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l . OBJITIVC' : : 

1.- Desarrollar biope1icu1a. para un reactor d ~ 

F1uidizado utilizando po1letl1eno coao .aterlal de aoporte . 

2.- Evaluar la actividad fisiológica de la. biopartlcu1as . 

j 
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II INTRODUCCION 

11.1 PROCESOS DB TRATAMIENTO DE AGUAS 

La falta de recursos financieros para controlar la 

contaminación que h. traido aparejada la expansión 

demográfica y el crecimiento industrial, ha ocacionado un 

impacto ambiental negativo sobre los cuerpos de agua que 

reciben la aportación de aguas residuales sin tratamientos 

adecuados. Dichos cuerpos de agua asi daña dos, quedan 

imposibilitados para usarse tanto en el abastecimiento de 

agua potable , como en zonas de recreación y aún para uso 

industrial o agr1cola. 

As 1 , el tratamiento de aguas residuales es una tarea que 

tanto paises industrializados como en v1as de desarrollo 

tienen que realizar. 

La figura 2.1 muestra al diagrama de flujo en el proceso 

de purificación de un agua residual. 

---~Ipreliminarl • [primarIo[ ---.. (secundariol ---.. [terciarlOj 
¡ 

¡avanzado I 

Figura 2.1 - Tren de operación en el tratamiento de aguas 

residuales . 

En el tratamiento preliminar se eliminan las part1culas 

mayores de 0.5 cm de densidad mayor a la del agua que 



pueden ser retenidas en rejillas o en desarenadores (canales 

reductores de la velocidad de flujo) con objeto de no 

obstruir la tuber1a o dañar la bo~. 

El trata.iento prillario pretende sediaentar, mediante 

una reducción significativa de la velocidad de flujo, materia 

orgánica que se encuentra en suspensión:que lleqa a ser en 

ocaciones del 30\ de la materia orgánica total. 

El tratamiento secundario implica la .liainación de la 

materia orgánica. Por ser el más económico se usa el 

tratamiento biOlógico, que busca la eUminación total de la 

materia orgánica para evitar caer en los tratamientos 

fisicoqu1micos que son muy costosos . Los tratamientos 

biOlógicos pueden ser del tipo anaerobio que preferentemente 

ataca altas concentraciones de materia orgánica transformando 

cerca del 90\ de la misma a CH4 y COz Y sólo un 10' en 

células (Noyola, 1986). 

El tratamiento basado en las bacterias aerobias es capaz 

de atacar a la materia org6nica aun a muy bajas 

concentraciones (menos de 100 mg D80/l).Como estas aprovechan 

muy bien la energ1a del metabolismo, sintetizan cerca del 50' 

de la materia orgánica degradada. 

Un proceso biOlógico de tratamiento secundario que se ha 

empezado a usar hoy en dia es un tratamiento anaerobio para 

obtener la máxima reducción de materia orgánica con 

producción de energia y baja generación de desechos celulares 

seguidO de un proceso aerobio que puede llevar el agua hasta 

30 m9 D80/1. Aunque este ultimo proceso genere biomasa de 

-



desecho o consuma energia ya no sera. significativa porque 

recibirá bajas cantidades de materia orgánica. 

El tratamiento terciario implica la eliminación de los 

nutrimentos principalmente del N y del P. Para hacer esto, el 

agua tiene que estar libre de materia orgánica. 

Después de este tratamiento el agua puede ser descargada 

a los cuerpos receptores en espera de que el ciclo natural 

del agua la purifique aun más. 

Los tratamientos avanzados se apllcan al agua si se 

quiere reutilizarla en procesos industriales especificas. 

Hoy en dia, es considerable el conoclmento de los 

fundamentos y la aplicación de los procesos biotecnOl6gicos 

para el tratamiento secundario de las aguas residuales 

(Verstrate et al. 1987; Henk,1984). 

11.2 DIGIBTI0M AHABROBIA 

En la actualidad la digestión anaerobia es una buena 

opción para la solución de la contaminación orgAnica de aguas 

pues otrece un buen numero de ventajas . Lettinga (1982) 

menciona las siguientes: 

1. - Baja producción de biomasa que ademas son sólidos 

biológicos estables. Esto es con base en que una bacteria 

anaerobia utilizará sólo el 10\ de la energ1a contenida en su 

alimento o sustrato para funciones de reproducción, dando 

origen a nuevas células; el 90\ restante lo dirigirá a la 

producción del gas metano CNoyola, 1986) . 



2.- El proceso tolera cargas eleva das de materia 

orgá nica , a unque es importante señalar que se puede emplear 

c on aguas medianamente contaminadas . 

3.- Ba jos requerimentos nutricionalea . 

•. - Producción de metano que e. utilizable. 

5 . - Los lodos a naerobios pueden preservarse sin 

alimentación por muchos meses sin deterioro alguno. 

6.- No requiere de energia para llevarse a cabo. 

11.2. 1 B1 OQU1M1CA y M1CROB10LOG1A DE LA D1GEST10N AKAEROBLA 

En la figura 2.2 se muestra el esquema de las rutas 

metabó licas que conforman la digestión anaerobia. Un pri;mer 

grupo de bacterias, las fermentativas , hidro1izan po11.aeros 

biológicos (proteinas, carbohidrátos , llpidos) • unidacies 

quimicas más simples como az~care. , alcohola. y a_1noác140s, 

y los fermentan produciendo ácidoa grasoa hidrógeno y 

dióxido de carbono ; posteriormente, l •• bacte rias 

acetogénicas oxidan 108 alcoholes, ácido buUrico ., 

propi6nico , así como los ácidos grasos no volátil ••• ac.ta~ 

e hidrógeno. Por su parte , las bacterias .etanogénicas 

concluyen el trabajo transforma ndo estos compuesto. simples a 

metano y dióxido de carbono (Garcia,1982). 

Las bacterias metanogénicas pertenecen al grupo da las 

arquibacterias, las cuales prese ntan ciertas diterencias con 

las bac terias "clásic as" , tanto tbiológica. como 

estructurales , entre las que 8e pueden mencionar la presancia 

de las coe nzimas M, F420 Y '430 

" , 

ditarencias an la 
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composición de la pared celular, as i como la respuesta a 

antibióticos. Son bacterias anaerobias estrictas su pH 

óptimo es de 6 a 8 , 
fuentes de N y S 

el NH3 Y el H2S son las principales 

el niquel es el 'tomo central de la 

coenzima Ftlo que actú.a como grupo prostético de la enzima 

metil-coMreductasa que cataliza el paso final de la formación 

del metano (Schoberth et al., 1980; Woese, 1980) . 

. /~ 
r En el proceso metanogénico se pueden distinguir dos 

grupos bacterianos: las bacterias acetoclásticas cuyo 

sustrato es el ácido acético para la formación del metano, y 

las bacterias hidrogenotróficas que utilizan, con el mismo 

fin, el H2 y el C02 (Garcia, 1982) . 

La oxidación anaerobia de los ácidos grasos es un 

proce so microbiano en donde el hidrógeno mo lec ular es el 

principal receptor de electrones El hidrógeno se produce 

aqui por la oxidación de los dinucléotidos de piri dina y 

ferredo xina (transfiriendo electrones a protones) que tienen 

un potenc ial redox=-O.32 volts a pH 7 mayor que la 

desh i drogenación del piruvato) . Esta reacción sufre 

inh ibición por producto, es decir, que a presiones de 

hid rógen o mayores a 0 .3 mm de Hg. se retiene la reacción I por 

10 tanto es necesaria una transferencia de hidrógeno entre 

e species. Esta c lase de relación fisiológica implica un 

intercambio de hidrógeno entre un organismo 

quimioheterotrófico y una bacteria metanogénica u otro 

organismo que utilice H2 no metanogénico. Las reacciones 



dependientes de este fenómeno son de primer importancia para 

la digestión anaerobia (Guyot. §.L.ill 1988) 

Como el acetato es el principal precursor en la 

metanogénesis se debe tener un buen control d. su 

concentración pues BU aCUlD.ulación reduce el pH ocacionando 

una baja actividad de las bacterias metanogénicas que oxidan 

el hidrógeno y por lo tanto sucede una acumulación de éste . 

Lo anterior causarA, como resultado , qua al propionato se 

acumule y se detenga la metanogénesis. 

La metanogénesis puede ser la reacción más rápida y, 

además ser un mecanismo para evitar la acumulación de 

hidrógeno en el reactor si, c omo se mencionó antes, existe 

una estrecha relac ión con las productoras de hidrógeno. 

