[image: image1.jpg]Grupo de
Ingenieria
y Biotecnologia
Ambiental




[image: image2.wmf]2

3

4

5

6

1: Medio de cultivo

2: Toma de muestra

3: Salida del Biogás

4: Depósito antirretorno NaOH

5: Frasco Mariotte

2

2

2

1

[image: image3.png]




TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE ENSAYOS ANAEROBIOS

1.
INTRODUCCION

Para evaluar la viabilidad de la aplicación de sistemas de tratamiento anaeróbico para la depuración de un agua residual es preciso disponer de ciertos parámetros básicos del agua residual y del lodo a inocular (Tabla 1). La adecuada operación de un reactor anaeróbico exige la determinación periódica de los parámetros listados en la Tabla 2. Estos parámetros se determinan analíticamente o en ensayos biológicos del lodo anaeróbico. Los ensayos anaeróbicos permiten la determinación de:

(1) la actividad metanogénica del lodo.

(2) la biodegradabilidad anaeróbica del agua residual.

(3) la toxicidad del agua residual o de sus componentes. 

Parámetros a considerar en la evaluación de la aplicabilidad del Proceso de tratamiento anaeróbico.

Características del agua residual:
1 Concentración de materia orgánica (DQO).

2 Biodegradabilidad del agua residual.

3 Caudal de agua residual.

4 Concentración de nutrientes y elementos trazas.

5 Alcalinidad.

6 Concentración de sólidos suspendidos.

7 Presencia de compuestos tóxicos.

8 Temperatura.

9 Fluctuaciones de caudal y características del agua residual.

Características del lodo a inocular:
10 Concentración de SSV en el lodo.

11 Actividad metanogénica especifica

Tabla 1. Determinaciones precisas para la operación de un sistema de tratamiento aeróbico y su frecuencia.

	
	
	
	

	Influente
	Efluente
	Biogás
	Lodo

	D DQO total
	D DQO total
	P % CH4
	P Concentración

	P DQO filtrada
	D DQO filtrada
	D volumen
	P Actividad

	P pH
	D PH
	
	

	D volumen
	D PH
	
	

	P DQOBD
	P Alcalinidad
	
	

	 
	D Temperatura
	 
	 


D: diariamente; P: periódicamente (semanal o mensualmente)

2.
LA MEDICION DEL METANO

El volumen de metano producido en reactores de pequeño volumen puede ser medido por desplazamiento de un líquido. El sistema de medición más común utiliza un frasco invertido el que contiene NaOH ó KOH en una concentración 20 g/L. El biogás es recogido en el sistema de medición. El CO2 contenido en el gas es absorbido en el medio básico por formación de carbonato, y sólo el CH4 alcanza el espacio libre del recipiente de medición, desplazando un volumen equivalente de líquido. El CH4 producido puede ser calculado midiendo el volumen o el peso del líquido desplazado. Si se determina por peso, se debe introducir una corrección por la densidad de la disolución. El líquido debe ser fuertemente alcalino y será reemplazado si su pH es inferior a 12.
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Figura 1. Montaje de ensayo de actividad y toxicidad

Tabla 2. Factores de conversión para calcular la DQO contenida en gas metano (P = 1 atm.).

	 
	 
	 

	Temperatura
	ml CH4 gas equiv. 1 gDQO
	ml CH4 gas equiv. 1 gDQO

	(°C)
	CH4 seco
	CH4 húmedo

	10
	363
	367

	15
	369
	376

	20
	376
	385

	25
	382
	394

	30
	388
	405

	35
	395
	418

	40
	401
	433

	45
	408
	450

	50
	414
	471


La DQO contenida en 1L de CH4 a diferentes temperaturas se puede calcular haciendo uso de factores de conversión (FC) listados en la Tabla 2. Los factores de conversión fueron calculados considerando que 350 mL de CH4 seco (T = 0°C, P = 1 atm) equivalen a 1 g DQO, y de acuerdo con la siguiente expresión:

FC = 350 x (273 + Temperatura°C)/273

Si la presión atmosférica es menor (alturas elevadas) o mayor que 1 atm (gas comprimido); el FC debe ser corregido como se indica a continuación:

FC x 1/presión (atmósferas)  ó  FC x 760/presión (mm mercurio)

Si el biogas está saturado con vapor de agua (normalmente 3 a 4 % en volumen), en este caso, el factor de conversión deberá corregirse por la presión de vapor del agua en el gas.


