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Resumen

Resumen.

En este trabajo de investigacion se realizaron tres etapas de estudio técnico, la primera de
ellas consisti6 en determinar la biodegradabilidad anaerobia del agua residual de
perforaciones de pozos petroleros en funcion de remocion de DQO, y la produccion de
biogés. Durante esta etapa se comprob6 experimentalmente que el tipo de agua residual es
biodegradable obteniendo un porcentaje de remocion de 44 %. Los experimentos fueron

realizados en botellas serologicas de 60 mL en régimen por lote en condiciones mesofilicas.

En la segunda parte del experimento se implemento6 una serie de experimentos de mezcla de
cosustratos (residuos de frutas y vegetales; residuos de carne de rastro y residuos de caf¢).
La finalidad del uso de codigestion fue probar si con la adicién de cosustratos se podria
obtener mayor porcentaje de remocion de la materia organica, asi como mayor produccion
de biogas. Durante esta fase, las pruebas se realizaron bajo las mismas condiciones que las
llevadas a cabo en la biodegradabilidad del agua residual (35 °C y 150 rpm). En los ensayos
con residuo de frutas y vegetales como cosustrato, se obtuvo un porcentaje de remocion de
DQO de 73 %, mayor al obtenido con los residuos de café en los que se alcanzé un
porcentaje de remocion de 42 % y a los residuos de rastro en los cuales no se registraron
porcentajes de remocion favorables. Debido a los resultados adquiridos, los residuos de
frutas y vegetales se perfilaron como el mejor cosustrato en las pruebas de codigestion

utilizados en este estudio.

Finalmente, basados en los mejores resultados de los experimentos obtenidos en la
codigestion, se llevo la tercera etapa correspondiente al escalamiento a nivel reactor UASB.
Se compararon las tecnologias de digestion utilizando codigestion con residuos de frutas y
vegetales y sin codigestion, en funcion de parametros de ST, SV, pH, AGV’s, NH3-N y
DQO vy la produccion de biogas obtenido. Los reactores en ambos ensayos tenian un
volumen util de 7 L y se evaluaron en un periodo de 120 dias. Los reactores trabajaron a

una temperatura controlada de 35 °C.
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Resumen

En los dos reactores empleados a nivel laboratorio se obtuvieron rendimientos de
eliminacion de ST, SV y DQO que permiten mostrar una perfecta estabilizacion de los
lodos. La produccion de biogés fue mayor en el reactor en codigestion. Con respecto a la
remocién de materia organica, también el digestor en codigestion consiguié un mayor
porcentaje, 63 % DQO. Los resultados obtenidos muestran que este tipo de efluentes
pueden tratarse mediante el proceso de digestion anaerobia mostrando una alternativa para

su tratamiento de los procesos convencionales como los procesos fisico-quimicos.

Xiii



Abstract

Abstract

This research consisted in three stages of technical study, the first of which was to
determine the anaerobic biodegradability of wastewater from oil drilling in terms of COD
removal and biogas production. During this stage it was found experimentally that the type
of waste water is biodegradable obtaining a removal rate of 44%. The experiments were

performed in 60 mL serological bottles in batch system under mesophilic conditions.

In the second part of the work a series of experiments with a cosubstrates mixture (fruit and
vegetable waste, residues of coffee and meat residues) was implemented. The purpose of
using codigestion was to test whether the addition of co-substrates could obtain higher
percentage removal of organic matter as well as increased the production of biogas. During
this phase, the tests were performed under the same conditions as those carried out on the
biodegradability of the waste water (35 © C and 150 rpm). It was obtained a COD removal
rate of 73% in tests with fruit and vegetable waste as cosubstrate, higher than that obtained
with coffee residue, where the removal percentage reached 42% and waste residue which
were not favorable removal percentages. According to the results acquired, the best results

were obtained using codigestion with waste fruit and vegetable as cosubstrate.

Finally, based on the best results obtained in experiments with codigestion, the third step
consisting on the UASB reactor level scaling was performed. Experiments using
technologies using codigestion with fruit and vegetable waste and without codigestion were
compared, depending on parameters TS, VS, pH, VFA, COD, NH3-N and the amount of
biogas obtained. In both cases, the reactors had a useful volume of 7 L and they were
evaluated in a period of 120 days. The reactors worked at a controlled temperature of

35°C.

In the two reactors at laboratory scale, the rate of eliminating of TS, VS and COD was used
to demonstrate a perfect stabilization of the sludge. The biogas production was higher in the
reactor in codigestion. Regarding the removal of organic matter, the experiment in

codigestion showed also a higher percentage, 63% COD. The results show that this type of
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Abstract

effluent can be treated by anaerobic digestion process, representing an alternative to

conventional treatment processes such as physical and chemical processes.
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Antecedentes

1. Antecedentes.

El agua dulce es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el
sostenimiento del medio ambiente, que, como consecuencia del rapido desarrollo humano y
economico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacion, ha
sufrido un alarmante deterioro. Durante décadas, grandes cantidades de sustancias
bioldgicamente activas, sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina,
etc., han sido vertidas al medio ambiente sin reparar en las posibles consecuencias (Alda y
Barcelo, 2002). El deterioro de los ecosistemas acuaticos, aéreos y terrestres, se encuentra
intimamente relacionado con el crecimiento industrial y con las practicas ambientales
inadecuadas durante la distribucion, almacenamiento y disposicion de desechos

contaminantes de cualquier tipo.

La actividad industrial no solo significa la produccion o transformacion de materiales sino
también transporte, almacenamiento y disposicion de grandes cantidades de residuos
peligrosos al dia, lo que también significa mas riesgos ambientales y a la salud humana.
Ejemplo de ello, es la contaminacion petrolera, en México, es una de las mas importantes
dentro de la economia del pais, siendo las actividades de perforacion, almacenamiento y
transporte de hidrocarburos, asi como su refinacion y procesamiento las que involucran un

riesgo inherente de impacto ambiental, provocando contaminacion en cuerpos de agua.

