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Actividad metanogénica de lodos procedentes de Villavicencio, Meta y
Busbanza, Boyaca.

Resumen

Los residuos agroindustriales con alto contenido de materia organica provenientes
de industrias cerveceras, alimenticias, y agricolas, son tratados con métodos
qguimicos y fisicos. Siendo los métodos biolégicos como la digestién anaerobia y el
uso de lodos procedentes de lagos, lagunas y rios, aprovechando la biodiversidad
microbiana, uno de los métodos a ser utilizado por su bajo costo y efectividad en el

tratamiento de vertimientos y la produccion de biogas.

Proponiéndose como objetivo de esta investigacion determinar la actividad

metanogénica de los lodos de la laguna de Busbanzéa (Boyaca) y el Rio Quenane
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(Villavicencio), conocer las caracteristicas fisicoquimicas como granulometria, pH,
solidos suspendidos totales (SST), soélidos suspendidos volétiles (SSV), demanda
quimica de oxigeno (DQO) y caracterizar microbiolégicamente los lodos. Se
realizd un ANOVA (95%) y TUKEY (95%), para establecer diferencias

significativas entre tratamientos.

El lodo con mayor actividad metanogénica fue el de la laguna Busbanz4, 2,073 gr
DQO-CH, / gr SSV Dia, seguido por el lodo del Rio Quenane de Villavicencio,
0,146 gr DQO-CH,4 / gr SSV Dia, y por el lodo de la empresa farmaceéutica con
0,012 gr DQO-CH,4 / gr SSV Dia, usado como control. EI ANOVA (95%) no
establecié diferencias significativas entre los lodos analizados (P=0,98), para el
desplazamiento de hidroxido de sodio al 3%. Las bacterias encontradas fueron
BAS, BFG, BFL, BSRL, BSRA. Concluyendo que los lodos de origen natural
pueden ser fuentes de indculo para procesos de digestion anaerobia, siendo mejor
el lodo de la laguna de Busbanza, seguido por el lodo del Rio Quenane.

Palabras Clave
Actividad metanogénica, lodos, inoculos, digestion anaerobia, consorcios

microbianos, aguas residuales.
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INTRODUCCION

El agua es un recurso natural fundamental para la vida, a nivel social esta es
usada en diferentes procesos industriales donde se genera agua residual con una
combinaciéon de liquidos como residuos altamente contaminantes y a su vez
cargadas de alto contenido de materia organica, el incremento de residuos
agroindustriales con alto contenido de materia organica proviene primordialmente
de la industria cervecera, alimentos, agricola y entre otros. Actualmente, se han
utilizado tratamientos fisicos o quimicos que no son efectivos, ni rentables y son
limitados en el tiempo, ademas no son accesibles a las diferentes industrias
pequefias y medianas existentes (Pymes), por lo tanto, se propone para el
tratamiento de este tipo de vertimientos los tratamientos biolégicos, que no son tan
costosos y son mas efectivos, ademas se pueden utilizar diferentes fuentes de
in6culos como los lodos metanogénicos y lodos procedentes de lagos, lagunas y
rios.

Entre los tratamientos biol6gicos se encuentra la digestion anaerobia alli ocurre un
proceso de conversidn de materia organica presente en residuos industriales a
metano, dioxido de carbono e hidrégeno, por medio de diferentes etapas que se
dividen en hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, y se dan

gracias a la intervencion de diferentes microorganismos, quienes gracias a su
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actividad metabolica permiten que se cursen estas etapas en un orden especifico
que culmina con la produccion de biogas, el uso de lodos con actividad
metanogénica aprovecha la biodiversidad presente en lodos procedentes de lagos,
lagunas, rios y PTARs que pueden ser utilizados como fuente de microbiota que
tiene la capacidad no solo de disminuir la carga de materia organica contaminante
sino también la posibilidad de generar energia a través del biogas producido, en
especial el metano.

El uso de lodos ha sido util para la recuperacion o mejoramiento del suelo, en
especial para el tratamiento de aguas. Es por esto, al ser Colombia un pais rico en
fuentes hidricas como rios, lagunas y lodos, es importante conocer y a su vez
aprovechar la microbiota presente para uso de lodos nativos en el tratamiento o
mejoramiento del suelo, en especial para el tratamiento de aguas residuales y
contaminadas como las de industrias de alimentos ricas en materia organica.

