeno
en fase gas es similar a la dinamica de la concentracién de AGV en la fase liquida.

Moletta et al. (1994), desarrollaron un sistema automatico de control a partir
de datos obtenidos en un reactor de lecho fluidizado, identificando parametros
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sensibles a sobrecargas con vinazas como agua residual: pH, produccién de biogas
y concentracidon de hidréogeno en fase gas. El sistema automatico de control calcula
el caudal de alimentaciéon procurando ajustar la VCO aplicada. El sistema fue
utilizado para monitorizar y controlar diferentes tipos de sobrecargas en filtros
anaerobios a escala de laboratorio y piloto.

Guwy et al. (1997), comprobaron en un reactor anaerobio de lecho fluidizado
utilizando agua residual sintética de levadura de panaderia, la respuesta en la
concentracion de hidrégeno en fase gas frente a sobrecargas tipo pulso. La
concentracion del hidrégeno varié de 290 a 640 ppm frente a un cambio de la VCO
de 40 a 63 kg DQO/m3-d. Sin embargo cuando se utiliza alimentacién fresca la
concentracion de hidrégeno en el biogds se incrementa de 200 a 800 ppm. De
acuerdo con lo anterior el contenido de hidrogeno en el biogads no es un parametro
adecuado por si solo para el control de reactores anaerobios; pero su rapida
respuesta frente a sobrecargas organicas soporta la opcion de utilizarlo en control
acompafiado de otro parametro de la fase liquida que pueda ser monitorizado
facilmente on-line.

Huang et al. (2000), evaluaron la concentracion de hidrégeno como indicador
de sobrecargas organicas en un reactor UASB de laboratorio alimentado con aguas
residuales de la fabricacién de polietileno tereftalato (PET). De acuerdo con los
resultados obtenidos los autores concluyen que los pardametros del biogas
(concentraciéon de H, vy tasa de produccién de biogads) son los mas sensibles a
sobrecargas organicas.

De la revision bibliografica se desprende que se han desarrollado numerosos
estudios y propuestas de indicadores para la deteccién de perturbaciones en
digestores anaerobios. Por lo tanto, no existe una conclusién general sobre el mejor
indicador o grupo de indicadores que describan el proceso y que permitan la
identificacion de condiciones no estables o la diagnosis del estado del sistema.
Adicionalmente en la mayoria de las investigaciones referenciadas se comparan solo
pequefos grupos de indicadores, utilizando ademads, diferentes tipos de aguas
residuales y siguiendo criterios heuristicos para la seleccidon de indicadores.

El presente trabajo se orienta a sistematizar el estudio de indicadores para dos
aguas residuales tipo (carbohidratos y proteina) en planta piloto; comparando los
mejores indicadores para clasificar los diferentes estados estacionarios con los
indicadores que alertan en forma temprana la ocurrencia de una perturbaciéon. El
estudio pretende compatibilizar ambos grupos de indicadores, simplificando el
nimero y la complejidad de las variables a monitorizar con el fin de optimizar
recursos y posibilitar la implementacion a escala industrial de sistemas de
monitorizacién robustos y de bajo coste.

4-16



Capitulo 4

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Equipo experimental y aguas residuales tipo

Se utilizo la planta piloto anaerobia descrita en el capitulo 2. Previamente se realizd
la aclimatacion a los sustratos durante un periodo minimo de 2 meses. Inicialmente
se cambid del sustrato etanol a hidratos de carbono y posteriormente de hidratos
de carbono a proteina hidrolizada.

Los sustratos utilizados dextrina y proteina hidrolizada fueron descritos en el
capitulo 2. Los experimentos representativos del agua residual tipo carbohidratos se
realizaron utilizando como Unica fuente de carbono la dextrina para condiciones
iniciales, pulsos y escalones. En el caso de los experimentos con el agua residual
tipo proteina y debido a la baja actividad metanogénica inicial de la biomasa, se
utilizaron diferentes combinaciones de proteina hidrolizada y etanol para las
condiciones de linea base; dichas combinaciones se presentan en la Tabla 4.1. Los
pulsos y escalones se realizaron aumentando la DQO de entrada utilizando solo
proteina hidrolizada. A partir del dia 63 (1500 h) de experimentacion se utilizé solo
proteina como fuente de carbono.

Tabla 4.1. Condiciones experimentales en el desarrollo de estados estacionarios
para el sustrato tipo proteina.

Composicidn del sustrato (%)

Estado estacionario VCO (kg DQO-m>d?) Proteina Etanol
1 2 100 0
2 3 67 33
3 4 50 50
4 4 100 0
5 6 67 33
6 6 67 33

4.2.2 Protocolo de experimentacion
Condiciones de experimentacion

Las condiciones de experimentacion tanto para estados estacionarios como en las
perturbaciones tipo pulso y escalén, fueron: temperatura 37 + 2 °C, caudal de
alimentacién 48,5 L-h™, caudal de recirculacién 200 L-h™. Previo a cada experimento
de sobrecarga se mantuvo la VCO constante durante al menos 5 dias con el fin de
garantizar condiciones de estado estacionario. Las sobrecargas organicas se
realizaron manteniendo el caudal de alimentacidn constante y aumentando la DQO
del sustrato. Los pulsos tuvieron una duracién de 2,4 h (valor correspondiente al 10
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% del TRH) y se incrementd la DQO de entrada en una relaciéon de 5 a 10 veces el
valor del estado estacionario inmediatamente anterior. Los escalones se realizaron
aumentando la DQO de entrada en una relacién de 1,5 a 3 veces su valor en el
estado estacionario anterior. Durante los pulsos no se variaron las concentraciones
de nutrientes (macro y micro); mientras que en los escalones se aumentaron las
cantidades de nutrientes proporcionalmente al aumento de la DQO.

Pulsos y escalones

Las perturbaciones tipo pulso tienen como objetivo estudiar la dindmica de la
respuesta de las diferentes variables frente a una sobrecarga organica importante
de corta duracidén. De esta manera se puede evaluar tanto la aparicién como la
desaparicion del efecto provocado por la sobrecarga en los diferentes parametros
(Moletta et al., 1994). De otro lado las perturbaciones tipo escaldén permiten evaluar
la dindmica de ajuste del sistema frente a un cambio sostenido en la velocidad de
carga organica (VCO).

Para disefar los experimentos, se realizd una evaluacion inicial por simulacion
del efecto de las perturbaciones (pulsos y escalones de VCO) con el fin de evitar la
desestabilizacion completa del reactor y obtener datos fiables relacionados con
sefiales tempranas de perturbaciones. Para lo cual se utilizdé el modelo IWA
Anaerobic Digestién Model n°1 (ADM1) (Batstone et al., 2002). EI ADM1 es un
modelo complejo que incorpora las diferentes etapas del proceso de digestion
anaerobia como hidrdlisis de materiales particulados, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis. Se utilizé una version modificada del ADM1 que incorpora la ruta de
degradacion del etanol (Ruiz et al., 2004b), programada en Matlab Simulink para un
reactor de mezcla completa. Previamente se calibré dicha version para el reactor
anaerobio USBF de la planta piloto utilizando los datos experimentales iniciales.

A través de las simulaciones se seleccionaron las VCO para pulsos y escalones
asi como el tiempo de duraciéon de los pulsos; buscando perturbaciones que
generaran cambios importantes en las variables de interés pero que no
desestabilizaran el proceso ni generaran inhibicion. El modelo fue previamente
calibrado para el estado estacionario inicial. Un parametro fundamental en esta
calibracion es el tiempo de retencion de solidos del reactor, dicho parametro se
estimd para cada sustrato a partir de los valores de TOC de salida sin filtrar y el
TOC de salida filtrado; de esta manera se calculd la cantidad de carbono particulado
que sale diariamente del reactor y por lo tanto la cantidad de biomasa asumiendo
que todo el carbono particulado es biomasa. El TRS se obtiene utilizando la ecuacion
4.5.
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X

- Total

- (Ec. 4.5)
(A X/b1)

Donde:

TRS : Tiempo de retencién de sélidos (d)

X1, : Biomasa total en el reactor, obtenida por el perfil de lodos (kg SSV)

(AX /A1) : Promedio de biomasa que sale del reactor por dia (kg SSV-d*)

A su vez (AX/At) se calcula utilizando los datos de TOC de salida sin filtrar y

filtrado de acuerdo con la ecuacién 4.6.

(TOC, - TOCf) 024 113
10° 60

AX/bt)= (Ec. 4.6)

Siendo:

TOC, : TOC efluente sin filtrar promedio en el intervalo de tiempo evaluado (mg-L™")
TOCY : TOC efluente filtrado promedio en el intervalo de tiempo evaluado (mg-L")

0 : caudal promedio de entrada en el intervalo de tiempo evaluado (L-h*)
(113/60): Relacién peso molecular biomasa/peso carbono por un Mol de biomasa
utilizando la ecuacion general de la biomasa CsH;NO,

Choque térmico

Se estudid la respuesta de las variables monitorizadas a la disminucién de
temperatura en el reactor, para lo cual se simulé el fallo del sistema de
calentamiento, permitiendo que la temperatura dentro del reactor se redujera
gradualmente de 37 a 25 °C sin cambiar la velocidad de carga organica (VCO).
Esta perturbacion corresponde a un cambio tipo escalén realizado en forma gradual
(debido a que la temperatura disminuye lentamente por la inercia del sistema). De
esta manera se evalu6 un fallo tipico de reactores a plena escala.

Comportamiento hidraulico

Con el fin de evaluar el tiempo de respuesta relacionado con las caracteristicas
geométricas, dimensiones y condiciones de operacion del reactor; se determind el
modelo de flujo para cada sustrato, utilizando la técnica de estimulo-repuesta con
un trazador (Levenspiel, 1995). El trazador seleccionado fue cloruro de litio (LiCl),
el procedimiento consiste en inyectar un pulso de 30 g de LiCl en la linea de entrada
al reactor y posteriormente determinar la concentracién de Litio en el efluente en
diferentes fracciones tomadas a intervalos de tiempo pequefios (1 a 2 horas en
nuestro caso). La concentracion de Litio en dichas alicuotas se determiné utilizando
un espectrofotometro de absorcion atdomica Perkin-Elmer ICP/5000.
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El tiempo de respuesta para la fase liquida se toma como el tiempo
transcurrido entre la inyeccion del trazador (sustancia conservativa) y la presencia
de la concentracién maxima de trazador en el efluente. No se realizaron
determinaciones de tiempo de respuesta de la fase gas debido a que dicho tiempo
es muy corto (5 a 10 minutos) (Mathiot et al., 1992) y en la practica se puede
despreciar si se compara con el tiempo de evolucion de los indicadores de la fase
gas.

4.2.3 Variables estudiadas

En la Tabla 4.2 se presentan las variables estudiadas tanto en la selecciéon del
nimero minimo de variables que permiten clasificar adecuadamente los estados
estacionarios; como las variables analizadas en la respuesta del sistema ante
perturbaciones en la concentracion de materia organica o en la temperatura del
proceso.

Tabla 4.2. Variables utilizadas en la determinacion del nUmero minimo de variables
que permiten caracterizar el estado del proceso.

Variables estudiadas

Variable Abreviatura  Unidades Deteccién de estados Evaluacion de
estacionarios perturbaciones

Presidn de cabeza Pcabeza mbar v

Concentracion de %CH4 % v v

metano en fase gas

Concentracién de Ha ppm v v

hidrégeno en fase gas

Concentracion de CcO ppm v

mondxido de carbono

en fase gas

Caudal de biogas QBiogas L-ht v v

Caudal de metano QCH4 L-ht v v

Carbono organico total TOCe mg-L* v

en la entrada
Carbono inorganico total TICe mg-L* v
en la entrada

Carbono orgénico total TOCs mg-L! v v
en la salida

pH en la salida pHs v v
Concentracion de acidos AGV mg-L* v v
grasos volatiles en la

salida

Alcalinidad parcial AP meq-L? v v

En el proceso de seleccién del nimero minimo de variables que permiten
clasificar diferentes estados estacionarios se evaluaron once variables. Incluyendo
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variables que caracterizan la entrada del proceso como carbono organico total de
entrada (TOCe) y carbono inorganico total de entrada (TICe), asi como variables
que caracterizan la respuesta del proceso tanto en la fase gas como en la fase
liquida.

Las variables caudal de entrada, caudal de recirculacién, temperatura de
entrada y temperatura en el reactor; no se consideraron en el analisis ya que son
variables controladas en un valor constante durante la experimentacion. Estas
variables usualmente se controlan con relativa facilidad (intercambiador de calor
para mantener la temperatura; caudalimetros y variadores de frecuencia de
bombeo para mantener los caudales).

4.2.4 Metodologia de determinacion del nimero minimo de variables

para clasificar estados estacionarios

El procedimiento de determinacion y seleccidon del nimero minimo de variables se
esquematiza en la Figura 4.2; inicialmente se realiza una seleccion con criterio de
experto de los diferentes estados estacionarios resultantes en la experimentacion;
luego se procede a estandarizar los datos (media cero y varianza uno).

Posteriormente se reduce la dimension del problema de 11 a 2 utilizando el
analisis de componentes principales (PCA). A continuacion se realiza la clasificacion
de estados estacionarios sobre las dos componentes principales utilizando la técnica
de regresidn lineal sobre una ventana movil.

Luego de realizar pruebas preliminares se seleccion6 una ventana de 20 datos
correspondiente a un tiempo de retardo de 5 horas (20 mediciones cada 15
minutos) como la ventana mas adecuada y que genera una mejor clasificaciéon de
los datos. De otro lado el tiempo de retardo de 5 horas es aproximadamente el 20%
del TRH utilizado en los experimentos (24 horas) con lo cual se respeta la influencia
de dicho tiempo caracteristico del proceso.

Por la técnica de FDA se evalla la clasificacion en los diversos estados
estacionarios con las 11 variables en estudio, por uUltimo se estudia la clasificacion
en los mismos estados estacionarios, utilizando una variable y combinaciones de
dos & tres variables. De esta manera se obtiene una primera clasificacion de
variables de acuerdo con su capacidad discriminante de los estados estacionarios.
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Datos de proceso exceptuando
pulsos y transiciones en escalén

|

Reduccién de la dimension por PCA
a las 2 primeras componentes

}

Seleccion de datos en estado
estacionario por regresion lineal en
ventana movil

Clasificacion en estados
estacionarios por FDA utilizando
todas las variables

}

Clasificacion en estados
estacionarios por FDA utilizando
variables individuales y
combinaciones

Seleccion del nUmero minimo de
variables que permiten discriminar
los estados estacionarios

Figura 4.2. Esquema de la metodologia utilizada para determinar y seleccionar el
nimero minimo de variables necesarias para clasificar los estados estacionarios.

4.2.5 Metodologia de seleccién de variables para la identificacion de
sobrecargas orgdnicas

En las perturbaciones tipo pulso y escalén se evaluaron para cada variable los
siguientes parametros: i) tiempo hasta valor maximo; ii) nivel de excitacién
calculado como la variacién de la sefial con respecto a su valor inicial de acuerdo
con la ecuacion 4.7 vy iii) pendiente normalizada de la sefal de respuesta utilizando
la ecuacion 4.8. Adicionalmente en las perturbaciones tipo escaldn se determind el
tiempo a pendiente maxima de la respuesta, utilizando la técnica de correlaciones
cruzadas entre la variable independiente, en este caso el cambio en la VCO vy las
variables dependientes (cada una de las variables monitorizadas como respuesta a
la perturbacion).

W)
e V

1

(Ec. 4.7)
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Donde:

N, : Nivel de excitacién, parametro adimensional
V/ : valor final de la variable

V. valor inicial de la variable
P
P =— (Ec. 4.8)
Nz

Donde:
F,: pendiente normalizada de la sefial de respuesta en h™
P : pendiente de la sefial de respuesta

V. : valor inicial de la variable

El nivel de excitaciéon y la pendiente normalizada de la sefal de respuesta
expresan respectivamente la sensibilidad y la velocidad de respuesta de cada
variable estudiada frente a las perturbaciones (Ruiz et al., 2002).

La pendiente normalizada engloba los parametros nivel de excitacién y tiempo
hasta la respuesta maxima; aproximadamente el valor de la pendiente normalizada
resulta de dividir el nivel de excitacion por el tiempo a respuesta maxima. Si el nivel
de excitacion es alto y el tiempo a respuesta maxima tiene un valor bajo; entonces
la pendiente normalizada presentard un valor alto indicando que la variable
presenta sensibilidad y velocidad de respuesta altas. Por lo tanto la pendiente
normalizada se utilizarda como parametro clave en la identificaciéon de las variables
mas adecuadas en la deteccidon temprana de perturbaciones.

De acuerdo con lo anterior en la deteccidon de perturbaciones es mas adecuado
evaluar la tasa de cambio relativo de la variable con el tiempo que el valor puntual
de la variable; de esta manera se puede determinar on-line la pendiente
normalizada del cambio en la variable de interés. De aqui en adelante se hace
referencia a las variables con el doble significado: valor puntual y pendiente
normalizada (tasa de cambio relativo con el tiempo).

Se utilizd como parametro adicional el tiempo hasta la pendiente maxima
evaluado en las perturbaciones tipo escalén. Dicho parametro se evalud a través de
la correlacion cruzada entre la variable exdgena; en este caso la carga aplicada al
proceso (VCO); vy las variables respuesta (%CH., H,, QBiogas, QCH,4, DOCs, AGV y
AP). El correlograma indicara el nimero de retardos en el cual existe mayor
correlacion entre ambas variables y por lo tanto el tiempo en el que se presenta una
mayor velocidad de respuesta en la variable estudiada. En otras palabras un cambio
en la VCO tiene su maxima influencia en la variable respuesta transcurrido el
numero de retardos encontrado al realizar la correlacién cruzada.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Seleccidn de variables en estados estacionarios
Seleccidn inicial de estados estacionarios

Inicialmente se procedié a eliminar los datos pertenecientes a estados transitorios
de las perturbaciones tipo pulso y las transiciones en escaldn, esta operacion se
realizé combinando la informacién suministrada por las variables de la fase gas
(QBiogas, %CH4 y H,) y la fase liquida (AGV y AP). Como resultado de esta
operacién se obtuvieron 3 estados pseudo-estacionarios para el agua residual tipo
carbohidratos y 6 estados pseudo-estacionarios para el agua residual tipo proteina.

Reduccion de la dimension

Sobre los datos clasificados en estados pseudo-estacionarios se realizd la reduccidn
de la dimensidon mediante PCA; normalizando previamente los datos de las 11
variables estudiadas (restando la media y dividiendo por la varianza). Una vez
realizada la reduccion de la dimension se obtuvo con las dos primeras componentes
principales una retencién de la varianza de los datos del 81,8 % y 84,2 % para los
sustratos tipo carbohidratos y tipo proteina, respectivamente. De esta manera se
garantiza la representatividad de las dos primeras componentes principales para
ambos conjuntos de datos. En las figuras 4.3 y 4.4 se presentan los diagramas de
Pareto para los dos sustratos tipo, indicando en ellos la varianza explicada por cada
componente principal y la varianza acumulada.
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Figura 4.3. Diagrama de Pareto para el sustrato hidratos de carbono, indicando la
varianza explicada por cada componente principal (®) y la varianza acumulada (-).
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Varianza explicada
Varianza explicada acumulada

Figura 4.4. Diagrama de Pareto para el sustrato tipo proteina, indicando la varianza
explicada por cada componente principal (®m) y la varianza acumulada ().

La Tabla 4.3 presenta, para ambos sustratos, los valores de los coeficientes de
la matriz P, dichos coeficientes se utilizan para calcular las dos primeras
componentes principales como combinacion lineal de los datos originales. De esta
manera se reduce el problema de dimensién 11 a dimensién 2.

Tabla 4.3. Valores de las dos primeras columnas de la matriz P para los dos
sustratos; a partir de dichos valores se obtienen las dos primeras componentes

principales
Variable Hidratos de carbono Proteina hidrolizada
P(1) P(2) P(1) P(2)
Pcabeza 0,1305 -0,0759 0,1125 0,3114
%CH,4 -0,1200 0,1639 -0,1060 0,2259
H. 0,0799 -0,2870 0,0950 0,4167
QBiogas 0,1308 -0,0723 0,1139 0,3010
QCH, 0,1264 -0,0510 0,1086 0,3804
TOCe 0,1241 0,0099 0,1157 -0,1532
TICe 0,1148 0,2578 0,0862 -0,3317
TOCs 0,1101 -0,1025 0,1048 -0,3482
pHs 0,0573 0,4786 0,1033 0,0677
AGV 0,1134 -0,1325 0,1108 -0,2329
AP 0,0938 0,3890 0,0979 -0,2517
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En la Tabla 4.3 se puede observar que existen diferencias significativas en la
estructura de los factores que permiten calcular las componentes principales para
cada sustrato; estas diferencias se reflejan especialmente en los signos de cada
factor.

Calculo de las dos primeras componentes principales para todos los datos

Se realizé el calculo de las dos primeras componentes principales para todos los
datos (incluyendo pulsos y transiciones en escalon) a partir de las dos primeras
columnas de la matriz de coeficientes P encontrada en el apartado anterior (Tabla
4.2).

Clasificacion de datos en estado estacionario

Utilizando las dos primeras componentes principales se procedié a identificar los
datos pertenecientes a estados estacionarios a través de la prueba del estadistico t
como se explico en el apartado 4.1.1. En las Figuras 4.5 y 4.6 se muestran los
resultados de esta clasificacion para los dos sustratos en estudio.

PC1

Figura 4.5. Resultados de la clasificacion en estados estacionarios (M) y no
estacionarios (O) para el sustrato hidratos de carbono proyectando las dos primeras
componentes principales.

En la Figura 4.5 se pueden observar los 3 grupos de datos (sefialados con un
circulo) correspondientes a los 3 estados estacionarios diferentes asociados a las
VCO aplicadas. Asi mismo se observan las trayectorias de los datos durante las
perturbaciones tipo pulso y las transiciones entre estados estacionarios generadas
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por los cambios en la VCO en forma de escalones. Debe recordarse que la
clasificacion de datos en estados estacionarios es un analisis temporal y que, por
tanto, el clasificar 6 no un dato como estacionario depende ademas de su
localizacion con respecto a las dos primeras componentes principales, de la
trayectoria de datos en el tiempo.

En la Figura 4.6, donde se muestran los resultados obtenidos con el substrato
tipo proteina, los 6 estados estacionarios no se encuentran tan bien definidos.

PC2
)

-2 -1 0 1 2 3
PC1

Figura 4.6. Resultados de la clasificacion en estados estacionarios (W) y no
estacionarios (O) para el sustrato proteina proyectando las dos primeras
componentes principales.

4.3.2. Determinacion del nuimero minimo de variables para la
identificacion de diferentes estados estacionarios

Clasificacion utilizando todas las variables

Los datos clasificados en estado estacionario en el apartado anterior para los dos
sustratos, se utilizaron en la determinaciéon del nimero minimo de variables que
permiten discriminar adecuadamente los diferentes estados estacionarios. Para esto
se utilizd la técnica de analisis factorial discriminante (FDA) introducida en el
apartado 4.1.2. Inicialmente se procedié a obtener la maxima capacidad de
clasificacion, para lo cual se realizé el FDA utilizando todas las variables. Obteniendo
para los sustratos tipo hidratos de carbono y proteina, respectivamente el 99,5 % vy
el 100% de clasificacion correcta de los datos en los diferentes estados
estacionarios.
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En las Figuras 4.7 y 4.8 se presenta para ambos sustratos, el mapa territorial
generado al realizar el FDA utilizando todas las variables. En la Figura 4.7 puede
observarse que los estados estacionarios para el sustrato tipo hidratos de carbono
son adecuadamente separados al realizar el FDA. Correspondiendo los estados
estacionarios 1, 2 y 3 a las VCO aplicadas 3,5; 5 y 7,5 kg DQO-m=d*
respectivamente. La funcion de clasificacibn 1 por si sola separa casi
completamente los 3 estados estacionarios; quedando ordenados de izquierda a
derecha sobre el eje correspondiente a la funcién de clasificacién 1. Solo en el
estado estacionario 1 se presenta error en la clasificaciéon, algunos datos son
asignados al estado estacionario 2. El estado estacionario 1 es clasificado con 99,1
% de acierto; incidiendo el mencionado error en el valor final de clasificacién de
99,5%.