En las diferentes actividades de las industrias petrolera y petroquimica, existen un gran
numero de fuentes de contaminacion del agua, por la descarga de aguas residuales a los
cuerpos receptores cercanos a las instalaciones de refinacion y de petroquimica. Otras
fuentes de contaminacion del agua que deben considerarse, son las generadas durante las
actividades de perforacion de pozos, extraccion de petroleo crudo, transporte del mismo a
las refinerias y por ultimo las relativas al transporte de los productos de refinacion a plantas

petroquimicas y al consumidor final.

Realizar la perforacion de un pozo petrolero implica contaminar tanto el agua como el

suelo, el agua es contaminada al agregarle algunos quimicos para preparar los lodos de
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perforacion. Estos fluidos una vez que cumplen su ciclo dentro del pozo regresan con
material excavado también contaminado, y la idea es que en la superficie se efectien
procesos para volver el agua contaminada a su estado natural lo mayor posible o en
condiciones adecuadas para su uso. Actualmente, se estdn estableciendo procesos para su
tratamiento; sin embargo, antes de la Ultima década, no se ha llevado un tratamiento
correspondiente a este problema. Asi, se estima que existe en la actualidad un namero
importante de cuerpos de agua contaminados en México. Esto ha hecho necesaria la oferta
de nuevos procesos para el tratamiento, incluyendo a los tratamientos bioldgicos, que
permitan reducir los altos costos de los procesos actualmente desarrollados, mismos que

pueden tener oportunidad de ser empleados para tratar los residuos generados actualmente.

El proceso de perforacion se realiza mediante el uso de barrenas rotatorias empleando un
fluido circulante (lodo de perforacion) que tiene funciones de: movimiento de los recortes,
enfriamiento y lubricacion de la tuberia y barrena, la proteccion del agujero sellando y
previniendo la pérdida del fluido, el control de las presiones superficiales, asi como la
aplicacion de presion al yacimiento. La composicion de los fluidos de perforacion puede
variar de acuerdo a los requerimientos de la perforacion (Zamudio e Islas, 2000). Existen
tres tipos de fluidos de perforacion utilizados actualmente por Petroleos Mexicanos: a)
emulsiones base agua, b) emulsiones base aceite (emulsion inversa) y ¢) emulsiones base

aceite sintético, de éstos, el mas empleado en México es la emulsion base aceite.

Existen varias descargas de petroquimicas y refinerias, muchas de éstas tienen sistemas
antiguos de tratamiento de aguas residuales de tipo API (American Petroleum Institute) que
separan las fracciones mas densas y menos densas del agua por gravedad. Generalmente no
son adecuados para controlar la cantidad de aceite que pasa en el flujo, resultando la
contaminacion de areas aledafas a estas descargas (comunmente a canales, rios o lagunas).
Estas aguas regularmente contienen sales (de los yacimientos de petrdleo) en adicion a los

hidrocarburos, lo que puede afectar adversamente a los cuerpos de agua.

La necesidad de recuperar sitios contaminados ha permitido el desarrollo de diferentes

técnicas de remediacion de tipo fisico, quimico y bioldgico. Los métodos biologicos son
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efectivos para la eliminacion de hidrocarburos del suelo y acuiferos, son econdmicas y

amigables con el ambiente (Loehr, 1992; Saval, 1998).

Se han obtenido resultados favorables para la biodegradabilidad anaerobia de residuos
aceitosos, consiguiendo una degradacion de carbon organico total de 20-40 %, utilizando
un reactor anaerobio en escala laboratorio en régimen discontinuo y condiciones
termofilicas, concluyendo que es un tipo de residuo no facilmente biodegradable (Sales y
col., 2006). Noyola y col., (1990) reportan trabajos de degradacion de agua residual de la
industria petroquimica utilizando un reactor UASB, obteniendo una remocién de DQO de
43 %, concluyendo que el proceso anaerobio puede ser una tecnologia viable para este tipo

de residuos.

Con base en lo anterior, este trabajo se enfocd a determinar el efecto de la digestion
anaerobia para la degradacion de materia orgdnica de agua residual proveniente de
perforaciones de pozos petroleros; utilizando un sistema de reactor UASB y en codigestion
con diferentes sustratos. Esta propuesta contribuyd aportando conocimiento sobre la
biodegradabilidad de la materia orgéanica, asi como en la produccion de biogas para este

tipo de agua residual y considerar al proceso biologico como una alternativa.
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2. Definicion del proyecto.

Este estudio pretende contribuir a reducir la problematica a la contaminacion provocada por
las aguas residuales provenientes de la perforacion de pozos petroleros, mediante el
tratamiento por digestion anaerobia en codigestion con diferentes sustratos, en el cual se
propone evaluar la viabilidad de biodegradabilidad de este tipo de efluentes y proponer
mediante la digestion anaerobia que es posible el tratamiento de este tipo de vertidos, y
puede representar una opcion ademas de los procesos fisico-quimicos comuinmente

empleados para su tratamiento.
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3. Justificacion.

La contaminacion del agua ha venido en aumento como resultado de varias actividades
entre las que se encuentran la perforacion, explotacion, refinacion, distribucion y
almacenamiento de petréleo crudo y sus derivados. En la actividad petrolera, el manejo
diario de petrdleo, en algunos casos conlleva a la contaminacion del agua cuando tanques
de reserva, oleoductos y diversas instalaciones sufren pérdidas por fallas o descuidos
humanos estos liquidos por el relieve de la topografia migran hacia cursos de agua, suelo,

subsuelo, y hacia aguas subterraneas.