Como todos los procesos biológicos, la digestión 

anaerobia es muy susceptible a carga. de c hoque. Hay 

compuestos más t óxicos que otros, sin embargo , su acumulación 

ocas i ona alteraciones en el proceso que, eventualmente, lleva 

al incremento de l a c oncentración de ácidos grasos volátiles, 

contribuyendo a la acidificación del medio y, por lo tanto, a 

detener el proceso metanogénico (Sam Soon et al., 1988). 

11.2 .2 REACTORES ANAEROBIOS 

En general,todos los diseños de reactores anaerobios 

tratan de cubrir varios requisitos, e ntre los más importantes 

se tiene n (Monroy et al. ,1986): a) facilitar la acumulación 

de la biomasa activa pro longando su tiempo de retención an al 

r eactor , b) eliminar el producto formado, e) tratar altas 
, 



concentracione s de contaminantes con corto tiempo de 

retención hidráulico y tasas elevadas de conversión . 

La tasa de consumo de sustrato depende estrechamente de 

su concentración y de la cantidad de biomasa activa presente 

cuyo crecimiento sin embargo, es lento y, como ya se 

mencionó, a menudo es inhibido por los distintos productos 

generados durante la digestión. 

Para que el sistema se mantenga estable y con buena 

velocidad de degradación es necesario primero que el 

hidrógeno y los ácidos grasos volátiles no se acumulen, y 

segundo que tanto las concentraciones de biomasa activa como 

de sustrato sean elevadas y constantes de acuerdo a la 

ecuación: 

ds - mmax s X 
dt Ks + S Y 

En donde : 

:1 = Concentración de biomasa. (mg SSV/l) 
8 = Concentración de sustrato. (mg DQO/l) 

(Ec.l) 

ka = Constante de afinidad por el sustrato (mg DQO/l) 
mmax= Constante especifica de crecimiento máximo (d-1) 
y = Coefic iente de rendimiento celular (g SSV/gOQO) 

De esta manera se tendrán a las bacterias en un 

ambiente invar iable que les permita metabollzar con 

eficiencia el sustrato (Hoyola et al.,1988). 

Es necesario dejar al sustrato el tiempo que tarde en 

degradarse. Como el sustrato está disuelto o suspendido en 

el agua a tratar, este tiempo será igual al tiempo de 

retención hidráulica (TRH) 



Por t odo lo anterior , es de importancia vital considerar 

varios parámetros en el diseño de un reactor. Monroy (1986) 

considera de gran importancia la concentración de biomasa, la 

eficiencia de conversión y la relación de sustrato a 

microorganismos. 

Sin embargo, mientras que la degradación de la materia 

orgánica se lleva a cabo en horas, los tiempos de duplicación 

de la biomasa se lleva a cabo en dias como se muestra en el 

cuadro 2.1. 

CUADRO 2.1.-constantes cinéticas de las reacciones de la 

digetión anaerobia (Monroy, 1986) 

REACTIVO M mix y Ks 
(d- ) gSSV/gDQO mgDQO/l 

Celulosa l. 7 0.837 37 (g/l) 

Monosacáridos 
y aminoácidos 3-7.2 0.1 22 

Lipidos 0.1-0.56 0.04-0.11 417-4620 

AGV 
propionato 0.155-0.31 0.025-0.042 60-246 
butirato 0.37 0 . 047 13 
acetato 0.34-0.44 0.04-0.05 165-250 

Hidrógeno 1.4 0.04 0.6 

Es importante entonces que el tiempo de retención de 

sólidos (TRS) sea igual al tiempo de crecimiento de la 

biomasa y el tiempo de retención hidráulico (TRH) sea igual 

al tiempo que se tarda en degradar la biomasa • Mientras 

:..2 



mayor sea el cociente TRS/TRH mayo r e f iciencia se tendrá y 

mientras menor sea el TRH menor será el volumen requerido por 

el reactor. 

Existen varios tipos de diseño de reactores anaerobios, 

de flujo continuo, los cuales se pueden agrupar en dos 

categorias: 

l . -REACTORES CON LA BIOMASA SUSPENDIDA 

Este tipo de reactores son los de la primera generación de 

reactores anaerobios. Su prototipo es el reactor continuo de 

tanque agitado (RCTA) , (figura 2.3) o en flujo de pistan 

(RCFP),(figura 2.4). Su principal desventaja es que el TRH y 

el TRS son iguales y elevados por tanto, el volumen del 

reactor tiene que ser grande (Speece, 1983). 

2.-REACTORES QUE RETIENEN LA BIOMASA. 

PUeden ser reactores con o sin material de soport e, sin 

embargo, en todos ellos se incrementa el cociente TRS/TRH. 

Un reactor sin material de soporte es el sistema UASB o 

reactor de lecho de lodos con flujo ascendente (Upflow 

Anaerobic sludge Blanket) (figura 2.5), que es un reactor que 

forma un lecho de lodos granulares de alta densidad que le 

permiten a la biomasa estar depositada en el fondo del 

reactor. La alimentación de agua se hace por la base para que 

fluya a través de todo el lecho. La parte superior al lecho 

es una zona que permite la resedimentación de la biomasa que 
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haya sido arrastrada por el a gua. La biomasa producida en 

exceso se debe purgar peri6dicamente.(Briones 

~,1988iNoyola et al.,1988) . 

El objetivo de los reactores con material de soporte es 

distribuir la biomasa a todo lo largo del reactor haciendo 

uso precisamente de dicho material. La biomasa producida en 

exceso sale con el efluente y se separa en un sedimentador . 

Ejemplos de este tipo de digestores son el reactor de 

filtro anaerobio(figura 2.6): el reactor de pe11cula fija de 

flujo descendente (RPFFO) (figura 2 . 1) y el reactor de lecho 

fluidizado (RLF), (figura 2.8). Comparado este último con 

otros reactores de pelicula, presenta una gran superficie 

eSpécifica disponible para la colonización biolÓCJica dando 

como resultado mayores concentraciones de biomasa, asi como 

mayores tasas de consulllo de sustrato debido a qua al flujo 

turbulento al eliminar la pelicula laminar alrededor de las 

part1culas, reduce los impedimentos a la transferencia de 

masa. Una desventaja de estos digestores e. el costo del 

material de empaque (Kennedy y Oraste, 1985: Omstread et al. 

1980: William, 1981). 

En todos los casos, el espesor de la biopelicula se 

controla por la velocidad relativa entre el agua y la 

pelicula (Honroy, 1986). 



II.3 REVISION BIBLIOGRAFICA 

II.3.1 FISIOLOGIA DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS 

Una hipótesis razonable que trata de explicar la 

interacción entre los microorganismos y las superficies 

(Wiegant,1988; Trulear y Characklis, 1982), sugieren que 

cualquier superficie en contacto con un medio nutritívo que 

contiene microorganismos suspendidos se vol verá activa 

biológicamente debido a la adhesión de los microorganismos. 

Los ingenieros sanitarios han hecho uso de este principio en 

los filtros percoladores, en los biodiscos y aun 

recientemente en los reactores anaerobios para tratar aguas 

residuales. 

El desarrollo de las biopelículas ha sido revisado por 

varios autores (Trulear, 1982; switzenbaum et al., 1988) 

quienes han concluido que el proceso de inmovilización 

incluye una variedad de eventos que ocurren secuencialmente 

de la siguiente manera (cuadro 2.2.): 

CUADRO 2.2 PROCESO DE INMOVILIZACION DE MICROORGANISMOS 
A SUPERFICIES 

!.-Transporte y adsorcion de moléculas orgánicas en la 
superficie. 

2.-Transporte de células microbianas a la superficie. 

3.-Adhesión de los microorganismos a la superficie. 

4.-Transforrnaciones microbianas (crecimiento y 
producción de exopolímeros) en la superficie dando 

como consecuencia la producción de la biopelícula. 

5.-desprendimiento parcial de la biopelícula a una 
tasa aproximadamente igual a la de crecimiento y 

de adhesión adicional (estado estacionario). 



l. Transporte y adsorción orgánica.- Los microorganismos 

seleccionan su habitat con base en varios factores, 

incluyendo la naturaleza de la superficie. Una superficie 

expuesta a un flujo de liquido que contiene microorganismos, 

nutrimentos y macromoléculas orgánicas forma una monocapa 

organica; ésto propicia las condiciones para que se de la 

siguiente etapa. 