10

Funcién 2

-10 T T T T
-10 -5 0 5 10 15
Funcién 1

Figura 4.7. Mapa territorial de los estados estacionarios discriminados por FDA
utilizando todas las variables para el sustrato tipo carbohidratos. Centroides (O0);
Estados estacionarios: 1(O), 2(m) y 3(A).

Las situacion con el sustrato tipo proteina es mas compleja debido a que en la
operacién de la planta piloto se aplicaron 4 VCO diferentes, con una pareja de VCO
iguales en carga pero con diferente composicion del sustrato (mezclas de proteina y
etanol) como lo muestra la Tabla 4.1. Adicionalmente el rango de las VCO aplicadas
fue estrecho debido a problemas operacionales en el reactor; lo que dificulta la
separacion de los estados estacionarios. Sin embargo, el FDA se discrimina con 100
% de acierto los 6 estados estacionarios.
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En la figura 4.8 se puede observar que la funcién discriminante 1 separa
parcialmente los diferentes estados estacionarios, los cuales se localizan de
izquierda a derecha de acuerdo con el aumento de la VCO aplicada. Los estados
estacionarios 5 y 6 corresponden a la misma VCO (6 kg DQO-m3d*) pero
comprenden periodos de tiempo diferentes (transcurrieron 25 dias de operacion
entre ambos estados estacionarios) y por lo tanto presentan valores diferentes en
ambas funciones de clasificacion; esta situacién es un buen ejemplo de que las
mismas condiciones operacionales pueden generar estados estacionarios diferentes
debido posiblemente a cambios en la biomasa.

Los estados estacionarios 3 y 4 también corresponden a una misma VCO
aplicada (4 kg DQO-m>.d?), sin embargo la composicion del sustrato es diferente
(ver Tabla 4.3). Ambas funciones discriminantes identifican dicha diferencia (ver
centros de gravedad de ambos estados).

Funcién 2

Funcion 1

Figura 4.8. Mapa territorial de los estados estacionarios discriminados por FDA
utilizando todas las variables para el sustrato tipo proteina. Centroides ([1); Estados
estacionarios: 1(0), 2(®), 3(m), 4(A), 5(A) y 6(<).

Clasificacion con una variable

En la Tabla 4.4 se presentan para los dos sustratos estudiados, los porcentajes de
acierto en la clasificacion por la técnica de FDA utilizando una sola variable. Para el
sustrato tipo carbohidratos las variables que mejor clasifican los estados

estacionarios (90% de acierto) estan relacionadas con la fase gas y son Pcabeza,
QBiogas y QCH4. Se debe recordar que las variables QBiogas y Pcabeza presentan
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una correlacion con coeficiente R? de 0,98 (ver apartado 2.3.3 del capitulo 2) y, por
tanto, no son variables independientes, por lo cual se puede excluir una de ellas.
Por su parte la variable QCH4 es el producto de las variables QBiogas y %CH4;
teniendo en cuenta que el metano es el principal producto final del proceso de
digestion anaerobia, la variable QCH4 es muy atractiva ya que ofrece informacion
sobre la actividad de la biomasa metanogénica.

En segundo lugar las variables que mejor clasifican (85% de acierto) hacen
referencia a la caracterizaciéon del agua residual sintética y son: TOCe y TICe. Por
ultimo las variables respuesta en fase liquida AP y AGV, presentan porcentajes de
acierto de alrededor del 80%.

El mayor acierto en la clasificacion de los estados estacionarios por parte de las
variables de fase gas como Pcabeza, QBiogas y QCH4, posiblemente este
relacionado con la rapida biodegradacion del sustrato tipo carbohidratos; con lo cual
los diferentes estados estacionarios se encuentran muy bien caracterizados por las
variables relacionadas con la produccion de biogas.

Tabla 4.4. Porcentaje de acierto en la clasificacion de los diferentes estados
estacionarios utilizando una sola variable

Variable Sustrato tipo carbohidratos Sustrato tipo proteina

Pcabeza 89,9 58,3
%CH4 74,5 53,4
H> 53,6 46,7
QBiogas 91,4 59,0
QCH. 91,7 65,8
TOCe 89,4 78,8
TICe 85,1 82,6
TOCs 72,9 70,3
pHs 63,6 51,3
AGV 81,5 65,2
AP 81,4 73,9

Para el sustrato proteina se presentan valores menores en el acierto de
clasificacién con una variable; las dos variables que por separado mejor clasifican
son TOCe y TICe y estan relacionadas con las caracteristicas del agua residual que
entra al proceso. De las cuatro variables respuesta que presentan mayor acierto en
la clasificacion, tres pertenecen a la fase liquida: AP, TOCs y AGV; y una la fase gas

(QCHa.).

El menor acierto en la clasificacion de los diferentes estados estacionarios para
el sustrato proteina utilizando una variable, puede estar relacionado con la mayor
complejidad del sustrato, el mayor nimero de estados estacionarios estudiados y el
menor rango de VCO aplicadas en la experimentacion; esta situacion se refleja
graficamente en la menor separacion de los grupos obtenida en la Figura 4.8.
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Para ambos sustratos la concentracién de H, en fase gas, es la variable que
clasifica mas pobremente los diferentes estados estacionarios. Dicho resultado
difiere de lo encontrado por Ruiz (2005a) y Castellano et al. (2007) utilizando un
sustrato rico en etanol; dichos investigadores reportan la variable concentracion de
H, como una de las variables con mayor poder de clasificacién de estados

estacionarios estudiados.

Para el sustrato tipo proteina, debido a que se trabajé con mezclas de proteina
y etanol en la primer parte del experimento y solo proteina en la segunda parte del
experimento se presenta gran variabilidad en la concentracién de H, en la fase gas
y por esta razon dicha variable no permite una discriminacién adecuada de los
diferentes estados estacionarios.

Para el sustrato tipo hidratos de carbono, la concentracion de hidrégeno
presenta amplias variaciones dependiendo del grado de acidificacion del sustrato
(Guwy et al., 1997). La Figura 4.9 ilustra esta problematica; dicha figura presenta
la variacién de la concentracién de H: al realizarse el cambio a sustrato fresco. La
concentracién de hidrégeno pasa de 50 a 150 ppm debido a que la acidificacién del
sustrato ocurre dentro del reactor; mientras que el caudal de CHs se mantiene casi
constante y no existe una variacion importante en la concentraciéon de carbono

organico total a la entrada (TOCe).
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Figura 4.9. Variacion de la concentracién de H, (—) en fase gas cuando se realiza el
cambio a sustrato fresco; TOCe (m) y QCH4 (O).
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El aumento en la concentracién de H, generado por el cambio a sustrato fresco
es similar al ocasionado por una perturbacion tipo pulso (ver Figura 4.17); lo
anterior explica por que la variable concentracién de H, presenta limitaciones para
la clasificacién de estados estacionarios con el sustrato tipo hidratos de carbono.

Clasificacion con dos variables

Al evaluar las 11 variables estudiadas por parejas resultan 55 combinaciones; las
Tablas 4.5 y 4.7 presentan los porcentajes de acierto en la clasificacion para las 55
combinaciones por parejas para los dos sustratos estudiados. En ambas tablas se
resaltan en negrilla las combinaciones que obtienen un porcentaje de acierto mayor
del 95%.

Para el sustrato tipo carbohidratos se identifican 22 combinaciones de dos
variables que clasifican los diferentes estados estacionarios con un porcentaje de
acierto mayor del 95%. Solo la combinacién %CH4- AP clasifica el 100 % de los
estados estacionarios.

Tabla 4.5. Porcentaje de acierto de clasificacion con todas las variables estudiadas
por parejas para el sustrato tipo hidratos de carbono; resaltando en negrilla
combinaciones con acierto de clasificacion mayor del 95%.

Pcabeza
94,2 %CH,4
89,6 87,2 Hy
93,4 96,5 90,6 QBiogas
94,2 96,0 91,4 93,7 QCH,
96,1 94,7 91,6 97,2 94,9 | TOCe
98,5 99,0 95,3 99,3 99,7 94,5 | TICe
90,5 80,1 75,7 92,9 94,4 94,4 | 97,4 [ TOCs
98,5 93,4 78,0 98,8 98,8 92,6 | 86,1 [ 87,2 | pHs
91,0 85,6 83,2 94,8 95,5 949 | 975 [ 81,3 | 853 [ AGV
98,9 100 92,9 99,3 98,2 936 | 959 [ 99,1 | 87,8 | 99,2 | AP

En una primera aproximacion cualquiera de las 22 combinaciones que ofrecen
un acierto en la clasificacién por encima del 95% se podria utilizar en la
identificacion del estado del proceso para el sustrato tipo carbohidratos.

4-32



Capitulo 4

Recordando que las variables Pcabeza y QBiogas son redundantes (lo cual se
expresa en la simetria que presentan al relacionarse con las otras variables);
podemos eliminar una de ellas sin perder informacion relevante; por lo tanto
eliminando la variable Pcabeza (asumiendo que usualmente se monitoriza el caudal
de biogas en las depuradoras industriales) se reduce el conjunto de combinaciones
a 18.

La medicion de TOC/TIC on-line rara vez se implementa en depuradoras
industriales debido al alto coste de los analizadores. De otro lado las mediciones de
AGV y AP pueden realizarse a escala industrial a un coste razonable utilizando
analizadores disponibles en el mercado como el ANASENSE® (De Neve and Lievens,
2004; Ruiz et al., 2005b). De esta manera eliminando las variables TOC/TIC y
manteniendo las variables AGV y AP; el conjunto se reduce a 9 combinaciones, las
cuales se muestran en la tabla 4.6.

Tabla 4.6. Porcentaje de acierto de clasificacion para las variables estudiadas por
parejas tras el proceso de seleccidn inicial para el sustrato tipo hidratos de carbono;
resaltando en negrilla combinaciones con acierto de clasificacion mayor del 95%.

%CH.4
96,5 | QBiogas
96,0 93,7 QCH,
93,4 98,8 98,8 | pHs
85,6 94,8 955 | 853 [ AGV
100 99,3 98,2 | 878 1 992 | AP

La Unica pareja que clasifica con acierto del 100 % es la formada por %CH4-AP,
combinando por lo tanto una variable de la fase gas y una variable de la fase
liguida. La medicién del % CH. exige el andlisis on-line de la composicién del
biogas. A continuacion la pareja AGV-AP presenta el acierto en clasificacion mas alto
con el 99,2 %; este resultado coincide con la propuesta de utilizar la relaciéon de
alcalinidades y la alcalinidad parcial como indicadores tempranos de perturbaciones
en reactores anaerobios (Pufial et al., 2001; Steyer et al., 2006).

Desde el punto de vista de instrumentacion la pareja QBiogas — pH con acierto
en la clasificacion del 98,8 %, es la mas atractiva debido al bajo coste de la
medicién on-/ine del caudal de biogas y el pH. Existen algunas experiencias exitosas
de control utilizando solo estas dos variables, tanto en digestores de lodos
(Bjérsson et al., 2001) como en reactores anaerobios de alta tasa (Liu et a/., 2004a,
2004b, 2006).
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Respecto a la clasificacion por parejas en el sustrato tipo proteina, presentado
en la Tabla 4.7. Solo 3 combinaciones por parejas logran clasificar con porcentaje
de acierto mayor del 95%; son ellas: TOCe-TICe, TICe-%CH4 y Pcabeza-AP. Tal
como se menciond anteriormente la monitorizacién on-line de TIC/TOC es costosa y
rara vez se realiza en depuradoras industriales; por lo tanto solo la pareja Pcabeza-
AP presenta un porcentaje de acierto adecuado.

Tabla 4.7. Porcentaje de acierto de clasificacion con todas las variables estudiadas
por parejas para el sustrato tipo proteina; resaltando en negrilla combinaciones con
acierto de clasificacion mayor del 95%.

Pcabeza
72,2 %CH,
67,5 77,3 H,
62,1 79,2 | 62,7 | QBiogas

76,8 78,0 | 63,8 78,9 QCH,
88,5 75,8 | 78,2 88,2 89,0 [ TOCe
94,6 95,5 | 872 93,7 92,6 98,1 | TICe
86,7 734 | 856 91,5 90,9 834 | 93,9 | TOCs
90,3 86,0 | 83,7 87,8 88,3 858 | 884 | 759 | pHs
82,0 60,4 | 785 89,2 89,6 80,8 | 915 | 77,3 | 853 | AGV
98,1 83,7 | 80,9 94,3 92,8 876 | 875 | 858 [759 ] 90,9 | AP

Recordando que las variables Pcabeza y Qbiogas estan altamente
correlacionadas, se observa en la Tabla 4.7 que la pareja Qbiogas-AP con 94, 3 %
de acierto podria se una alternativa en caso de no contar con medicién de la presién
en la cabeza del reactor (Pcabeza). En forma similar al comportamiento con el
sustrato tipo hidratos de carbono, para el sustrato tipo proteina se presenta buena
clasificacion para las parejas QBiogas- AP, QCH4- AP y AGV-AP con poder de
clasificacién entre el 90 y el 95%.

Clasificacion con tres variables para el sustrato tipo proteina

Teniendo en cuenta el bajo poder de clasificaciéon presentado por las parejas de
variables en el sustrato tipo proteina se procedid a evaluar combinaciones de tres
variables. La Tabla 4.8 muestra los resultados para la clasificacion utilizando tres
variables con aciertos de clasificacion por encima del 95%.
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Los resultados se presentan en dos grupos. El primer grupo muestra las
combinaciones de las variables que presentaron individualmente mayor poder de
clasificacién (TOCe, TICe, TOCs, AP y QCH4); este grupo tiene la limitaciéon de
involucrar variables que requieren la monitorizacidon on-line de TIC/TOC. El segundo
grupo presenta combinaciones solo de variables de salida del proceso (Pcabeza,
QBiogas, QCH4, H2, AP y AGV); en dicho grupo solo las combinaciones AGV-AP-
Pcabeza, AGV-AP-QBiogas y AGV-AP-QCH4 tienen un poder de clasificacion que
supera el 95%.

Tabla 4.8. Clasificacion utilizando combinaciones de tres variables para el sustrato
tipo proteina, se presentan combinaciones con acierto mayor del 95%

Grupo Combinacién de 3 % de acierto
variables

TICe - TOCe - TOCs 99,4
Combinaciones de TICe - TOCe - AP 99,0
variables que mejor TICe - TOCs - QCH4 98,5
clasifican TICe - TOCe - QCH4 97,7
individualmente

TICe - AP - TOCs 97,4

AP - TOCs - QCH4 96,9

TOCe - AP - QCH4 95,8
Combinaciones de AP - AGV - Pcabeza 97,7
variables que AP - AGV - QCH4 96,5
caracterizan la salida del

AP - AGV - QBiogas 96,4

proceso

De nuevo si se tiene en cuenta que las variables Pcabeza y QBiogas estan
altamente correlacionadas se pueden definir las combinaciones AGV-AP-QBiogas y
AGV-AP-QCHs como las mas adecuadas. Teniendo en cuenta el costo de la
instrumentacidn, la combinacién AGV-AP-QBiogas es la mas indicada al no requerir
en analisis on-line de la composicion del biogas.

4.3.3. Seleccidn de variables en estados dinamicos
Simulacion previa de pulsos y escalones

Utilizando las ecuaciones 4-5 y 4-6 y los datos del primer estado estacionario
posterior al arranque con cambio de sustrato, se estimé el tiempo de retencion de
solidos (TRS) en el reactor piloto para cada sustrato tipo. En la Tabla 4.9 se
presentan los datos utilizados en dicho calculo.
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Los TRS obtenidos son 55,6 y 161 dias para dextrina y proteina hidrolizada
respectivamente. Estos resultados concuerdan con los rendimientos reportados para
condiciones mesofilicas, en g de biomasa por g de DQO consumida de 0,35 y 0,20
para los sustratos tipo carbohidratos y proteina respectivamente (Speece, 1996). El
sustrato tipo carbohidratos al contener mayor energia disponible, genera mayor
crecimiento de biomasa y por ende un TRS menor.

Tabla 4.9. Calculo del tiempo de retencidon de sdlidos (TRS) para los sustratos
carbohidratos (dextrina) y proteina.

Agua residual Contenido promedio Salida promedio de  Tiempo promedio
tipo de sdlidos so6lidos suspendidos de retencion de
suspendidos volatiles volatiles en el solidos - TRS
en el reactor - Xotal efluente — AX/At (d)
(kg) (kg-d™)
Carbohidratos 17,8 0,320 55,6
Proteina 15,7 0,115 136

En la Figura 4.10 se presentan los resultados obtenidos por simulaciéon con
ADM1 para un cambio en la VCO de 5 a 45 kg DQO-m™3d™* con una duracién del
pulso de 2,4 horas; puede observarse tanto en las variables de la fase gas como en
las de la fase liquida un cambio apreciable sin desestabilizar el proceso. De igual
manera en la Figura 4.11 se muestran los resultados de la simulacién al realizar una
perturbacion en forma de escalén aumentando la VCO de 4,5 a 6,8 kg DQO-m=-d;
las variables evaluadas tanto para la fase gas como la fase liquida muestran una
magnitud de cambio apreciable.
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Figura 4.10. Simulacién de un pulso para sustrato tipo carbohidratos: VCO (-),
caudal de gas (O), % de CH, (), concentracién de H, (A), concentracion de DQO
salida (), alcalinidad parcial (®).
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Figura 4.11. Simulacién de un escaldn para sustrato tipo carbohidratos: VCO (-),
caudal de gas (O), % de CH, (M), concentracién de H. (A), concentracién de DQO
salida (O), alcalinidad parcial (®).
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Cambios en la VCO utilizados en la experimentacion

Apoyados en la simulacion de las perturbaciones en forma de pulso y escaldn, se
definieron en forma aproximada las diferentes VCO a aplicar en la realizacion de los
experimentos; las VCO aplicadas finalmente sufrieron variaciones debido a la
dindmica de operacion de la planta (cambios en la biomasa, fallos en equipos y
sensores). En las Figuras 4.12 y 4.13 se presentan para ambos sustratos los
cambios de VCO finalmente utilizados en la experimentacion.
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Figura 4.12. Evolucidn de la velocidad de carga organica (VCO) en los experimentos
con el agua residual tipo carbohidratos.
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Figura 4.13. Evolucién de la velocidad de carga orgénica (VCO) en los experimentos
con el agua residual tipo proteina.
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Comportamiento hidraulico

Las Figuras 4.14 y 4.15 presentan los resultados de las DTR para los dos sustratos
(hidratos de carbono y proteina) en forma de curva normalizada de la concentraciéon
adimensional del trazador (C¢) frente al tiempo medio adimensional (¢). Con el
sustrato tipo carbohidratos se realizé un experimento de DTR sobre el dia 300 de
operacion cuando se operaba con un tiempo de retencion hidraulico de 24 horas,
una VCO de 3,4 kg DQO-m3d* vy una producciéon de biogads de 77 L-h'. Para el
sustrato proteina hidrolizada se realizé la DTR en condiciones normales de
operacién con un tiempo de retencién hidraulico de 24 horas, una VCO de 2,5 kg
DQO-m3d* y una produccion de biogds de 60 L-h™*. En ambos casos se comparan
las respuestas con el comportamiento de un tanque de mezcla completa (1 CSTR) y
dos tanques de mezcla completa en serie (2 CSTR).

0,8 L

0,6 T ® \
/ Y \
04 ey
/ °\
0,2 *a®

Co

20009400

Figura 4.14. Curva de DTR para el sustrato hidratos de carbono; datos
experimentales (®), 1 CSTR (--) y 2 CSTR en serie (—). Operando a caudal de
alimentacion de 45,8 L-h?, caudal de recirculacion de 200 L-h™, TRH tedrico de 24 h.
El TRH calculado es de 24,9 h, el QBiogas de 77 L:-h™* vy la configuracion resultante
es de 1,55 CSTR en serie.

A partir de los experimentos con trazador que permiten obtener las curvas
DTR, es posible conocer la hidrodinamica a nivel macroscépico de los reactores. De
esta forma se puede tener una idea del tiempo de respuesta de la fase liquida en
estos equipos. Se puede entonces decir, de manera aproximada, que el tiempo de
respuesta es el tiempo transcurrido entre la inyeccién del trazador y la presencia de
la concentracion maxima de trazador en el efluente del reactor. Los tiempos de
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respuesta encontrados son 5,5 h y 7 h para los sustratos tipo carbohidratos vy tipo
proteina, respectivamente. En las perturbaciones tipo impulso; al generarse una
cantidad importante de biogas; el comportamiento hidraulico del sistema tendera a
acercarse a un reactor de mezcla completa y por lo tanto el tiempo de respuesta de
la fase liquida serd menor al encontrado en estado estacionario.
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Figura 4.15. Curva de DTR para el sustrato proteina; datos experimentales (®), 1
CSTR (--) y 2 CSTR en serie (—). Operando a caudal de alimentacion de 45,8 L'h™,
caudal de recirculacion de 200 L-h?, TRH tedrico de 24 h. El TRH calculado es de
26,4 h, el QBiogas de 60 L-h™* vy la configuracion resultante es de 2,08 CSTR en
serie.

Evaluacion de variables para el sustrato tipo hidratos de carbono

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 4.2.4 se analizaron las perturbaciones
tipo pulso y escaldn utilizando los parametros tiempo de retardo al maximo valor en
los pulsos y tiempo de retardo a respuesta estable en los escalones, nivel de
excitaciéon y pendiente normalizada. Adicionalmente en las perturbaciones tipo
escalén se analizé el tiempo de retardo a pendiente maxima. Las Figuras 4.16 y
4.17 muestran a manera de ejemplo la evolucion de las variables en la fase gas y
en la fase liquida para el sustrato tipo carbohidratos durante el pulso con cambio en
la VCO de 5 a 45 kg DQO-m™3d™*. En ambas figuras se puede observar la respuesta
inmediata de los indicadores de la fase gas y fase liquida ante la perturbacion tipo
pulso; no se detecta retardo entre el inicio del pulso y la respuesta de los diferentes
indicadores. Este hecho se relaciona con el sustrato tipo carbohidratos (dextrina) de
facil degradacion; utilizado en estos experimentos.
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Figura 4.16. Evolucién de las variables en la fase gas para el pulso VCO 5-45 con
sustrato tipo carbohidratos: VCO (-), H. (), CO (®), Qbiogés (-A-) y %CH. (O).
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Figura 4.17. Evolucién de las variables en fase liquida para el pulso VCO 5-45 con
sustrato tipo carbohidratos: VCO (-), pHs (O), Alcalinidad parcial ((1), TOCs (--) y
AGV(-A-).