La contaminaciéon de aguas por perforaciones de petroleo, tiene un efecto sobre sus
propiedades. La determinacion cuantitativa de los compuestos de origen del petroleo es
muy importante en aguas naturales y residuales, por la disminucion en el contenido de
oxigeno en el agua, de la misma manera disminuye la tension superficial, afectando a los

ecosistemas y afectando a la salud humana.

Debido a esta problematica, varios investigadores y grandes compaiiias se han dado a la
tarea de llevar a cabo procedimientos para el tratamiento de agua contaminada. El uso de
procesos bioldgicos ha recibido especial atencidn, por ser de bajo costo y ambientalmente

amigable, comparado con los procedimientos quimicos y fisicos.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar la biodegradacion de la materia organica el agua
residual de perforaciones de pozos petroleros mediante la digestion anaerobia y represente
una alternativa viable ademas de los procesos fisicoquimicos empleados comunmente para

este tipo de efluentes.
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Objetivo general, especificos e hipdtesis

4.1 Objetivo general.

Determinar la eficiencia del proceso de digestion anaerobia en el tratamiento de aguas

residuales provenientes del proceso de perforacion de pozos petroleros.

4.2 Objetivos especificos.

. Determinar la biodegradabilidad por via anaerobia del agua residual del proceso
de perforaciones de pozos petroleros en proceso por lote.

. Determinar la eficiencia de degradacion del agua residual utilizando el método
de digestion anaerobia en codigestion con diferentes sustratos agroindustriales.

. Comparacion de la eficiencia del proceso anaerobio utilizando codigestion y en
ausencia de ella.

. Proponer el tren de tratamiento para la degradacion de este tipo de efluentes.
4.3 Hipotesis.
El proceso de digestion anaerobia es una alternativa viable para el tratamiento de aguas
residuales provenientes de la perforacion de pozos petroleros mediante la digestion

anaerobia.

La codigestion influird de manera positiva en la depuracion de un efluente producto del

proceso de perforacion de pozos petroleros.
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5. Fundamentacion.

5.1 Proceso de la digestion anaerobia.

La digestion anaerobia es un proceso bioldgico complejo en el cual un grupo de
microrganismos degradan la materia organica en ausencia de oxigeno molecular (O,).
Como resultado de este proceso bioldgico, la materia orgdnica es convertida en biogas
formado principalmente en una mezcla de metano (CHy), dioxido de carbono (CO,) y gases

trazas (Demirer y Alkaya, 2011).

5.2 Bioquimica de la digestion anaerobia.

Varias reacciones y microrganismos estan implicados en el proceso de la digestion
anaerobia para llevar a cabo las transformaciones (Zeeman, 2005). Esta caracterizada por la
existencia de cuatro fases diferenciadas cada una de ellas en el proceso de degradacion del
sustrato (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991). Los microorganismos que intervienen
principalmente en el proceso se clasifican en bacterias hidroliticas, fermentativas,
acetogénicas y metanogénicas (Zhu y col., 2011). La Figura 5.1 representa un esquema
global de las transformaciones bioquimicas que se suscitan en el proceso de digestion
anaerobia: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Gujer y Zehnder, 1983;

Vavilin y col., 2008).

5.3 Etapas de la digestion anaerobia.

5.3.1 Etapa hidrolitica.

Un paso importante del proceso de biodegradacioén anaerobia es la hidrolisis de la materia
organica compleja (Sanders y Angelidaki, 2004). La materia orgénica polimérica no puede
ser utilizada directamente por los microorganismos a menos que se hidrolicen en
compuestos solubles, que puedan atravesar la membrana celular. La hidrdlisis es, por tanto,
el primer paso necesario para la degradacion anaerobia de sustratos organicos complejos
(Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991). La hidrdlisis de estas particulas organicas es llevada

a cabo por enzimas extracelulares excretadas por las bacterias fermentativas, y es la etapa
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limitante de velocidad si el sustrato se encuentra en forma de particulas (Veeken y
Hamelers, 1999). Sin embargo, la degradacion anaerobia de residuos carentes en celulosa

esta limitada por metanogénesis y no por la hidrdlisis (Hamdi y col., 2009).

MATERIA ORGANICA COMPLEJA

‘ PROTEINAS } ‘CARBOHIDRATOS ’ ‘ LIPIDOS }
HIDROLISIS 1 1 1
\ \
{ AMINOACIDOS, AZUCARES ’ [ACIDOSGRASOS,ALCOHOLES]
FERMENTACION PRODUCTOS INTERMEDIOS OXIDACION
1 PROPIONICO, BUTIRICO, VALERICO, ETC ANAEROBIA
1
2
ACETOGENES

3

[ACIDOACETICO ( HIDROGENO, CO; J

HOMOACETOGENESIS

METANOGENESIS 5 METANOGENESIS
ACETOCLASTICA 4 HIDROGENOTROFICA

[ METANO, DIOXIDO DE CARBONO }

Figura 5.1. Esquema de reacciones de la digestién anaerobia de materiales poliméricos. Los niimeros
indican la poblacion bacteriana responsable del proceso: 1: bacterias fermentativas; 2: bacterias acetogénicas
que producen hidrogeno; 3: bacterias homoacetogénicas; 4: bacterias metanogénicas hidrogenotroficas; 5:

bacterias metanogénicas acetoclasticas. (Pavlostathis y Giraldo-Gémez, 1991).

Cualquier sustrato organico biodegradable estd compuesto por tres tipos de
macromoléculas: carbohidratos, proteinas y lipidos. En la etapa de hidrolisis las bacterias
fermentativas convierten las macromoléculas procedentes de la etapa de desintegracion en

moléculas solubles: los polimeros complejos como los carbohidratos son hidrolizados a
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monomeros tales como azucares y alcoholes, las proteinas a péptidos o aminoacidos y los
lipidos a acidos grasos de cadena larga (Sanders y Angelidaki, 2004). Los polisacaridos al
ser hidrolizados producen azucares mas simples mediante la accion de las celulasas,
pectinasas y amilasas, segin sea la glucosa, pectina o almidon el polimero que este

disponible para la hidrolizacion (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).