Por lo tanto, se propone estudiar los lodos procedentes de la laguna de Busbanza
(Boyacd) y el Rio quenane (Villavicencio) en cuanto a la microbiota que pueda
estar presente con el objetivo de determinar si existen lodos colombianos que
posean actividad metanogénica que les permitan ser empleados en el tratamiento
de aguas residuales industriales a través del proceso de digestion anaerobia como
fuente de inéculo de biodigestores o reactores UASB. Asi mismo, se utilizé un lodo
control positivo de una empresa farmaceéutica que es actualmente empleado como
fuente de indculo. De dicha forma se busca aportar en la disminucién de la
contaminacion de fuentes hidricas debido a las descargas causadas por la
industria, por esa razon, aprovechar la biodiversidad presente de los lodos en

estudio en cuanto a microorganismos nativos para dichos propdsitos ambientales.

15



Objetivos

Objetivo general

Determinar la actividad metanogénica de los lodos de la laguna de Busbanza

(Boyacd) y el Rio quenane (Villavicencio)

Objetivos especificos

e Realizar andlisis fisicoquimico a los lodos procedentes de la Laguna de
Busbanza (Boyaca) y el Rio Quenane de Villavicencio (Meta).

e Caracterizar microbiol6égicamente los lodos muestreados.

e Relacionar AME (Actividad Metanogénica Especifica) de los lodos
muestreados y las poblaciones microbianas presentes para proponerlos

como fuentes de in6culos para la digestion anaerobia.
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1. ANTECEDENTES

El agua es una molécula clave y necesaria para que se dé la vida, % de la
superficie terrestre se encuentran cubiertas por agua, de la cual el 97% pertenece
a aguas oceanicas, el 3% restante representa agua dulce. De este 3 % solo el 1%
se encuentra de facil acceso y utilizaciébn, mientras que el 79% se encuentra
congelada en los glaciares y el 20% restante es de caracter subterraneo.*

Este recurso se ha visto ampliamente afectado por las actividades antropogénicas,
entre las cuales encontramos la mineria, actividades agropecuarias y actividades
industriales, entre otras. Las actividades industriales se han convertido en los
principales agentes causantes de problematicas sobre los cuerpos de agua, pues
algunas de estas disponen sus aguas residuales sin ningun tipo de tratamiento
sobre los cuerpos de agua, contaminandolos y alterando los ecosistemas que
dependen de los mismos.*

La mala disposicion de los desechos organicos, como por ejemplo los residuos
sélidos municipales en vertederos sin un tratamiento previo, tiene un efecto
negativo a largo plazo sobre el medio ambiente y la salud de la poblacion. La
fraccidn organica de los desechos se descomponen microbiol6égicamente en los
vertederos. Los procesos microbianos activos ocurren en el relleno sanitario
durante 10 a 30 afos y luego desaparece, los terrenos se convierten en objetos
biolégicamente inactivos pero contaminados y ecol6gicamente peligrosos que
existen en este estado por un tiempo indefinido. Por lo tanto, se estan
desarrollando y aplicando activamente diferentes métodos de reciclaje ambiental
como: La eliminacion de lodos residuales, y la disposicion de los residuos sélidos
municipales en rellenos sanitarios, equipados con hidrocultivo inferior, manejo de
lixiviados y recoleccion de biogas, también, la digestion anaerobia de residuos

sélidos municipales en reactores con produccion de metano y la fermentacion de
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lodos residuales de la fraccion organica de los residuos sélidos municipales en

biorreactores anaerdébicos.*®

La digestion anaerobia, la cual es un proceso llevado a cabo por consorcios
bacterianos anaerdbicos en donde se descompone la materia organica con el fin
de obtener energia, dando como productos CH, (metano) y CO.*

Este es un proceso complejo, puesto que es una interrelacién entre distintos
géneros bacterianos y arqueas, que al realizar sus correspondientes procesos
metabdlicos generan productos que son aprovechados por otros y de esta manera
llegar a los productos finales de interés como el diéxido de carbono y metano que

pueden ser reutilizados como biocombustibles.*

La degradaciéon anaerobia de materiales proteicos como lo es el estiércol de
animal, escombros delgados, residuos del procesamiento del pescado y residuos
de matadero, no es tan eficiente, pues, se asocia con la inestabilidad del digestor,
la reduccion de la tasa de produccion de metano, fluctuaciones en el pH,
alcalinidad y altas concentraciones de &cidos grasos volatiles como acetato y

propionato.’