2. Transporte de células microbianas a la superficie.- Aqu1 

se da un transporte f1sico de las part1culas microbianas a la 

superficie previamente cubierta con una pelicula de materia 

orgánica. Dentro de un régimen de flujo turbulento, las 

particulas suspendidas dentro del fluido son transportadas a 

la superficie sólida por dos mecanismos: difusión molecular y 

transporte turbulento. El flujo de l as particulas por la 

superficie aumenta conforme aumenta la velocidad de flujo y 

la concentración de dichas particulas. Sin embargo, el flujo 

de éstas también depende estrechamente de ciertas propiedades 

Usicas, como tamaño, forma y densidad de l os 

microorganismos. 

3. Adhesión de los microorganismos a la superficie.- Las 

investigac iones sugieren una adhesión en dos 

procesos:adhesión reversible, seguida de una irreversible. La 

pr5.mera se refiere a la adhesión débil e inicial de las 

bacterias a la superficie. Aqui, los microorganismos aun 

exhiben movimiento browniano y pueden desprenderse mediante 

un rociado. Contrariamente, la adhesión irreversible se da 



cuando ha y producción de polimeros extracelulares; las 

células adheridas asi, no son facilmente removidas . 

Muchos estudios de ~dhesión celular se han efectuado a 

baj~s velocidades de flujo o bajo condiciones estáticas 

(Verrier et 01.,1988). 

4. Transformaciones microbianas (crecimiento y metabolismo de 

los microorganismos adheridos). - Los organismos dispersos y 

adheridos asimilan nutrimentos, sintetizan nueva biomasa y 

producen po11meros extracelulores. La producción de biomasa 

sobre la superficie es el resultado de l~ división celular. 

Por otro lado , el crecimiento de la biopelicula ha sido 

descrito por una amplia variedad de expresiones cuyas 

constantes estan en función del pH, la temperatura, 

concentración limitante de nutrlemento8, el tipo de 

nutrimentos, el aceptor final de electrones y la 

concentración de organismos (Shieh et a1.,198l). La 

disminución de la concentración de nutrimentos origina 

peliculas delgadas y las tasas de difusión en la biope11cula 

pueden, a menudo , controlar las tasas de remoción de 

nutrimentos. 

5. Desprendimiento de la biope11cula.- En cualquier punto del 

desarrollo de la pe11cula microbiana se desprenden porc iones 

de ésta. Se 

estacionario, 

puede, sin 

en el cual 

embargo, alcanzar un estado 

la cantidad de microorganismos 

desprendidos o muertos sea igual a la cantidad de bacterias 

producidas . 



Los tres primeros pasos ocurren relativamente rápido. 

Desafortunadamente, en sistemas anaerobios, el cuarto proceso 

ocurre muy lentamente (Guiot et al.,1988) : 

Aún as1, los estudios sobre adhesión a soportes inhertes 

sigue siendo de gran importancia. Van den Berg en 1982 

trabajó con un reactor de pe11cula fija probando diferentes 

tipos de materiales como soporte, de éstos, los que dieron 

mejores resultados fueron el tezontle y un tipo de poliester. 

En el caso del vidrio, las bacterias tuvieron dificultades 

para adherirse, el mismo autor sugiere que esto es debido a 

lo 11so del material. 

Guiot et al.. (1988), por su parte, trabajaron con 

algunos aspectos nutricionales que favorecen la agregación 

microbiana en un reactor con filtro de flujo ascendente 

(Upflow Sludge Bed-Filter UBF) obteniendo un incremento de 

actividad especifica de 1.2 a 2.6 g DQO/9 SSV/d1a. 

Otros investigadores que detectaron la influencia de los 

metales traza fueron Kelly y Switzenbaum (1984) , quienes no 

pudieron establecer una biopelicu1a madura, en un reactor 

anaerobio de lecho fluidizado tratando rettlolacha, hasta que 

se le adicionaron sales de Ni, Ca y Fe a la alimentación. 

Se han utilizado una amplia variedad de materiales de 

soporte en reactores a nivel laboratorio, as1 como a escala 

industrial. Para reactores de lecho f lu1dizado el material 

preferido es la arena (Gulli,1987iToldrá, 1986) . sin 



embargo, el us ar arena , g r a va u ot ro ma t e ri a l pes a do i nvoluc r a 

un ga s to energétic o p a ra flui d iza r e l l e c ho. 

Iza et al. (1988) considera el desarrollo de la 

biopelicula desde un punto de vista ecológico. Con 

condiciones medio-ambientales constantes, la sucesión 

ecológica de la superficie colonizada lleva a la formación de 

una comunidad madura . Estos autores trabajaron con un reactor 

de lecho fluidizado (LF) utilizando como soporte partículas 

de ladrillo rojo, obteniendo a los 130 d1as de operación 31g 

SVjl. 

Por su parte , Gorris(1988) est udió el desarrollo de la 

biopel icu la en arena (diámetro 0.1-0.3 mm y densidad de 

2.6gjcm) ). Empleo diferentes inóculos y un agua residual 

sintética c o n ácidos grasos volátiles (AGV) como sustrato. El 

autor detectó que el arranque de su reactor siguió una curva 

sigmoidea d i vidida e n tres fases : 1¡Fase log e n la que hay un 

lento c r eci mento d e la flora y degra dación de AGV (60-80 

d í a s) , 2) Fase de produ cc ión de la biopelí c u la ( persi s t i ó 

hasta qu e ya no hubo i r.c remento en la tasa de remoción de la 

c arga o r gá nica ) y 3 ) Fas e e s taci onaria, en la que no h ubo 

inc r e Men t o d e la b iopel i c ula y la t asa de remoción de ma te ri a 

o rgá n ica se mantuvo cons tante. 

Toldrá et al. ( 1988) estudiaron el efecto de l a 

t empe r a tu ra en e l cons umo de sus trato en un r eactor de LF . 

Utili zaro n are na con un d iarne tro promedio de 595-7 07 mm . 

Midi e r o n la eficiencia del rea c tor med i ante el c o nsumo má ximo 

de s u s trato determinado, a su vez c omo \ de remoc i ó n de DQO 



alcanzando un 25% de remoción a los IloC y del 93% a 

l50C . Observaron que el crecimiento excesivo de la biopelicula 

era constantemente removido por las fuerzas cortantes. 

Menciona que la concentración de la biomasa adherida estuvo 

determinada básicamente, por la velocidad superficial del 

lecho. 

verrier et al. en 1988 midieron la adhesión microbiana a 

diferentes materiales: polipropileno (PP), polietileno (PE), 

polivinilclorida (PVC) , politetrafluoroetileno (PTFE) , 

poliacetal (PAC) I po liamida (PAM). Los resultados mostraron 

la influencia de la hidrofobicidad del material de soporte en 

la adhesión de bacterias metanogénicas y el desarrollo 

inicial de peliculas anaerobias Los ensayos in vitro 

sugiriero n que las superficies hidrofóbicas como el PTrE, PP 

y PE favore cen la adhesión microbiana . 

Las par t iculas de arena, vidrio, grava, barro y arcilla 

tienen veloc idades de sedimentación en agua entre 150 y 300 

mjh; para fluidizarlas se requiere de una alta velocidad de 

flujo y, para mantener los TRH necesarios para la degra1ación 

de materia orgánica, es necesario recircular varias veces el 

agua . Esto implica un alto gasto energético y un mayor 

volumen de reacción. 

Como una alternativa a e stos materiales están .l os 

plásticos que tienen una me nor velocidad de sedimentac i ó n, 

corno los s oportes de poI iuretano de Baycr , o una densidad 

menor o igual a la del agua c omo el po1.ietileno, 

polipropi l eno , poliamida, etc. 



11.3.2 MICROBIOLOGIA DE PELICULAS ANAEROBIAS. 

Los dos grupos bacterianos mas importantes que se 

encuentran en reactores anaerobios son (Cord-Ruluisch,1986; 

Kobayashi et al.1988; Touzel et al.1983): 

1.- Las bacterias acetogénicas.-Se puede considerar que este 

grupo de bacterias es el paso clave para la eficiencia de la 

metanoqénesis . Tres tipos bacterianos realizan la 

acetogénesis: 

b) 

a) Bacterias acetogénicas productoras de hidrógeno 

(BAPH). Estas son las mas representativas en los 

digestores anaerobios, un ejemplo es Sintrophomonas 

)'Iu lfei que es un bacilo cuyo aislamiento es muy 

problematico, pues tiene tasas de c recimiento muy la rga s 

(90-160 hr) . 