El grado de hidrodlisis estd en funcion de varios factores como temperatura, pH,
concentracion de biomasa hidrolitica, tipo de materia organica particulada (Pavlostathis y
Giraldo-Gomez, 1991), composicion y del tamafio de particula del sustrato (Hills y Nakano,
1984), y la alta concentracion de productos intermediarios ya que pueden inhibir el proceso

(Hans y col., 1994; Veeken y Sergey, 2000).

Uno de los principales componentes de la materia organica, son los materiales
lignocelulésicos, compuestos principalmente por lignina, celulosa y hemicelulosa. La
lignina es un compuesto altamente dificil en la degradacion anaerobia, afectando a la
biodegradabilidad de la celulosa, de la hemicelulosa y de otros polimeros, convirtiéndose su
degradacion en el proceso limitante de la velocidad de la hidrolisis y por tanto, de la
degradacién anaerobia de determinados sustratos (Sleat y Mah, 1987; Pavlostathis y
Giraldo-Gomez, 1991; Veeken y Hamelers, 1999). Los principales productos de la
hidrolisis de la celulosa son celobiasa y glucosa, mientras que la hemicelulosa produce

pentosas, hexosas y acidos urénicos (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).

Las proteasas son las encargadas del proceso de hidrolizacion de las proteinas, para
producir proteasas, peptonas, péptidos de cadena corta y aminoacidos. En su mayor parte la
principal actividad proteolitica la presentan los grupos bacterianos de los géneros
Clostridium, Peptococcus, Bifidobacterium y Staphylococcus. Por otra parte la degradacion
de lipidos en ambientes anaerobios consiste en la ruptura inicial de las grasas por parte de
un grupo de enzimas hidroliticas denominadas lipasas, las cuales degradan los lipidos a
formas de menor complejidad como las moléculas de glicerol, acidos grasos de cadena

larga y galactosas (Mclnerney, 1988; Cendales, 2011).
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La reaccion de hidroélisis se analiza tomando como base un azucar simple, en este caso la

glucosa se puede representar por la siguiente reaccion:

CeH100s + 2H,0 ——> C¢H 206 + H; (1)

Las bacterias hidroliticas son consideradas las responsables de la transformacion de
monoémeros que estaran disponibles para el siguiente grupo de bacterias. La hidrélisis es
catalizada por las enzimas excretadas de las bacterias, tales como celulasa, proteasa y
lipasa. Si la materia base es compleja, la fase hidrolitica es relativamente lenta. Los
carbohidratos por ejemplo, se utilizan para ser convertidos mas rapidamente via la
hidrélisis a los aztcares simples y para ser fermentados posteriormente hasta Acidos Grasos

Volatiles (AGV’s) (Mata-Alvarez y col., 2003).

5.3.2 Etapa fermentativa o acidogénica.

La fermentacion es definida como una etapa crucial en la digestion anaerobia, en la cual se
producen gran cantidad de 4acidos, y el material orgénico soluble proveniente de la
hidrolisis es transformado a productos intermediarios mas simples (Balagurusamy y col.,
2011). La acidogénesis es la etapa en la cual las moléculas organicas solubles son
catabolizadas por varios grupos de microorganismos generando compuestos tales como
acido acético, acido foérmico, hidrégeno y dioxido de carbono, que pueden ser utilizados
directamente por las bacterias metanogénicas. De acuerdo a la ruta metabodlica utilizada
durante la fermentacion también se pueden generar compuestos organicos mas reducidos
como acido lactico, etanol, acido propidnico, acido butirico, acido valérico entre otros, los
cuales deben ser oxidados por las bacterias acetogénicas en una etapa posterior antes de que
puedan ser aprovechados por los microorganismos metanogénicos (Stams, 1994). Las
concentraciones especificas de los productos formados en esta etapa varian con el tipo de

bacterias y las condiciones de cultivo, tales como temperatura y pH (Ostrem, 2004).

Una de las principales caracteristicas de esta etapa, es la produccion de hidrogeno (Ha),

debido a que parte de los electrones generados y que no son transferidos a bases de
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piridinas, son dispuestos via reduccion de protones, formando éste hidrogeno molecular. La
disminucion del pH en el sistema, es otra caracteristica de la fermentacion, y ésta se debe a

la acumulacién de los acidos organicos (Balagurusamy y col., 2011).

Las proporciones entre los productos de la fermentacion varian en funcion del consumo de
H; por parte de las bacterias que utilizan hidrogeno. Cuando el H, es eliminado de forma
eficiente las bacterias fermentativas no producen compuestos reducidos como el etanol,
favoreciendo la produccion de H; y la liberacion de energia en forma de ATP (Pavlostathis
y Giraldo-Gomez, 1991). La actividad de algunas bacterias fermentativas y acetogénicas
depende de la concentraciéon de H», siendo posible sdlo a valores muy bajos de presion
parcial de H,. La eliminacion continua de H, mediante oxidacion por CO, (bacterias
metanogénicas hidrogenotroficas) estimula la accion de las bacterias fermentativas, al

eliminar un producto de la reaccién (Boone y Xun, 1987).

Las bacterias acidogénicas comunmente encontradas en reactores incluyen especies de
Butyrivibrio,  Propionibacterium,  Clostridium  spp,  Bacteroides, = Ruminococos,
Bifidobacterium spp, Lactobacillus, Streptococos y Enterobacterias. Aunque la especie
dominante en la digestion anaerobia son bacterias, se han reportado pequefias poblaciones
de protozoos, hongos y levaduras (Toerien y Hattingh, 1969). Las bacterias anaerobias y
facultativas son las principales que llevan a cabo la fermentacion de los sustratos

hidrolizados.