La digestion anaerobia posee ciertos beneficios: Primero, es un método para
convertir la energia de la biomasa en un combustible Util o biogas que se puede
almacenar, transportar y utilizar para producir energia amigable con el medio
ambiente. Segundo, es una forma de reciclaje de desechos organicos en
fertilizantes liquidos y energia. Tercero, es un método de tratamiento de residuos
con el fin de reducir efectos peligrosos en el medio ambiente. La produccion del
biogas surge de la digestion de un consorcio de bacterias anaerobias que
descomponen varios desechos organicos como son: Aguas residuales
industriales, alimentarias, lodos de depuracion, excremento de animales o fraccion
organica de desechos municipales. La composicién del biogas “depende del tipo
de materia prima sometida al proceso de digestion y del método para llevar a cabo
este proceso y es la siguiente. Metano (CH,4) (50-75%), dioxido de carbono (CO,)
(25-45%), sulfuro de hidrogeno (H,S) (0-1%), hidrogeno (H») (0-1%), monoxido de
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carbono (CO) (0—2%), nitrogeno (N2) (0-2%), amoniaco (NH3) (0-1%), oxigeno (O,)
(0-2%) y agua (H.0) (2-7%)".*3

La digestion anaerobia se lleva a cabo gracias a la actividad de diferentes
microorganismos presentes en el lodo que realizan diversas reacciones
bioguimicas intra y extracelulares con el fin de obtener energia y nutrientes
necesarios para su supervivencia. Para que se realice este proceso es importante
la ausencia del oxigeno, ya sea en su forma molecular o ligado a otras moléculas
en el medio, pues de esto depende la viabilidad de los microorganismos para que
se dé como resultado el biogas de interés, compuesto por CH4 en un 50 a 70%,
CO, en un 25 a 45% y otros gases como sulfuro de hidrégeno (H,S), hidrégeno
(H2) y nitrégeno (N3), es necesario que se den una serie de etapas durante la
digestion anaerobia las cuales son hidrdlisis, fermentacién, acetogénesis y
metanogénesis. La hidrolisis es un proceso por el cual los microorganismos
presentes producen exoenzimas que hidrolizan proteinas, carbohidratos y lipidos
transformandolos a aminoacidos, azucares y acidos grasos, respectivamente, con
el fin de reducir su tamafio y que puedan ser disponibles para su paso hacia la
célula, el proceso de fermentacién permite que una vez estas moléculas simples
se encuentren dentro de la célula sean transformadas a acidos organicos volatiles,
acetato, CO3 y H,. En la etapa de acetogénesis los productos de fermentacién son
transformados a acetato siguiendo dos vias distintas: A partir de las moléculas
organicas a través de reacciones de descarboxilacion, y a partir de la reduccién
del CO, por la via del acetil-CoA, de esta manera los microorganismos obtienen
energia durante esta fase metabdlica, y finalmente la metanogénesis, donde la
generacion de metano se puede dar por dos vias dependiendo el sustrato utilizado
por el microorganismo, la primera es la via acetoclasica donde se utiliza acetato
como sustrato y que contribuye con el 70% del metano generado y la segunda es
la hidrogenotrofica en la que se obtiene metano a partir de CO, y Hy,

contribuyendo con el 30% restante del metano producido.*® **

La aplicacién de esta tecnologia limpia de la digestién anaerobia permite que mas

de 300 millones de toneladas de materia organica puedan ser tratadas en
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reactores anaerébicos produciendo hasta 90 billones m3 de biogas por afio,
permitiendo la produccion de hasta 2 kWh de electricidad, siendo el metano
obtenido un biogas altamente cal6rico.?’ Igualmente, hay estudios que demuestran
la accion efectiva que tiene la digestion anaerobia sobre el tratamiento pesticidas
altamente contaminantes, se ha presentado mejores resultados bajo condiciones
mesofilicas, que termofilicas, sin embargo los pesticidas causan inhibicion de las
Arqueas acetocldsicas y la produccidbn de metano es dada gracias a la
degradabilidad por el aumento de temperaturas y por las bacterias