FC x 1/(1 – presión de vapor) (atmósferas)

La Tabla 2 presenta los factores de conversión para CH4 húmedo a diferentes temperaturas. 
3. ENSAYOS BIOLÓGICOS ANAERÓBICOS

Los ensayos anaeróbicos discontinuo (Batch) pueden realizarse en sistemas agitados o estáticos. El sistema agitado consiste en reactores de 1 a 10 L provistos de agitación mecánica intermitente (pausa de 3 a 15 minutos y agitación durante 6 segundos). Los ensayos estáticos se realizan en botellas de menor volumen.

En los bioensayos anaeróbicos se suministran nutrientes esenciales para el crecimiento bacteriano con el fin de evitar una deficiencia de nutrientes. La composición de la solución de nutrientes utilizada se detalla en la Tabla 3.

3.1 ENSAYO DE ACTIVIDAD METANOGENICA

3.1.1 Objetivo

Este ensayo permite determinar la actividad metanogénica específica del lodo anaeróbico, dado que en la práctica se observan importantes diferencias en la actividad metanogénica de lodo anaeróbico dependiendo de la procedencia, se hace imprescindible la determinación de la actividad del lodo que se va a inocular en un reactor. Un control periódico de la actividad del lodo permite detectar tempranamente el deterioro del lodo debido a toxicidad, deficiencia de nutrientes, acumulación de sólidos suspendidos, etc.

Tabla 3. Composición de la solución de nutrientes utilizada en los bioensayos.

	 
	 

	Nutrientes
	Concentración (g/L)

	NH4Cl
	2,8

	KH2PO4
	2,5

	MgSO4*7H2O
	0,1

	CaCl2
	0,076

	NaHCO3
	4


· Se añade 10 mL de esta solución por 100 mL

· Se adiciona además por cada 100 mL, 1 mL de solución recién preparada de sulfuro.

Na2S x 9H2O   (
1, 0 g/100 mL
Además de ácidos grasos volátiles (AGV) teniendo la siguiente composición (C2: C3: C4) = (2: 0,5: 0,5), en resumen de debe preparar tomando los volúmenes que más abajo se indican.

Acido acético: 9,5 mL - Acido propionico: 2,5 mL - Acido butírico: 2,6 mL diluido a 100 mL, esta preparación equivale 190 g de DQO/L.

3.1.2  Condiciones Experimentales

La actividad metanogénica depende de las condiciones experimentales aplicadas. Para determinar la actividad metanogénica máxima con precisión se deben asegurar condiciones experimentales óptimas y constantes.
3.1.2.1 Temperatura
La actividad metanogénica depende de la temperatura. La temperatura de ensayo debe mantenerse a 37°C.

3.1.2.2 Concentración de Substrato y de lodo

La concentración de substrato en el medio afecta de forma crítica a la actividad de las bacterias metanogénicas. Si la concentración de AGV (ácidos grasos volátiles) es demasiada alta se produce toxicidad por los mismos AGV o por el Na+ introducido para la neutralización. En la práctica, se adiciona una cantidad equivalente a 2,0 g DQO AGV/L. Se recomienda preparar una solución con una concentración de 100 g DQO-AGV/Kg.

La concentración de lodo a utilizar dependerá de la cantidad de SSV/L que tenga el lodo. La Tabla 4 muestra las concentraciones de lodo y sustrato (AGV) recomendadas para el ensayo de la actividad metanogénica. 
Tabla 4. Concentraciones de lodo y substrato (AGV) recomendadas para el ensayo de la actividad metanogénica.
	 
	 
	 

	Sistema
	Lodo (g SSV/l)
	AGV* (g DQO/l)

	 Agitado
	 2,0 a 5,0
	 2,0 a 4,0

	No agitado
	1,0 a 1,5
	3,5 a 4,5


*neutralizado a pH 7,0, **Si la actividad del lodo < 0,1 g DQO CH4/g SSV.d debe utilizarse el sistema agitado y una concentración de lodo y AGV de 5,0 g SSV/L y 2,0 g DQO AGV/L, respectivamente. 