El rendimiento global del sistema de digestion anaerdbica se ve afectada por la
concentracion y la proporcion de distintos acidos grasos volatiles formados en la etapa
acidogénica debido a que el acido acético y butirico son los precursores preferidos para la
produccion de metano (Hwang y col., 2001). Estas reacciones se muestran a continuacion

utilizando glucosa como sustrato.

CsH1206+ 2H,O0 —> 2CH3;COOH + 4H, + 2CO, (2)

CsH1206+ 2H,0 —> CH,CH,CH,COOH + 2H, + 2CO; 3)

16



Marco teorico

Un maximo tedrico de 4 moles de hidrogeno se obtiene a partir de acido acético y 2 moles
de hidrogeno a partir de acido butirico. Las ecuaciones 2 y 3 muestran la conversion de

glucosa durante la acidogénesis de acido acético y butirico (Nath y Das, 2004).

5.3.2.1 Fermentacion de carbohidratos solubles.

La ruta de degradacion de la glucosa en los sistemas anaerobios proporciona como
principales productos acidos grasos volatiles, hidrégeno y dioxido de carbono. La
estequiometria que se propone para este proceso varia en relacion de la fuente consultada

(McCarty, 1971).

La principal ruta metabolica para la degradacion de la glucosa es la ruta de Embden-
Meyerhof (Figura 5.2), en la cual la glucosa es transformada en fructosa-6-fosfato; después
de dos pasos de fosforilacion y uno de isomerizacion este producto se desdobla en dos
azucares fosforilados diferentes. A partir de este punto en el que se forman dos moléculas
de 3-fosfogliceraldehido, este compuesto es sometido a un proceso de oxidacion-reduccion
para formar acido piravico e hidrogeno; posteriormente el hidrégeno producido se une a la
coenzima que acarrea electrones [NAD '] (Nicotinamida-Adenina Dinucleétido), formando
dos moles de NADH y dos moles de ATP por cada mol de glucosa. La forma oxidada de la
coenzima acarreadora de electrones (NAD") oxida al 4cido pirivico a un 4cido de cadena
mas corta por la via de formacion del acetil-CoA, produciendo dioxido de carbono

(McCarty, 1971; Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991; Cendales, 2011).

La glucosa se convierte en piruvato mediante la ruta Embden-Meyerhof, y el piruvato se
desdobla a Acetil-CoA y CO, (Madigan y col., 2004). El Acetil-CoA se reduce en los
productos de fermentacion empleando como transportador de electrones el NADH derivado
de las reacciones glucoliticas de la ruta Embden-Meyerhof (Metzler, 1981). Las
proporciones de los diversos productos se modifican por la duraciéon y las condiciones de la
fermentacion, siendo el butirico y el acético los productos mayoritarios si el pH se mantiene

alcalino (Madigan y col., 2004).
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Etapa I: Reacciones

Produccion de gliceraldehido-3-P

ATP ATP
Glucosa ;\\ Glucosa-6-Fosfato Fructosa-6-Fosfato X Fructosa-1,6-difosfato
Aldolasa
Etapa II: /
2 Gliceraldehido-3-P
Obtencion de ATP y
2 Pi Gliceraldehido-3-P
deshidrogenasa
2NADH [€— 2NAD" [£ Electrones
A
2 P 1,3-Difosfoglicerato” P
2CO,
2 [acetil-CoA] A 2 Piruvato
@ 2NADH+2H" S N @NADHMI;F
JNAD' JHSCoA 2NADH+2H 2NAD 4NAD
2 4cido acético Acido bitirico U 2 4cido propionico

2H,

Figura 5.2. Simplificacion de las rutas metabolicas de degradacion de la glucosa por las bacterias
acidogénicas (Mosey, 1993; Madigan y col., 2004).

La reaccion global de la glucdlisis esta influenciada por la presion parcial de hidrogeno, ya
que a bajas presiones 1 mol de glucosa genera 2 moles de 4cido acético, 2 moles de dioxido
de carbono, 4 moles de hidrogeno y 4 moles de ATP, mientras que cuando la presion
parcial de hidrégeno es alta cada mol de glucosa da lugar a un mol de 4cido acético, 1 mol

de acido propiodnico, 1 mol de didéxido de carbono, 1 mol de hidrégeno y 3 moles de ATP.

5.3.2.2 Fermentacion de aminoacidos.

Dentro de los principales productos de la fermentacion de los aminoacidos y otros
compuestos nitrogenados se encuentran los acidos grasos de cadena corta, acido succinico,
acido aminovalérico e hidrogeno. Se considera que la fermentacion de aminoacidos es un

proceso que se desarrolla rapidamente y por ende no limita la velocidad de degradacion de
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los compuestos protéicos (Pavlostathis y Giraldo-Goémez, 1991). La estequiometria varia
mucho en funcion de la fuente consultada, siendo ademas diferente para cada aminoacido.
La estequiometria propuesta por McCarty, 1974, y adaptada por Pavalostathis y col.,
(1991), considerando las diferentes fracciones para respiracion y sintesis de biomasa, se

expresa de la siguiente manera:

CsHeON + 0.114HCO;™ + 1.476H,0 —0.247CsH;0,N + 0.3CH3;COO 4)
+ 0.28CH;CH,COO™ + 0.286CH;3(CH,),COO™ + 0.753NH;" +0.298CO,

AG’=-37.1 kJ/ mol

Normalmente se obtienen como productos el amoniaco (NHj3), dioxido de carbono y un
acido carboxilico con un 4tomo de carbono menos que el aminoacido oxidado. Igualmente
en funcion del aminoacido procedente, se generan los &cidos n-butirico, isobutirico,
isovalérico, caproico, acido sulthidrico, metilmercaptano, entre otros. Algunos de los
microorganismos pertenecientes al género Clostridium son capaces de fermentar los
aminoacidos (Cendales, 2011). Es importante mencionar que la fermentacion de
aminodcidos genera una alta concentracion de amonio, siendo éste un compuesto inhibidor

dela flora metanogénica (Lokshina y col., 2003).