hidrogenotréficas.>

Para realizar el tratamiento de aguas residuales de origen industrial por medio de
digestion anaerobia o sistema de segunda generacion, es necesario utilizar un
mecanismo de retencion de lodo, el cual se realiza en reactores, uno de los mas
utilizados es el reactor Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) o en siglas en
espafol (RAFA) Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente, el cual es un sistema de
tratamiento con alta eficiencia, este es un dispositivo que mantiene un flujo
ascendente y se caracteriza por separar gas, soélido y liquido. El separador
colocado en el reactor se encarga de dividir la parte inferior donde se realiza la
digestion anaerobia de la parte superior o zona de sedimentacion, el agua residual
ingresa por el fondo del reactor en el cual tiene una trayectoria ascendente, pasa
por la zona de digestién donde la materia organica presente se mezcla con el lodo
anaerobio donde se encuentran los microorganismos que van a realizar el proceso
de metanogénesis, posteriormente pasa a la zona de fluidificacion donde la
materia organica presente en el agua residual es suspenda por el flujo del agua o
de gases y finalmente la zona de sedimentacién, como resultado de la digestion se
da la produccién de biogas junto con el efluente de interés clarificado, en este
proceso no se puede eliminar completamente la materia organica, por lo tanto, es
necesario realizar un tratamiento posterior.” ®

El uso de biorreactores anaerdbicos, que estan aislados del medio ambiente y por
lo tanto, no afectan la descomposicion microbiana de los desechos, el proceso se
acelera cientos de veces, la adicion de residuos de alimentos a los lodos
residuales aumenta el rendimiento de biogas y estabiliza el proceso de

fermentacién con respecto a criterios como el pH y la alcalinidad, también, ayuda a
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alcanzar la relacion C/N Optima para microorganismos anaerobicos y a disminuir la
concentracion de componentes toxicos en la mezcla de fermentacion. La
fermentacién de desechos organicos en condiciones termofilicas (50-55°C) es
mas efectiva que en mesofilicos (30—35°C), ya que se caracteriza por una mayor
tasa de procesos microbianos y ayuda a estabilizar y descontaminar la mezcla de

digestién, que es importante por su uso posterior como biofertilizante.

El tratamiento de las aguas residuales generadas por la industria farmacéutica ha
sido muy destacado tomando en cuenta la composicion de la calidad de las aguas
residuales, puesto que presentan altas concentraciones de demanda quimica de
oxigeno (DQO), alta salinidad y toxicidad. Pueden contener solventes como m-
Cresol (MC), siendo un derivado del fenol que es generalmente usado como
solvente en los antibioticos, pero tiene un efecto peligroso, tanto en el medio
ambiente como en la salud humana debido a que tiene fuertes efectos sobre las
membranas mucosas y el sistema nervioso central como dafios en diferentes
organos, también el N-dimetilformamida (DMF), es un solvente organico
ampliamente usado, pero a su vez, es una sustancia toxica en la industria quimica
que puede causar dafios en el sistema nervioso, toxicidad renal y hepética.?* Los
resultados de la digestibn anaerobia en este tipo de aguas residuales han
demostrado eficiencia de eliminacion de estas sustancias, en porcentajes
promedio que van del 96% a 98% de m-Cresol y DMF a temperaturas de 15+ 3 °C.
24

Con el paso de los afos, la cantidad de residuos agricolas, residuos de frutas
como de otros alimentos han ido en aumento rapidamente donde en mas de un
60% se puede encontrar el contenido de materia organica, la cual, va ser usada
como sustrato de la digestion anaerobia, donde la presencia de microorganismos
juega un papel importante. En esta poblacién microbiana hay grupos dificiles de
aislar sobre todo en cultivos de laboratorio asi se les genere las condiciones
adecuadas.”’ De esta forma, el desarrollo de métodos moleculares que sean
independientes del cultivo ha venido tomando importancia, teniendo en cuenta que
permite identificar la diversidad genética y dinamica de las arqueas
metanogénicas, donde por medio del uso de un especifico marcador molecular,

como el gen mcrA, que codifica la subunidad a de la metil coenzima reductasa M
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(MCR), es clave para determinar la metanogénesis debido a que reduce el grupo
metilo unido a la coenzima M a metano, siendo una enzima exclusiva de

metandgenos, ya que el gen mcrA esta presente en estos microorganismos.*

Las bacterias metanogénicas se clasifican dentro del dominio Archaea, este
dominio se diferencia en 4 filos, siendo Crenarchaeota y Euryarchaeota los mas
conocidos. Los metandgenos pertenecen al filo Euryarchaeota y se dividen en 4
clases, 5 6rdenes, 9 familias y 26 géneros.™

En estudios realizados sobre la distribucion taxondmica de arqueas
metanogénicas se logra determinar que en cuanto a la etapa de metanogénesis se
encuentra una dominancia por los microorganismos que utlizan la via
acetoclasica, donde los dominantes fueron las familias Methanosaetaceae,
Methanosarcinaceae, Methanocellaceae y Methanobacteriaceae, pero, a pesar de
esto se encuentra la presencia de microorganismos que utlizan la via
hidrogenotréfica como lo son la familia Methanomicrobiales. " *2