3.1.2.4
Adaptación al Substrato

La actividad metanogénica depende del grado de adaptación del lodo al substrato. Generalmente, durante la primera alimentación el lodo se adapta a la degradación de AGV. La actividad será normalmente mayor en la segunda que en la primera alimentación.

3.1.2.5
pH

La disolución de AGV debe neutralizarse con NaOH a pH 7,0 para evitar que la metanogénesis se vea inhibida debido al bajo pH y a la presencia de altas concentraciones de AGV no disociados.

3.1.3 Procedimiento

Adicione agua hasta llenar aproximadamente la mitad del reactor y, a continuación, añada la cantidad necesaria de solución de nutrientes y de AGV. Adicione la cantidad requerida de lodo, sulfuro de sodio y finalmente nitrógeno por a lo menos 30 segundos, cierre el reactor, colóquelo en el baño termoregulado y conéctelo al sistema de medición de gas. Una vez que el experimento ha comenzado, deberá determinar diariamente la producción de metano. Cuando hayan pasado unos 7 días, adicione una segunda alimentación de AGV, proceda de igual forma que la primera vez y determine la producción diaria de metano, espere a lo menos unos 7 días más. 

Tabla 5. Ejemplo de una situación experimental, suponiendo que la concentración de lodo es de 33,76 gSSV/L, se realiza una adición de 5 gSSV/L en una botella de 100 mL.

	
	 
	 
	 
	 
	 

	Nº de muestra
	Lodo (mL)
	Nutrientes
	AGV
	Na2S
	Agua

	
	
	(mL)
	(mL)
	(mL)
	(mL)

	1
	15
	10
	2
	1
	72

	2
	15
	10
	2
	1
	72

	3
	30
	10
	2
	1
	57


3.1.4
Expresión de Resultados

Determinar el período de tiempo en el que se ha observado la máxima velocidad de producción de metano. Determinar la pendiente de las curvas de producción de gas durante el período de actividad que es igual a la velocidad de producción de metano, en mL CH4/h. Una vez conocida “R”, la expresión siguiente permite calcular la actividad metanogénica específica (ACT) en g DQO CH4/g SSV.d:

ACT = R x 24/ (FC x V x SSV)
           Donde:


R = velocidad de producción de CH4 en mL CH4/h


24 = h/d


FC = factor de conversión en ml CH4/g DQO (Tabla 2)


V = volumen efectivo de líquido en el digestor en L.

SSV = concentración de lodo en g SSV/L
3.2 ENSAYO DE TOXICIDAD ANAEROBICA

3.2.1
Objetivo

El objetivo de este ensayo es la determinación del porcentaje de actividad metanogénica que pierde un lodo en presencia de un compuesto inhibitorio. Los datos de la toxicidad metanogénica de un agua residual pueden ser utilizados para estimar la viabilidad del tratamiento anaeróbico.

3.2.2 Procedimiento

Realizar una serie de ensayos de actividad metanogénica con diferentes concentraciones de compuestos potencialmente tóxicos. Las concentraciones agregadas a cada frasco varían entre cero (blanco) y niveles de compuesto cuya concentración es tóxica para las bacterias metanogénicas.

Los ensayos de toxicidad anaerobia son conducidos de la misma forma que los de actividad metanogénica. El lodo es sometido a una primera alimentación de exposición con diferentes concentraciones de compuestos tóxicos y la concentración de sustrato anteriormente indicada. Una vez agotado el sustrato metanizable (AGV), se decanta el medio, con cuidado de no perder lodo, el cual es sometido a una segunda alimentación de sustrato y con compuestos tóxicos, en las mismas concentraciones. Agotado el sustrato metanizable, se procede otra vez a la recuperación del lodo, para someterlo a una tercera alimentación, ahora sólo con AGV como sustrato (lavar el lodo para eliminar trazas del tóxico). Cada alimentación tiene una duración de 7 a 10 días aproximadamente. 