5.3.2.3 Oxidacion anaerobia de acidos grasos de cadena larga.

La ruta principal de degradacion de acidos grasos de cadena larga (AGCL) es la B-
oxidacion. Los acidos grasos libres son introducidos en la célula a través de la pared
celular. Este proceso puede ser desarrollado por un gran nimero de microorganismos,
incluso un numero mayor que los organismos capaces de hidrolizar las grasas. La -
oxidacion de AGCL es una reaccion endotérmica, lo que unido a la linealidad de la ruta
metabdlica, hace que el proceso sea muy dependiente de la accidon simbidtica de los
microorganismos consumidores de hidrogeno para que se pueda producir (Hanaki y col.,

1981).
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La fermentacion de azucares solubles es llevada a cabo, principalmente, a través de la via
de Embden-Meyerhoff (para la fermentacion de glucosa) siendo el piruvato el principal
intermediario. A partir de este compuesto y dependiendo del microorganismo involucrado y
las condiciones ambientales se obtendran distintos productos, siendo los mas habituales el

etanol, acetato, hidrogeno y CO,.

5.3.3 Etapa acetogénica.

En esta etapa se realiza la conversion bioquimica de los productos de la acidogénesis
mediante dos mecanismos de reaccion: la acetogénesis acetoclastica y la homoacetogenesis
hidrogenotréfica (Schink, 1994). Mediante el primer mecanismo algunos metabolitos como
valerato, butirato y propionato, son transformados en acetato e hidrogeno para que puedan
ser aprovechados posteriormente por los microorganismos metanogénicos, llevado a cabo
por las bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno, también conocidas
como OHPA por sus siglas en inglés (obligate hydrogenproducing acetogens) (Tabla 5.1).
(Schink, 1994; Monroy, 1998).

Tabla 5.1. Bacterias sintréficas acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno (OHPA) (Monroy, 1998).

Bacterias Sustrato
Syntrophomonas wolfei. Butirato.
Syntrophomonas sapovorans. Oleato.
Syntrophomonas wolinii. Propionato.
Syntrophomonas buswellii. Benzoato.
Syntrophus aciditrophicus. Benzoato y AGV.

En la reaccion de homoacetogenesis hidrogenotrofica, implica la sintesis del acetato a
través del consumo de hidrogeno y didxido de carbono. Las bacterias sulfato reductoras
fermentativas tienen la capacidad de formar acetato a partir de lactato y etanol (Schink,

1994). Las principales bacterias exponentes son Acetobacterium woodii o Clostridium
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aceticum. Este tipo de bacterias son capaces de crecer heterotroficamente en azucares, al
contrario que los metanogénicos, siendo mas parecidos a los fermentativos que a los

metanogénicos, a pesar de utilizar los mismos substratos (Madigan y col.,2004).

Termodinamicamente, la degradacion de los AGV en acetato, es posible solamente a
presiones parciales de hidrogeno muy bajas. Por tanto, es necesaria una sincronizacion muy
estrecha entre las bacterias acetogénicas y las bacterias capaces de consumir el hidrogeno

generado (Robles, 2005).

La transicion del substrato del material organico a los acidos organicos en etapa acida causa
que el pH disminuya. Esto es benéfico para las bacterias acidogénicas y acetogénicas que
prefieren un ambiente levemente acido, (pH de 4.5 a 5.5) y son menos sensibles a los
cambios en la corriente entrante de la alimentacion, pero es negativo para las bacterias
implicadas en la etapa siguiente de metanogénesis (Ostrem, 2004). El principal inhibidor de
la acetogénesis, cuya acumulacion provoca la rdpida acumulacion de los sustratos, es el

hidrégeno molecular (Fukuzaki y col., 1990).

5.3.4 Etapa metanogénica.

La metanogénesis es el ultimo paso del proceso de degradacion anaerobia de la materia
organica. En esta etapa, la mayor parte de la energia quimica contenida en el sustrato es
convertida en metano (CH4) a partir de un limitado nimero de compuestos (acético,
H,/CO,, metanol y acido formico) que actian como sustrato para los microorganismos
metanogénicos (Archeas) (Mata-Alvarez y col., 1992; Madigan y col., 2004). Las
arqueobacterias metanogénicas, a nivel de sustrato consumen un pequefio nimero de
compuestos (acetato, CO,, H,, metanol y formiato), por tal motivo se dividen en dos
grupos: acetoclasticos e hidrogenotroficos (Tabla 5.2), pertenecen al dominio de las
Archaea y se encuentran distribuidas en seis géneros (Monroy, 1998). Morfologicamente,
pueden ser bacilos cortos y largos, cocos de varias ordenaciones celulares, células en forma
de placas y metanogenos filamentosos, existiendo tanto Gram positivos como Gram

negativos (Madigan y col., 2004).
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Tabla 5.2 Géneros de bacterias que participan en la metanogénesis (Monroy, 1998).