Las Tablas 4.10 y 4.11 presentan para el sustrato tipo carbohidratos los valores
de los parametros: tiempo a maximo valor para las perturbaciones tipo pulso o
tiempo a valor estable para las perturbaciones tipo escaldn; nivel de excitacion y
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pendiente normalizada de las diferentes variables monitorizadas para los pulsos y
escalones respectivamente. La magnitud de cambio en los diferentes indicadores es
mucho mayor en los pulsos, debido a su dependencia directa del cambio en la VCO.

Tabla 4.10. Caracteristicas de la respuesta de las diferentes variables a la
perturbacidn tipo pulso en el sustrato tipo carbohidratos.

Pulso 1 (VCO 5-45) Pulso 2 (VCO 3,5-35)
Tiempo Nivel de Pendiente Tiempo hasta Nivel de Pendiente

Fase Variable hasta excitacion ~ Normalizada respuesta excitacion  Normalizada

respuesta ) (h™) maxima ) (h)
maxima (h)
(h)

%CH4 4,0 0,3 0,10 5,2 0,2 0,06
H, 2,8 4,6 1,74 1,7 0,8 0,25
CcO 3.0 9,0 3,10 4,7 11,1 3,34
Gas Qbiogas 2,5 2,2 0,84 2,6 1,8 0,66
QCH.4 2,0 1,6 0,78 2,4 1,5 0,54
TOCs 12 2,2 0,20 13 1,4 0,10
pHs 3,3 0,1 0,02 3,2 0,1 0,01
. AGV 9,0 6,6 1,27 7,5 11,7 1,36
Liquido  pp 6,0 0,3 0,04 6,0 0, 0,03

En el sustrato tipo carbohidratos, el indicador que presenta mayor valor del
nivel de excitacibn como respuesta a las perturbaciones tipo pulso, es la
concentracion de CO que se incrementa 9 y 11 veces respectivamente para los dos
pulsos estudiados (ver Tabla 4.10). Este comportamiento concuerda con lo
reportado por otros investigadores (Hickey and Switzenbaum, 1990; Ruiz et a/.,
2002). La pendiente normalizada para el indicador concentracién de CO es muy
similar en ambos pulsos, tomando un valor cercano a 3.

El indicador concentracion de H, muestra un comportamiento diferente en cada
pulso, en el primer pulso la pendiente normalizada es de 1,74, mientras que en el
segundo pulso dicho parametro toma el valor de 0,25. Esta irregularidad en la
respuesta de la concentracion de H. frente a perturbaciones similares; se debe al
impacto que tiene el grado de acidificacién del sustrato en dicho indicador (Guwy et
al., 1997). Por esta razon el valor tanto del nivel de excitacion como de la pendiente
normalizada es mucho mas bajo para el segundo pulso debido a que 24 horas antes
de realizar el pulso se comenzd a utilizar sustrato fresco y el aumento de la
concentracion de H, en la fase gas por acidificacion del sustrato enmascaré el efecto
del pulso.

En la fase liquida los AGV son el indicador que presenta el mayor valor de
pendiente normalizada (por encima de la variable TOCs); superando inclusive la
presentada por los pardmetros de la fase gas: QBiogas y QCH.. Sin embargo el
tiempo hasta respuesta maxima para los AGV, es aproximadamente 3 veces el
tiempo hasta respuesta maxima que muestran los indicadores de la fase gas.
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Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Moletta (1989); Mathiot et
al. (1992); Ahring et al. (1995) y Huang et al. (2000). El indicador pHs muestra el
valor mas bajo en la pendiente normalizada, confirmando que dicho indicador no
tiene mayor utilidad en la deteccién temprana de sobrecargas organicas.

Tabla 4.11. Caracteristicas de la respuesta de las diferentes variables a la
perturbacion tipo escaldn en el sustrato tipo carbohidratos.

Escalén 1 (VCO 5-7,5) Escalén 2 (VCO 3,5-6)
Tiempo Nivel de Pendiente Tiempo Nivel de Pendiente
Fase Variable hasta excitacion Normalizada hasta excitacion Normalizada
respuesta (-) (ht) respuesta (-) (ht)
estable estable
(h) (h)
%CH4 14 0,1 0,01 11 0,2 0,02
H2 10 2,9 0,70 5 1 0,24
Co * * * * * *
Gas Qbiogas 13 0,4 0,09 8 0,5 0,05
QCH. 8 0,4 0,08 5 0,3 0,05
TOCs 109 1,8 0,02 68 1,3 0,02
pHs ** *x ** 50 0,05 0,001
Liquid AGV 105 6,1 0,05 67 4,9 0,10
lquido  ap 66 0,07 0,01 52 0,8 0,02

* No detectado; ** Oscilaciones en el parametro.

En las perturbaciones tipo escaldén no se detectan cambios en la concentracién
del CO en fase gaseosa; confirmando que el indicador concentracién de CO solo es
valido para sobrecargas organicas severas (Ruiz et al., 2002). En este caso la
concentracion de H, se muestra como el mejor indicador con la mayor pendiente
normalizada y el menor tiempo a concentracion estable. Del resto de los indicadores
se resalta el comportamiento similar en referencia a pendiente normalizada de
QBiogas, QCH4 y AGV; sin embargo los AGV presentan un tiempo a respuesta
estable aproximadamente 10 veces mayor que los indicadores de la fase gas.

Adicionalmente para el sustrato tipo carbohidratos se evalué en los escalones el
parametro tiempo hasta pendiente maxima utilizando la correlacién cruzada entre la
VCO vy las variables en estudio; los resultados se presentan en la Tabla 4.12. La
Figura 4.18 muestra un ejemplo del analisis de tiempo hasta pendiente maxima
realizado para el indicador AP en el escalén con cambio de VCO de 3,5 a 6 kg
DQO-m™3.d* utilizando sustrato tipo carbohidratos.

Puede observarse en la Figura 4.18, que el mayor factor de correlacién se
presenta en el tiempo de retardo 6; lo que indica que el cambio en la VCO genera el
mayor cambio en la AP a los 6 retardos. El valor del tiempo de retardo resulta de
multiplicar el nUmero de retardos por el tiempo de refrescamiento del dato (periodo
en que se realiza una nueva medida de la variable); para la AP se realiza un nuevo
analisis cada 3 horas. Por lo tanto la influencia maxima del cambio en la VCO se
presenta para la AP con un retardo de 18 horas.
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Figura 4.18. Ejemplo del andlisis de tiempo hasta pendiente maxima por correlacion
cruzada entre la VCO y cada variable dependiente, en este caso la AP efluente.

En la Tabla 4.12 se observa que los menores tiempos hasta pendiente maxima
se presentan para los indicadores de la fase gas: H., QCH. y QBiogas; los cuales
muestran una respuesta casi inmediata a partir del inicio de la perturbacion. En las
variables de la fase liquida se presenta un mayor valor del parametro tiempo hasta
pendiente maxima; mostrando diferencias importantes en el valor de dicho
parametro para las dos perturbaciones tipo escaldn. Dichas diferencias
posiblemente estdn relacionadas con los rangos de VCO aplicadas; presentando
mayor velocidad de respuesta para el mayor rango de VCO aplicada.

Tabla 4.12. Valores del parametro tiempo hasta pendiente maxima para cada
variable respuesta estudiada en el sustrato tipo carbohidratos.

Escalén 1 (VCO 5-7,5) Escaléon 2 (VCO 3,5-6)
Fase Variable Retardos Tiempo (h) Retardos Tiempo (h)
%CH4 10 2,5 11 2,75
Gas H, . 0* 0 1* 0,5
QBiogas 2 0,5 1 0,25
QCH4 1 0,25 0 0
TOCs 1** 3 8x* 24
Liquido AGV 1** 3 6** 18
AP 2% * 6 6** 18

*Retardo para H, de 0,5 h; ** Retardo para DOCs, AP y AGV de 3 h; el resto de las variables con
retardo de 0,25 h.

4-46



Capitulo 4

Evaluacion de variables para el sustrato tipo proteina

En las Tablas 4.13 y 4.14 se muestran los resultados de los diferentes parametros
para el sustrato tipo proteina al realizar las sobrecargas organicas en forma de
pulso y escaldn. Se estudiaron 3 perturbaciones en forma de pulso y dos en forma
de escaldn. En las perturbaciones tipo pulso tanto la variable pH como la alcalinidad
parcial aumentan su valor a partir del inicio del pulso, esto se debe a la conversion
del nitrégeno organico presente en la proteina a amonio; conversidon que aumenta
la alcalinidad parcial del sistema.

Tabla 4.13. Caracteristicas de la respuesta de las diferentes variables a la
perturbacion tipo pulso en el sustrato tipo proteina.

Pulso 1 (VCO 4-20) Pulso 2 (VCO 3-20)
Tiempo Nivel de Pendiente Tiempo Nivel de Pendiente
Fase Variable hasta excitacion Normalizada hasta excitacion Normalizada
respuesta (-) (ht) respuesta -) (ht)
maxima maxima
(h) (h)
%CH. 6,7 0,1 0,02 7,0 0,1 0,02
H. 2,9 0,3 0,31 2,3 0,5 0,25
CO * * * * * *
Gas QBiogés 3,4 0,5 0,15 2,4 0,9 0,43
QCH4 3,1 0,4 0,28 2,3 0,9 0,49
TOCs 10,0 1,6 0,36 6,3 2,1 0,32
pHs 13,7 0,02 0,003 12,6 0,03 0,002
- AGV 9,4 6,8 0,75 11,0 4,8 0,78
Liquido
AP 9,9 0,3 0,03 14,3 0,1 0,01

* No detectado.

Para el sustrato tipo proteina no se detectan cambios en la concentraciéon de
CO en fase gas durante las perturbaciones tipo pulso y escalén. El otro hecho
relevante es que los AGV presentan la mayor pendiente normalizada, superando
inclusive a los indicadores de la fase gas como H,, QBiogas y QCHs en dicho
parametro. La limitacion que muestran los AGV frente a los indicadores de la fase
gas es un tiempo hasta respuesta maxima de 3 a 5 veces mayor; lo cual es
consistente en los tres pulsos estudiados.

Los indicadores H,, QBiogas y QCH. muestran valores muy similares en los
parametros tiempo hasta respuesta maxima y pendiente normalizada; por lo tanto
cualquiera de los tres indicadores puede ser utilizado en la deteccién de sobrecargas
organicas con el sustrato tipo proteina. La medicidn on-line del indicador QBiogas es
la mas sencilla y de menor coste, por lo tanto dicho indicador se presenta como la
mejor opcion.
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Continuacién Tabla 4.13. Caracteristicas de la respuesta de las diferentes variables
a la perturbacion tipo pulso en el sustrato tipo proteina.

Pulso 3 (VCO 2-17)

Tiempo Nivel de Pendiente
Fase Variable hasta excitacion  Normalizada
respuesta (-) (h')
maxima
(h)
%CH4 8,8 0,1 0,02
H: 2,5 0,3 0,16
CO * X X
Gas QBiogas 2,3 0,6 0,29
QCH, 2,3 0,6 0,29
TOCs 10,6 2,4 0,34
pHs 19,6 0,03 0,002
uido PGV 12,5 7,2 0,89
Liquido  ap 11,6 0,2 0,03

* No detectado.

Las variables %CHs y pHs muestran valores muy bajos en el parametro
pendiente normalizada, por lo tanto no se consideran adecuadas para identificar en
forma temprana una perturbacién en la VCO tipo pulso.

En las perturbaciones tipo escalén la variable H, presenta la mayor pendiente
normalizada y el menor tiempo hasta respuesta estable. Los valores de pendiente
normalizada en las variables QBiogas y QCH4 son similares al valor mostrado por los
AGV en dicho parametro; sin embargo la variable AGV tiene la limitaciéon de
presentar un tiempo hasta respuesta estable entre 8 y 12 veces mayor que el
presentado por QBiogas y QCHa.

Tabla 4.14. Caracteristicas de la respuesta de las diferentes variables a la
perturbacion tipo escalon en el sustrato tipo proteina

Escalén 1 (VCO 4-6) Escalén 2 (VCO 3-6)
Tiempo Nivel de Pendiente Tiempo Nivel de Pendiente
Fase Variable hasta excitacion Normalizada hasta excitacion Normalizada
respuesta -) (ht) respuesta (-) (ht)
estable estable
(h) (h)
%CH4 25 0,1 0,01 29 0,1 0,01
H. 3 0,2 0,11 2 0,3 0,21
CO * E3 * * * *
Gas QBiogas 10 0,4 0,04 7 1,0 0,06
QCH. 10 0,4 0,06 7 0,9 0,12
TOCs 50 4,1 0,08 50 3,0 0,04
pHs 29 0,01 0,001 6 0,02 0,001
iquid AGV 83 5,4 0,07 93 11,4 0,11
Liquido — ap 44 0,4 0,01 28 0, 0,02

* No detectado.
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Las variables %CH4, AP y pHs muestran valores muy bajos para el parametro
pendiente normalizada, lo que indica que dichas variables presentan en las
perturbaciones tipo escalén una dindmica de respuesta lenta y por lo tanto no son
variables adecuadas para ser utilizadas en la prediccion de perturbaciones.

Para el sustrato tipo proteina también se realizd en las perturbaciones tipo
escaldn la evaluacidon del parametro tiempo hasta pendiente maxima, para lo cual
se utilizd la correlacion cruzada entre la VCO y las variables en estudio; los
resultados se muestran en la Tabla 4.15.

En ambos escalones las variables de la fase gas: H., QBiogas Y QCH4 presentan
los valores mas bajos (entre 0 y 1 hora) para el parametro tiempo hasta pendiente
maxima. De otro lado en las variables de la fase liquida se presentan valores para
este parametro de 6 a 9 horas.

De acuerdo con lo anterior en una perturbaciéon en la VCO tipo escaldén se
obtiene una velocidad de respuesta maxima (pendiente maxima) de forma casi
inmediata en las variables de la fase gas (Hz, QBiogas y QCH4); mientras que en las
variables en la fase liquida (TOCs, AGV y AP) muestran un retardo de 6 a 9 horas.

Tabla 4.15. Valores del pardmetro tiempo hasta pendiente maxima para cada
variable respuesta estudiada en el sustrato tipo proteina.

Escalén 1 (VCO 4-6) Escalén 2 (VCO 3-6)

Fase Variable Retardos Tiempo (h) Retardos  Tiempo (h)
%CH4 33 8,25 14 3,5
Gas H. 2% 1,0 0* 0
QBiogas 3 0,75 0 0
QCH, 4 1,0 0 0
TOCs 3Kk 9 %% 6
Liquido AGVY 3x* 9 3x* 9
AP 2%* 6 3kk 9

* Retardo para H. de 0,5 h; ** Retardo para TOCs , AP y AGV de 3 h; el resto de las variables con
retardo de 0,25 h.

Evaluacion de variables durante el choque térmico

Para el sustrato tipo proteina se estudid la respuesta de las variables monitorizadas
durante la disminucién de temperatura en el reactor de 37 a 25 °C; manteniendo la
velocidad de carga organica en 4 kg DQO-m>d*. El experimento se realizd
simulando el fallo del sistema de calentamiento de la linea de recirculacion.

Esta perturbacidon se asemeja a un estimulo tipo escalén realizado en forma
gradual (la temperatura disminuye lentamente debido a la inercia del sistema). La
disminucidn de temperatura genera una disminucion en la actividad de la biomasa y
puede generar un desequilibrio entre el flujo de materia orgdnica que entra al
sistema y la capacidad de metanogenizacion de la biomasa (Mathiot et al., 1992);
con lo cual la concentracion de AGV tiende a aumentar y potencialmente se puede
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desestabilizar el sistema al agotarse la capacidad tampdn y descender el valor del
pH (Speece, 1996).

En las Figuras 4.19 y 4.20 se presenta la evolucién de las variables de la fase
gas y de la fase liquida durante la disminucion de la temperatura en el reactor de
37 a 25 °C en aproximadamente 40 horas. En la Figura 4.19 se observa una
disminuciéon leve (aproximadamente 10 ppm) en la concentracion de H, durante el
enfriamiento del reactor; paralelamente el % CH. también disminuye levemente
(3%). Ambos comportamientos difieren de lo reportado por Mathiot et al. (1992);
quienes encontraron durante el enfriamiento de un filtro anaerobio de 35 a 25 °C:
un leve aumento en la concentracién de H, en fase gas, y el aumento en el %CH. y
disminucién del % CO, en fase gas; debido posiblemente al aumento de la
disolucién de CO, en la fase liquida .

Tanto el QBiogas como el QCH4 disminuyen aproximadamente en 40 % con
respecto a su valor antes del enfriamiento del reactor, este comportamiento es
acorde con la disminucién tedrica de la actividad de la biomasa anaerobia evaluada
con la ecuaciéon 4.9 propuesta por Henze y Harremoes (1982) que predice una
disminucidn el la actividad del 37%.

K, = Ky Dexp’ "% (Ec. 4.9)
Donde:

K : constante de actividad microbiolégica a la temperatura T

K5 : constante de actividad microbiolégica a 35 °C

§ : coeficiente de temperatura (0,1)

Con un retardo de aproximadamente 20 horas se presenta en la fase liquida el
aumento en la concentraciéon de TOCs y AGV, dichas variables duplican su valor
inicial al finalizar el experimento. En forma paralela al aumento en la concentracién
de AGV se presenta la disminucion importante en la alcalinidad parcial y la
consecuente caida del valor del pHs de 6,9 a 6,5 debido a la acumulaciéon de AGV y
al consumo de la alcalinidad parcial disponible. Estos resultados concuerdan con lo
observado por Cayless et al. (1989); quienes sugieren que la acumulacién de AGV y
la disminucién en el % de CH, estan relacionadas con la mayor sensibilidad de las
poblaciones metanogénicas a la disminucion de temperatura.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo; la respuesta del
proceso frente a la disminuciéon gradual de temperatura es similar a la respuesta
frente a una inhibicidon. Ya que disminuye la actividad de la biomasa, cae la
produccién de metano y se produce acumulacion de productos intermedios como los
AGV.
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4.3.4. Analisis conjunto

En la primera parte de este capitulo se realizé la evaluacién del nimero minimo de
variables que permiten clasificar adecuadamente los diferentes estados
estacionarios alcanzados durante la experimentacién con dos sustratos tipicos. En la
Tabla 4.16 se presenta un resumen de las variables y combinaciones de variables
con mejores resultados y mayor viabilidad de aplicacién en la deteccion de estados
estacionarios. De dicho resumen se puede concluir que son compatibles las
variables y combinaciones de variables que mejor clasifican los estados
estacionarios para ambos sustratos tipicos y que dichas variables y combinaciones
de las mismas estan conformadas por la variable de la fase gas QBiogas y las
variables de la fase liquida AGV y AP.

Tabla 4.16. Resumen de variables y combinaciones de variables seleccionadas para
la deteccidn de estados estacionarios para los sustratos tipo hidratos de carbono y

proteina.

Condicién Sustrato tipo carbohidratos  Sustrato tipo proteina
Mejor clasificacion utilizando QCH4 AP
variables por separado QBiogas AGV

AGV QCH4

AP
Mejor clasificacion utilizando QCH.- AP QBiogas-AP
combinaciones de dos QBiogas - AP
variables QCH. - pHs

QBiogas - pHs

AGV - AP

QCH4- AGV
Mejor clasificacion utilizando No estudiado AGV-AP-QCH4
combinaciones de tres AGV-AP-QBiogas

variables

En la segunda parte se realizd el analisis y seleccion de las variables que
indican en forma temprana y mas adecuada la presencia de perturbaciones en la
VCO del proceso. En este analisis se identifican diferencias en el comportamiento de
las variables de la fase gas entre los dos sustratos estudiados y entre las
perturbaciones tipo pulso y tipo escalén, un resumen de las variables seleccionadas
se muestra en la Tabla 4.17. Para el sustrato tipo carbohidratos las mejores
variables en la deteccidon temprana de perturbaciones en la VCO tipo pulso, son las
concentraciones de CO y H, en la fase gas; sin embargo la concentracion de CO no
muestra ninguna variacion frente a las perturbaciones tipo escalén. En la fase
liguida, el mejor indicador de perturbaciones tipo pulso son los AGV, con la
limitacién de presentar un tiempo de respuesta de 2 a 3 veces mayor que las
variables H, y CO. Debe recordarse que en la deteccion de temprana de
perturbaciones es de mayor utilidad la evaluacion de las tasas de cambio relativo de
las variables, por lo tanto es mas adecuado calcular la pendiente normalizada de los
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datos sobre una ventana que tomar solo el valor puntual de la variable.

Tabla 4.17. Variables seleccionadas en la deteccion de perturbaciones en la VCO
para los sustratos tipo hidratos de carbono y proteina.

Condicién Sustrato tipo carbohidratos Sustrato tipo proteina
Mejores indicadores en H: AGV
perturbaciones tipo pulso co H,

AGV QCH4

QBiogas

Mejores indicadores en H: H.
perturbaciones tipo QBiogas AGV
escaldén

QCHa QCH4

AGV QBiogas

Para el sustrato tipo proteina, la concentracion de CO en fase gas no presentan
variaciones frente a las perturbaciones tipo pulso y escaldn, por lo tanto se descarta
su utilidad en la deteccion temprana de sobrecargas para dicho sustrato. En la fase
gas las variables H, y QBiogas presentan el mejor comportamiento para el sustrato
tipo proteina. De acuerdo con lo anterior es posible en los dos sustratos estudiados,
compatibilizar las variables que permiten por un lado detectar los diferentes estados
estacionarios y por el otro identificar en forma temprana las perturbaciones en la
VCO.

En la Tabla 4.18 se presenta la propuesta del conjunto minimo de variables que
permite la diagnosis y control del proceso para los dos sustratos estudiados. En
dicha tabla se muestran los diferentes niveles de instrumentacion propuestos. La
instrumentacion basica se refiere a la instrumentacion de bajo nivel y bajo coste
gue generalmente se instala en las depuradoras industriales. La instrumentacion
necesaria incluye las variables seleccionadas en este trabajo y por ultimo la
instrumentacién conveniente incluye el analisis on-line del gas traza H,, el cual
permite la deteccién de sobrecargas organicas en ambos sustratos

Tabla 4.18. Seleccidon de variables para la diagnosis y control del proceso de
digestidn anaerobia con sustratos tipo carbohidratos y tipo proteina.

Fase Instrumentacion Instrumentacion  Instrumentacion
basica necesaria conveniente
Gas QBiogas H>
Liquida pH entrada AGV
pH salida AP
T entrada
T salida
Q entrada

Q recirculacion
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4.4. Conclusiones

Se presentaron dos metodologias complementarias en la selecciéon de los
indicadores que permiten identificar el estado del proceso y la deteccién de
perturbaciones operando con dos sustratos tipo.

Se comprobd la utilidad del analisis de componentes principales (PCA) en la
reduccién de la dimension multivariable de un conjunto de datos de monitorizacién
del proceso de digestion anaerobia; logrando retener mas del 80% de la
variabilidad del proceso con las dos primeras componentes principales. Asi como la
capacidad del analisis factorial discriminante (FDA) para clasificar adecuadamente
los datos pertenecientes a diferentes estados estacionarios.

Utilizando una sola variable para la clasificacién de los diferentes estados
estacionarios se presentan diferencias relevantes entre los dos sustratos tipo. Para
el sustrato tipo hidratos de carbono las variables QCH4 y QBiogas permiten aciertos
por encima del 90 % en la clasificacion, superando inclusive las variables que
caracterizan la entrada al proceso (TOCe y TICe). Mientras que para el sustrato
proteina la clasificacion en los diferentes estados estacionarios es mas deficiente
cuando se utiliza una sola variable y solo las variables TOCe y TICe logran
clasificaciones cercanas al 80%

Utilizando combinaciones de 2 variables para el sustrato tipo hidratos de carbono y
3 variables para el sustrato tipo proteina se encontré6 que las combinaciones que
mejor clasifican los diferentes estados estacionarios para ambos sustratos tipo son:
AGV - AP - QCH4 y AGV - AP - Qbiogas.