Bacterias sulfato reductoras (BSR) que utilizan 

principa lmente el sulfato como receptor final de 

electrones. Entre las más representativas de este grupo estan 

Desulfohulbus prop!Qnicus que oxida el propionato en acetato 

mas dioxido de carbono. Esta bacteria es altamente 

especializada y no puede utiliza~ otros ácidos. Desu lfococcus 

rnYl!Jv9rans y ~fosarcina variabilis son capaces de oxidar 

un amplio rango de compuestos, tal como los ácidos grasos 

carboxilicos de Cl a C1 4 Y el benzoato. 

e) Bacterias homoacetogénicas (BHA),Se encue ntran en este 

grupo a Clostridium aceticum y Acetobacterium ~oodi , que son 



capaces de producir acetato a partir de H2 y C02 . 5poromusa 

acidovorans que produce acetato a partir del metanol. 

2.- Las bacterias metanogénicas.- Estas bacterias implicadas 

en la ultima etapa de la degradación anaerobia de la materia 

orgánica, se 

(Guyot,1988: 

ampl iamente 

bioquimicas 

pueden considerar como bacterias de zoológico 

Henk, 1984). No tanto por su escaséz (son 

repartidas), sino por sus particularidades 

y fisio16gicas. Las bacterias metanogénicas 

tienen como caracteristicas comúnes el producir metano, el 

tener un intervalo de sustratos muy limitado y tasas de 

crecimiento amplias. En estas bacterias se descubrieron 

nuevas coenzimas que no se encuentran en ningún otro 

microorganismo, como la metanopterina, el metanofuran, etc. 

As1 mismo, se han encontrado otros compuestos de función 

desconocida como el ciclodifosfoglicerato que, se cree, puede 

ser una reserva de fosfato y energ1a. (Guyat, 1988). 

Las bacterias metanogénicas utilizan, como se mencionó 

con anteriorida d, un intervalo de sustratos limitado : H2 más 

002' formato, acetato, metanol y metilamina. Recientemente se 

ha demostrado para unas el uso del isopropanol y del butanol 

(Guyot,1988:Hobson ,1982:Schoberth,1982). Se puede n definir 

tres grupos nutriciona1es: 

l.-Las bacterias hidrogenofilicas . 

2.-Las bacterias acetoclásticas. 

3 .-Las bacterias metilotróficas. 



La clasificación d~ las bact~r i a5 metanogén i c as se forma 

de tres ordenes subdi v i el idos en se i 9 ( am i 1 i as y 14 gé ne ros 

qu e r epres entan una cincuentena de especies. 

s in embargo, los generos que se pueden encontrar en 

digestores anaerobios, incluyendo los que emplean material de 

soporte, son los siguientes: (Guyot ,1980) 

A-Metbanobacterium . Son bacilos cortos o cocci ovoides, G{+) 

o variable. Existe una decena de especies. 

B Metbanosarcina Cocci irregulares que pueden formar 

montones gruesos, G(+). Algunas cepas tienen vacuolas de gas. 

Estas últimas son las metanogénicas más variadas al nivel del 

uso de los sustratos. 

K. barkeri que fue 

El género tiene 5 especies, tal como 

aislada de todos los ecosistemas 

anaerobios . Esta bacteria tiene una tasa de creci.iento larga 

y una baja afinidad para acetato (Km- 5aN). 

C-Methanotrix Son bacilos rectos o un poco doblados, que 

pueden hacer largos filamentos que se agrupan. El acetato es 

el unico sustrato. Existen dos especies M soehngenii y H 

c oncelli que, ademAs de tener tasas de crecimiento muy 

amplias tienen gran afinidad para el acetato (Guyot, 1980 ) . 

Con respecto a la adhesión de es tos microorganismos, 

Dubourgie r et al. (1988) mencionan que los polimeros 

extracelulares juegan generalmente un papel significativo en 

la adhesión y estabilización de la biopelicula resultante. 

sin embargo , se menciona también que la fracción de 

~ l i sa cáridos extracelulares de granulos es de sólo del 1 al 

con base en el peso seco. 
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11.4 JUSTIFI CACION 

COIDO ya se explicó con anterioridad, un ejemplo de 

reac tor con células inmóviles y con material de soporte es el 

de lecho fluid izado (LF), cuyo tunciona miento óptimo depende 

de la formación de biopartlculas .icrobianas alta-.ente 

activas y que sean fácilmente s eparadas del efluente. El 

desarrollo en México de reactores UASB, as! como de lecho 

fluid izado parece ser una buena opción para la solución del 

prOblema de tratamiento de aguas res iduales ya que, si se 

obtiene un elevado cociente TRS/TRH, se ahorrará espacio y 

dinero en la implantación del sistema. La elevación de dicho 

cociente está asoc iada directamente a la formación de 

part1culas biológicamente activas y ésto, a su vez, se ve 

influenciado por ciertas condiciones · nutricionalea y de 

material de soporte que se utiliza. 

Asi pues, se hace necesaria la investigación de los 

fac tores nutricionales y ambientales que favorecen la 

formación de dichas bioparticulas para un reactor anaerobio 

de l echo fluid izado . 
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111 MATERIAL Y METOD08. 

Para cubrir l os obj etivos pla nteados s e desarrollo el 

traba j o experime ntal e n varias etapas: 

1.- 8ELECCIOH DE MATERIALI El polietileno utilizado como 

s oporte, tanto de alta como de ba ja densidad, se obtuvo del 

laborato rio de Ingenierla Qulmica de la UAM-I. Este material 

se trituró en un molino con un tamaño de abertura de malla de 

1 mm y se cr i bó para hacer una curva de distribución de 

tama ños. Las cribas utilizadas fueron de 0.28, 0.49, 0.105 Y 

0. 07 4 lMI. de abertura de malla. El material presento a 

microsc opia de epi flu orescenc ia superficie rugosa que 

permitira la adherencia a los microo r ganismos. 

La caracterización de las part1culas se muestra en la 

tabla 4.1 . 

Una vez separadas las part1culas, se hicieron pruebas de 

flotación en cada fracción. En tubos de ensaye s e colocó 0 .1 

9 de polietileno (PE), 5 mI de agua. Se agitó el tubo en un 

vórtex a velocidad 5. Inmediatamente después se midió el 

t i empo que l es t omó l l e ga r a la supe r f icie a l as part1cul a s 

d e po liet ileno para los difere ntes tamaños d e abertura de 

ma lla. 

De lo anterior se seleccionó la fracción de part1culas 

má s abundante y con menor velocidad ascencionalque e s aque l la 

con diáme tro entre 0.28 y 0.149 ll\J!I del polietileno de baja 

dens idad. 

26 



Por otro lado se calcularon la densidad real y aparente 

del PE mediante las siguientes fórmulas. 

J. o 

E - A 

F 

D 

[8 - A + D - (e - A)] 

En donde : 

J. - Densidad aparente. 
d. o Dens idad real. 
A o Peso del matraz aforado. 
B Peso del matraz aforado con agua. 
e - Peso del matraz aforado con muestra yagua. 
D = Peso de la muestra sola. 
E Peso de l matraz con muestra. 
F = Vol ume n de l matraz a forado . 

2. - PRUEBAS DB J.DHI!:RENCIA. Dado que el polietileno flota en 

su totalidad y los lodos anaerobios sedimentan, el objetivo 

de esta etapa fue diseñar un mecanismo de agitación para que 

existiera un contacto continuo entre los lodos y el material 

de s oporte. Los mecanismos probadas fueron los siguientes: 
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A) MATRACES AGITADOS.- 1 g de soporte (PE alta densidad) + 20 

ml de lodos + 80 ml de medio anaerobio + acetato de sodio 5 

g/l. Agitación reciprocante a 100 rpm. 

B) BOTELLAS 11SERUM11 .- 1 g de soporte (PE alta densidad) + 20 

ml de lodos + 80 ml de medio + acetato de sodio 5 g/l. 

Agitación reciprocante a 100 rpm. 

C) TUBOS DE EHSAYB.- 2 g de PE de alta densidad + 40 ml de 

lodos + 10 ml de medio anaerobio + acetato de sodio 5 g/l. 

Agitación rotatoria a rpm (figura 3.2). 

D) SOPORTE EMPACADO.- En un reactor de 5 l de capacidad se 

empacaron 4 cribas con 100, 75, 50 y 25\ de su capacidad con 

PE. En este mecanismo primero se determinó la distribución 

del liquido haciendo pasar a través del reactor empacado una 

solucion de azul de metileno. Dicha distribución no resultó 

ser la adecuada,es decir, no todo el soporte tuvo contacto 

con el colorante, por lo que se desechó el mecanismo y no se 

probó con lodos (Figura 3.3). 