Tabla 6. Ejemplo de una situación experimental, suponiendo que la concentración de lodo es de 33,76 gSSV/L, se realiza una adición de 5 gSSV/L en una botella de 100 mL y distintas concentraciones de tóxico.
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Nº de muestra
	Lodo (mL)
	Nutrientes
	AGV
	Na2S
	Tóxico
	Agua

	
	
	(mL)
	(mL)
	(mL)
	
	(mL)

	1
	15
	10
	2
	1
	-
	72

	2
	15
	10
	2
	1
	-
	72

	3
	30
	10
	2
	1
	-
	57

	4
	15
	10
	2
	1
	10 µl
	72

	5
	15
	10
	2
	1
	10 µl
	72

	6
	15
	10
	2
	1
	50 µl
	72

	7
	15
	10
	2
	1
	50 µl
	72

	8
	15
	10
	2
	1
	100 µl
	72

	9
	15
	10
	2
	1
	100 µl
	72


3.2.3 Cálculos y resultados de la inhibición

Los resultados son expresados en términos de porcentajes de actividad metanogénica referidas al ensayo control (blanco). (Soto et al., 1993).

Para calcular la inhibición, se debe determinar la actividad metanogénica (ACT) del control (C) y los tratamientos (T). El porcentaje de actividad (%ACT) de los tratamientos referido a la actividad control se calcula como se indica a continuación:

%ACT= (ACTT/ACTC) x 100

El porcentaje de inhibición, (%I) es definido como %I= 100 - %ACT.

La concentración inhibidora del 50% de la actividad metanogénica (Concentración. 50%) se determina a partir de una representación gráfica del %ACT en función de la concentración del tóxico. Para estimar con precisión la concentración. 50% es necesario disponer de datos experimentales que cubran el rango completo de toxicidad. 
ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD ANAEROBICA

3.3.1 Objetivo


El propósito de este ensayo es determinar la fracción de la DQO de un agua residual que puede ser degradada anaeróbicamente. La DQO biodegradable anaeróbicamente (DQOBD) es comparable a la Demanda Biológica de Oxígeno (DBO). Sin embargo la DQOBD es generalmente mayor, ya que en la determinación de la DBO se utilizan concentraciones muy bajas de agua residual (licitación de sustrato), menos inóculo y, a menudo, se realiza a temperaturas más bajas. La determinación de la biodegradabilidad de un agua residual permite estimar la fracción de la DQO que puede ser transformada potencialmente en metano y la DQO recalcitrante que queda en el efluente.

En el ensayo de biodegradabilidad, la DQO acidificada (DQO acidificada) se determina directamente como suma de la DQOCH4 y la DQOagv. La producción celular (DQOcel) se calcula empíricamente, a partir de un balance de DQO en el sistema, o teóricamente, de acuerdo con el rendimiento celular específico esperado en la fermentación y metanogénesis. La DQOBD o la DQO utilizada por las bacterias, es igual a la suma de la DQOCH4, la DQOagv y la DQOcel.
3.2.4 Condiciones experimentales
3.2.4.1 Duración del Ensayo


La biodegradabilidad anaeróbica del agua residual depende del tiempo del ensayo por lo que se deberá siempre mencionar junto con el dato de la DQOBD. Generalmente es determinada a 7 días.

3.3.2.2
Procedimiento

El ensayo consta de dos reactores, uno denominado “tratamiento”, que contiene agua residual y lodo, y el otro llamado “blanco”, en el que sólo se adiciona lodo. Ponga en el reactor de tratamiento lodo y el volumen necesario de agua residual para obtener la concentración final deseada. Añada el volumen requerido de la disolución de nutrientes, suficiente NaHCO3 (1g/gDQO) para mantener el pH en el óptimo, y complete con agua hasta el volumen efectivo final de 500 mL, ajuste a pH 7,0 y registre el valor de cada Batch. Siga el mismo procedimiento en el reactor blanco, pero adicione agua en lugar de agua residual. Borbotee nitrógeno en ambos reactores durante 30 segundos por reactor de 100 mL. Realizar duplicados de análisis, para 500 mL adicionar unos 3 minutos de nitrógeno.