Estas comunidades pueden ser halladas en diferentes ecosistemas, tales como:
suelos, lodos, bosques, praderas, aguas continentales, pantanos, zonas
encharcadas y en el mar. Por lo cual, estas comunidades suelen variar
significativamente segun el ecosistema en donde sean halladas, esto ha
conllevado numerosos estudios sobre las comunidades microbianas y sus
interrelaciones tales como los realizados por Hiroyuki Imachi et al. en 2008, en
donde se realiz6 aislamiento e identificacion de Methanolinea tarda gen. nov. sp.
provenientes de lodo metanogénico de un digestor por medio de -cultivos
selectivos, microscopia electronica y técnicas moleculares; y Acufia P. et al. en
2008, en donde se aislo e identificd6 microorganismos pertenecientes a los géneros
Methanococcus y Methanobacterium que provenian de 4 fuentes de Bogota D.C,
por medio de cultivos selectivos y microscopia éptica. Esto permite evidenciar la
variabilidad de microorganismos que pueden llegar a componer estos consorcios
microbianos, puesto que varian incluso morfolégicamente al estar dispuestos en
cocos o bacilos organizados en diferentes agrupaciones y tamafos de caracter

Gram variable.> 3
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La implementacion de estos microorganismos ha sido fructifera, pues pueden
metabolizar compuestos organicos complejos de diferentes proveniencias a una
alta tasa de efectividad, tal y como es expresado en el estudio realizado por Real
O. et al. en 2010, en donde somete aguas residuales provenientes de la
produccion de café a un consorcio microbiano obtenido a partir de fluido ruminal
vacuno, obteniendo como resultado una disminucion de la carga orgénica

expresada en términos de DQO del 91.2%.*

Ademas del aislamiento e identificacion de los microorganismos involucrados, es
necesaria la realizacibn de caracterizaciones fisicoquimicas de los lodos
metanogénicos, en donde encontramos la capacidad metanogénica especifica
(AME), la cual brinda una aproximacion sobre la efectividad metabdlica que tiene
la poblacion metanogénica en estudio frente al sustrato suministrado, dando como
resultado la produccién de metano y didxido de carbono. °

La caracterizacion fisicoquimica es crucial para determinar las condiciones a las
cuales pueden ser sometidos los consorcios microbianos, entre las cuales
encontramos la temperatura, puesto que al haber una gran variedad, los
microorganismos que estan involucrados en el consorcio pueden verse afectados
por esta caracteristica, pues, estos consorcios se encuentran sujetos a
temperaturas especificas para que puedan llevar a cabo sus procesos, sean
temperaturas psicrofilas, mesofilas o termdfilas, en donde especialmente los
microorganismos termdfilos son los mas afectadas por estos cambios en la
temperatura del reactor, asi como pH, SSV, SST, AGV y DQO.>*®

A la hora de realizar el tratamiento anaerobio es importante determinar la calidad y
composicién de los lodos que van a ser utilizados para este proceso, por lo tanto,
es necesario determinar algunos parametros fisicoquimicos como pH, alcalinidad,
acidez, DQO, sdlidos suspendidos totales (SST) y solidos suspendidos volatiles
(SSV), de igual manera, es importante realizar la caracterizacion de los
microorganismos presentes, pues asi, se podra entender el funcionamiento del
sistema, junto con el desempeiio del lodo debido a que estos se encuentran
involucrados en las rutas metabodlicas necesarias para realizar el proceso

anaerobio.’
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En cuanto a la relacion inéculo/sustrato (RIS), afecta el rendimiento del metano, la
tasa de produccion de metano y el consumo de acidos grasos volatiles. RIS,
también, afecta la aparicion y la duracion de la fase de hidrélisis y la
metanogeénesis, y la susceptibilidad de microorganismos a los efectos inhibidores.
Para un proceso estable, RIS es un parametro importante que afecta el proceso
de digestién anaerobia. La proporcion éptima de indculo/sustrato depende de la
fuente del in6culo, pues, las diferentes fuentes de in6culo tendran diferentes
actividades metabdlicas. Un RIS o6ptimo garantiza la presencia de los grupos de

microorganismos necesarios para la digestion anaerébica completa.™

La tasa de desarrollo de las bacterias depende del sustrato usado, en este caso, si
el sustrato es carbohidratos la tasa de generacion de bacterias en la fase acida
sera de 5 horas, mientras, si el sustrato es grasa el tiempo de prolonga hasta 72
horas aproximadamente. El tiempo de generacion para las bacterias que utilizan
propiénico y acidos grasos alcanza las 84 y 131 horas, respectivamente. En la
fase de metanogénesis, el tiempo de generacién varia entre 15 y 85 horas.™