Se identificd la pendiente normalizada como el parametro clave en la deteccidon de
perturbaciones en la VCO, debido a que dicho parametro representa la velocidad de
respuesta del sistema frente a cambios en las caracteristicas del residuo o cambios
en las condiciones de operacion del sistema. Por lo tanto para diagnosis y control
del proceso es mas conveniente realizar la evaluacion del cambio relativo del valor
de las variables con el tiempo que utilizar el valor absoluto de la variable.

Se encontré que la concentracion de CO tiene una utilidad muy reducida en la
deteccién de perturbaciones, utilizando dicha variable solo fue posible detectar
perturbaciones tipo pulso en el sustrato tipo hidratos de carbono.

La concentracién de H, es una variable que permite la deteccién de perturbaciones
en la VCO (tipo pulso y escalén) en ambos sustratos estudiados. Sin embargo se
debe tener en cuenta que para el sustrato tipo carbohidratos la concentracion de H»
depende directamente del grado de acidificacion del sustrato al ingresar al reactor,
este hecho puede generar un diagndstico errado del estado del proceso.
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Para ambos sustratos estudiados las variables: QCH4, QBiogas y AGV son
adecuadas en la deteccion de perturbaciones en la VCO.

De acuerdo con los resultados de este trabajo y considerando los niveles de
complejidad y coste de monitorizacidn se proponen tres niveles de instrumentacion:

e instrumentacion basica (pH, temperatura y caudales): pHmetros; sensores
de temperatura y caudalimetros.

e instrumentacion necesaria (QBiogas, AGV y AP): analizador de H;, en fase
gas; caudalimetro y analizador titrimétrico de AGV y AP.

¢ Instrumentacién conveniente (H.): analizador de hidrégeno en fase gas.
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Capitulo 5

Evolucién de la ecologia microbiana y
caracteristicas técnicas de granulos
anaerobios sometidos a diferentes aguas
residuales

Resumen

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos del seguimiento
de una biomasa anaerobia sometida a diferentes sustratos tipo (etanol, hidratos de
carbono y proteina). El estudio se llevd a cabo en reactores de laboratorio
empleando los tres sustratos tipo durante un afio de operacién y en planta piloto
para el sustrato tipo que contenia hidratos de carbono, también durante 1 afo.

Se evaluaron las caracteristicas fisicas, composicion quimica, caracteristicas
hidrodindmicas y las actividades metanogénica y acidogénica de la biomasa
anaerobia. La morfologia de los microorganismos presentes en la superficie de los
granulos se estudié aplicando microscopia electrénica de barrido (SEM).

Por ultimo, combinando la técnica de identificacion de microorganismos por
FISH con microscopia de epiflurescencia y microscopia confocal se realizd la
identificacion y cuantificacion relativa de algunos de los principales microorganismos
presentes en la biomasa.

La configuracion de los reactores utilizados influyé directamente en las
caracteristicas finales de la biomasa. En el reactor piloto hibrido (USBF), al cambiar
de un sustrato simple (etanol) a un sustrato no acidificado (dextrina), se presentd
la retencion de biomasa floculenta, la expansién del lecho de lodo, el lavado de
biomasa y el posterior deterioro de la biomasa granular al presentarse la ruptura
parcial de los granulos. Por el contrario, en los reactores UASB, la biomasa
floculenta fue lavada y, por tanto, permanecié la estructura granular del lodo.

Al someter la biomasa granular aclimatada a un sustrato simple (etanol), a
sustratos complejos o no acidificados (dextrina y proteina), los granulos originales
fueron colonizados por nueva biomasa, compuesta por bacterias acidogénicas y
microorganismos metanogénicos. Dicha colonizacidon gener6é un aumento importante
en el tamafo de los granulos y aumentos considerables en la actividad acidogénica
especifica y en la actividad metanogénica hidrogenofila.
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5.1. Introduccion

La estructura y caracteristicas de los granulos formados en los reactores anaerobios
han sido ampliamente estudiadas en los ultimos afios por diversos investigadores.
En este apartado se realizara una revision bibliografica sobre el tema, centrada en
los aspectos de mayor interés para este trabajo como son: estructura de la biomasa
granular, caracteristicas morfoldgicas e hidrodindmicas, actividad, composicién
quimica y distribucién de poblaciones microbianas de los granulos.

La inoculacién con biomasa granular de otro reactor es un modo usual de
realizar el arranque de reactores anaerobios. Esta estrategia generalmente implica
el cambio de sustrato y hace necesario un periodo de aclimatacién. El objetivo de
este capitulo es estudiar las caracteristicas y la distribuciéon de los microorganismos
presentes en una biomasa granular desarrollada en reactores UASB y USBF, cuando
el tipo de sustrato es modificado desde un sustrato acidificado simple a un sustrato
no acidificado o a un sustrato complejo.

5.1.1. Estructura de la biomasa granular

La tercera generacion de reactores anaerobios presenta como cualidad principal su
capacidad para retener biomasa. Esta caracteristica permite separar el tiempo de
retencidon celular del tiempo de retencién hidraulico. La capacidad de retener
biomasa depende en gran medida de la formacién de agregados, denominados
granulos, que pueden alcanzar una alta actividad metanogénica (2 g DQO-CH.g
SSV-d*') y una alta velocidad de sedimentacién (60 m-h™) (Hulshoff Pol et al.,
2004).

La inmovilizacion de la biomasa anaerobia se puede lograr suministrando
materiales de soporte (reactores de biomasa fija) o favoreciendo la formacion de
granulos (reactores de biomasa suspendida). La auto-inmovilizacién por formacion
de granulos fue observada inicialmente en reactores UASB por Lettinga et al.
(1980).

El conocimiento de la estructura y del desarrollo de los granulos son las claves
para controlar su proceso de formaciéon y mantenimiento. MacLeod et al. (1990)
propusieron para los granulos desarrollados en reactores UASB un modelo de
estructura de tres capas: una capa exterior formada por una poblacién
heterogénea, una capa intermedia que contiene microorganismos productores y
consumidores de hidrogeno y una zona central del granulo dominada por
microorganismos metanogénicos acetotréficos (Methanosaeta spp.). Este modelo
fue posteriormente confirmado por Guiot et al. (1992) para granulos alimentados
con sacarosa; indicando que la estructura de multiples capas favorece una
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organizacion metabdlica y crea condiciones ambientales 6ptimas para el desarrollo
de los microorganismos involucrados.

La composicién y la estructura de los granulos metanogénicos esta fuertemente
relacionada con el tipo de sustrato utilizado. Grotenhuis et al. (1991a) identificaron
en granulos cultivados con propionato y etanol, diferentes microorganismos
distribuidos al azar, sin presentar una distribuciéon especifica; lo que indica que la
teoria de estructura por capas planteada por MaclLeod et al. (1990) no es general.

Fang et al. (1994a, 1994b, 1995a) y Fang (2000) estudiaron las caracteristicas
de los granulos anaerobios provenientes de reactores alimentados con diferentes
sustratos; en esos estudios se identificaron dos tipos de estructuras granulares. En
primer lugar, los granulos desarrollados en sustratos ricos en carbohidratos
presentan una estructura de tres capas, coincidiendo con el modelo propuesto por
MacLeod et al. (1990). Sin embargo, los granulos alimentados con sustratos
complejos (como proteinas) y con acidos grasos volatiles (AGV) presentan una
distribucion de microorganismos al azar.

Vanderhaegen et al. (1992) demostraron que los sustratos que contienen una
alta energia (p.e. carbohidratos) favorecen el desarrollo de los granulos anaerobios.
Adicionalmente, dichos investigadores al evaluar las diferencias de pH dentro del
granulo, identificaron una estructura por capas, con una capa externa dominada por
bacterias acidogénicas, que utilizan una parte importante de la energia suministrada
por el sustrato y, por tanto, son una fraccion muy importante de la biomasa total
contenida en el granulo.

Esta organizacion por capas aparentemente estd relacionada con la cinética de
degradacion de los sustratos (Guiot et al., 1992; Fang et al., 1995b, Fang, 2000).
De esta manera para los hidratos de carbono que presentan en las primeras etapas
de degradacién (hidrdlisis y acidificacion) velocidades muy superiores que en las
etapas subsiguientes se genera una estructura del granulo por capas; con una capa
externa compuesta principalmente por bacterias acidogénicas; una capa intermedia
compuesta por microorganismos acetogénicos (productores de H.) y consumidores
de H, y una capa interna de microorganismos metanogénicos.

De otro lado, para sustratos complejos, en los que las etapas de hidrolisis y
acidificacion suelen ser las limitantes, se desarrolla una distribucion uniforme de
microorganismos en el granulo. Esta hipétesis no estd completamente justificada,
debido a que en estudios cinéticos de degradaciéon de aguas residuales con alto
contenido de proteina se ha encontrado que la hidrdlisis y la fermentacion ocurren
rdpidamente (Ramsay and Pullammanappallil, 2001).

Diferentes investigadores (Hamersen et al., 1996; Sekiguchi et al., 1999 y Diaz
et al.,, 2003) encontraron en granulos desarrollados tanto con sustratos simples
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(hidratos de carbono y acetato) como con sustratos complejos (butirato, propionato
y peptona), una estructura por capas, con una zona externa dominada por bacterias
y en la zona interior del granulo una mezcla de bacterias sintréficas y arqueas como
microorganismos dominantes.

Lanthier et al. (2002) realizaron estudios sobre dinamica de colonizaciéon con
Desulfitobacterium frappieri PCP-1 sobre biomasa granular proveniente de un
digestor industrial. Estos investigadores encontraron que la colonizacién se
desarroll6 a través de la formacién de biopeliculas sobre los granulos originales,
demostrando que los granulos anaerobios constituyen una matriz adecuada de
soporte para microorganismos exogenos. Estos resultados tienen importantes
implicaciones en la posibilidad de disenar granulos con capacidades especificas de
bioremediacion.

Saiki et al. (2002) estudiaron granulos provenientes de una depuradora de
aguas residuales de la industria cervecera utilizando la técnica FISH, encontrando
en los granulos con mejores caracteristicas de sedimentacion el predominio del
género Methanosaeta cerca de la superficie y escasa presencia de Bacteria en la
superficie. En el centro, el granulo estaba formado por restos de células sirviendo
como soporte a las poblaciones de Arqueas y Bacterias. Los granulos provenientes
de otros reactores que presentaban una capa externa compuesta principalmente
por Bacteria mostraron tendencia a flotar. Basandose en estos hechos, Saiki y
colaboradores concluyen que en los granulos con buena sedimentacién los
microorganismos metanogénicos se desarrollan cerca de la superficie de manera
que los gases producidos se liberan facilmente.

Batstone et al. (2004) identificaron una estructura compuesta por multiples
capas en granulos de reactores industriales que trataban aguas residuales de la
produccién de conservas de vegetales y produccion de cerveza. Mientras que en
granulos provenientes de un reactor hibrido tratando aguas residuales del sacrificio
de cerdos (agua residual rica en proteina), identificaron una distribucion irregular de
agrupaciones de microorganismos tentativamente identificados como Methanosaeta
spp en la parte interna del granulo.

Baloch et al. (2007) identificaron una estructura formada por multiples capas,
dominada por el género Methanosaeta en el centro de granulos desarrollados en un
reactor de fases separadas y flujo pistdn depurando aguas residuales de la
fabricacion de cerveza.

5.1.2. Caracteristicas fisicas

Las principales caracteristicas fisicas estudiadas en la biomasa granular son:
distribucion por tamafo, densidad, velocidad de sedimentacién, grado de
compactacion al sedimentar y resistencia a la abrasion y fuerzas mecanicas.
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La distribucién por tamafio de la biomasa granular depende de multiples
factores como la adicion de nutrientes, el lavado de biomasa, las limitaciones de
difusion de sustratos y productos dentro del granulo, el estrés hidraulico y la
produccién de polimeros extracelulares (Grotenhuis et al.,, 1991b; Franco et al.,
2006). El didmetro medio de los granulos puede variar entre 0,1 y 8 mm
(Grotenhuis et al., 1991a; Guiot et al.,, 1992; Pereboom, 1994; Pereboom and
Vereijken, 1994; Hulshoff Pol et al., 2004).

La densidad y la distribucion por tamafio de la biomasa granular, estan
relacionadas con caracteristicas hidrodinamicas, tales como la velocidad de
sedimentacién (Vs) y el grado de compactacién que puede conseguirse al
sedimentar la biomasa (estimado generalmente por el indice volumétrico de lodos -
IVL) (Grotenhuis et al., 1991b).

Grotenhuis et al. (1991b) evaluaron el efecto de las concentraciones de
sustrato en la distribucion por tamafio de una biomasa granular en un UASB; al
incrementar las concentraciones de sustrato se incrementé el tamafio de los
granulos y su actividad metanogénica. Para estos investigadores el incremento en el
tamafio del granulo y su actividad puede explicarse parcialmente a partir del
crecimiento y la muerte de la biomasa. A concentraciones altas de sustrato, este
penetra hasta el centro del granulo y el granulo aumenta de tamafo. Cuando el
flujo de sustrato en el centro del granulo disminuye tiene lugar la muerte de los
microorganismos. Las fuerzas de corte generadas por el fluido inciden en la
reduccién del tamafio del granulo o en un caso extremo generan su disgregacion.
De esta manera se establece un equilibrio dindmico entre el tamafno del granulo, la
concentracién del sustrato y las fuerzas de corte.

Tay and Yan (1996) estudiaron la influencia de las concentraciones de sustrato
en varias caracteristicas de la biomasa granular, entre ellas el didametro de los
granulos, encontrando que a menores concentraciones de sustrato se presentan
granulos de didmetros mayores; estos resultados no concuerdan con los obtenidos
por Grotenhuis et al. (1991b). La principal razén para esta diferencia seguin los
autores, se debe al estrés producido en los granulos por la velocidad ascensional del
biogas.

Existe una clara relacion entre las limitaciones a la transferencia de masa y el
tamafio del granulo (Gonzalez-Gil et al. 2001a). Estos investigadores encontraron
una relacién directa entre el incremento del tamafio del gréanulo y el aumento del
valor de la constante de saturacion aparente (Ks).

Pereboom (1994), utilizando la técnica de clasificacion de diametros por
tamices, estudié granulos provenientes de diferentes reactores industriales UASB e
IC. La biomasa granular de reactores operados a altas velocidades de carga
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organica, como en el caso de los reactores IC, presentd mayor didmetro promedio
pero menor resistencia a la abrasion. En este estudio se concluye ademas que la
densidad de los granulos estd correlacionada directamente con su contenido de
material inorganico (cenizas).

Jeison and Chamy (1998) desarrollaron una técnica sencilla de analisis digital
de imagenes para estimar la distribucion por tamafio de biomasa granular
proveniente de reactores anaerobios; utilizando gelatina en la inmovilizacion de la
muestra y un escaner en la digitalizacion de la imagen. Los mismos autores
identificaron en sendos reactores UASB y EGSB, el aumento del didametro medio de
la biomasa granular cuando se aplicaban velocidades ascensionales altas (0,5 a 1,3
m-h? para el reactor UASB y 2 a 8 m-h™ en el reactor EGSB) (Jeison and Chamy,
1999).

Gonzalez-Gil et al. (2001b) utilizando la técnica de anadlisis de imagenes,
evaluaron los cambios en la biomasa granular inoculada en un reactor EGSB
tratando aguas residuales de una cerveceria (compuestas principalmente por
etanol). El diametro medio de los granulos se incrementd de 1,5 a 3,5 mm durante
un afio de operacién del reactor, coincidiendo con la aparicion de grupos (clusters)
de Methanosaeta distribuidos al azar en el granulo.

Batstone and Keller (2001) encontraron claras diferencias en la forma y
distribucion de tamano de lodos granulares provenientes de reactores industriales.
La biomasa proveniente del tratamiento de aguas residuales de conservas de
vegetales presenté un amplio rango de tamafios (0,5 a 2,3 mm), mientras que los
granulos que provenian del tratamiento de efluentes con elevado contenido en
proteinas y aguas residuales de fabricacidon de cerveza presentaron distribuciones
mas homogéneas (1 a 2 mm).

Varios autores han analizado la relaciéon entre la actividad acidogénica y
metanogénica con el tamafio de los granulos. Se acepta que la actividad especifica
es directamente proporcional a la cantidad de microorganismos viables presentes en
la biomasa. Asi, Guiot et al. (1992) realizaron diversos estudios sobre la relacién
tamafio-actividad especifica de biomasa anaerobia suspendida; concluyendo que
existe una asociacion entre bacterias acidogénicas y metanogénicas
hidrogenotroficas con lodo suspendido o floculento; mientras que actividad
metanogénica acetoclastica importante (> 0,15 g DQO-CH.g SSV'd?) sélo se
presenta en granulos con didmetros mayores de 0,5 mm. Adicionalmente, estos
autores, al estudiar la evolucién de biomasa granular sometida a diferentes
velocidades ascensionales, encontraron una relacion directa entre el aumento de
tamafio de los granulos y el aumento de su actividad metanogénica acetotrofica.
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Elias et al. (1999) encontraron un aumento importante en el tamafio de los
granulos anaerobios al operar durante 300 dias un reactor UASB de laboratorio
alimentado con glucosa (sustrato no acidificado) e inoculado con biomasa granular
proveniente de una depuradora de aguas residuales de la produccién de bebidas
alcohdlicas. El didmetro final de los granulos presentd valores entre 0,96 y 3,97
mm; mientras que el rango inicial de didmetro de la biomasa inoculada fue de 0,45
a 0,92 mm. Dicho aumento se explica a partir del recubrimiento de los granulos con
nueva biomasa en forma de capas, generando un lodo con baja sedimentabilidad,
baja resistencia mecanica y tendencia a atrapar el biogas.

Otra caracteristica estudiada es la resistencia de la biomasa granular al
desgaste y/o disgregacion debido a fuerzas mecanicas. Pereboom (1997) desarrollo
una metodologia para estimar dicha resistencia, basada en la medida de la tasa de
abrasién sometiendo la biomasa a diferentes grados de agitacion mecanica (vaso
agitado) o por gas (columna de burbujeo). Concluye que los granulos provenientes
de sistemas con tasas lentas de crecimiento de la biomasa presentan una mayor
resistencia a la abrasion, que disminuye al aumentar el tamafio del granulo.

5.1.3. Composicion quimica

La composicidn elemental de la biomasa anaerobia granular es similar a la
composicién elemental de las bacterias en general; los valores de proteina e
hidratos de carbono (alrededor del 50% y 7% del peso seco, respectivamente) son
comparables con la composicidn tipica de las bacterias; el contenido de cenizas del
orden de 10 a 23 % esta relacionado principalmente con la presencia de
precipitados de sulfuro de hierro que son los responsables del color negro de los
granulos (Dolfing, 1986).

Elias et al. (1999) desarrollaron biomasa granular en dos reactores UASB
alimentados con glucosa uno y una mezcla de AGV el otro; encontraron relaciones
C:H:N (42:7:9) idénticas en ambas biomasas granulares.

La composicion mineral puede tener un impacto significativo en la densidad y
por lo tanto en la velocidad de sedimentacién de los granulos (Pereboom, 1994;
Batstone and Keller, 2001). Los principales constituyentes de la fraccion inorganica
de los granulos son: calcio, fésforo, hierro y azufre (Wu et al., 1991; Uemura and
Harada, 1995; Gonzalez-Gil et al., 2001b; Batstone and Keller, 2001).

Gonzalez-Gil et al. (2001b) encontraron que en secciones de granulos de
biomasa granular de un EGSB que depuraba aguas residuales industriales de la
produccion de cerveza, habia altas concentraciones de calcio y fosforo
predominando en las zonas de color blanco; mientras que, en las regiones de color
negro, predominaban los precipitados de hierro.

5-8



Capitulo 5

5.1.4. Composicion microbioldgica

Existe consenso en la mayoria de los investigadores sobre el predominio del microorganismo
acetotrofico Methanosaeta en los granulos anaerobios y su importancia en la estructuracion del
granulo debido a su morfologia filamentosa (Dolfing, 1986; Guiot et al., 1992; Fang, 2000; Saiki
et al., 2002; Angenent et al., 2004; Hulshoff Pol et al., 2004).

Dependiendo de la concentracion del sustrato se han identificado dos tipos de granulos,
con concentraciones de 1 a 5 g DQO-L* se forman granulos de mayor tamafio (2 a 4 mm) y
mejores caracteristicas de sedimentaciéon, dominados por Methanosaeta. Al aplicar
concentraciones altas del orden de 10 g DQO-L* se forman granulos de menor tamarfio (0,5 a 1
mm) dominados por Methanosarcina (Tay and Yan, 1996).

Tay et al. (2001), proponen la utilizacion de la relacién del contenido de ADN ribosomal de
Arqueas y Bacterias como parametro en la monitorizacion de la diversidad microbioldgica en
digestores anaerobios. Dichos investigadores asocian una mayor presencia de Arqueas en la
biomasa anaerobia con sustratos que contienen principalmente mondmeros como fuente de
carbono; mientras que sustratos compuestos por biopolimeros requieren de una mayor
presencia de Bacterias responsables de las etapas iniciales de degradacion.

En lodos granulares de un reactor EGSB tratando aguas residuales de la produccion de
cerveza, Gonzalez-Gil et al. (2001b) utilizando FISH en biomasa disgregada encontraron una
proporcion de 70% y 30% para los dominios de Arquea y Bacteria respectivamente.

Diaz et al. (2003) encontraron claras diferencias dependiendo del tipo de sustrato, en la
composicién microbioldgica de lodos granulares. Utilizando la técnica FISH, dichos
investigadores identificaron en lodos granulares alimentados con sacarosa, almidén y peptona la
presencia de los dominios Arquea y Bacteria en proporciones similares de aproximadamente un
50 %, mientras que en lodos granulares alimentados con AGV, el dominio Arquea representa un
90 % de los microorganismos activos.

Angenent et al. (2004), utilizando membranas cuantitativas de hibridacién en
granulos alimentados con agua residual sintética (AGV + sacarosa), encontraron la
siguiente distribucion de microorganismos: Bacteria (18,2+6,2%), Methanosaeta
concilii - (52,2+11,4%), Methanosarcina spp (24,0£4,3%) vy del orden
Methanomicrobiales (20,2 +8,4%).

La diversidad en las comunidades metanogénicas ha sido estudiada en
digestores de lodos tratando diferentes tipos de residuos solidos. Asi, Karakashev et
al. (2005), evaluaron 15 digestores alimentados con estiércol o lodo proveniente de
depuradoras aerobias. Estos investigadores observaron una clara dicotomia en las
caracteristicas entre los microorganismos presentes en digestores alimentados con
estiércol y los presentes en digestores alimentados con lodos. En los digestores de
estiércol, con altos niveles de amonio y AGV, el género Methanosarcina aparece
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como microorganismo dominante. Sin embargo, el género Methanosaeta predomina
en los digestores de lodos que presentan bajas concentraciones de amonio y AGV.

5.1.5. Actividad

La actividad de la biomasa anaerobia puede considerarse desde dos enfoques. Uno
de ellos daria una medida global que ofrece informacion sobre el conjunto del
proceso de degradacion y, el otro, una medida de la actividad especifica en cada
una de las etapas basicas del proceso (Soto et al., 1993). Tomando este ultimo
enfoque, las actividades especificas asociadas a cada etapa basica del proceso son
hidrolitica, acidogénica, acetogénica y metanogénica.