Género Sustrato
Acetoclastas
Methanosarcina Acetato, metanol, H,
Methanosaeta Acetato.
Hidrogenotrofas
Methanobacterium H,/CO,
Methanobrevibacter H,/CO,
Methanospirillum H,/CO,
Methanogenium H,/CO,

El metabolismo de las bacterias metanogénicas es particular ya que posee coenzimas
especiales que solo se encuentra en este tipo de bacterias, siendo la coenzima M, la que
participa en el paso final de la formacion de metano (Thauer, 1998). Existe una compleja
relacion entre las bacterias metanogénicas y las no metanogénicas. Por oxidacion del H,,
las bacterias metanogénicas mantienen la concentracion de este compuesto en un nivel lo
suficientemente bajo como para que crezcan y se desarrollen las bacterias no
metanogénicas, que en otras condiciones no podrian coexistir. Esta interaccion entre
productores de H, y especies oxidantes del mismo, posibilita los mecanismos necesarios
para que aquellos sustratos no metabolizables por los cultivos de bacterias anteriores,
siendo asimilados por cultivos mixtos en ambientes anaerobios. Por consiguiente, la
bioconversion es mas completa ya que las bacterias metanogénicas pueden acceder a sus
sustratos partiendo de sustancias complejas tales como proteinas y carbohidratos entre

algunos otros (Collet y col., 2004).
Se considera que aproximadamente el 70 % del metano generado durante el proceso de
digestion anaerobia es producto de la metabolizaciéon del acetato por parte de los

microorganismos de los géneros acetotroficos como la Methanosarcina, Metanosaeta o
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Metanotrix, siendo el principal exponente de estas el grupo Metanosarcina Barkeri
(Ferguson y Mah, 1987). Dos terceras partes de la metanogénesis se derivan de la
conversion del acetato (Ecuacion 5 y 6) o de la fermentacion de un alcohol, (Ecuacion 7) y

la otra tercera parte es el resultado de la reduccién de CO,, H; (Ecuacion 8).

CH;CH,OH + CO, + H, —> CH;COO" + CH, + 2H,0 (5)
CH;COOH —> CH,+ CO, (6)

CH;OH + H,——> CH; + H,O (7)

CO, + 4H, —> CH; + 2H,0 (8)

La metanogénesis es muy sensible a los cambios de pH y prefiere un ambiente neutro a
ligeramente alcalino. Si se permite que el pH baje de 6.5, las bacterias metanogénicas
tendran pocas posibilidades de desarrollarse. La metanogénesis es la que controla el
proceso de digestion anaerobia porque las bacterias metanogénicas tienen una tasa de
crecimiento mucho mas lenta que las bacterias en la acidogénesis. Por lo tanto, la cinética
del proceso entero se puede describir por la cinética de metanogénesis (Cornwell y Davis,
1998). Esta fase de la digestion anaerobica es fundamentalmente para conseguir la
eliminacion de materia organica, ya que los productos finales no contribuyen a la DBO ni a

la DQO del medio.

La inhibicién en los tratamientos de degradacion anaerobia es usualmente indicada por un
decremento en la tasa de produccion de metano y la acumulacion de acidos orgéanicos
(Kroeker y col., 1979). Entre los compuestos inorganicos que causan inhibicion en la
produccidon de metano se citan con frecuencia amoniaco, sulfatos y H,S, y algunos metales
ligeros (Sodio, Potasio, Magnesio, Calcio y Aluminio) y pesados (Cromo, Hierro, Cobalto,
Zinc y Cadmio) (Zayed y Winter, 2000; Livera y col., 2011). En cuanto a compuestos
organicos, se encuentran reportados compuestos bencénicos, fenoles y derivados, otros
alcoholes, 4cidos de cadena larga y lignina, entre otros (Hwu y col., 1997; Chen y col.,

2008).
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5.4 Productos finales de la digestion anaerobia.

Los principales productos del proceso de digestion anaerobia, trabajando en sistemas de
alta carga organica y en mezcla completa, son el biogas y un efluente estabilizado llamado

lodo (Mata-Alvarez y col., 2004).

5.4.1 Biogas.

El tratamiento anaerobio se caracteriza por la produccion de biogas, el cual es una mezcla
gaseosa formada, principalmente, por metano (60-80%), didoxido de carbono (40-20%) y
pequeias proporciones de otros gases, como H,S, H,, NHj3, etc. El biogas es susceptible de
ser utilizado como combustible para la generaciéon de energia térmica y/o eléctrica.
Ademas, solo una pequena parte de la DQO tratada (5-10%) se utiliza para formar nuevas
bacterias, frente al 50-70% de un proceso aerobio (Rodriguez y col., 2006). La composicion
o riqueza del biogés depende del material digerido y del funcionamiento del proceso. En la
Tabla 5.3 se muestran valores medios de composicion del biogas en funcion del sustrato
utilizado. El potencial calorifico inferior del biogas es aproximadamente de 5.250 kcal/m’,

para una riqueza en metano de 60%.

5.4.2 Efluente.

El efluente es la mezcla del influente estabilizado y la biomasa microbiana producida y sus
caracteristicas dependen mucho del tipo de sistema. Durante el proceso anaerobio parte de
la materia orgédnica se transforma en metano, normalmente aumenta el contenido de
nitrogeno amoniacal y disminuye el nitrogeno organico en el lodo estabilizado (Mata-

Alvarez y col., 2000).
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Tabla 5.3. Componentes del biogas en funcion del sustrato utilizado (Coombs, 1990).

Componentes Residuos Lodos Residuos Rellenos
agricolas depurados industriales sanitarios

Metano 50-80% 50-80% 50-70% 45-65%
Dioxido de carbono 30-50% 20-50% 30-50% 34-35%
Agua Saturado Saturado Saturado Saturado
Hidrogeno 0-2% 0-5% 0-2% 0-1%
Sulfuro de Hidrégeno 100-700 ppm 0-1% 0-8% 0.5-100 ppm
Amoniaco Trazas Trazas Trazas Trazas
Monéxido de carbono 0-1% 0-1% 0-1% Trazas
Nitrégeno 0-1% 0-3% 0-1% 0-20%
Oxigeno 0-1% 0-1% 0-1% 0-5%
Compuestos organicos Trazas Trazas Trazas 5 ppm

5.5 Variables de operacion en el proceso de digestion anaerobia.

5.5.1 Parametros ambientales.

La produccion de metano es uno de los indices de comparacion establecidos para evaluar la
eficiencia del proceso de digestion anaerobia. Durante el desarrollo del proceso este
parametro es afectado por algunos factores fisicoquimicos tales como temperatura, pH,
alcalinidad, tipo y calidad del sustrato, tiempo de retencion hidraulico (TRH), condicion de
mezclado, entre otros. A continuacion se presentan los factores que ejercen mayor
influencia sobre el desempefio de un sistema anaerobio (Bjornsson y col., 2000; Rajeshwari

y col., 2000; Demirel y Yenigun, 2002).