Los residuos de lodos activados surgen por el tratamiento de aguas residuales,
pueden convertirse en un contaminante secundario si no se hace un adecuado
manejo. El tratamiento de estos lodos activados resalta el uso de la digestion
anaerobia porque reduce la cantidad de lodo, produce biogas y hay destruccién de
patdgenos. La digestion anaerobia tiene algunas complicaciones en sus usos,
como el aumento de los lodos con el fin de reducir el volumen de residuos de los
lodos activados, ademas, el tiempo de retencién hidraulica es idéntico al tiempo de
retencion de solidos, por lo cual, se requiere un mayor volumen de digestores,
teniendo un bajo funcionamiento, ademas, los lodos activados residuales en
sistemas de tratamiento bioldgico presentan un tiempo de retencién de sélidos
larga, generando, una baja biodegradabilidad en comparaciéon con lodos primarios
debido a la acumulacion de residuos celulares y materiales inertes que van

afectando el rendimiento de la digestién anaerobia.’

Un lodo importante para la industria es el lodo activado de residuos de la refineria
de petroleo que se produce en el proceso de tratamiento biologico de aguas

residuales del petréleo. La manipulacion y la eliminacion eficiente de los residuos
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de estas fabricas pueden minimizar el riesgo para el medio ambiente y la salud
humana. Este lodo es rico en compuestos de aceite, o que significa, que es un
recurso energético valioso. Se han realizado estudios para realizar el tratamiento
de los lodos de esta zona usando microorganismos aerobios para convertir los
hidrocarburos en diéxido de carbono, pero posee ciertos inconvenientes debido a
la necesidad de una gran superficie y problemas en contaminacion del aire y agua
subterrdnea. La digestion anaerobia es econdmica y efectiva para la
estabilizacion, utilizacion y recuperacion de lodos. Se aplica tanto para el
tratamiento de lodos de residuos municipales y residuos industriales. Existen
pocos estudios acerca de la digestion anaerobia de lodos activados con residuos
de rehidratacion por lo que las condiciones de funcionamiento Gptimas aun deben
investigarse, ademas, existe una falta de conocimiento sobre las condiciones de
funcionamiento del reactor hidrolitico-acidogénico alimentado con residuos de lodo
activado.*®

Los métodos de pretratamiento varian desde los procesos quimicos (&cido,
alcalino), los procesos fisicos (como el pretratamiento térmico o ultrasénico) hasta
sus combinaciones. El rendimiento de estos diferentes métodos varia. Para
seleccionar un método de pretratamiento factible para residuos de lodos activados,
se necesitan experimentos comparativos. Estos métodos buscan mejorar el
rendimiento de la digestion anaerdbica, y a su vez, la produccion de metano, por
ejemplo, el tratamiento previo ultrasénico de sustratos organicos sélidos, es
proceso que se ha estudiado ampliamente y ya se han establecido en
instalaciones a gran escala, cabe aclara que su eficacia estd muy relacionada por
las condiciones del proceso, por ejemplo, dependiendo de la composicion del
sustrato especifico, se sabe que la relacion entre solubilizarian y biodegradabilidad
anaerobica difiere significativamente y esta evidencia representa un punto clave

para la ampliacién del proceso combinado de digestién ultrasénica / anaerébica. **
18

Existen compuesto que generan efectos directos toxicos en la comunidad
microbiana como lo es la liberacion de sulfuro, que, ademas de ser téxico,
también, forma complejos con metales que pueden disminuir la biodisponibilidad

de elementos traza esenciales para la actividad microbiana. En cuanto al efecto
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inhibitorio del amoniaco, son mas pronunciados en las ultimas etapas del proceso
de digestion, que incluye la actividad de las metanogénico hidrogenotréfica y
acetoclasica, aunque, también influye en las vias de reaccion mas arriba en la
cadena de degradacion. Ahora, las tasas de produccidon de metano se ven
optimizadas en temperaturas alrededor de 42-44°C, lo que indica un potencial
adicional para mejorar el rendimiento del digestor al operar el proceso mediado
por la oxidacion sintréfica del acetato (SAO) dentro de este rango de temperatura.
Se sugiere la adicion de elementos traza para cumplir con los requisitos