Las actividades metabdlicas especificas de los lodos anaerobios pueden
determinarse facilmente utilizando ensayos en discontinuo y sustratos definidos
(Guiot et al., 1992; Soto et al., 1993).

La hidrolisis la realizan enzimas extracelulares que actian sobre los materiales
complejos (carbohidratos, proteinas y lipidos) presentes en las aguas residuales;
dependiendo de la complejidad del material inicial, la hidrélisis puede ser la etapa
limitante en la digestién anaerobia, en esos casos es fundamental determinar la
actividad hidrolitica especifica (Soto et al., 1993). En el presente trabajo, debido a
que se utilizaron sustratos simples o hidrolizados (ver capitulo 2 apartado 2.2), no
se realizaron determinaciones de la actividad hidrolitica especifica de la biomasa.

Aunque la acidogénesis normalmente no es la etapa limitante de la digestién
anaerobia, evaluar la actividad acidogénica especifica permite obtener informacion
valiosa sobre el desarrollo de la biomasa y el comportamiento dinamico del proceso
(Guiot et al., 1992; Soto et al., 1992). Soto et al. (1992) encontraron en la biomasa
de un filtro anaerobio mesofilico, actividades acidogénicas especificas con valores
de 15 a 25 g DQO-g SSV*d™. Guiot et al. (1992) reportan actividades acidogénicas
especificas del orden de 2 a 22 g DQO-g SSV'*.d! en biomasa granular de reactores
UASB mesofilicos.

La actividad acetogénica evalla la produccidon de acido acético a partir de AGV
mas complejos como los acidos propidnico, butirico y valérico; esta labor la realizan
las bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno (OHPA, obligate
hydrogen producing acetogens). Para que este proceso sea factible
termodinamicamente, se requiere que las bacterias acetogénicas se acoplen con las
bacterias metanogénicas consumidoras de hidrogeno en una asociacion simbidtica,
a través del mecanismo denominado “transferencia interespecifica de
hidrégeno” (Diaz-Baez et al., 2002).

La determinacion de la actividad metanogénica especifica es util en diversas
situaciones; en el proceso de arranque de un reactor para estimar la VCO inicial;
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durante la operacion del reactor para evaluar el desarrollo de la biomasa granular y
el efecto de posibles inhibidores o toxicos en la biomasa (Soto et al., 1993).

Los valores de la actividad metanogénica especifica estédn relacionados con el
tipo de sustrato utilizado en la determinacion; generalmente los valores mas altos
(1 a 2,6 g DQO-CH4g SSV-d?) de la AME se presentan para los sustratos formiato y
la mezcla gaseosa H,/CO,, utilizados por los microorganismos metanogénicos
hidrogendfilos (Wu et al., 1991; Guiot et al., 1992; Gonzalez-Gil et al., 2001a).

Para el sustrato acetato las AME pueden oscilar entre 0,1 y 1,1 g DQO-CHag
SSv-d* (Guiot et al., 1992; Fang et al., 1994a; Fang et al., 1994b; Jawed and Tare,
1999; Gonzalez-Gil et al., 2001a). Con este sustrato se puede estimar la actividad
de los microorganismos metanogénicos acetoclastas.
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5.2. Materiales y métodos

En este apartado se presentan los equipos experimentales y los métodos especificos
utilizados en el estudio de la evolucién de la biomasa anaerobia. Se utilizaron 3
reactores de laboratorio y una planta piloto anaerobia que ha sido descrita en el
apartado 2.3 del capitulo 2.

Se describen las siguientes metodologias especificas: microscopia electronica
de barrido (SEM) y la técnica de identificacién de microorganismos por Fluorescence
In Situ Hybridization (FISH) combinada con microscopia de epifluorescencia y
microscopia confocal. Las demas metodologias utilizadas se presentan en el
apartado 2.1.

Se trabajé con los sustratos sintéticos (etanol, hidratos de carbono y proteina
hidrolizada), que fueron descritos en el apartado 2.2.

5.2.1. Equipos experimentales
Reactores de laboratorio

Se utilizaron 3 reactores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Bed) de 5 L de volumen
atil, construidos en plexiglas, con un didametro de 110 mm, dotados en la parte
inferior de 3 puntos de toma de muestra de biomasa (Figura 5.1).

La separaciéon solido-liquido-gas se realiza en la parte superior del reactor
utilizando un embudo plastico invertido, dotado de ranuras en el borde de manera
que el liquido efluente circule; el embudo se conecta a un tubo y este a una
manguera que permite la conduccién del biogas para cuantificar su caudal utilizando
un medidor por desplazamiento y permitir la toma de muestras para evaluar la
composicion del biogas.

La alimentacién de los reactores se realiza a través de un tubo con diametro de
10 mm orientado hacia la base procurando una buena distribucién del flujo vertical,
la salida se realiza mediante una tuberia de 25 mm colocada a una distancia de 90
mm por encima de la base de apoyo del embudo plastico invertido, el embudo se
utiliza como separador gas-solido-liquido. La salida esta conectada con un
recipiente cilindrico de 300 mL de volumen. Se toma la recirculaciéon de efluente de
la parte inferior de dicho recipiente, saliendo el efluente restante por rebose,
almacenandose en una bolsa plastica de 10 L.

Con el fin de asegurar condiciones similares de temperatura los reactores se
colocaron dentro de una camara de temperatura controlada a 37 £ 2 ©°C. La
alimentacién se prepard en bolsas plasticas de 10 L, combinando el sustrato con los
macro y micronutrientes y se mantuvo refrigerada a 4 °C. La figura 5.2 presenta
una vista general del montaje de laboratorio utilizado.
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Se utilizé una bomba peristaltica (Masterflex) con tres cabezales para impulsar
la corriente de alimentacion, de esta manera se asegurd un mismo caudal de
alimentacién en los tres reactores. La recirculacion fue provista por otra bomba
peristaltica (Masterflex), también dotada de tres cabezales, el caudal de
recirculacién asegura una velocidad ascensional del orden de 0,5 m-h™.

110
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o
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o
o 600
° 660
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90
90

Figura 5.1. Esquema y dimensiones en mm de los reactores UASB de laboratorio

El tiempo de retencion hidraulico (TRH) se fijé en 48 h. Las velocidades de
carga organica aplicadas (VCO) son en su orden 5, 3,5 y 3 kg DQO m=>d* para los
sustratos etanol, hidratos de carbono y proteina respectivamente.

La biomasa utilizada para inocular los tres reactores fue tomada de la planta
piloto descrita en el capitulo 2, se utilizaron aproximadamente 50 g de SSV para
inocular cada reactor. Esta biomasa estaba aclimatada al sustrato etanol ya que la
planta piloto fue operada con dicho sustrato durante 3 afios consecutivos antes de
extraer la biomasa utilizada como indculo.
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Reactores
UASB

Bombas de sustrato y | | Depésitos
recirculacion | de efluente

Figura 5.2. Montaje experimental en laboratorio

Planta Piloto

En forma paralela a la operacién de los reactores de laboratorio se estudié la
evolucion de la biomasa frente a cambios en el sustrato en la planta piloto
anaerobia descrita en el capitulo 2. El lodo original, aclimatado al sustrato etanol,
fue sometido a un sustrato en base a hidratos de carbono durante 12 meses.
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5.2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de la biomasa granular fue estudiada utilizando un microscopio
electrénico de barrido Leica 440, con capacidad de aumento comprendida entre 15
y 290000 y resolucion de 4,5 nm.

Las muestras de biomasa granular se prepararon de la siguiente manera: tres
lavados durante 10 minutos con tampon fosfato 0,05 N a pH 7,4, fijado durante una
noche con solucién de paraformaldehido al 1 % en tampdn fosfato, deshidratacidon
empleando soluciones de etanol del 50, 80 y 98 % durante 30 minutos con cada
una. Alternativamente se realizé la deshidratacién utilizando soluciones de acetona
del 50, 80 y 99%, realizando posteriormente la operacién de secado por punto
critico.

Los granulos se colocan enteros o fracturados en un soporte adecuado y como
ultimo paso, antes de la observacion al microscopio, se realizd6 el sombreado con
oro de su superficie.El Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) permite la
observacion de la superficie de los granulos, identificando su estructura y
topografia; pudiéndose determinar el tamafio, la forma y la localizacion de los
microorganismos presentes.

5.2.3. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

En la identificacion de algunos microorganismos especificos en la biomasa se utilizé
la técnica de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization). En FISH se utilizan cadenas
artificiales de oligonucleétidos (ACGT) que contienen un tinte fluorescente y que son
complementarias a la sub-unidad 16S rARN presente en los ribosomas de los
organismos procariotas (dominios bacteria y las archaea).

La sub-unidad 16S rRNA posee una estructura especifica que diferencia un
grupo filogenético particular del resto de los microorganismos. La cadena artificial
complementaria a la sub-unidad 16S rRNA contiene un tinte fluorescente
(flurocromo) que marca el microorganismo y permite identificarlo usando un
microscopio de epifluorescencia; en nuestro caso se utilizaron un microscopio
Axioskop 2 plus (Zeiss) y un microscopio confocal espectral (CLSM) TCS-SP2
(Leica).

Se utilizaron los siguientes flurocromos: fluoresceina (FITC) y carbocianina
(Cy3). Ademas, se suele emplear la tincion con el 4’,6-diamidino-2-fenilindol
diclorohidrato (DAPI) para visualizar todas las células presentes en la muestra ya
que el DAPI es una molécula que se une al ADN. En la tabla 5.1 se presenta las
sondas utilizadas, el grupo filogenético, la concentracién de formamida utilizada y
las referencias bibliograficas para cada sonda.



Evolucién de la ecologia microbiana y caracteristicas técnicas de granulos anaerobios

sometidos a diferentes aguas residuales

Tabla 5.1. Sondas utilizadas en el analisis FISH

Sondas Grupo filogenético Formamida Secuencia de la sonda (5’ - 3') Referencia
(%)
EUB338 Dominio Eubacteria 35 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Amann et al.,
1990
ARC915 Dominio Archaea 35 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Stahl and
Amann, 1991
MX825 Methanosaeta 45 TCGCACCGTGGCCGACACCTAGC  Raskin et al.,
(metanogénica 1994
acetoclastica)
MB1174 Methanobacteriaceae 45 TACCGTCGTCCACTCCTTCCTC Raskin et al.,
(metanogénica 1994
hidrogenotrofica)
La técnica FISH se aplicO mediante la siguiente secuencia: disgregacion y

fijacion

de la biomasa, inmovilizacién de la biomasa, hibridacién y por ultimo

observacion al microscopio. A continuacion se detallan los reactivos y los
procedimientos utilizados.

Reactivos para la fijacion de las células

Solucion tampdn de fosfato salino (PBS) (3x); 390 mM NaCl en 30 mM
tampoén fosfato (pH 7,2): Se disuelven 0,49 g KH2PO4 en 80 mL de H20,
se afaden 2,3 g NaCl y se ajusta el pH a 7,2. Finalmente se lleva a un
volumen total de 100 mL.

PBS (1x); 130 mM NaCl en 10 mM tampoén fosfato (pH 7,2): Se toman 33
mL de PBS (3x) y se ajusta el volumen a 100 mL con agua destilada.

4% para-formaldehido en PBS: Ver a continuacién en preparacion del
fijador (se deben usar guantes ya que el para-formaldehido es muy toéxico).
Agua milliQ a 4°C.

1 M NaOH.

1 M HCI.

Etanol 50%, 80% y 98%.

Etanol 98% a -20°C.

Reactivos para la hibridacion

NaCl 5 M.

Tris/HCI 1 M (pH = 8,0): Se disuelven 12,1 g de Tris base en 80 mL de
agua milliQ, se ajusta el pH a 8,0 con HCl y se ajusta el volumen a 100 mL.
Formamida.

Na2EDTA 0,5 M (pH = 8,0): Se disuelven 18,1 g Na2EDTA en 80 mL, se
ajusta el pH a 8,0 y se enrasa el volumen a 100 mL.

SDS 10% (v/v): Se disuelven 2 g de dodecilsulfato de sodio en 20 mL de
agua milliQ.
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Preparacion del fijador

Se debe usar solamente fijador fresco preparado con menos de 24 h de
anterioridad. El procedimiento es el siguiente: Se calientan 6,5 mL de agua milliQ a
60°C, se afiaden 0,4 g de para-formaldehido, se afiade una gota de NaOH 1 M y se
agita vigorosamente hasta que se haya disuelto completamente (1-2 min). Se retira
la solucién de la fuente de calor y se afiaden 3,3 mL de PBS (3x), se ajusta el pH a
7,2 con HCI (una gota de HCl 1 M), se filtra la solucién a través de un filtro de
membrana de 0,2 micras. Se debe mantener la solucién en hielo hasta su
utilizacién.

Preparacion del tampdn de hibridacion

Pipetear, en un vial eppendorf de 2 mL, 360 pL de NaCl (5 M) y 40 pL de Tris/HCI
(pH = 8,0), se anade formamida y agua MilliQ de acuerdo con la tabla 5.2, por
Ultimo se anaden 4 pL SDS (10% peso/volumen).

Tabla 5.2. Cantidades de formamida y agua milliQ anadidas segliin % de formamida

Formamida % (v/v) Formamida (uL) H,O milliQ (uL)
0 0 1600
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1000 600
55 1100 500
60 1200 400
65 1300 300

Preparacion del tampon de lavado

Se pipetean en un tubo Falcon de 50 mL: 1 mL de Tris/HCI (pH = 8,0), se le aflade
NaCl (5 M) y EDTA (0,5 M) de acuerdo con la tabla 5.3; se llena el tubo Falcon
hasta 50 mL con agua MilliQ. Finalmente se precalienta el tampdn de lavado a 48°C
antes de su uso.
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Tabla 5.3. Cantidades de NaCl y EDTA segun % de formamida

Formamida% NaCl 5 M

V) NaCl (mM) L) EDTA 0,5 M (L)
0 0,900 9000 -
5 0,636 6300 -
10 0,450 4500 -
15 0,318 3180 -
20 0,225 2250 500
25 0,159 1590 500
30 0,112 1120 500
35 0,080 800 500
40 0,056 560 500
45 0,040 400 500
50 0,028 280 500
55 0,020 200 500
60 0,008 80 500
70 0,000 0 350

Preparacion de las sondas

Las sondas de oligonucleédtidos utilizadas fueron adquiridas a la compania Thermo
Electron Corporation, estas sondas se distribuyen en forma liofilizada, de forma que
el fabricante especifica la cantidad de agua MilliQ que hay que afadir para alcanzar
una concentracion de 100 pmol-uL™. La concentracion final de las sondas es de 50
ng-uL* para las sondas con marcador FITC y 30 ng-uL* para las que contienen Cy3.

Disgregacion de la muestra

Con el fin de obtener muestras adecuadas para la aplicacién del FISH y observarlas
en el microscopio, los granulos se disgregaron utilizando ultrasonido de la siguiente
manera: en un tubo de 10 mL de plastico se afiade 1 mL de muestra y 1,5 mL de
PBS (1x), sumergiendo el tubo en un bafio de hielo se aplica ultrasonido durante 1
min con frecuencia al 60%, ciclo de 0,5 seg. Se utilizd un aparato de ultrasonidos
UP200s (Dr. Hielscher GmbH) con un generador de ultrasonidos, también
denominado sonotrodo, modelo S3.

Fijacion de las células

Una vez que la muestra ha sido disgregada, se procede a lavarla con PBS (1x) y se
concentra por centrifugacion retirando luego el sobrenadante, repitiendo el proceso
tres veces. Se resuspende la muestra con PBS 81x) y se afiaden 3 volumenes de
fijador por volumen de muestra. Para que actle el fijador se mantiene la muestra
refrigerada a 4 °C durante 3 horas. Luego se lava y resuspende la muestra con PBS
(1x) y se agregan 1,25 volumenes de etanol al 98 % por volumen de muestra, se
almacena la muestra a -20 °C, garantizando la calidad de la muestra durante varios
meses.
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Inmovilizacion

La muestra se inmoviliza en portaobjetos que contienen 8 pocillos, previamente
lavados con agua destilada. Se afiaden a cada pocillo 10 uL de suspensién de las
células, se seca en estufa a 46 °C durante 10 min, y se deshidrata la muestra de
cada pocillo agregando cada 3 min 10 pL de etanol al 50, 80 y 98 %. Por ultimo se
seca el portaobjetos a temperatura ambiente, se etiqueta y se almacena a -20 °C.
Hibridacion

Previamente se preparan el tampdn de hibridacién y el tampén de lavado. Se
procede a descongelar las sondas de oligonucledtidos que se van a aplicar. Se
prepara el céctel de sondas, teniendo en cuenta que se debe agregar 1 pL de cada
sonda y 10 pL de tampdn de hibridacion por pocillo, se agregan 11 pL del coctel de
sondas en cada pocillo a hibridar (conviene dejar al menos 2 pocillos sin hibridar
para contrastar la fluorescencia). Se coloca inmediatamente cada porta objetos en
un tubo Falcon para hibridacién, agregando previamente en el tubo el resto del
tampdn de hibridacién, los tubos se tapan y sellan con parafilm (para evitar la
pérdida por evaporacién del tampdn de hibridacion) y se incuban durante 1,5 horas
a 46 °C.

Posterior a la incubacién en forma rapida se retiran los portaobjetos del tubo
Falcon, procediendo a eliminar el tampoén de hibridaciéon lavando con un poco del
tampdn de lavado, luego se coloca el portaobjetos dentro del tubo Falcon con el
tampodn de lavado restante y se incuba de 10 - 20 min a 48°C. Por ultimo se retiran
los portaobjetos del tubo, lavando con agua MilliQ y dejando secar los portaobjetos
al aire. Los portaobjetos se almacenan a 4 °C protegidos de la luz.

Tincion con DAPI

La tincién con DAPI se realiza afiadiendo 20 pL de DAPI (Concentracion 1 mg-L?) a
cada pocillo y dejar actuar durante 4 minutos. Posteriormente lavar con agua MilliQ
y secar los portaobjetos al aire.

Observacion microscopica

Para realizar la observacion al microscopio se afiaden 4uL de amplificador de
fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories) sobre cada pocillo del portaobjetos.
Se coloca a continuacion el cubreobjetos, presionando ligeramente con una
cartulina de forma que no queden burbujas de aire y se retira el exceso del aceite
amplificador de fluorescencia.

Para el analisis de los portaobjetos se ha empleado un microscopio de
epifluorescencia (Axioskop 2 plus, Zeiss). Este microscopio es similar al
convencional, a excepcion de que la luz incidente procede de una lampara de rayos
ultravioleta (UV). Esta luz atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de
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onda capaz de excitar al fluorocromo antes de incidir sobre la muestra. La luz
emitida por la muestra (reflejada y fluorescente) atraviesa un segundo filtro que
selecciona la longitud de onda de emisién del fluorocromo. La emisién se produce
répidamente después de la absorcién, volviendo el fluorocromo a su estado basal,
por lo que el fenomeno de fluorescencia solo tiene lugar mientras dura la
iluminacion.

En combinacién con el microscopio de epifluorescencia se utilizé una camara
digital (Coolsnap, Roper Scientfific Photometrics), con la cual se realizaron
fotografias digitales para cada filtro utilizado. De este modo se obtienen tres
fotografias de la misma muestra, una por cada fluorocromo (FITC, Cy3 y DAPI). Con
estas fotografias y un programa de tratamiento de imagenes (PhotoPlus 6.0) se
realizaron superposiciones de las distintas imagenes, permitiendo evaluar
cualitativamente la abundancia de los microorganismos estudiados.

En la figura 5.3 se muestran fotografias del mismo campo visual utilizando los
tres fluorocromos (DAPI, FITC y Cy3). Cada fluorocromo presenta un espectro
caracteristico y Unico de excitacién y emision; por ejemplo, la fluoresceina (FITC)
(Aexc. = 495 nm, Aem. =519 nm) y la carbocianina (Cy3) (Aexc. = 558 nm, Aem. =
670 nm). Ademas se suele emplear la tincion con el 4,6-diamidino-2-fenilindol
diclorohidrato (DAPI) (Aexc. = 359 nm, Aem. = 461 nm) para visualizar todas las
células de la muestra puesto que es una molécula que se une al ADN presente.

Adicionalmente se utilizé la técnica de microscopia confocal (CLSM) para
obtener imagenes de alta resolucidon de un solo plano o de una secuencia de planos
de la biomasa disgregada y marcada con fluorocromos utilizando la técnica FISH.

El equipo empleado es un Microscopio Confocal Espectral TCS-SP2 (Leica)
cuyas principales caracteristicas son:
e Seis lineas laser de excitacion: 458 nm, 476 nm, 488 nm, 514 nm, 543 nm
y 633 nm.

e Rango espectral de deteccion de 400 - 850 nm

e Adquisicion secuencial de hasta 3 canales de deteccion para fluorescencia y
reflexion, y un canal de iluminacién transmitida.

La excitacién del fluorocromo FITC se realiz6 con el laser Argén linea 488nm y
el rango espectral de deteccién en la banda 592 a 550 nm. El fluorocromo Cy3 fue
excitado con el laser He/Ne linea 543 nm y el rango de deteccién en la banda 588 a
655 nm.
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Figura 5.3. Microfotografias utilizando los tres fluorocromos: a) DAPI (azul)
indicando todo el DNA, b) FITC (verde) marcando Eubacteriasy c) Cy3 (rojo)
sefialando en este caso Arqueas

Utilizando el microscopio confocal, se realizaron diez secuencias de imagenes
para cada tipo de biomasa disgregada. De cada secuencia se seleccioné la mejor
imagen, en la cual se analizaron por separado las areas marcadas por cada
fluorocromo (FITC 6 Cy3) con el software de procesamiento de imagenes RS Image.
Posteriormente, utilizando una hoja de Excel se calcularon las proporciones relativas
en superficie cubierta para los dominios Eubacteria y Arquea. Igual procedimiento
se utilizé en la cuantificacién relativa de las Arquea especificas: Methanosaeta y
Methanobacterium.

Limitaciones del FISH

La técnica FISH presenta algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta en su
aplicaciéon, a continuacion se enumeran las mas importantes referidas a la aplicacion
de la técnica en biomasa anaerobia.

Las muestras generalmente presentan una componente importante de
autofluorescencia, lo cual dificulta el uso de métodos automaticos de identificacion
(Karakashev et al., 2005), por lo tanto se requiere un entrenamiento minimo por
parte del observador en la identificacion de la fluorescencia.
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La observacion de microorganismos miembros del orden Methanobacteriales es
dificil debido a su pequefio tamafio (Karakashev et al., 2005). También se puede
dar el caso de que se observe fluorescencia de fondo, que interfiere en la calidad de
las imagenes y dificulta la diferenciaciéon entre aquellas bacterias marcadas y las
que no lo estan. Por ultimo la biomasa anaerobia aln disgregada presenta una
estructura filamentosa que dificulta la observacién de los microorganismos que
presentan fluorescencia.

Crocetti et al. (2006), reportan algunas dificultades en la fijacion o penetracion
de las sondas al aplicar la técnica FISH en cultivos puros representativos de la
mayoria de familias de los microorganismos metanogénicos. En muestras
ambientales se pueden presentar algunos problemas con la autofluorescencia. En la
optimizacién de la técnica recomiendan para las sondas MX825 y MB1174, 50 y 45
% de formamida respectivamente. En este trabajo se utilizd un % de formamida del
45% en ambas sondas.
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5.3. Resultados y Discusion

5.3.1. Evolucidn de la biomasa en reactores de laboratorio

A continuacidén se presentan y discuten los resultados obtenidos en reactores de
laboratorio sobre los cambios en las caracteristicas y la distribucion de los
microorganismos presentes en una biomasa granular desarrollada en reactores
UASB, cuando el tipo de sustrato es modificado desde un sustrato simple a un
sustrato no acidificado o complejo.