B) SOPORTB FLUIDIZADO.- Después de las anteriores 

experiencias se llegó a la conclusión de que lo que se 

necesitaba era, en primer lugar, disminuir al máximo las 

fuerzas constantes o de fricción y, en segundo lugar, 

aumentar la concentración de lodos para elevar la posibilidad 

de contacto y de adherencia como consecuencia. Asi pues, la 
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experiencia adquirida ayudo a diseñar un nuevo mecanismo 

para mantener en contacto continuo lodos y material de 

soporte sin necesidad de agitación; tratando de reducir asi 

los esfuerzos cortantes. De esta manera se intento nuevamente 

la formación de l a biopelicula. 

El diseño del mecanismo, asi como las condiciones de 

exper imentación se muestran en la figura 3.4 Y en la tabla 

3.1 respectivamente . Consiste en una columna da vidrio a la 

que se le alimenta el medio (cuya composición se describe en 

la tabla 3.3) por la parte superior para dar un flujo 

descendente y oponerse a la fuerza ascendente de flotación de 

las particulas de polieti1eno. 

A la salida del reactor se colocó una trampa de sólidos 

para evitar que los que fueran arrastrados, obstruyeran la 

bomba peristAltica. 

Semanalmente se extraia el medio anaerobio y se 

reemplazaba por nuevo por la parte inferior del reactor para 

no crear demasiada turbulencia en la zona de bioparticulas. 

El medio nuevo contenia el sustrato que repon1a al consumido. 

Se inició el experimento adicionando 25 9 de soporte de 

polietileno y 120 mI de lodos anaerobios de 55,300 mg SSV/l 

provenientes de un reactor UASB que trataba lirio acuático 

(Briones et al.1988). 

PI PELICULA PIJA.- El diseño y condiciones de experimentació n 

se muestra en la figura 3.5 y en la tabla 3.1 
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respectivamente. Consiste en una columna de vidrio a la que 

se introdujeron cuatro placas de PE de 51 x 30 x 3 mm . 

Al igual q~e con el reactor de lecho fluidizado, se alimento 

por arriba para tener flujo descendente y con la misma 

composición del medio (tabla 3.3). 

MOLIDO (e) PLACA(f) 

VOLUMEN DEL 
REACTOR 125 ml 500 ml 

DIAMETRO 0.107 mm 

SOPORTE 25 g 51X30X3 mm 

COMPOSICION DEL acético 2.28g/l 
MEDIO propiónico 0.93g/l 

butir1co o. 75g/l 

RELACION 
LODO-MEDIO 40\ - 60\ 

VELOCIDAD 
DE FWJO 2 m/h 

TABLA 3.1.- Condiciones experimentales de los mecanismos e 
y f. 

3.- ACTIVIDAD METANOGENICA DE LAS BIOPARTICULAS. 

A) INOCULACION.- Del reactor de lecho fluidizado se tomó una 

muestra de biopartículas, que ocupó un volumen de 3 ml 

despues de darle 3 min de reposo. Se dejo esta muestra 12 hr 

en la precámara de acceso a la cámara anaerobia marca Coy, 

bajo un 'vacío de 20 mm de Hg con objeto de agotar los 

sustratos residuales de la muestra y dejar escapar el gas 

producido, para así reducir al minimo la influencia de los 



sustratos residuales presentes en las muestras fresc~s. 

Dent r o de la cámara anaerobia se adicionaron 2 mI de medio de 

reacción para tener un volume n tinal de 5 mI. 

Para medir la actividad metanogénica de las placas , 

estas se introdujeron en frascos bien sellados en el mismo 

medio de reacción. 

Los sustratos adicionados al medio de reacción fueron 

los ácidos acetico, propiónico y but1rico a concentraciones 

de 10 mM cada uno. La adición del sustrato se efectuó por 

medio de jeringas a partir de soluciones preparadas en 

anaerobios is . El inicio de la cinética correspondió con el 

momento de agregar el sustrato . La cinética para el ¡tcido 

acético se efectuó en viales separado. de la cinética para 

los ¡tcldos propiónico y but1rico, ya que de otra lIIanera, el 

acétlco proveniente de la degradación del propionato y del 

butirato no permitirla hacer una buena cuantificación de la 

degradación del acético (Ramlrez et al. 1988). 

1) CROHATOGRA7IA.- Del medio reaccionante se tomaron con 

jeringa muestras de 0 . 2 mI a diferentes tiempos . Dichas 

muestras fueron colocadas 

conten1an 100 ul de 

en viales de microcentr1fuga que 

825°4 al 50\ para evitar la 

descomposición de la muestra. Posteriormente se centrifugó a 

13000 rpm durante 20 min o El sobrenadante se recuperó para 

determinar la concentración de ácidos grasos volátiles 

presentes (Ramlrez et al. 1988). 

Para analizar la concentración de dichos ácidos se 

utilizó un c romatógrafo Hewlett Packard 5890 con detector de 



ionización de flama. Se empleo nitrógeno como gas acarreador 

y una columna de acero inoxidable empacada con Porapak Q. El 

flujo de nitrógeno fue de 30 ml/min. 

4 . - SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES Y VOLATILB8. 

Los sólidos suspendidos totales (SST) se determinaron 

haciendo pasar un volumen conocido de muestra homogénea a 

través de un filtro de fibra de vidrio a peso constante (450° 

e durante 30 min.). Una vez filtrada la muestra se colocó a 

lOO-105°C por una hora (APHA,1985). 

( B - A ) x 10 6 

SST ~ --------------------------
volúmen de muestra (mI) 

En donde: A - peso del filtro a peso constante (mg) 
B - peso del filtro + residuo seco. 

Para determinar los sólidos suspendidos volátiles (SSV) , 

posterior al secado a 100° e, los filtros se calcinan con la 

muestra en una mufla a 4000 e durante 30 mino 

Donde: 

( e - A ) x 106 

SSF - ---------------------------
volUmen de muestra (mI) 

e - peso del filtro y muestra después de 
haber pasado por la mufla (mg) 

SSV '" SST - SSF 

5. - PROTEIN1\S. 

.. 



La cuantificación de las proteínas en las partículas se 

efectuó utilizando la técnica de azul de Coomassie 

(Bradford,1976). Se utilizó seroalbúrnina bovina 0.05g/l y un 

buffer de NaCl 0.15 M. La elaboración de la curva patrón se 

muestra en la tabla 3.2. 

Tabla 3. 2. - Datos para la preparación de la curva patrón de 

proteínas (SAB=seroalbumina bovina, X= muestra problema). 

(prot. )ug/ml buffer SAB coomassie muestra 
(ml) (ml) (ml) (ml) 

o 2 o 2 -
10 i.a 0.2 2 -
20 1.6 0.4 2 -
30 1.4 0.6 2 -
40 l. 2 o.a 2 -
50 1 1 2 -
60 o.a 1.2 2 -
70 0.6 1.4 2 -
ªº 0.4 1.6 2 -
90 0.2 i.a 2 -
100 o 2 2 -
X - - 2 2 

6.- MEDIO DE REACCION. 

Se utilizó un medio basal anaerobio completo 

(Touzel, 19a3), los componentes del mismo se muestran en la 

tabla 3. 3 . El medio se hirvió bajo nitrógeno y se enfrió a 

40° c. Posteriormente se reempl,azó el nitrógeno por una 

mezcla N2-co2 al a5%-15% respectivamente. Finalmente el medio 

fue esterilizado. 



CONSTITUCION DEL MEDIO BASAL (lL) 

Solución mineral 1 50 ml 
Solución mineral 2 50 ml 
Oligoelementos 10 ml 

Solución de vitaminas 10 ml 
Rezarsurina 1 ml 

Extracto de levadura 1 g 
Peptona de caseina 1 g 
Bicarbonato de sodio 4 g 
Solución de FeS04.7H20 1 ml 

Solución de NiCl 10 ml 
Cisteina 0.1 g 

SOLUCION MINERAL 1 (mg/l) SOLUCIOll KillBRAL 2 (aq/l) 

KH2P04 180 K2HP04 296 
(NH4)2S04 150 
MgS04.7H20 90 
CaCl2.2H20 60 
NaCl2 10 

Tabla 3. 3. - Composición del medio anaerobio empleado en el 
estudio. 

7.- OBSERVACIONES KICROSCOPICAS. 

Una fraccion de las muestras tomadas para determinar la 

actividad metanogenica o fisiologica de las bioparticulas se 

destino para hacer observaciones a microscopia de 

epifluorescencia y de este modo poder observar f1sicamente la 

adhesibn de los microorganismos al soporte. Se eapleb 

anaranjado de acridina al 0.02\. 