microbianos en las rutas metabdlicas.*®

La adicion de elementos trazas como el hierro (Fe), el niquel (Ni), el cobalto (Co) y
el tungsteno (W) son esenciales para las enzimas metanogénicas y los cofactores,
haciéndolos esenciales para cumplir con los requisitos microbianos para realizar
sus rutas metabdlicas. Ademas, el mondxido de carbono que contiene niquel
deshidrogenasa (CODH) es una enzima clave en la via de Wood-Ljungdahl, que
es utilizada tanto por los metanégenos como por los acetdgenos y se sabe que es

activa en cultivos sintréficos.®

Se han propuesto algunos procesos para el mejoramiento del rendimiento de la
digestiébn anaerobia como es el uso del biorreactor de membrana anaerdébico, el
cual presenta un mejor rendimiento en la digestion de lodos activados residuales
gue el que presenta el proceso de digestion anaerobia convencional, debido a la
separacion solido/liquido de las membranas que retiene los microorganismos,

mejorando la degradacién de los contaminantes.*’

Para aprovechar mejor el proceso de digestion anaerobia usando los diferentes
microorganismos implicados en el proceso como una tecnologia limpia, para que
realicen una efectiva actividad metanogénica especifica, (AME), se necesita
determinar qué factores pueden verse implicados para que el proceso se realice
adecuadamente, por lo cual, es importante tener en cuenta que la AME es un
parametro derivado de la digestion anaerobia, por ello factores como la
temperatura, pH, aceptores de electrones, presencia de toxicos y sustrato han

venido siendo de vital importancia a través de los procesos metabdlicos.
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Diferentes estudios se han encaminado a determinar en qué rangos de
temperatura funciona mejor la digestion anaerobia y se logra obtener mayor
produccién de metano, ya que se reporta que este factor afecta las comunidades
microbianas, la diversidad en los consorcios y el equilibrio termodinamico junto a
las vias metabdlicas, por lo cual es un factor a tener en cuenta para que el

proceso se realice adecuadamente.*®

Para evaluar los efectos que puede generar la temperatura en la comunidad
microbiana los estudios se basan en el 16S rDNA (referido como 16s rRNA gen
amplificado desde DNA gendmico), ya que este determina no solo
microorganismos vivos, también, aquellos que se encuentran latentes y muertos,
es decir, permite evaluar in situ la actividad metanogénica que se esta
produciendo por los microorganismos a la temperatura que estos se
encuentren.19 En este caso, es posible determinar que la efectividad en la
digestion anaerobia a temperaturas termofilicas (55 - 60°C) puede aumentar la
tasa de degradacion y produccion de metano, pero como desventaja, se encuentra
una mala estabilidad tomando en cuenta que a mayores temperaturas la
diversidad microbiana es alterada, de igual forma, los procesos metabdlicos para
la produccién del biogas y alto costo tanto econémico como energético.*®

La AME determina la presencia de microorganismos capaces de producir metano
en los lodos por accion de un sustrato, el cual no es un factor limitante, mientras la
cantidad de poblacién metanogénica presentes en los reactores anaerébicos es un
factor importante y a su vez critico, ya que puede disminuir la efectividad en el
tratamiento de las aguas residuales. Es por ello que la digestion anaerobia es un
proceso microbiano donde intervienen diferentes poblaciones, el cual necesita
para su desarrollo un disefio y control adecuado caracterizando los
microorganismos presentes en los lodos, ya que es necesario proporcionar
suficiente poblacibn metanogénica en los sistemas para que sea eficaz el
mencionado tratamiento. De la misma manera, la AME evalUa los lodos en cuanto
a la presencia de microorganismos metanogénicos y determina qué capacidad de
carga apropiada se debe implementar para que se eleve el potencial en el sistema

de tratamiento anaerébico, y asi producir metano.?
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Para la determinacion de AME, se pueden implementar cantidades conocidas de
los lodos en frascos con una cantidad apropiada de sustrato que permitan,
posteriormente, medir la produccién de gas metano por medio del método de
desplazamiento de liquido, donde la AME se estima trazando la produccion de
metano (en g DQO) contra el tiempo (en dias) y se divide por g solidos
suspendidos volatiles (VSS), donde se usa acido acético como sustrato por ser el

de mejor eleccién para la conversién a metano.?