Operacion de los reactores

Los reactores se operaron con velocidades de carga organica (VCO) de 4,8 + 0,9 kg
DQO-m™3d™* para el reactor alimentado con etanol (RE), de 2,7 £ 0,8 kg DQO-m3d™
para el reactor alimentado con carbohidratos (RC) y de 2,2 + 0,6 kg DQO-m>-d*
para el reactor alimentado con proteina hidrolizada (RP). La VCO para los reactores
RC y RP se ajustd para evitar problemas de acidificacién en RC (pH por debajo de
6,5) e inhibiciones por amonio libre en RP. Las concentraciones promedio de DQO
utilizadas fueron 9500, 5700 y 4200 mg DQO-L* respectivamente para RE, RC y RP.
La Figura 5.4 presenta las cargas orgédnicas aplicadas y la eficacia de eliminacién de
TOC y DQO, para los tres reactores.

El reactor RE presentd valores cercanos al 100 % de eficacia de eliminacion de
TOC y de DQO durante el periodo de operacién. La eficacia de eliminacidon de
materia organica en el reactor RC oscilé entre el 80 y 90 % durante los primeros
160 dias de operacién; posterior a este periodo dicho reactor presenté una
disminucion de la eficacia a valores entre 60 y 80 %, coincidiendo con la formacion
de biomasa floculenta y la expansion del lecho de lodo.

El reactor RP present6 un rango de eficacia similar (80 a 90%). Sin embargo se
identifican claramente 4 periodos en los cuales disminuye la eficacia de eliminacion
de materia organica, dichos periodos corresponden con los dias 33, 78 ,145 y 198
de operacién (sefialados con flechas en las Figuras 5.4 y 5.5). En los periodos
mencionados el reactor RP presentd concentraciones de amonio libre que
sobrepasaron la concentracién que produce una inhibicion por amonio libre. La
concentracién de inhibicién por amonio libre depende de la cantidad de amonio
presente en el efluente y de los valores de la temperatura y del pH. En la
bibliografia se pueden encontrar relaciones empiricas que permiten calcular la
concentracion de amonio libre. Una de las mas utilizadas es la ecuacidén de
Anthonisen et al. (1976), que se presenta en la ecuacién 5.1.

[NH,] = (17/14) N - total] 107" /[exp #1277+ 1074 (Ec. 5.1)
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Siendo:
’NH3] : concentracién de amonio libre como NH; (mg-L™?)

[N' total] : concentracién de amonio total como N (mg-L")
T: temperatura (°C)
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Figura 5.4. Evolucion de la VCO (O) y las eficacias de eliminacion de DQO (A) y
TOC (M) en los reactores RE, RC y RP.
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Operando a una temperatura de 37 °C y un pH de 7,8, se presento inhibicion, a
partir de concentraciones de amonio total de aproximadamente 750 mg-L*, para
dichas condiciones la concentraciéon de amonio libre (amonio no ionizado), estimada
por la ecuacién de Anthonisen et al. (1976), es de 75 mg-L?, correspondiente al
10% del amonio total y similar a la reportada como concentracién inhibitoria de la
metanogénesis (Speece, 1996).

La Figura 5.5 presenta para el reactor RP la eficacia de eliminacién de DQO y
las concentraciones en el efluente de nitrégeno amoniacal (NNH.*) y acido acético,
se identifican claramente los eventos de inhibicidn cuando la concentracion de
amonio en el reactor sobrepasa el limite de 750 mg-L?, con el consecuente aumento
de la concentracidn de acido acético en el efluente a valores entre 600 y 900 mg-L™.
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Figura 5.5. Eficacia de eliminacién de DQO (A), concentraciones de NNH,* (O) y
acido acético (W), en el efluente del reactor RP.

Cantidad y composicion quimica de la biomasa

En la Tabla 5.4 se presenta la evolucidon en temporal de la cantidad de biomasa y de
la relacion SSV/SST para los reactores RE, RC y RP. En el reactor RE la cantidad de
biomasa aumenté gradualmente desde el valor inicial inoculado de 50 g de SSV
hasta un valor final de 75,5 g de SSV.

El reactor RC presentd expansion del lecho, flotacién y pérdida de biomasa a
partir del dia 160 de operacion; por esta razdn la concentracion de SSV presenta un
valor bajo el dia 171. En el reactor RP se realizd una purga de biomasa el dia 250
de operacion, lo cual explica el valor de 47,4 g de SSV al finalizar el experimento.
La relacion SSV/SST presentd valores muy similares en los tres reactores. Al
finalizar el experimento el reactor RP mostrdé la relacién mas alta con valor de 0,94.
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Tabla 5.4. Evolucion de la cantidad de biomasa y de la relacién SSV/SST en los
reactores RE, RC y RP.

Tiempo de RE RC RP
operacion SSV(g) SSV/SST SSV(g) SSV/SST SSV(g) SSV/SST
(dias)
67 59.2 0.89 44.6 0.90 58.7 0.93
171 61.3 0.90 40.4 0.89 60.1 0.94
365 75.5 0.90 55.6 0.87 47.4 0.94

En los dias 171 y 365 de operaciéon se realizd el andlisis de composicidn
elemental de la biomasa de los tres reactores y los resultados se muestran en la
Tabla 5.5, observdndose en dicha tabla un contenido menor de nitrégeno para la
biomasa del reactor RC y, por tanto, una relacidon carbono/nitrégeno (C/N) mas alta
que la encontrada en la biomasa de los reactores RE y RP. Posiblemente este hecho
esté relacionado con la acumulacion de polimeros extracelulares (EPS),
especificamente polisacaridos extracelulares, producidos por las bacterias
acidogénicas en el reactor RC alimentado con carbohidratos (Grotenhuis et al.,
1991c); aunque otros autores han reportado mayor contenido de proteinas que de
polisacaridos en los polimeros extracelulares (Schmidt and Ahring, 1994). La
relacion carbono /nitrégeno para los granulos de los reactores RE y RP son
similares.

Tabla 5.5. Composicion elemental (% en peso / peso seco) y relacién C/N en la
biomasa de los reactores RE, RC y RP.

Elemento RE RC RP
171 dias 365dias 171 dias 365dias 171 dias 365 dias
Nitrégeno (%) 10,5 10,8 8,7 9,0 10,3 10,2
Carbono (%) 51,4 48,6 48,7 47,0 49,1 48,9
Hidrégeno (%) 8,0 7,0 6,6 7,0 8,1 7,3
Relacion C/N 4,9 4,5 5,6 5,3 4,8 4,8

La Tabla 5.6 presenta la composicién mineral de la biomasa de los reactores
RE, RC y RP a los 365 dias de experimentacion. La biomasa desarrollada con etanol
y proteina hidrolizada presentan un contenido mayor de minerales, con valores de
4,4% vy 4,1% (RE y RP respectivamente), para la suma del porcentaje en peso de
los minerales analizados; en la biomasa de los tres reactores los elementos mas
abundantes son fésforo, calcio y azufre, lo cual concuerda con lo encontrado por Wu
et al. (1991); Uemura and Harada (1995); Gonzalez-Gil et al. (2001b); Batstone
and Keller (2001).
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Tabla 5.6. Composicién mineral (% en peso / peso seco) de la biomasa de los
reactores RE, RC y RP al finalizar la experimentacién (365 dias de operacion).

Reactor Elemento Suma
P Ca S K Fe Mg
RE 1,58 0,47 0,89 0,67 0,23 0,55 4,4
RC 0,93 0,52 0,64 0,30 0,19 0,07 2,7
RP 1,36 1,04 0,86 0,22 0,46 0,20 4,1

Densidad y caracteristicas de sedimentacion

En la Tabla 5.7 se muestran los valores para la densidad de la biomasa granular a
los 137 y 365 dias de operacion. Las densidades presentan valores similares para
las tres biomasas a los 137 dias de operacidon. Sin embargo al finalizar la
experimentacion se detectaron diferencias importantes en este parametro
observando que los granulos del reactor RC presentan la densidad menor,
concordando con los problemas de expansidon del lecho y lavado del lodo que
presentd este reactor. Por su parte la biomasa de los reactores RE y RP presentan
valores de densidad altos, siendo la biomasa alimentada con etanol la que posee el
valor mas alto.

La composicion mineral de la biomasa influye directamente en propiedades
fisicas como la densidad y por ende en la velocidad de sedimentacion de los
granulos (Pereboom, 1994; Batstone and Keller, 2001); la composicion mineral
obtenida a los 365 dias de operacién guarda una clara relaciéon con las densidades
medidas en los granulos; la biomasa de los reactores RE y RP que presentan los
mayores valores en la suma de minerales analizados, presentan a su vez los valores
mas altos de densidad. De otro lado la biomasa del reactor RC que presenta el
contenido mineral mas bajo, presenta consecuentemente el valor de densidad mas
bajo.

Tabla 5.7. Densidad especifica de la biomasa por reactor a los 137 y 365 dias de

operacion.
Reactor Densidad especifica (g-L'")
137 dias de 365 dias de operacion
operacion
RE 43,3 71,5
RC 44,5 37,1
RP 49,6 59,5

En la Tabla 5.8 se presentan los valores de la velocidad de sedimentaciéon (Vs)
y el indice volumétrico de lodos (IVL) para la biomasa inicial inoculada y la biomasa
de los reactores RE, RC y RP a los 137 y 365 dias de operacion. La biomasa inicial
presenta tanto para la Vs como para el IVL valores correspondientes a una biomasa
granular con buena sedimentacidon y compactacion.
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Tabla 5.8. Evolucidén de la velocidad de sedimentacién (Vs) e indice volumétrico de

lodos (IVL).
Biomasa por Inicial 137 dias de 365 dias de
agua residual operacion operacion
tipo Vs IVL Vs IVL Vs IVL
(m-h™) (ml-g™) (m-h™) (ml-gt) (m-h™) (ml-g™)

Etanol 42,1 39,3 50,0 20,2

26,5 22,8 40,7 56,7 31,0 43,5
Carbohidratos 6,5"
Proteinas 42,5 38,0 37,2 24,6

" Lodo floculento

A los 137 dias los valores de Vs son similares para la biomasa granular de los
tres reactores, sin embargo en el reactor RC se detectd la presencia de lodo
floculento con una Vs significativamente mas baja (6,5 m-h) que la Vs de la
biomasa granular para el mismo reactor (40,7 m-h'). La presencia de biomasa
floculenta en el reactor RC incide también en el valor del IVL, el cual toma un valor
de 56,7 ml-g™* superior a los valores de IVL para los reactores RE y RP (39,3 y 38
ml-g™* respectivamente).

Cumplidos los 365 dias de operacién, la biomasa del reactor RE presenta el
mayor valor de Vs (50 m-h™) mientras que la biomasa del RC muestra la Vs menor
(31 m-h'). Consecuentemente en el reactor RE se observa un menor valor del IVL,
de 20,2 ml-g*, mientras que la biomasa del reactor RC presenta un IVL de 43,5
ml-g*, lo cual indica que los granulos del reactor RC son menos densos y compactos
que los granulos del reactor RE. Los valores encontrados para la densidad a los 365
dias confirman este hecho.

La biomasa del reactor RP presenta a los 365 dias de operacion, un valor para
la Vs de 37,2 m-h?, similar al medido a los 137 dias de operaciéon para la misma
biomasa. El IVL para esta biomasa toma un valor de 24,6 ml-g*, lo que indica una
buena compactacion. Los valores de Vs e IVL encontrados en la biomasa de RP,
valores superiores a los determinados para la biomasa de RC, estan relacionados
también con los mayores valores encontrados para la densidad y contenido de
minerales presentes en la biomasa de RP.

Morfologia y distribucion por tamafio

En la Figura 5.6 se muestra la evolucién temporal del valor del diametro promedio
en los tres reactores. La biomasa granular presentdé un aumento importante del
didametro promedio durante los experimentos con los tres reactores. El aumento de
tamafio en los granulos de los reactores RC y RP es mayor que en el reactor RE.
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La Figura 5.7 presenta la distribucién de tamafos inicial y final de los granulos
en la biomasa de los tres reactores,. En los tres casos, se puede observar una
transicién desde una distribucion sesgada a la derecha con dominio de granulos de
tamafio menor a 1 mm a distribuciones de tipo normal con didametros promedio
mayores de 2 mm.

El aumento del didmetro promedio en los granulos del reactor RE, teniendo en
cuenta que no hubo cambio de sustrato para esta biomasa, puede estar relacionada
con el cambio de configuraciéon del reactor de laboratorio UASB con respecto a la
planta piloto USBF (UASB+AF) de donde se tomd el indculo.

El filtro existente en la parte superior del rector UASB en la planta piloto atrapa
la biomasa granular fina y la biomasa floculenta, mientras que la biomasa de menor
tamafio puede lavarse en el reactor UASB utilizado en el laboratorio. En los
reactores UASB de laboratorio, el lavado de la biomasa fina aparentemente ocurrid
antes del dia 99 de experimentacidon de acuerdo con la Figura 5.6, en la cual puede
observarse que el didametro promedio para la biomasa granular de RE aumentod
entre el inicio del experimento y el dia 99 y luego se estabilizé6 hasta el final del
experimento.

En contraste el diametro promedio de la biomasa en los reactores RC y RP
continué aumentando hasta finalizar el experimento. De esta manera el aumento en
el diametro promedio y el cambio en la distribuciéon por tamafio en los reactores RC
y RP son resultantes del fenémeno combinado de la colonizacién por nueva biomasa
y del lavado de los granulos mas finos presentes en el inéculo.

En la Figura 5.8 se presentan fotos de los granulos de los tres reactores para el
dia 365. Los granulos del reactor RC presentan una coloracién clara (blancuzca) y
crecimiento de biomasa tipo esponjoso a su alrededor. En los granulos del reactor
RP se observa también el crecimiento de nueva biomasa de un color mas claro,
recubriendo los granulos originales, mientras que los granulos del reactor RE tienen
un color oscuro y no tiene lugar el fendmeno de crecimiento de biomasa esponjosa
sobre su superficie.

Una explicacidon para este comportamiento seria la existencia de una relacién
entre la coloracion de los granulos del reactor RC alimentado con carbohidratos con
la relacion C/N mayor que presentan dichos granulos en comparaciéon con la
biomasa desarrollada en los reactores RE y RP. La coloracién blancuzca de los
granulos del reactor RC, estaria entonces relacionada con la presencia de una
mayor cantidad de polisacaridos extracelulares recubriendo la superficie de dichos
granulos.
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Figura 5.6. Evolucién del didmetro promedio en la biomasa granular de los tres
reactores.
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[ il ~

Figura 5.8. Aspecto de la biomasa granular a los 365 dias de operacion para los tres
reactores; la barra corresponde a una longitud de 2 mm.

Actividad acidogénica especifica (AAE)

En la Figura 5.9 puede observarse la evolucidn de la actividad acidogénica
especifica (AAE) para los tres reactores. Al final de la experimentacién (365 dias), el
reactor RC presenta el valor mas alto (32 £+ 2 g DQO-g SSV™*.d*), el reactor RP
muestra un valor intermedio (25 + 5 g DQO-g SSV*-d) y, por ultimo, el reactor RE
presenta el valor mas bajo (15 + 3 g DQO-g SSV*-d'). En los tres reactores la
Actividad Acidogénica Especifica aumentd, de una manera importante, con respecto
al valor correspondiente a la biomasa inoculada al inicio (9 £ 1 g DQO-g SSV*-d?).
Claramente los valores de la AAE estan relacionados con el tipo de sustrato. Asi el
reactor RC, alimentado con dextrina, presenta el mayor valor como respuesta a un
sustrato no acidificado tipo carbohidratos, que requiere el desarrollo de una
poblacion importante de bacterias acidogénicas.

Este desarrollo es rapido, si se observa la Figura 5.9; el reactor RC a los 67
dias de experimentacion presenta una actividad acidogénica especifica de 28 + 2 g
DQO-g SSV*-d*, similar a la AAE final de la biomasa en dicho reactor. Conviene
recordar en este punto que la velocidad especifica maxima de crecimiento (umax) de
las bacterias acidogénicas para el sustrato glucosa es muy alta, del orden de 7 a 20
d* (Batstone et al., 2002). La presencia de gran cantidad de biomasa acidogénica
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en el reactor RC también tiene relacidn con caracteristicas ya discutidas como la
densidad, la velocidad de sedimentacién y el indice volumétrico de lodos asi como
con la presencia de lodo floculento y la expansion del lecho de lodo detectados en el
reactor RC a partir del dia 160 de operacion.

Actividad metanogénica especifica (AME)

La Tabla 5.9 presenta la evolucién de la actividad metanogénica especifica durante
el tiempo de experimentacion. Tal como se describe en el apartado 2.1.3 del
capitulo 2 se realizaron los ensayos por triplicado utilizando como sustratos etanol,
acetato y una mezcla H,/CO. (80/20). El sustrato acetato permite evaluar la
actividad de los microorganismos metanogénicos acetoclastas, la mezcla H,/CO, se
utiliza para medir la actividad de los microorganismos metanogénicos
hidrogendfilos y por Ultimo el sustrato etanol permite evaluar la actividad de ambos.

Tabla 5.9. Evolucién de la actividad metanogénica especifica (AME) para la biomasa
de los tres reactores. (g DQO-CH.-g SSV*.d?).

Reactores Sustratos Tiempo (dias)
Inicial 67 243 365
Acetato 0,85+0,02 0,63+0,11 0,68+0,18 0,86+0,10
RE Etanol 0,97+0,11 0,74+0,07 0,72+0,09 0,83+0,26

Hy/CO,  1,07+0,11  1,00£0,13  1,18+0,24  1,10£0,20
Acetato  0,85+0,02 0,65+0,13  0,85+0,06  0,72+0,08
RC Etanol  0,97+0,11  0,69+0,01 0,51+0,06 0,84%0,35
H,/CO,  1,07+£0,11 1,66 £0,25 2,06+0,09 1,87+0,04
Acetato  0,85+0,02 0,65+0,10 0,47+0,12  0,57+0,06
RP Etanol  0,97+0,11  0,66+0,08 0,55+0,09  0,62+0,09
H,/CO,  1,07+0,11  0,8440,27  1,47+0,32  1,52+0,36

La Figura 5.10 ilustra para cada reactor los cambios en la AME durante el
tiempo de experimentacién. El reactor RE presenta para los tres sustratos utilizados
un comportamiento estable en la actividad metanogénica especifica durante toda la
operacion. En el reactor RC la AME para los sustratos acetato y etanol presenta una
disminucién leve, sin embargo para el sustrato H,/CO, la actividad metanogénica
especifica casi se duplica, pasando de una actividad inicial de 1,07 a 1,87 g DQO-
CHs4-g SSV*'-d™* al finalizar el experimento. Este hecho esta relacionado con la mayor
disponibilidad de H. y CO, generados en la acidificacion de la dextrina utilizada
como sustrato rico en carbohidratos.
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Figura 5.9. Evolucidén de la actividad acidogénica especifica (AAE).
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El reactor RP muestra una disminucidn de la AME importante para los sustratos
acetato y etanol, mientras que se observa un aumento de aproximadamente un 50
% en la AME con el sustrato H./CO.; aumento relacionado con el sustrato de
proteina hidrolizada que requiere la etapa de acidificaciéon y, por tanto, genera
condiciones adecuadas para el desarrollo de microorganismos metanogénicos
hidrogendfilos.

AME RE
gDQO-CH,.g SSV'd”

Inicial

67 H2/CO2
243

Tiempo de operacion (d) 365  Acetato

Etanol

AME RC
gDQO-CH,gSSV'd™

Inicial H2/CO2

Etanol

67

Tiempo de operacién (d) 365 Acetato

AME RP
9 DQO-CH,g SSV'd™

Inicial

67 H2/CO2

Tiempo de operacién (d) 365  Acetato

Figura 5.10. Evolucion de la actividad metanogénica especifica (AME).
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Morfologia de los microorganismos (SEM)

Al finalizar la experimentacidon en los reactores de laboratorio, se observo la
morfologia de los microorganismos presentes en la biomasa de cada reactor
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). En la observacion de los
granulos se utilizaron dos aproximaciones, una vision de conjunto de los granulos
intentando identificar caracteristicas generales y las imagenes de detalle mostrando
la morfologia de los microorganismos presentes. En la Figura 5.11 se presenta la
vision de conjunto del granulo para cada reactor.

Figura 5.11. Fotos SEM de los granulos formados en los rectores RE, RC y RP
(deshidratacion con alcohol).

Los granulos desarrollados en el reactor RC sufren un mayor colapso al ser
deshidratados con alcohol. Este fendmeno se debe a la textura esponjosa que
presentan dichos granulos. Los granulos formados en el reactor RE muestran una
apariencia tipo coliflor que hace mayor su area superficial. Los granulos del reactor
RP presentan una apariencia similar a los del reactor RA.

Posteriormente se realizaron observaciones sobre granulos deshidratados con
alcohol segun el procedimiento descrito en el apartado 5.2.2). En estos granulos se
detectdé el recubrimiento de la superficie de la biomasa con una pelicula
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aparentemente formada por polimeros extracelulares. La Figura 5.12 presenta la
apariencia de la superficie de los granulos para los reactores RE, RC y RP.

Dicha pelicula presenta un mayor espesor en los granulos del reactor RC y
debido a este recubrimiento es imposible identificar la morfologia de los
microorganismos. Este mayor espesor de la pelicula en los granulos del reactor RC
coincide con la observacion de una coloracién diferente (blancuzca) asi como con la
mayor relacion C/N que presentan dichos granulos comparados con los granulos
provenientes de los reactores RE y RP.

En los granulos del reactor RP el espesor de la pelicula es menor y en los
granulos del reactor RE el espesor la pelicula es todavia mucho menor y permite
identificar la morfologia de los diferentes microorganismos (bacilos, cocos y
estructuras filamentosas)

Figura 5.12. Fotos SEM de la superficie de los granulos formados en los rectores RE,
RC y RP (deshidratacion con alcohol).

Para mejorar la visidon de la superficie del granulo se procedié a realizar la
etapa de deshidratacion utilizando acetona y posterior secado por punto critico. De
esta manera se logré la eliminacién parcial de la pelicula superficial, obteniendo
imagenes de mayor calidad, que permiten identificar y diferenciar la morfologia de
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los microorganismos presentes. La Figura 5.13 muestra el aspecto de la superficie
de granulos formados en los reactores RE, RC y RP; tras el procedimiento
mencionado antes.

En la Figura 5.13 se pueden observar la morfologia de los microorganismos
presentes en la superficie de los granulos de los reactores RE, RC y RP. En los tres
casos la superficie esta formada por una masa compacta de microorganismos en la
que predominan formas filamentosas (matriz) en combinacién con algunos
microorganismos que presentan formas de bacilos y cocos.

Figura 5.13. Fotos SEM de la superficie de los granulos formados en los rectores RE,
RC y RP (deshidratacion con acetona).

En los tres tipos de granulos, una vez realizada la deshidratacién con acetona y
el secado por punto critico se procedié a fracturar algunos granulos con el objetivo
de observar la morfologia de los microorganismos presentes en la zona interna y de
analizar la estructura general del granulo.