IV RESULTADOS Y DISCUSIOH 

A partir de los resultados obtenidos de las pruebas de 

flotabilidad y de las de ditribución de tamaños hechas para 

las particulas de polietileno; se eligió trabajar con PE de 

baja densidad y con las particulas retenidas en la malla de 

0.149 mm • Ver tabla 4.1. Se observó que los mecanismos para 

iniciar la colonización utilizando soporte empacado, tubos y 

matraces agitados no dieron resultados positivos pues la 

velocidad de agitación no permitió la adherencia de los 

microorganismos; por lo tanto, para polietileno molido se 

empleó el mecanismo del fermentador de flujo descendente. 

VELOCIDAD DE PARTICULAS 
ABERTURA DE MALLA PE ALTA D PE BAJA D 

0.28 mm 0.285cm/seg 0.333 

0.149mm 0.083 0.114 
,_ 

o . 1osmm 0.022 0.025 

0.074mm 0.013 0.016 

APARENTE 0.30g/cm3 

REAL 0.64g/cm3 

VOLUMEN 6.41xlo-4mm3 

SUPERFICIE 875.6ma2/g 

TABLA 4.1.- Resultados de la velocidad de ascención de 
particulas obtenidas a diferentes aberturas de malla. Para 
los experimentos de colonización se empleo la porción de 
polietileno más abundante deacuerdo a la abertura de malla y 
la de menor velocidad de ascención. 
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Fiq.4.1 . -Gr6fica da distribución por ta.afta. de las 
part1culas utilizadas para el estudIo. 

COLONIZACION EN POLIETlLENO MOLIDO 

Se corrió un primer experimento (corrida 1) para aedir 

la velocidad de formación d8 blopel1cula en los soportes de 

polietileno . Se tomaron muestra. a 108 16 .21 Y 28 dia. de la 

manera que .e .ei"l.ala en la .ección III.Ja de .atarlal y 

aétodos y .e l.. _ldl6 la actividad acldoc16stica 

(degradadora de 6c1d08) que consiste en aedlr la velocidad de 

degradación de los 6.c1dos grasos vo16tiles, acético, 

propi6ntc o y butlrico y relacionar 8U desaparición con la 

forma ción de metano . Los resultados •• .u.stran en las 

f lguras 4 .2 a 4.4. 
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FIG.4.2-Degradacion de AGV 
corrido 1 dio 16. 
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FIG.4.3-Degradacion de AGV 
corrida 1 dio 21 . 
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FIG.4.4-Degradacion de AGV 
corrido 1 dio 28. 
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Cada curva se ajustó a una recta por medio de una 

regresion lineal de primer orden con objeto de establecer la 

pendiente que equivale a la velocidad de degradación del 

ácido. Para obtener la actividad especifica se dividio entre 

la cantidad de sólidos totales que se introdujeron en los 

viales (ver anexo 7.1). 

En la tabla 4.2 se muestra la evolución de la actividad 

acidoclástica de las bioparticulas durante el proceso de 

contacto lodos-polietileno. 

.,_ 



ACTIVIDAD ESPECIFICA <pmoles ácido/hr.mg SST) 

DIA ACETICO PROPIONICO BUTIRICO 

16 0.00176 0.00237 0.0018 

21 0.0058 0.0016 0.00372 

28 0.0085 0.023 0.027 
.. Tabla 4.2.- Med1c1on de la act1v1dad especifica de particulas 

anaerobias fluidizadas en función del tiempo para la corrida 
l. 

Se pudo apreciar en el dia 16 que hubo una mejor 

actividad de las bacterias acetogénicas (que generan ácido 

acético a partir de los ácidos propiónico y butirico) que de 

las acetoclásticas. 

En el dia 21 (figura 4.3) se observo un aumento de la 

actividad acetoclástica y una disminución de la 

acidoclástica. Para el dia 28 (figura 4.4) la actividad 

acidoclástica resultó ser mejor que la acetoclástica. 

En una segunda corrida se extendio el tiempo de contacto 

hasta 101 dias y también se comparo contra el proceso de 

formación de pelicula en una placa fija. 

Se repitieron las condiciones de la corrida 1 y sólo se 

tomaron muestras en los dia~ 71 y 101 para reducir los 

riesgos de desestabilización del sistema debido a la toma de 

las muestras. 

Se puede apreciar, tanto en las figuras 4.5 y 4.6 como 

en la tabla 4.3, que la actividad bacteriana ya es constante; 

la cinética de degradación del ácido acético es mayor que las 

de los otros ácidos. 

,,.., 
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FIG.4.5-Degradacion de AGV 
corrido 2 dio 71 . 
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FIG.4.6-Degradacion de AGV 
corrido 2 dio 101. 
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ACTIVIDAD ESPECIFICA <pmoles ácido/hr. mgSST) 

DIA ACETICO PROPIONICO BUTIRICO 

71 0.02446 0.02214 0.01605 

101 0.02637 0.02346 O.fll885 

Tabla 4.3.- Medición de la actividad especifica de particulas 
anaerobias fluidizadas en función del tiempo para la corrida 
2. 

La figura 4. 7 muestra el desarrollo de la actividad 

especifica de ambas corridas expresada en ~moles de ácido/mg 

SST.h. 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE BIOPARTICULAS 
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Se aprec ib claramente que la act i vidad metanogénica, a 

diferencia de la ac idoclástica va en aumento durante todo el 

tiempo que duró el experimento. Los microorganlnos 

degradadores de propiónlco y butirico se .antienen muy 

activos hasta el dia 28, a partir del dia 60 aproximadamente, 

la actividad acidoclástica disminuye ligeramente, aunque 

despul. de lo. 70 vuelve a aumentar. 

En el largo plazo se puedb apreciar una estabilización 

de la actividad acidoclástica. La butiroclástica por abajo da 

la8 del ácido propiónico y acético. 

Para arena, Gorris (1988) reporta actividades de .2.28 

pmol CH4 / hr.mg SSV (ver tabla 4.5) que aparentemente res ultan 

ser mejores qua la de nuestro estudio; sin elllbarqo, hay qua 

considerar que con polietlleno es dificil .eparar lo. SSV 

(que representan la biomasa) de los SST (bioaasa + soporte) 

pues el polietileno se incineraba en la mufla y por tanto no 

se tenia una estimación exacta del porcentaje de biomasa en 

las bioparticulas. 

La ventaja de nuestro sistema de bioparticulas de 

polietileno es que el gasto energético extra es prácticamente 

nulo, pues gracias a la baja densidad del soporte (0.64 

g/ca3) y al .ecanismo de flujo invertido a una velocidad de .2 

m/h aa puade di.tribuir a l.. bioparticula. en elreactor con 

una lDuy pequei1a tasa de recirculación (aenor a 5 .uponiendo 

l2h de tiempo de retención y 511 de altura del reactor). Sin 

embargo, es posible bajar la ta8a de recirculación si 8e usan 



particulas de polietileno diseñadas para lograr velocidades 

de ascención menores a la que usamos en este estudio. 

COLONIZACION EN PLACAS DE POLIETILENO 

La actividad de la flora metanogénica acetoclástica fue 

similar a la actividad acidoclástica (figuras 4.8 y 4.9). En 

la tabla 4.4 se observa la actividad especifica en base a la 

superficie colonizada de acuerdo a los cálculos indicados en 

el anexo 7.2. 

ACTIVIDAD ESPECIFICA Cpmoles ácido/hr.cm2) 

DIA ACETICO PROPIONICO BUTIRICO 

71 2.29 2.09 l. 77 

101 2.89 2.67 2.26 

Tabla 4.4.- Medición de la actividad especifica en placa. 
FIG.4.8-Degradacion de AGV 
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FIG.4.9-Degradacion de AGV 
ploco dio 101 . 
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En la tabla 4.5 se compara la actividad metanogénica de 

los experimentos en placa y fluidizado. 

Se puede apreciar que la actividad especifica de las 

biopartículas aumenta de .0.00176 pmol CH4/mgSST.h en el día 

16 hasta O. 026 en el día 101. Un 16\ de aumento cada día. 

Esta actividad especifica toma en cuenta los sólidos inhertes 

y la biomasa, pues no fue posible separarlos. 