La producción de metano y la concentración de AGV, DQO filtrada y pH deben determinarse en ambos reactores al inicio y al final del experimento.


Puede determinarse una cinética de biodegradación. En el caso de reactores estáticos, agitar el contenido del reactor, dejar reposar y luego tomar la muestra.
Tabla 7. Ejemplo de una situación experimental
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Nº 
	Lodo 
	Nutrientes
	AGV
	Muestra (Ril)
	Agua

	de muestra
	(mL)
	(mL)
	(mL)
	(mL)
	(mL)

	blanco
	15
	50
	2
	-
	433

	M1- 50%
	15
	50
	2
	250
	183

	M1- 100%
	15
	50
	2
	430
	0

	M2-50%
	15
	50
	2
	250
	57

	M2-100%
	15
	50
	2
	430
	0


3.3.4
Cálculos y Expresión de Resultados

Se deben determinan varios parámetros: la producción de metano acumulada en el tiempo, la DQO inicial y final, carbono orgánico total (COT). En algunos ensayos se realiza la cinética de degradación de DQO y AGV. La cantidad de metano producido, una vez restada la del blanco, nos permite calcular el porcentaje de metanización (%M), o porcentaje de la DQO inicial que se ha metanizado. Con los parámetros medidos se puede determinar la biodegradabilidad o porcentaje de la DQO soluble inicial que se ha degradado.


El primer paso del cálculo es la conversión del volumen de metano producido de ml/l a mg DQOCH4/L como sigue:

1000 x (CH4/FC)/V


Donde: 
CH4: producción acumulada de CH4 (ml) en un tiempo de digestión dado.


FC: factor de conversión (mL CH4/ g DQO) 


V: volumen (L) efectivo de líquido en el reactor.


1000: mg/g


Si los AGV se han determinado volumétricamente, la concentración obtenida en meq/L debe ser expresada en mg DQO/L como se indica en la tabla siguiente.

Tabla 8. Factores para la conversación de la concentración de AGV en miliequivalentes a DQO.
	 
	 

	Tipo AGV
	mg DQO/meq AGV

	C2
	64

	C3
	112

	C4
	160



El porcentaje de DQO recalcitrante (%REC) al final del experimento puede calcularse por la siguiente fórmula:

%REC: 100 - %BD
3.3.5
INTERFERENCIAS

La biodegradabilidad de un agua residual residual puede aumentar debido a adaptación del lodo a la degradación de compuestos difíciles. Este tipo de adaptación sólo puede ser estudiada en ensayos de larga duración (varios meses) o alimentando repetidamente el mismo lodo con agua residual a concentraciones subtóxicas.


La degradación parcial del lodo resulta en la formación de CH4 y AGV. Por este motivo, en el ensayo se debe incluir un blanco que permita la determinación de la biodegradabilidad del lodo. Para evitar la introducción de importantes errores experimentales, se debe utilizar lodo biológicamente estable, que aporte al medio de ensayo menos del 20% de la DQO acidificada del agua residual.


Usar una concentración de lodo de 5 g SSV/L, pero si la actividad metanogénica del lodo es mayor de 0,2 g DQOCH4/g SSV d, es posible utilizar concentraciones menores, siendo 1,5 g SSV/L la mínima aplicable. De tal forma de usar lodo en exceso para evitar que la degradación del agua residual sea limitada por defecto de biomasa.


La concentración del agua residual debe ser suficientemente alta para hacer posible la determinación precisa de CH4 y AGV. Generalmente, se recomienda realizar el ensayo a una concentración de agua residual de 5 g DQO/L. Si el agua contiene inhibidores de la metanogénesis diluir el agua hasta 2 g DQO/L y use un reactor de mayor volumen (> 2 L).


La formación de AGV durante la digestión puede causar la acumulación de ácidos no neutralizados en el medio de ensayo. Para evitar un descenso del pH, debe añadirse aproximadamente 1 g NaHCO3/g DQOBD. Cuando no sea posible estimar la biodegradabilidad del agua residual, añádase 1 g NaHCO3/g DQO.
4.
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