La Figura 5.14 presenta la seccién de un granulo tipico del reactor RE. En la
imagen del granulo completo se diferencia una regién central del granulo (nucleo) y
una region externa. La fotografia A muestra la zona mas externa del granulo, en
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ella se visualiza un entramado de microorganismos filamentosos similares a
Methanosaeta y algunos microorganismos con morfologia bacilar.

La fotografia B corresponde a la frontera entre el nlcleo y la zona externa; en
ella pueden observarse microorganismos de forma filamentosa, bacilar y cocos
agrupados en racimos que podrian ser Methanosarcina (una de estas agrupaciones
se sefala con una flecha en la fotografia). En la fotografia C, localizada en el centro
del ndcleo, muestra una estructura mas porosa, con presencia de detritus y algunos
microorganismos con forma de cocos y bacilos.

Figura 5.14. Fotos SEM de un granulo fracturado del reactor RE, identificando el
borde externo (A), el limite entre el nlcleo y la zona externa (B) y el centro del
granulo (C).

En la Figura 5.15 se puede observar la estructura de un granulo proveniente
del reactor RC. La fotografia A, que corresponde al borde externo presenta un
entramado dominado por microorganismos filamentosos y algunos bacilos y de
cocos. En la zona intermedia del grédnulo, mostrada en la fotografia B, dominan
también los microorganismos filamentosos mezclados con algunos
microorganismos con morfologia bacilar y de cocos. A diferencia del granulo
proveniente de RE, no se observan colonias de cocos en forma de racimos.
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En la zona central del granulo, mostrada en la fotografia C de la Figura 5.15,
se observa la presencia de bacilos y cocos mezclados con detritus. Aparentemente
en el centro del granulo originario del reactor RC existe una mayor presencia de
microorganismos vivos lo cual puede relacionarse con la estructura esponjosa de
dicho grénulo, lo que permitiria la difusion de sustratos y nutrientes hasta el centro
del granulo.

Figura 5.15. Fotos SEM de un granulo fracturado del reactor RC, identificando el
borde externo (A), zona intermedia (B) y el centro del granulo (C).

En la Figura 5.16 se presentan imagenes de un granulo fracturado proveniente
del reactor RP. En las fotografias A y B, correspondientes a la zona externa e
intermedia del granulo, se puede identificar el dominio de microorganismos con
forma de bacilos; diferenciandose este tipo de granulo de los granulos originados en
los reactores RE y RC, en los que predominaban los microorganismos filamentosos.

En el centro del granulo del reactor RP, fotografia C, se observa la presencia de
numerosas células vacias y detritus, coincidiendo con lo observado en el granulo del
reactor RE. Lo cual indica que existen limitaciones en la difusién de sustratos y
nutrientes en la zona central de los granulos que presentaron mayor compactacion
y densidad.
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Figura 5.16. Fotos SEM de un granulo fracturado del reactor RP, identificando el
borde externo (A), zona intermedia (B) y el centro del granulo (C).

Composicion microbiolégica

Con la finalidad de realizar la cuantificacion relativa de los principales
microorganismos presentes en la biomasa se utilizd en muestras de biomasa
disgregada, la técnica FISH combinada con observaciones a través de microscopia
confocal. La Figura 5.17 muestra el tipo de imagenes registradas por el
miscroscopio confocal, para un mismo campo visual; utilizando el fluorocromo FITC
para marcar el dominio Bacteria y el fluorocromo Cy3 para marcar el dominio
Arquea.

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 5.2.3 se analizaron 10 imagenes,
cada una perteneciente a secuencias localizadas en sitios diferentes. Posteriormente
utilizando analisis de imagenes se procedid a cuantificar el area ocupada por cada
dominio como una aproximacion cuantitativa de su presencia en los diferentes lodos
granulares estudiados. Por Ultimo se estim6 tanto para Bacteria como para Arquea
el area relativa ocupada, utilizando dicha informacién como un indicador de los
cambios en dichas poblaciones. En la tabla 5.10 se presentan los resultados de
dicha cuantificacion.
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Como es obvio los resultados de esta cuantificacidon relativa de superficies
ocupadas por Bacteria y Arquea no son comparables con los resultados de otros
estudios que realizan la cuantificacion utilizando el recuento de células.

Bacteria

Figura 5.17. Fotos microscopia confocal (CLSM) identificando los dominios Arquea
(Cy3) y Bacteria (FTIC).

En la Tabla 5.10 se observa una proporcion relativa similar entre los dominios
Arquea y Bacteria en todas las biomasas provenientes de los reactores de
laboratorio; el dominio Arquea presenta entre 55 y 60 % y el dominio Bacteria
entre 40 y 45%. Estas variaciones del 5 % no se consideran significativas maxime
si se tiene en cuenta que los valores de desviacidon estandar oscilan entre 2,4y 8,7
%.

Tabla 5.10. Proporcidn relativa de Arquea y Bacteria en biomasa disgregada

Lodo granular % Arguea % Bacteria

Inicial 59,5+2,4 40,5+2,4

RE 365 dias 53,8+3,4 46,2+3,4

RC 365 dias 60,1+8,7 39,948,7

RP365 dias 56,7+3,3 43,3+3,3

Planta piloto (carbohidratos) 363 dias 28,0+3,4 72,0+3,4

Se analizaron 10 imagenes para cada lodo granular

Para efectos comparativos se colocan en esta tabla los resultados para la
biomasa de la planta piloto al finalizar la experimentacién con el sustrato tipo
carbohidratos. En dicha biomasa el dominio Bacteria presenta la mayor proporcion
relativa con un valor de 72+3,4 %, diferente al encontrado en el reactor de
laboratorio RC alimentado con el mismo sustrato que presenté un valor de 39,9+8,7
%. Esta diferencia es apreciable y puede explicarse a partir de a la configuracion de
ambos reactores.
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El reactor de planta piloto es un hibrido compuesto por un UASB en la parte
inferior y un filtro en la parte superior. Esta configuracion facilita la retenciéon de
biomasa floculenta y de biomasa granular fina en el filtro. La influencia de esta
configuracién incide también en al distribucidén por tamafio de la biomasa tal como
se discutié anteriormente.

La retencidon de biomasa floculenta y biomasa granular fina dentro del reactor
de planta piloto, implica una mayor retencion de bacterias acidogénicas que se
asocian a este tipo de biomasa de menor tamafo (Guiot et al., 1992). En el reactor
RC de tipo UASB, la biomasa floculenta fue lavada no afectando por lo tanto la
proporcién relativa de Arquea y Bacteria.

5.3.2. Evolucion de la biomasa en planta piloto

Se realizaron estudios de la evolucion de una biomasa granular aclimatada a
sustrato tipo etanol al cambiar a un agua residual compuesta por dextrina (hidrato
de carbono) en planta piloto. La experimentacion tuvo una duracion de 363 dias,
cubriendo el arranque con cambio de sustrato y la operacion en continuo con
diferentes velocidades de carga organica (VCO).

Operacion de la planta piloto

En la Tabla 5.11 se presentan las diferentes etapas de operacién del reactor
indicando las VCO utilizadas. El arranque por el cambio de sustrato (etanol a
dextrina) se realiz6 durante 60 dias a través de seis alimentaciones discontinuas,
seguidas cada una de ellas por un periodo de suspensién de alimentacion y
recirculacion del efluente. Se procedié de esta manera debido a que se presentaron
fallos en el sensor de nivel instalado en la cabeza del reactor USBF (descrito en el
apartado 2.3.2 del capitulo 2) por presencia de espuma.

Tabla 5.11. Operacion de la planta piloto con agua residual tipo carbohidratos

Fase Tiempo (d) VCO (kg DQO-m>-d™)
Arranque 0-60 Alimentacién discontinua
Fase 1 60-78 2

78-90 Solo recirculacidon
Fase 2 90-96 2

96-113 Solo Recirculacion
Fase 3 113-130 5
Fase 4 130-172 7,5
Fase 5 172-215 3,5
Fase 6 215-363 VCO variables

El sensor de nivel controla la valvula que permite la salida del efluente, al ser
engafiado dicho sensor por la presencia de espuma, ordena a la valvula mantener la
posicion de apertura con lo cual el nivel de liquido en la cabeza del reactor
desciende por debajo del nivel de succién de la bomba de recirculacién, al quedarse
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en vacio la bomba de recirculacion falla, por consiguiente, el sistema de
calentamiento del reactor también falla. Este comportamiento se presento durante
el arranque y las fases 1 y 2 de operacion del reactor.

Después del arranque se realizd la operacion del reactor en continuo en seis
fases de operacidn. En las cinco primeras se mantuvo el tiempo de retencidon
hidraulico en 24 h aplicando un caudal de entrada de 48,3 L-h™. En la sexta fase se
realizaron experimentos de validacion de diferentes controladores, por lo que el
caudal de entrada fue variable.

Perfiles de lodo y composicion quimica de la biomasa

Con el fin de evaluar los cambios en la cantidad y distribucion de la biomasa
presente en el reactor se realizaron perfiles de lodo al inicio y a los 78, 138, 176,
210 y 365 dias de operacion con el agua residual tipo carbohidratos. En la Figura
5.18 se presentan los diferentes perfiles indicando la relacidon concentracién de SSV
(g-L'*) con la altura del lecho de lodo. En la Tabla 5.12 se muestra la evolucién de la
cantidad total de biomasa en el reactor.

0,00

Altura reactor 0,84

(m)
1,52
138 176 210 303

o 78 110

Tiempo (d)

Figura 5.18. Perfiles de lodo durante el periodo de operaciéon con agua residual tipo
carbohidratos.

Al inicio del experimento (tiempo cero) el manto de lodos se localiza entre el
fondo del reactor y el puerto ubicado a 0,84 m de altura desde el fondo del reactor,
presentando la tipica estructura del perfil de lodo en un reactor UASB. La cantidad
total de biomasa es 15,5 kg de SSV.
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Cumplidos 78 dias de operacion se observa un aumento importante en la
cantidad total de biomasa (21,5 kg de SSV). Adicionalmente se detecta presencia
de biomasa en el puerto de muestreo localizado a 1,20 m de altura desde el fondo
del reactor con una concentracion de 6,2 g SSVelL-1; lo cual indica el inicio de la
expansion del lecho.

El aumento en la cantidad total de biomasa puede explicarse a partir del
cambio de sustrato; al utilizarse un sustrato no acidificado como la dextrina se
requiere del desarrollo de una nueva poblaciéon de microorganismos encargados de
acidificar los hidratos de carbono presentes en el sustrato.

Tabla 5.12. Evolucidén de la cantidad total y fraccién organica de la biomasa

Tiempo Biomasa Total SSV/SST
(dias) (kg SSV)

0 15,5 0,85
78 21,5 0,88
110 17,7 0,85
138 16,7 0,84
176 19,5 0,83
210 17,6 0,88
363 12,1 0,88

A los 110 dias de operacion se presenta claramente la expansiéon del lecho de
lodo, la concentracién de SSV disminuye en el fondo del reactor (pasando de 48,4 a
34,6 g SSV-L'') y aparece una mayor concentracion de biomasa (22,3 g SSV-L') en
el puerto ubicado a 1,20 m de altura desde el fondo del reactor. Paralelamente se
detecta la presencia de biomasa floculenta y la salida de biomasa en el efluente. La
biomasa total toma el valor de 17,7 kg de SSV, disminuyendo su valor como
consecuencia del lavado de biomasa.

Los perfiles de lodo evaluados en los 138, 176 y 210 dias de operacion son
muy similares, se expande el lecho en toda la seccién UASB del reactor y se detecta
biomasa en todos los puertos de muestreo, incluyendo el puerto localizado a 1,52 m
de altura con respecto al fondo del reactor. La cantidad total de biomasa en estas
tres evaluaciones es similar y oscila entre 17 y 19 kg de SSV.

Por Gltimo, cumplidos 363 dias de experimentacién se detecta la ruptura de los
granulos y el regreso a un perfil de lodos muy similar al inicial con la biomasa
acumulada en la zona inferior del reactor. Paralelamente a la des-granulacién tiene
lugar el lavado de la biomasa, lo que implica una reduccién importante en la
cantidad total de biomasa en el reactor, que alcanza un valor de 12, 1 kg de SSV.
La relacion SSV/SST presenta un valor muy homogéneo a lo largo de la
experimentacion oscilando entre 0,83 y 0,88. Estos valores son similares a los
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encontrados en la biomasa del reactor de laboratorio alimentado con el mismo
sustrato (dextrina), que presenta valores entre 0,87 y 0,90.

La Tabla 5.13 presenta la evolucién de la composicién elemental de la biomasa.
La relacién C/N en los dias 176 y 363 muestra valores similares a los presentados
en la biomasa del reactor RC. El valor mas alto en la relacion C/N puede estar
relacionado con un contenido mayor de carbono o menor de nitrégeno. Tal como se
expresé en el apartado anterior este hecho estaria relacionado con la presencia de
una mayor cantidad de polimeros extracelulares excretados por la biomasa
acidogénica desarrollada al cambiar al sustrato no acidificado (carbohidratos).

Tabla 5.13. Evolucidn de la composicidon elemental

Elemento Tiempo en dias
0 176 363
Nitrégeno (%) 9,4 8,2 8,2
Carbono (%) 46,8 43,4 44,6
Hidrégeno (%) 6,9 6,5 6,8
Relacion C/N 5,0 5,3 5,4

Caracteristicas de sedimentacion

En la Tabla 5.14 se muestran los resultados de la velocidad de sedimentacion y el
indice volumétrico de lodos, para la biomasa inoculada y para la biomasa
muestreada en los dias 176 y 363 de la operacion. En el dia 176, cuando el lecho
estd totalmente expandido, la velocidad de sedimentacion de la biomasa granular
presenta un aumento considerable (39,5 m-h') con respecto a la velocidad de
sedimentacién de la biomasa inicial (26,5 m-h''), esta variacidn esta relacionada con
el aumento en el diametro promedio de los granulos. Sin embargo la presencia de
biomasa floculenta con velocidad de sedimentacién de 5,1 m-h' deteriora la
sedimentacién del conjunto.

Tabla 5.14. Cambios en la velocidad de sedimentacion (Vs) e indice volumétrico de

lodos (IVL)
Tiempo Vs Biomasa Vs Biomasa IVL
(dias) granular floculenta (ml-g?)
(m-h?) (m-h™)
0 26,5 22,8
176 39,5 51 36,5
363 6,1 28,7

El IVL muestra para el dia 176 un valor de 36,5 ml-g™*, acusando el efecto de
hinchamiento de la biomasa por la presencia de lodo floculento; este valor es
similar al presentado por la biomasa del reactor de laboratorio RC (43,5 ml-g').
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Al finalizar el experimento (363 dias), la biomasa sufre un proceso de
desgranulacién, presentando una velocidad de sedimentacion similar a la del lodo
floculento. Sin embargo el valor del IVL es menor (28,7 ml-g*), lo que indica que la
biomasa es mas compacta. El hecho posiblemente esté relacionado con el lavado de
una fraccion importante de la biomasa floculenta durante el proceso de
desgranulacién.

Morfologia y distribucion por tamafnio

Se realizaron analisis de la distribucion por tamafio para la biomasa muestreada en
los distintos puertos a los 78, 138, 176 y 363 dias de operacion con el sustrato
dextrina. La Tabla 5.15 presenta la evolucién del didmetro promedio, segin el
puerto de toma de muestra. El diametro promedio aumenta considerablemente
hasta el dia 176 en los puertos de muestreo 1 y 2; posteriormente al desgranular la
biomasa, el didmetro promedio disminuye drasticamente de acuerdo con la
distribucion encontrada en el dia 363.

La des-granulacion ocurrid tras el aumento del tamafio de los granulos de un
diametro promedio de alrededor de 1,8 mm a valores del orden de 2,5 a 3 mm. La
nueva biomasa generada por el cambio de sustrato colonizé los granulos existentes,
que aumentaron gradualmente de tamafio. Posteriormente tuvo lugar la ruptura de
los granulos debido posiblemente a una combinacién de limitaciones en la
transferencia de masa (Gonzalez-Gil et al., 2001a), causando la muerte de la
biomasa en la zona interna del granulo y la pérdida de soporte debido a estrés
mecanico. Este comportamiento concuerda con el mecanismo de equilibrio dinamico
propuesto por Grotenhuis et al. (1991b).

Tabla 5.15. Variacion en el tiempo del didmetro promedio (mm) para cada puerto
de muestreo.

Tiempo (d) P1(°0,5m) P2(°0,84m) P3(°1,20m) P4 (*1,52m)
0 1,48 + 1,06 1,97 £1,25
78 1,99 £ 0,92 1,94 + 1,03
138 2,28+0,79 2,42+0,64 2,70+0,69 2,67 0,77
176 2,62+0,75 2,64+0,81 2,86+0,69  2,860,68
210 2,62+0,83 2,39+0,95 3,16 + 0,92 2,97+ 0,94
363 0,89 £ 0,33 0,89 % 0,30

=
Altura con respecto al fondo del reactor

Elias et al. (1999) encontraron una variacién similar en el tamafio de los
granulos en un reactor UASB utilizando glucosa como sustrato; los granulos

aumentaron de didmetro de un rango inicial de 0,45-0,92 mm a un rango final de
0,96-3,97 al cabo de 300 dias de experimentacion. La biomasa final presentd como
caracteristicas relevantes la baja velocidad de sedimentaciéon y la tendencia a
atrapar biogas, lo cual generd expansion del lecho y pérdida de biomasa.
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La Figura 5.19 muestra la variacién del didmetro promedio a diversas la alturas
del lecho de lodo para el dia 138, se debe recordar que desde el dia 110 se detectd
la expansion del lecho. En dicha figura se puede observar que los mayores tamanos
promedio se encuentran en la parte superior del reactor, lo cual indica que los
granulos de mayor didmetro presentaban menor densidad, debido posiblemente a la
presencia de biogas atrapado dentro del granulo. En los dias 176 y 210 se presenta
también una configuracién similar siendo el didmetro promedio de los granulos
localizados en la parte superior del reactor mayor que el diametro de los granulos
ubicados en el fondo del reactor.

1,5 1

°L
e
J

0,5 ! o

Altura de reactor (m)

0 T T
1 2 3 4

Tamaio (mm)

Figura 5.19. Variacion del didmetro promedio con la altura a los 138 dias de
operacion.

Saiki et al. (2002) obtuvieron, para biomasa granular, una relacién directa
entre el espesor de la capa externa compuesta fundamentalmente por
microorganismos del dominio Bacteria con la flotacion de los granulos. Estos
investigadores encontraron que un incremento en el espesor de esta capa por
encima de 50 um incrementa la flotacién de granulos, posiblemente debido a
presencia de biogds atrapado dentro del granulo.

En la Figura 5.20 se muestra la evolucién de la distribucién por tamafio de la
biomasa en el puerto 1, en el inicio, a los 210 dias de operacién y la final. Teniendo
en cuenta el importante incremento del didmetro de los granulos debido a la
colonizacién por bacterias acidogénicas, es factible que los granulos de mayor
didmetro atrapen biogas y floten ubicandose en la parte superior del lecho de lodo
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(Saiki et al., 2002). Elias et al. (1999) detectaron un fenédmeno similar en granulos
sometidos a un sustrato no acidificado.

25
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210 dias

% n de granulos
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Figura 5.20. Evolucién de la distribucion por tamafio para el puerto de muestreo 1.

Segun la Figura 5.20, la biomasa inicial presenta una distribucién asimétrica de
tamafios, teniendo el 22% de granulos diametros menores de 0,4 mm. El didmetro
promedio es de 1,48 mm vy la distribucién presenta un sesgo a la derecha que indica
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que la mayoria de los granulos tienen didmetros pequenos (50% de los granulos
con didmetro menor a 1 mm).

La distribucion por tamafio a los 210 dias de experimentacion presenta un
aspecto totalmente diferente al inicial, con menos del 1 % de los granulos con
didmetros menores de 0,4 mm. El perfil de la distribucidon es simétrico, con un
didmetro promedio de 2,6 mm y un 92 % de los granulos tienen didmetros mayores
de 1 mm. Estos resultados confirman el aumento de tamafio de los granulos debido
a la colonizacién con nueva biomasa al cambiar de sustrato.

Finalizado el experimento (363 dias), como resultado de la desgranulacion, la
distribucidon presenta una estructura simétrica con un didmetro promedio de 0,89
mm y solo el 8 % de granulos tienen didametro menor que 0,4 mm.

La Figura 5.21 presenta los cambios en el aspecto exterior de los granulos
durante el periodo de experimentacion. En dicha figura puede observarse la
colonizacién de los granulos originales por parte de la nueva biomasa; en la
fotografia correspondiente a los 138 dias de experimentacidn, es posible observar la
superficie del granulo original y la nueva capa de biomasa con espesor aproximado
de 0,1 a 0,2 mm.

Al cumplirse 210 dias de experimentacion se observa que los granulos estan
totalmente recubiertos por la nueva biomasa, el color de los granulos es mas claro y
la capa exterior de biomasa tiene un aspecto mas esponjoso. Al observar la
fotografia de la biomasa para el dia 363 de experimentacidon se identifican tanto
granulos redondeados, de color oscuro y con tamafio similar a los granulos
originales, como partes de color negro y forma irregular que aparentemente
formaron parte del nucleo (granulo original). Paralelamente se observan granulos
mas pequefios, de forma menos redondeada y de color claro y que posiblemente
formaron parte de la capa externa del granulo colonizado.

De acuerdo con el mecanismo propuesto por Grotenhuis et al. (1991b), la
ruptura de los granulos se presenté debido a la accidn combinada de falta de
sustrato por una resistencia importante a la transferencia de materia y estrés
mecanico. Es posible que la ruptura del granulo se presente de dos maneras. En la
primera afectando solo las capas exteriores y por lo tanto liberando el nlcleo
(granulo original) mas o menos intacto y en la segunda afectando a todo el granulo.
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| Inicial > 138 dias

Figura 5.21. Cambios en el aspecto de los gréanulos durante el periodo de
experimentacion; la barra corresponde a una longitud de 2 mm.

Actividad acidogénica especifica (AAE)

En la Figura 5.22 se presenta la evolucion de la actividad acidogénica especifica
(AAE) durante la experimentacidon. Se puede observar la tendencia al aumento
sostenido en la AAE en la medida en que la biomasa original fue colonizada por las
bacterias acidogénicas. La dinamica de aumento en la AAE y los valores alcanzados
al finalizar la experimentacién son similares a los observados en el reactor de
laboratorio RC. En ambos casos se presenta un aumento sostenido de la AAE y su
valor final en ambos casos para el sustrato dextrina, se sitla entre 25 y 30 g DQO-g
Ssvitdt.

Con el fin de disponer de mas informacién para poder dilucidar el tipo de
biomasa presente en el lodo floculento, se realizd el ensayo de AAE con una
muestra de este lodo tomada el dia 138; resultando un valor de 28 + 6 g DQO-g
SSVv-d* similar al presentado por el conjunto de la biomasa al finalizar el
experimento. Este resultado posiblemente esté relacionado con el alto contenido de
bacterias acidogénicas presente en la biomasa floculenta.
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Figura 5.22. Evolucidn de la actividad acidogénica especifica (AAE).

Actividad metanogénica especifica (AME)

La Tabla 5.16 presenta la evolucion de la actividad metanogénica especifica y la
Figura 5.23 ilustra dicha evolucién para el valor promedio. En la tabla 5.16 se
incluye la AME para la biomasa floculenta presente en el reactor el dia 138.
Inicialmente las actividades con los sustratos acetato y etanol disminuyen, tomando
valores entre 0,4 a 0,5 g DQO-CHs+g SSV*'d! durante la fase intermedia de
experimentaciéon (100 a 250 dias); por otro lado la AME para el sustrato H,/CO-
mantiene valores altos, entre 0,9 y 1,5 g DQO-CH.g SSV*d*! durante todo el
periodo de experimentacion.