Por su parte, la actividad de la pelicula fija alcanzó 

14.9 pmol CH4/mg SSV.h al final del experimento. En este caso 

se tomaron únicamente los sólidos suspendidos volátiles 

adheridos a la placa y no la placa. La razón es que las 

placas se pueden hacer tan delgadas como se quiera y aqui se 

escogio una de dimensiones arbitrarias. 
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La actividad a lcanzada por la película bacteriana en la 

placa al final del experimento resultó ser buena si la 

comparamos con los resultados de Verrier et al. (1988) que 

obtuvo con placas de polietileno una actividad de 7.65 x 10-3 

pmol CH4/h pg proteína en dos horas después del contacto 

soporte-microorganismos y en condiciones estáticas. ver tabla 

4.5. 

Tabla4.5.- Actividad metanogénica en soportes inertes. 

SOPORTE MEDIDA )!molCH4 µ.molCH 4 !!Sn~rot ~gp~ot Ref. 
CARACT. pgprot.h mgSSV.h gsopte cm sop 
(mm) 

PE 7. 65 Verrier 
-

pp 2.26 " 
PVC 0.66 11 

ARENA 0.1-0.3 15.2 2.28 26000 Gorris 

SEPIOLITA 6800 0.00243 " 

PEmolido 0.107 72.45 56.4 6.44 * 
)PEplaca 51X30 58.80 14 . 9 4.96 * 

* Este estudio. 

Los datos de nuestro estudio comparados en la tabla 4.5 

con los de otros autores que utilizan otro tipo de soportes 

para la colonización bacteriana nos indican que los polímeros 

plasticos son una opción importante para ser empleados en 

reactores que retienen la biomasa. 
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Para poder comparar mejor la velocidad de colonización y 

la actividad obtenida en ambos soportes se comparan con base 

en proteína microbiana como se muestra en la tabla 4.6. 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 

MOLIDO DIA 
)!11101 CH4 

mg SST.h 
P-ºl CH4 
Jl9 prot.h }.!m~~~ 

16 0.00176 38 02 

21 0.0059 42.05 0.663 

28 0.0085 48.16 0.9714 

71 0.024 58.02 2.628 

101 0.026 72.46 2.97 
. 

PLACA DIA /mgSSV 

71 12.7 27.86 2.29 

101 14.9 58.80 2.97 

TABLA 4.6.- Comparación de la actividad específica de 
bioparticulas y película fija. 

La segunda columna de la tabla 4.6 nos muestra que la 

velocidad de colonización de las particulas es mayor que la 

de la placa. Si se asume que la forma promedio de la 

partícula es esférica y se toman 0.149 mm como diámetro 

promedio, se puede estimar que hay 875mm2/gST (Tabla 4.1). ~ 

cuarta columna de la tabla 4. 6 nos indica la velocidad de 

colonización por cm2 de partícula y de placa. Se apreció que 

la actividad metanogénica por superficie colonizada fue mayor 

en la placa que en las particulas, pero por f9 de proteína 

resultó mayor en la particula. Esto pudiera indicar que la 

4J 



flora que coloniza las particulas es más activa que la que 

coloni za la placa. 

ANALI SIs MICROsCOPI CO POR EPI FLUORESCENCIA 

La figura 5.1 muestra los lodos anaerobios que fueron 

e mplead os para la inoculación del reactor. La f i g.5 . 2 muestra 

el soporte al inicio del experimento, es decir, al tiempo 

cero. Las fig . 5 . 3 Y 5.4 muestran las particulas de 

p o liet i leno con zonas de colonización en muestras tomadas a 

los 101 dias de experimentación. En las fotografías las 

regio nes colonizadas aparecen en tonos muy brillantes. 

La tinción con anaranjado de acridina nos permitió 

distinguir el soporte colonizado del que si lo estuvo, ya que 

el colorante sólo es fluorescente al contacto con los ácidos 

nuc léicos. 

Esta técnica de fluo rescencia fue empleada c'"Jn 

anterioridad por Touze1 y Verrier quienes la utilizaron con 

el mismo fin que nosotros, y resultando de gran utilidad. En 

nuestro caso, la microscopia óptica simple no nos pennitió 

distinguir claramente los inicios de colonización en nuestro 

soporte y por ello la adopción de la técnica de 

fluorescencia. 



' ¡<:I.S.I Granulo " n"erobio "Ullent" do 400 veces. 

'i<:l. 5.t . p"rti c ula de pol i etileno "", .. entado 100 veces. 



rlC¡ . 5 ."1 T["es partlculas de pol i etileno colonhadas. 
Tomadas a l os 101 dias y aUAentada .. 100 v eCe S. 

t· iq .f. /f. ,"cerc" ai ento de 18 r ic¡o ~ . 
f"<>J,J nlzlIción e n u na c.'Iv i ddd de po l lctl 1eno. " "lIIentada 400 veceS. 



V. CONCLtJ8ION 

El polietileno de baja densidad molido resultó ser 

adecuado para la colonización de flora anaerobia tanto 

acidogénica como metanogénica. Se logró obtener una actividad 

de las bioparticulas de 72.45 F-ol CH4/hr.pg proteina para el 

dia 101 y de 58.80 en el mismo d1a para el caso del 

polletileno en placa. 

Las particulas mostraron una mayor actividad que las 

placas , asi pues, los polimeros plásticos, en este caso el 

pOlietileno es una opción importante para ser usados como 

soportes en reactores que r etienen la biomasa. 

El gasto energético para distribuir bioparticUlas con 

soportes de muy baja densidad como el polietileno y 

utilizando flujos invertidos es practicamente nulo, 

pudiendose hacer dicha distribución con muy pequefia8 tasas de 

recirculación. 

En el proceso de colonización del soporte se alcanzó la 

fase de transformaciones microbianas es decir , el 

crecimiento y metabolismo de los microorganismos adheridos: a 

pesar de que en sistemas anaerobios, como ya se mencionó, 

este proceso ocurre muy lentamente. 
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Como en todos los sistemas biológicos, aqui se pudo 

not~r una sucesión de microorganismos presente en las 

primeras etapas de adhesión al soporte , reflejado por las 

actividades acetoclastica y metanogénica en la que la primera 

predomina ba al inicio y posteriormente se llegó a una 

estab ilización de ambas floras. 

La colonización de las particulas no se dió - empleando 

mecanismos para el contacto lodos-polietileno que 

involucraban agitación en tubos o matraces. 

Por su parte la técnica de tinción con anaranjado de 

acridina resultó en este estudio de gran ayuda par~ observa r 

las zonas de colonización en el soporte. 

Fina lmen:: t! .. e puede decir que l os objetivos planteados 

fueron cumplidos, pues se logró la coloni zación en el 

material propuesto obteniendo bioparticu1as y biopelicu1as 

activas y de bajo costo debido básicamente al tipo de 

soporte utilizado, ya que fue material de desecho . Sin 

embargo, estos han sido los primeros pasos, ya que la 

implantación del sistema aún requiere de otro tipo de 

estudios tales como la adaptación de las biopartículas a 

aguas residuales, asi como otros estudios de ingeniería 

ambiental. 
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ANEXO 7.1 RESULTADOS EXPERIKENTALES y CALCULOS DE L.\ PRUEBA 
DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS PARTICULAS EN LECHO 

FWIDIZAOO 

.) CINETICA l •. corrida. 

DI' HORAS [AJmM [PJaM [BJmK SST WXJ/1 SSV 119/ 1 

O 10 10 . 1 9.9 

16 5 9.3 6. J 8.9 73680 7))00 

29 7.7 5.9 7.J 

O 10 9.9 10 

21 5 8 . 6 9.7 9.9 46540 46320 

18 6.9 9.1 9.8 

O 10 9.8 10 

28 2 10.07 7.6 7.7 62700 62400 

5 8.9 5. J 4.7 

b) CINETICA 2a. corrida 

DI' HORA.S [A]mJ1 [P]IIIM [B]'" SST -.g/1 SSV 119/1 
O 10 10.06 10 

71 5 5.89 6.7 9.6 65066 62860 

6 4.2 5.3 7.09 

7 J . 6 J.9 4.8 

O 9.6 9.9 9 . 93 

10 1 5 5.44 7.85 8.5 60660 59900 

6 3 .96 4.91 6 . 75 

7 2 . 82 3 . 52 4 . 36 
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c) DATOS DE LAS REGRESIONES OBT ENIDAS A ARTIR DE LAS 
CI NF.T I CAS DE DEGRADACION PARA LOS AClDOS ACETICO, PROP ION ICO 

y BUTIRICO . 
a c "" b + mt 

EXPERIMENTO FLUIOIZAOO 

DlA ,. 
m b r 

[ml"lj hr] [mM] 

acét ico -0 . 0779 9.95 0.99 
propiónico -0.10 43 8.61 0.69 
but irico -0.08 24 9.63 0.97 

DlA 21 

acét ico - 0 . 1 6 4 9.75 0.98 
propiónico -0. 0 448 9.91 0.99 
butirico - 0.01 04 9.97 0.96 

DIA 28 

a cét i co -0 . 241 10.1 0.97 
propiónico - 0 .8895 9.64 0.99 
butirico -1.03 68 9.85 0.99 

DIA 71 

acético - 0.922 6 10 . 07 0.99 
propiónico -0.8 352 10.24 0.98 
buti rico -0.6057 10 . 59 0 . 77 

OlA 101 

acético -0.9479 9 . 77 0.98 
propión i co -0.8434 1 0. 34 0.8 3 
butirioco -0.6693 10.39 0.75 

d] CALCULOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA PARA EL EXPERIMENTO 
FLUIDIZAOO . 