5.5.1.1 Temperatura.

La temperatura es uno de los parametros fisicoquimicos mas importantes a considerar, ya
que existe una dependencia directa con el proceso de digestion anaerobia (Hammand y col.,
1999), especialmente en la metanogénesis donde la actividad incrementa con la temperatura

(Mata-Alvarez, 2003). Las bacterias anaerobias pueden desarrollarse en un amplio intervalo
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de temperatura, existen tres rangos de temperatura establecidos para el desarrollo del

proceso; psicrofilico (<25 °C), mesofilico (entre 25 °C y 45 °C) y termofilico (>45 °C)

(Monnet, 2004).

De acuerdo al rango en el cual se realiza el proceso, se presenta la influencia directa de la

temperatura sobre la razon maxima de crecimiento (Umax) de los microorganismos

metanogenos, en la Figura 5.3 se observa el efecto de la temperatura en la digestion

anaerobia. Adicionalmente la temperatura afecta otros pardmetros bioquimicos y

fisicoquimicos del proceso como la actividad de los microorganismos, la constante de

equilibrio de cada una de las reacciones quimicas, la solubilidad de los gases generados en

el proceso y el pH (Hernandez-Mufioz, 2001).
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Figura 5.3. Efecto de la temperatura en la digestion anaerobia.
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La solubilidad de los gases NHi, H,S y H, desciende al aumentar la temperatura,

favoreciéndose la transferencia liquido-gas, y por tanto desapareciendo mas rapidamente

del medio acuoso. Esto supone un efecto positivo, dada la toxicidad sobre el crecimiento de

26



Marco teorico

los microrganismos anaerobios de los citados compuestos. Una posible desventaja de este
fenémeno es el descenso de la solubilidad del CO,, que implicard un aumento del pH en los
reactores termofilicos, lo que en condiciones de alta concentracién de amonio puede ser

negativo (Van Lier, 1995).

La temperatura influye directamente en determinados equilibrios quimicos, con gran
influencia sobre el proceso anaerobio, como los del amonio-amoniaco libre o 4cidos grasos
volatiles ionizados-no ionizados. En general, con la temperatura se favorecen las formas no
ionizadas, que resultan mas toxicas para los microorganismos (NH3). La solubilidad de la
mayoria de las sales aumenta con la temperatura. Las sales orgdnicas son mas solubles a
altas temperaturas, por lo que la materia organica es mas accesible para los
microorganismos, y aumenta la velocidad del proceso. Sin embargo, si se trata de
compuestos toxicos, al aumentar su solubilidad con la temperatura seran potencialmente
mas toxicos, lo que puede explicar parcialmente la mayor inhibicion de determinados
compuestos organicos en el rango termofilico, como los acidos grasos de cadena larga

(Hwu y col., 1997).

La velocidad del proceso aumenta con la temperatura, aunque también aumentan los
requerimientos energéticos, y puede disminuir la estabilidad del proceso, al menos en
presencia de determinados toxicos. Por otro lado, es preciso desarrollar un completo
balance energético para establecer el interés de mantener una determinada temperatura. El
rango psicrofilico se plantea como poco viable debido al gran tamafio de reactor necesario.
Sin embargo, simplifica mucho el disefio y hay menos problemas de estabilidad (Fannin,
1987). El régimen termofilico se ha relacionado tradicionalmente con mayores problemas

de estabilidad (Hobson, 1990).

La temperatura mas utilizada en la digestion anaerobia es dentro del rango mesofilico,
alrededor de 35-37 °C, aunque hay cierta tendencia en los ultimos afios a pasar al rango
termofilico tanto para conseguir una mayor velocidad del proceso, como para mejorar la
destruccion de organismos patogenos. La temperatura 6ptima puede variar dependiendo de

la composicion de la materia de base y del tipo de digestor, pero en la mayoria de los
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procesos anaerobios es importante mantenerla relativamente constante para sostener una
tasa de produccion de biogas. A temperatura termofilica el proceso es mas eficiente en
cuanto a la produccion de biogas se refiere, ya que normalmente las tasas de produccion de
metabolitos son mayores, pero el proceso es mas sensible a los cambios de algunas de sus
variables como el pH y la misma temperatura, esto hace que el proceso sea mas
problematico que el mesofilico, por lo tanto la estabilidad del proceso mesofilico lo hace

mas atractivo (Monnet, 2004).

5.5.1.2 pH y alcalinidad.

El pH ejerce una gran influencia sobre la estabilidad del proceso, puesto que es una de las
variables que regula la coexistencia de las poblaciones de los microorganismos. Los
organismos que intervienen en cada fase son diferentes, y debe establecerse un equilibrio
entre la produccion de acidos y su regresion, para que ambos tipos de organismos puedan
coexistir dentro del digestor y encuentren las posibilidades ambientales para su desarrollo.
Concretamente, los organismos productores de acidos y, por consiguiente, el proceso de
digestion suele interrumpirse por el decaimiento de los microorganismos productores de
metano debido a algiin cambio ambiental que les hace menos viables. Esta es la razon de
que el pH del lodo en la digestion anaerobia sea indicio de que la digestién se esta
realizando en condiciones adecuadas, ya que, si los organismos productores de metano son
inhibidos o destruidos, no se degradan los 4cidos producidos y el pH dentro del reactor

disminuira progresivamente (Hernandez-Muioz, 2001).

El pH estable indica equilibrio del sistema y estabilidad del reactor. Un pH descende