La disminucion de la AME con los sustratos acetato y etanol coincide con la
colonizacion de los granulos por la nueva biomasa debido al cambio de sustrato.
Paralelamente la AME con el sustrato H,/CO. mantiene valores altos y la actividad
acidogénica especifica aumenta considerablemente (pasando de 18 a 32 g DQO-g
SSV-d?'). Estos resultados indican que la nueva biomasa tiene una presencia
importante de bacterias acidogénicas y microorganismos metanogénicos
hidrogendfilos. Lo anterior se confirma con las actividades evaluadas en la biomasa
floculenta para el dia 138 de operacién, presentando un valor alto para la AAE (28 g
DQO-g SSV-d?'), acompafiada de una AME no detectable con el sustrato acetato,
pero relativamente alta con los sustratos etanol y H,/CO..

Al analizar dicha biomasa floculenta y la biomasa inicial, utilizando la técnica
FISH (realizando la cuantificacién relativa segun la metodologia explicada en el
apartado 5.2.3), se encontré6 una proporcion relativa del 90,0+3,5 % para
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Methanobacterium y 10,0+3,5 % para Methanosaeta; mientras que el lodo original
(antes del cambio de sustrato de etanol a hidratos de carbono) presentaba una
proporcidon del 45,9+12,5 % y 54,1+12,5 % para Methanobacteriumy Methanosaeta
respectivamente. Lo cual explica el valor alto de la AME con el sustrato H./CO,
Estos resultados, en consonancia con los publicados por Guiot et al. (1992), indican
que la biomasa floculenta esta asociada a bacterias acidogénicas y microorganismos
metanogénicos hidrogenofilos.

Tabla 5.16. Evolucidon de la actividad metanogénica especifica

Tiempo (dias)

Sustratos
Inicial 78 138 210 363

0,47+0,05

Acetato 0,85+0,02 0,44+0,07 D 0,43+0,04 0,56+0,07
0,46+0,03

Etanol 0,97+0,11 0,69+0,04 0,43+0,02 0,85+0,05
0,44+0,03"
0,90+0,12

H,/CO, 1,07+0,11 1,46+0,20 1,31+0,32 1,42+0,33
1,59+0,02"

“Biomasa floculenta, N.D. no detectada

La evolucidn de las actividades acidogénica y metanogénica correspondientes a
la biomasa de la planta piloto es bastante similar a la observada en el laboratorio
con el reactor RC, que presentd paralelamente un aumento tanto de la AME con el
sustrato H,/CO, como de la AAE.

1,5

g DQO-CH,.g SSV''d"

0,5

Inicial

78
138 H2/CO2

Tiempo de operacion (dias)

363 Acetato

Figura 5.23. Evolucién de la actividad metanogénica especifica (AME).
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5.4. Conclusiones

En este capitulo se estudid el efecto de diferentes sustratos sobre las propiedades
de lodo granular aclimatado a etanol (vino diluido). Se realizaron experimentos en
reactores UASB de laboratorio y en un reactor piloto hibrido compuesto por un
UASB en la parte inferior y un filtro anaerobio en la parte superior. La configuraciéon
de los reactores utilizados influyé directamente en las caracteristicas finales de la
biomasa. En el reactor piloto hibrido, al cambiar de un sustrato simple (etanol) a un
sustrato no acidificado (dextrina), se retiene la biomasa floculenta, teniendo lugar
una expansion del lecho de lodo, el lavado de biomasa y el posterior deterioro de la
biomasa granular al presentarse ruptura parcial de los granulos. En los reactores
UASB, por el contrario la biomasa floculenta fue lavada y permanecié el lodo de tipo
granular.

La composicibn microbioldgica de la biomasa evidencia la influencia de la
configuracién del reactor en el tipo de biomasa resultante. En planta piloto para el
sustrato tipo carbohidratos, el dominio Bacteria presenta el porcentaje mayor,
indicando la acumulaciéon de biomasa acidogénica de tipo floculento. Sin embargo
en el reactor UASB de laboratorio, utilizando el mismo sustrato, las poblaciones de
los dominios Bacteria y Arquea se encuentran en proporciones similares.

Las caracteristicas hidrodindmicas de la biomasa granular estan directamente
relacionadas con la distribucién por tamafo y la densidad de los granulos. Se
observaron mayores densidades en los granulos con mayor contenido en minerales.
Los minerales mas abundantes en los granulos son: calcio, fésforo, azufre, potasio y
hierro.

Para el sustrato tipo carbohidratos (dextrina) tanto en los reactores de laboratorio
como en planta piloto, la composicién de los granulos presenté una relacion
carbono/nitrégeno mayor que con los otros dos sustratos (etanol y proteina), que
puede deberse a una mayor presencia de polimeros extracelulares en la biomasa
aclimatada a carbohidratos.

Al someter la biomasa granular aclimatada a un sustrato simple (etanol) a sustratos
complejos o no acidificados (dextrina y proteina), los granulos originales fueron
colonizados en forma de capas por nueva biomasa, compuesta por bacterias
acidogénicas y microorganismos metanogénicos. Dicha colonizacion generé un
aumento importante en el tamafo de los granulos y aumentos considerables en la
actividad acidogénica especifica y en la actividad metanogénica hidrogendfila.
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La expansion del lecho de lodo observada en planta piloto para el sustrato tipo
carbohidratos, puede relacionarse también con la flotacién de los granulos causada
por limitaciones en la transferencia del biogas al exterior del granulo, esto se
confirma al encontrar en el lecho expandido los granulos de mayor didmetro en la
zona superior del lecho.

La presencia de biomasa floculenta esta relacionada con presencia de bacterias
acidogénicas y microorganismos metanogénicos hidrogendfilos, lo que se comprobo
al evaluar las actividades de la biomasa floculenta; presentando dicha biomasa
actividad acidogénica especifica alta, actividad metanogénica hidrogendfila media y
actividad metanogénica acetoclasta nula.

Los resultados obtenidos en este capitulo indican que el proceso de colonizacién de
granulos previamente formados, depende del tipo de sustrato utilizado, de las
condiciones hidrodinamicas del reactor y de la configuracion del reactor. Se
comprobd que utilizando un sustrato tipo carbohidratos se presentan problemas de
expansion del lecho de lodo, generacidon de biomasa floculenta, pérdida de biomasa
y disminucion en la actividad metanogénica acetoclasta de dicha biomasa.
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Conclusiones generales

El sensor ANASENSE® se validé en Planta Piloto, en operacion durante 60 dias,
utilizando un sistema de filtracion tangencial de sdélidos mediante el que se
controlaron eficazmente los problemas de obstruccion y ensuciamiento.
Posteriormente el sensor se validé en ambiente industrial en operacién continua
también durante 60 dias. El equipo presentd algunas debilidades en cuanto a
robustez. El punto mas importante a tener en cuenta es la necesidad de desarrollar
un sistema de eliminacidon de sdlidos y de desgasificacion del efluente ya que de
esto depende en gran parte la aplicabilidad del sensor

Respecto a las metodologias estudiadas, INRA y Applitek presentaron en general
buena precision y exactitud para la determinacion de AGV (0 a 4900 mg-L™) y
bicarbonato (0 a 50 mg-L'!). Por otro lado, las metodologias Biomath 1 y 2 permiten
la determinaciéon, aunque con un margen de error muy considerable, de otros
compuestos como amonio y acido lactico, generando resultados cualitativos que
permiten estimar tendencias.

El analizador presenté un buen rendimiento en la determinacién on-/ine de las
relaciones de alcalinidad AI/AT y AI/AP, la relacion AI/AP mostré mayor sensibilidad
en la deteccion de sobrecargas organicas. De acuerdo con estos resultados el
ANASENSE® puede utilizarse en la monitorizacion on-line de las relaciones de
alcalinidad con el propdsito de realizar control en lazo cerrado del proceso de
digestion anaerobia.

Una vez instalada una version comercial del ANASESE® en la planta piloto se
procedié a través de dos metodologias complementarias (Analisis fenomenoldgico y
andlisis estadistico) a realizar la seleccion de los indicadores que permiten
identificar el estado del proceso y la deteccién de perturbaciones operando con dos
sustratos tipo.

Se comprobd la utilidad del analisis de componentes principales (PCA) en la
reduccién de la dimension multivariable de un conjunto de datos de monitorizacién
del proceso de digestion anaerobia; logrando retener mas del 80% de la
variabilidad del proceso con las dos primeras componentes principales. Asi como la
capacidad del analisis factorial discriminante (FDA) para clasificar adecuadamente
los datos pertenecientes a diferentes estados estacionarios.

Utilizando una sola variable para la clasificacién de los diferentes estados
estacionarios se presentan diferencias relevantes entre los dos sustratos tipo. Para
el sustrato tipo hidratos de carbono las variables QCH4 y QBiogas permiten aciertos
por encima del 90 % en la clasificacién, superando inclusive las variables que
caracterizan la entrada al proceso (TOCe y TICe). Mientras que para el sustrato
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proteina la clasificacion en los diferentes estados estacionarios es mas deficiente
cuando se utiliza una sola variable y solo las variables TOCe y TICe logran
clasificaciones cercanas al 80%

Utilizando combinaciones de 2 y 3 variables para el sustrato tipo hidratos de
carbono y proteina respectivamente, se encontrd que las combinaciones que mejor
clasifican los diferentes estados estacionarios para ambos sustratos tipo son: AGV -
AP - QCH4 y AGV - AP - Qbiogas.

Se identificd la pendiente normalizada como el parametro clave en la deteccidén de
perturbaciones en la VCO, debido a que dicho parametro representa la velocidad de
respuesta del sistema frente a cambios en las caracteristicas del residuo o cambios
en las condiciones de operacion del sistema. Por lo tanto para diagnosis y control
del proceso es mas conveniente realizar la evaluacion del cambio relativo del valor
de las variables con el tiempo que utilizar el valor absoluto de la variable.

Se encontrd que la concentracién de CO en fase gas tiene una utilidad muy reducida
en la deteccién de perturbaciones, utilizando dicha variable solo fue posible detectar
perturbaciones tipo pulso en el sustrato tipo hidratos de carbono. Por su parte la
concentracion de H, en fase gas es una variable que permite la deteccién de
perturbaciones en la VCO (tipo pulso y escaldén) en ambos sustratos estudiados. Sin
embargo se debe tener en cuenta que para el sustrato tipo carbohidratos la
concentracion de H, depende directamente del grado de acidificaciéon del sustrato al
ingresar al reactor, este hecho puede generar un diagndstico errado del estado del
proceso.

Para ambos sustratos estudiados las variables: QCH4, QBiogas y AGV son
adecuadas en la deteccion de perturbaciones en la VCO.

De acuerdo con los resultados de este trabajo y considerando los niveles de
complejidad y coste de monitorizacidn se proponen tres niveles de instrumentacion:

e instrumentacién basica (pH, temperatura y caudales): pHmetros; sensores
de temperatura y caudalimetros.

e instrumentacion necesaria (QBiogas, AGV y AP): analizador de H; en fase
gas; caudalimetro y analizador titrimétrico de AGV y AP.

e Instrumentacién conveniente (H2): analizador de hidrégeno en fase gas.

Por ultimo se estudid el efecto de diferentes substratos sobre las propiedades de
lodo granular aclimatado a etanol (vino diluido). Se realizaron experimentos en
reactores UASB de laboratorio y en un reactor piloto hibrido compuesto por un
UASB en la parte inferior y un filtro anaerobio en la parte superior. La configuraciéon
de los reactores utilizados influyé directamente en las caracteristicas finales de la
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biomasa. En el reactor piloto hibrido, al cambiar de un substrato simple (etanol) a
un substrato no acidificado (dextrina), se retiene la biomasa floculenta, teniendo
lugar una expansion del lecho de lodo, el lavado de biomasa y el posterior deterioro
de la biomasa granular al presentarse ruptura parcial de los granulos. En los
reactores UASB, por el contrario la biomasa floculenta fue lavada y permanecié el
lodo de tipo granular.

Las caracteristicas hidrodinamicas de la biomasa granular estan directamente
relacionadas con la distribucién por tamafo y la densidad de los granulos. Se
observaron mayores densidades en los granulos con mayor contenido en minerales.
Los minerales mas abundantes en los granulos son: calcio, fésforo, azufre, potasio y
hierro.

Para el substrato tipo carbohidratos (dextrina) tanto en los reactores de laboratorio
como en planta piloto, la composicion de los granulos presentd una relacion
carbono/nitrégeno mayor que con los otros dos substratos (etanol y proteina), que
puede deberse a una mayor presencia de polimeros extracelulares en la biomasa
aclimatada a carbohidratos.

Al someter la biomasa granular aclimatada a un substrato simple (etanol) a
substratos complejos o no acidificados (dextrina y proteina), los granulos originales
fueron colonizados por nueva biomasa, compuesta por bacterias acidogénicas y
microorganismos metanogénicos. Dicha colonizacidon generdé un aumento importante
en el tamafo de los granulos y aumentos considerables en la actividad acidogénica
especifica y en la actividad metanogénica hidrogenofila.

Los resultados obtenidos indican que el proceso de colonizacion de granulos
previamente formados, depende del tipo de substrato utilizado, de las condiciones
hidrodindmicas del reactor y de la configuracién del reactor. Se comprobd que
utilizando un substrato tipo carbohidratos se presentan problemas de expansién del
lecho de lodo, generacion de biomasa floculenta, pérdida de biomasa y disminuciéon
en la actividad metanogénica acetoclasta de dicha biomasa.
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O sensor ANASENSE® validouse na Planta Piloto, en operaciéon durante 60 dias,
utilizando un sistema de filtracion tanxencial de sodlidos mediante o que se
controlaron eficazmente os problemas de obstruccion e ensuciamento.
Posteriormente o sensor validouse en ambiente industrial en operacién continua
tamén durante 60 dias. O equipo presentou algunhas debilidades en canto a
robustez. O punto mais importante a ter en conta é a necesidade de desenvolver un
sistema de eliminacion de sdlidos e de desgasificacion do efluente xa que disto
depende en gran parte a aplicabilidade do sensor

Respecto das metodoloxias estudiadas, INRA e Applitek presentaron en xeral boa
precision e exactitude para a determinacién de AGV (0 a 4900 mg-L™) e bicarbonato
(0 a 50 mg-L'). Doutra banda, as metodoloxias Biomath 1 e 2 permiten a
determinacién, ainda que cunha marxe de erro moi considerable, doutros
compostos como amonio e acido lactico, xerando resultados cualitativos que
permiten estimar tendencias.

O analizador presentou un bo rendemento na determinacion on-/ine das relacions
de alcalinidade AI/AT e AI/AP, a relacion AI/AP mostrou maior sensibilidade na
deteccién de sobrecargas organicas. De acordo con estes resultados o ANASENSE®
pode utilizarse na monitorizacidon on-line das relaciéns de alcalinidade co propdsito
de realizar control en lazo pechado do proceso de dixestién anaerobia.

Comprobouse a utilidade da analise de componentes principais (PCA) na reduccion
da dimensidon multivariable dun conxunto de datos de monitorizacion do proceso de
dixestion anaerobia; logrando reter mais do 80% da variabilidade do proceso coas
duas primeiras compofientes principais. Asi como a capacidade da analise factorial
discriminante (FDA) para clasificar adecuadamente os datos pertencentes a
diferentes estados estacionarios.

Utilizando unha soa variable para a clasificacion dos diferentes estados
estacionarios preséntanse diferencias relevantes entre os dous substratos tipo. Para
0 substrato tipo hidratos de carbono as variables QCH4 e QBiogas permiten acertos
por encima do 90 % na clasificaciéon, superando inclusive as variables que
caracterizan a entrada ao proceso carbono organico total y carbono inorganico total
da entrada (TOCe e TICe). Mentres que para o substrato proteina a clasificacion nos
diferentes estados estacionarios é mais deficiente cando se utiliza unha soa variable
e sO as variables TOCe e TICe logran clasificacions préximas ao 80%
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Utilizando combinaciéns de 2 e 3 variables para o substrato tipo hidratos de
carbono e proteina respectivamente, atopouse que as combinaciéns que mellor
clasifican os diferentes estados estacionarios para ambos substratos tipo son: AGV
- AP - QCH, e AGV - AP - Qbiogas.

Identificouse a pendente normalizada como o parametro chave na deteccién de
perturbacions na VCO, debido a que dito pardmetro representa a velocidade de
resposta do sistema fronte a cambios nas caracteristicas do residuo ou cambios nas
condicidéns de operacion do sistema. Polo tanto para diagnose e control do proceso é
mais conveniente realizar a avaliacion do cambio relativo do valor das variables co
tempo que utilizar o valor absoluto da variable.

Atopouse que a concentracion de CO en fase gas ten unha utilidade moi reducida na
deteccion de perturbaciéns, utilizando devandita variable s foi posible detectar
perturbacions tipo pulso no substrato tipo hidratos de carbono. Pola sia banda a
concentracion de H, en fase gas é unha variable que permite a deteccién de
perturbacions na VCO (tipo pulso e chanzo) en ambos os substratos estudiados.
Con todo débese ter en conta que para o substrato tipo carbohidratos a
concentracion de H, depende directamente do grao de acidificacion do substrato ao
ingresar ao reactor, este feito pode xerar un diagndstico errado do estado do
proceso.

Para ambos substratos as variables: QCH., QBiogas e AGV son adecuadas nha
deteccion de perturbacions na VCO.

De acordo cos resultados deste traballo e considerando os niveis de complexidade e
custo de monitorizacidon proponse tres niveis de instrumentacion:

» Instrumentacion basica (pH, temperatura e caudais): pHmetros; sensores
de temperatura e caudalimetros.

» Instrumentacién necesaria (caudal de biogas, acidos graxos volatiles e
alcalinidade parcial): caudalimetro de gas e analizador titrimétrico de
acidos graxos volatiles e alcalinidade parcial.

« Instrumentacién conveniente (concentracion de hidréxeno): analizador de
hidréxeno en fase gas.

Para rematar avaliouse o efecto de diferentes substratos sobre as propiedades de
lodo granular aclimatado a etanol (vifio diluido). Realizaronse experimentos en
reactores UASB de laboratorio e nun reactor piloto hibrido composto por un UASB
na parte inferior e un filtro anaerobio na parte superior. A configuracion dos
reactores utilizados influiu directamente nas caracteristicas finais da biomasa. No
reactor piloto hibrido, ao cambiar dun substrato simple (etanol) a un substrato non
acidificado (dextrina), retense a biomasa floculenta, tendo lugar unha expansién do
leito de lodo, o lavado de biomasa e a posterior deterioracién da biomasa granular
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ao presentarse ruptura parcial dos granulos. Nos reactores UASB, pola contra a
biomasa floculenta foi lavada e permaneceu o lodo de tipo granular.

As caracteristicas hidrodinamicas da biomasa granular estan directamente
relacionadas coa distribucién por tamafo e a densidade dos granulos. Observaronse
maiores densidades nos granulos con maior contido en minerais. Os minerais mais
abundantes nos granulos son: calcio, fésforo, xofre, potasio e ferro.

Para o substrato tipo carbohidratos (dextrina) tanto nos reactores de laboratorio

como en planta piloto, a composicion dos granulos presentou unha relacion
carbono/nitréxeno maior que cos outros dous substratos (etanol e proteina), que
pode deberse a unha maior presenza de polimeros extracelulares na biomasa
aclimatada a carbohidratos.

Ao someter a biomasa granular aclimatada a un substrato simple (etanol) a
substratos complexos ou non acidificados (dextrina e proteina), os granulos
orixinais foron colonizados por nova biomasa, composta por bacterias acidoxénicas
e microorganismos metanoxénicos. Dita colonizaciéon xerou un aumento importante
no tamafio dos granulos e aumentos considerables na actividade acidoxénica
especifica e na actividade metanoxénica hidroxendfila.

Os resultados obtidos indican que o proceso de colonizacion de granulos
previamente formados, depende do tipo de substrato utilizado, das condicions
hidrodinamicas do reactor e da configuracion do reactor. Comprobouse que
utilizando un substrato tipo carbohidratos preséntanse problemas de expansion do
leito de lodo, xeraciéon de biomasa floculenta, perda de biomasa e diminucién na
actividade metanoxénica acetoclasta de devandita biomasa.
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In this thesis several tools were developed and validated for monitoring and
diagnosis of anaerobic wastewater treatment process. One of the critical aspects in
the on-line monitoring of the process is the deficit of robust and reliable
instruments. As a contribution to solve this situation this work shows a the studies
and the validation of a prototype of automatic analyzer of alkalinity and volatile
fatty acids, operating with three different methodologies; developed by INRA
(France, National Institute of Agronomic Research), AppliTek (Belgium,
development and commercialization of on-/ine sensors) and Biomath (Belgium,
group of the University of Ghent).

INRA and Applitek methodologies displayed good performance in the determination
of VFA (0 to 4900 mg - L") and bicarbonate (0 to 50 mg - L'). On the other hand,
through the Biomath methodology approximated results of the concentration of
other compounds like ammonium and lactic acid are obtained, which can be used to
consider tendencies.

The selection of variables in steady state was made using in the first stage Principal
Components Analysis (PCA) in order to reduce the dimension of the data; later, the
data in steady state were classified using the technique of linear regression on a
movable window. Finally in order to select the minimum set of variables required to
characterize process performance a Factorial Discriminate Analysis technique (FDA)
was used.

Using only one variable, for the carbohydrates-based wastewater; methane flow
and biogas flow achieve the better state classification (over 95% of success). For
protein-based wastewater the classification is more deficient. When two or three
variables were used for both types of wastewaters, two variable combinations
achieve a classification over 95% of success, which are: volatile fatty acids-partial
alkalinity-methane flow and volatile fatty acids-partial alkalinity-biogas flow.

The carbon monoxide concentration in gas phase has a reduced utility in the
detection of disturbances, only for carbohydrates- based wastewater was possible
detected pulse disturbances. The hydrogen concentration in gas phase is a variable
that allows the detection of disturbances in both synthetic wastewaters.
Nevertheless, for carbohydrates-based wastewater, the hydrogen concentration in
gas phase depends of acidification degree of substrate before feed the reactor; this
fact can cause errors in the diagnosis of the state of the process.

Finally, It was studied the effect of different substrates on the properties of granular
sludge acclimatised to ethanol (diluted wine). Experiments were conducted in
laboratory UASB reactors and hybrid pilot plant composed of a UASB at the bottom
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and an anaerobic filter at the top. The configuration of the reactors used directly
influenced the final characteristics of the biomass.

In the pilot plant, due to the change between a simple substrate (ethanol) to a
substrate not acidified (dextrin), was presented a retention of flocculent biomass,
taking place an expansion of the sludge bed, washing biomass and the subsequent
deterioration of granular biomass submitted partial rupture of the granules. In the
UASB reactor, by contrast, the flocculent biomass was washed and kept the
granular sludge

The physico-chemical properties of granules largely depend upon the type of
substrate on which they are grown. Granules fed with ethanol are much more
compact than those developed in protein and carbohydrate-based media. Further,
micro-organisms distribution in anaerobic granules also depends on the type of
wastewater; granules fed with carbohydrates and proteins presented higher
acidogenic bacteria colonization. Members of Methanosaetaceae are the dominant
methanogens in all three types of granules, while Methanobacteriales are co-
dominant in granules fed with carbohydrates and proteins. These results are also
verified by comparing the specific methanogenic activity (SMA) using different
substrates.
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