EXPRESADA EN BASE A LOS SST 

DIA AGV mM AGVjhrjmg SSTjl.dil )1mo les AGVjhr.mgSST 

acético O.0779/73680X(3/5) - 1.76 E- 3 
1. propiónico 0.1043j73680X(3/5) - 2.37 E- 3 

butirico 0.082 4/73680X(3/S) - 1.8 ' - 3 

acético 0.164/46S40X(3j 5) - 5.8 E- 3 
21 propiónico 0.0448j 46540x(3j5) - 1.. E-3 

butirico 0 . OlO4j46540x(3j5) - 3.72 E- 3 



acético 
28 propióníco 

butirico 

acético 
71 propióníco 

butirico 

acético 
101 propióníco 

butirico 

0.3211/62700x(3/5) 
0.8895/62700x(3/5) 
1.0368/62700x(3/5) 

0.9226/65066x(3/5) 
0.8352/65066x(3/5) 
0.6057/65066x(3/5) 

0.9479/60660x(3/5) 
0.8434/60660x(3/5) 
0.6693/60660x(3/5) 

- 8.5 E-3 
- 0.023 

0. 027 

0.02446 
0.02214 

,.. 0.01605 

0.02637 
0 . 02346 
0.01885 

e).CALCULOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA EN EL EXPERIMENTO 
FLUIDIZADO PARA EL ACIDO ACETICO EXPRESADA EN BASE A PROTEINA 

DIA 

16 
21 
28 
71 
101 

1!MAcAc/hrxdil. }!mo1 CH4 
)J9 prot/mlxdil. p9 prot.hr 

0.0779xO.005/3.42xO.003 - J8 
0.164xO.005j6.5xO.003 - 42.05 
0.321xO.005/11.1xO.003 - 48.15 
0.9226xO.005/26.5xO.003 - 58.02 
0.9479xO.OO5/21.8xO.OO3 72.45 

f)CALCULO DE ACTIVIDAD ESPECIFICA EN EL EXPERIMENTO 
FLUIDI ZADO EN BASE A SUPERFICIE . 

superficie PE molido 875.6 mm2/g - 8 .75 E-3 cm2/mq 
densidad area - 1/ 8.75 E-3 - 114 .28 mg ST/cm2 

DIA ymolCH4/mg ST.hr mqST/cm2 )lmolCH4/cm2h 

l' 0.00177 114.28 "" 0 . 202 3 
21 0.0059 - 0.663 
28 0.0085 '" 0 .9714 
71 0.02 44 - 2.628 
101 0.0263 - 2.97 

g)CALCULO DE PROTEINA POR GRAMO DE SOPORTE. 

3.42 Jlg prot/ml x 3ml oc 10.26 p9 prot. 

60660 IIg SST/I x 0 .0031 - 181.98 mg SST 

10. 26p9 prot/181.98 119 SST- 0.05638 p9 prot/lIg soporte. 

56.4 p9 prot/g apte./8.75c.2/g apta.- 6.44 pg prot./c.2 

59 



/lJl EXO 7 . 2 RESULTA DOS EXPERIM ENTALES 't CALCULeS DE LA PRUEBA 
DE ACTIVIDAD ESPECIF ICA EN PLACAS. 

a} CINETICA . 

DlA HORAS (A)mM ( P)mH (B]mM ~ST mg/l SSV mg/l 
O 9.' 9.79 9 . 7 

71 5 7.59 7 . 89 7.9 )380 2780 
6 6.19 6.9 7 .2 
7 5 •• 6 . 1 6.7 

O 9.89 1 0 . 1 9.7 
101 5 6 •• 7.8 8.13 3720 2980 

6 5.73 6.19 6.5 
7 5.18 5.6 5.75 

b) DATOS DE LAS REGRESIONES OBTENIDAS A PARTIR DE LAS 
CINETICAS DE DEGRADACION PARA LOS ACIOOS ACETICO, PROPIONICO 

y BUTIRICO EN EL EXPERIMENTO EN PLACA. 

acético 
propiónico 
butirico 

acético 
propi6nico 
butirico 

m 
(mM/ hr ] 

-0.5420 
-0.4925 
-0.4189 

m 
( mM/ hr) 

-0 . 6813 
- 0 .6298 
-0.5331 

DIlo. 71 
b 

[mM) 
9.58 
9.9 
9.76 

OlA 101 

b 
[mM} 
9.86 

10.25 
9 . 91 

r 

0.92 
0.96 
0.98 

r 

0.9<) 
0.94 
0.88 

C)CALCULOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA EN EL EXPERIMENTO EN PLACA 
EXPRESADA EN BASE A LOS SSV. 

011.. AGV mMAGVxO.13L/h/mgSSV/L.0.002(di1) - pmolAGV/hmgSsv 

acético 0.54206/2780 - 0.0127 
71 propionicoO.49251/2780 - 0.0115 

butirico 0. 41896/2780 - 0.0098 

acético 0.68137/2980 0.014862 
101 prop. 0.62982/2980 - 0.013737 

butirico 0.5331/2980 - 0.011628 

Gv 



d) CALCULOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL EXPERIMENTO EN PLACA 
PARA LOS AClDOS ACETICO, PROPIONICO y BUTIRICO EN BASE A 

SUPERFICIE. 

OlA 71 

0.54206 mM Ac Ac X 0.130 1 -
acético=----------------------------- x ------

hr 30cm2 

2.34 Jlmol AcAc O CH4/hrC1l2 

• área de la placa y volúmen en el que se efectuó la 
cinética. 

propiónico -
butirico 

0.49258 
0.41896 

acético 0.68137 
propiónico ~ 0.62982 
butirico - 0.5331 

X 0.110 /30 
X 0 .11 0 /30 -

OlA 101 

x 0.130 /30 
X 0.130 /30 
x 0.130 /30 

---

2.13 
1.81 

2.95 
2.72 
2.31 

e)ACTIVIOAD ESPECIFICA EN EL EXPERIMENTO EN PLACA PARA EL 
AClDO ACETICO EXPRESADA EN BASE A PROTEINA. 

0.542 0 6mM 

hr. 

OlA 71 

7.
65ca

'l_ 
X--------- x------- 27.86 pMolAcAc/hr p9 prot. 
4.9~q prot 30cm2 

* 4rea de la placa empleada para determinar proteinas. 

OlA 101 

0 .68137 7.65 
----------- x ---------- x ________ a 50 . 80 

3.42 30 

f)CALCULOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA PARA EL EXPERIMENTO EH 
PLACA EXPRESADA EN BASE A SST. 

OlA 71 

0.54206 mM AcAc/ hr 

3380 mqSST/l x 2ml
0.08 rol AcAc /hr 1119 SST 

• volumen de sólidos en la pelicula. 



orA 101 

0.68137 
-------------- e 0.091 

3720 X 2 

ANEXO 7.3 DATOS DE PROTErNAS.EN LOS SOPORTES . 

OlA ABSORBANCrA {xl 

PE MOLIDO 
16 0 . 025 
21 0.045 
28 0.075 
71 0.175 

101 0.145 

PE PLACA 
71 0.035 

101 0.025 

• 



DATOS DE LA CURVA PATRON DE PROTEI NAS 

CURVA PATRON DE PROTEINA 
0 .8 

0 .7 -
a 

0 .6 a 

E 
e a 
o 0 .5 -
N e D 

~ 0 .4 u D z 
< 
CD 
!)'. 0 .3 - a o a 
Vl 
CD 
< 

0 .2 - D 

a 
O. 1 -

a 

o 
o 20 40 60 80 100 

(PROTE INA) f'g / rnl 

rn 0.0065 
b 0.002727 
r = 0.99 

- J 
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