Es por esto que el aprovechamiento de las diferentes poblaciones microbianas
presentes en los lodos es util para el tratamiento de aguas residuales con alto
contenido de materia organica, presencia de hidrocarburos y sustancias toxicas
como las mencionadas anteriormente. También se recalca la importancia de la
busqueda de fuentes de in6culo de ecosistemas naturales como el uso de lodos
provenientes de lagunas y rios, donde se resalta el estudio de “Evaluaciéon de la
actividad metanogénica especifica (AME) del sedimento de la Quebrada la
Moncovita” donde se recuperé y determind la existencia de poblaciones
bacterianas BAS, BFG, BFL, BSRL y BSRA (2.6 x 10%, 2.4 x 10%, 1.8 x 10%, 6.8 x
10" y 7 x 10° respectivamente) por medio de la técnica de nimero méas probable
(NMP); a su vez se implemento la técnica de desplazamiento de hidroxido de
sodio al 3% para determinar la capacidad metanogénica especifica (AME) en
donde se obtuvo una AME de 0.003 gr DQO-CH4 / gr SSV Dia, resaltando de
esta forma la importancia del estudio de lodos de procedencia Colombiana, puesto
gue este estudio demuestra la existencia de consorcios microbianos en ambientes

naturales de Colombia capaces de producir metano.?®
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1Agua

El agua es un liquido transparente, incoloro, inoloro e insipido en estado puro,
cuyas moléculas estan formadas por dos atomos de hidréogeno y uno de oxigeno,
y que constituye el componente mas abundante de la superficie terrestre y el
mayoritario de todos los organismos vivos.?® Las % partes de la superficie terrestre
se encuentran cubiertas por agua, de la cual el 97% pertenece a aguas oceanicas,
el 3% restante representa agua dulce. De este 3 % solo el 1% se encuentra de
facil acceso y utilizacion, mientras que el 79% se encuentra congelada en los

glaciares y el 20% restante es de carécter subterraneo.*
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Colombia es uno de los paises con mayor riqueza en cuanto a sistemas de origen
natural que se encuentran sobre la superficie terrestre y a su vez estan
conformados por elementos de caracter fisicos-biéticos y masas o volumenes de
agua, o cuerpos de agua en el mundo. Colombia cuenta con 4 vertientes
hidrogréaficas principales las cuales son la vertiente del pacifico, la vertiente de las
amazonas, la vertiente del caribe y la vertiente del Orinoco en donde desembocan
rios tan importantes como Magdalena, Meta, Cauca, Putumayo, Guaviare,
Caqueta y Atrato; ademas de ello cuenta con aproximadamente 1800 lagunas y

lagos.? 33

Aun asi con toda esta cantidad exorbitante de riquezas hidrograficas (figura 1)
Colombia se encuentra situada entre los paises que presentan escasez de agua
econdmica (figura 2), esto quiere decir que por la contaminacion de fuentes
hidricas, la imposibilidad de costear extracciones de agua, o la falta de
infraestructura para la potabilizacion de agua, entre otras razones economicas, el
pais se encuentra bajo un “estrés hidrico” a causa del incremento del crecimiento

demogréfico y econémico.?® %

Existen diferentes fuentes de contaminacion de los cuerpos de agua, tales como
actividades agropecuarias, aguas residuales domésticas, la mineria, la falta de
acceso a servicios de agua potable y alcantarillado, junto a los bajos niveles
econdémicos y falta de educacién e higiene, pero principalmente se encuentran las
actividades industriales quienes realizan descargas o vertimientos de elementos,
sustancias o compuestos contenidos en un medio liquido con diferentes
compuestos contaminantes, superando asi la capacidad de asimilacion y dilucién
de los cuerpos de agua, es decir, supera la capacidad del cuerpo acuético de
aceptar y degradar sustancias, elementos o formas de energia, por medio de

procesos naturales, fisicos quimicos o biolégicos.* %
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Figura 1. Rigqueza hidrica de Colombia

Fuente: Colombia-sa.com. (2019). Hidrografia de Colombia. [online] Available at:

https://www.colombia-sa.com/geografia/geografia2.html [Accessed 26 Sep. 2019].%°

Figura 2. Mapa de escasez del agua

Fuente: Mapa de escasez de agua en el mundo. (2017). El mapa de escasez de agua que
amenaza a la mitad del mundo. [online] Available at: https://www.dinero.com/edicion-impresa/la-

grafica/articulo/mapa-de-escasez-de-agua-en-el-mundo/243940 [Accessed 26 Sep. 2019].30

Colombia no solo presenta afectaciones en cuanto a rios, también presenta
afectaciones en otros cuerpos acuaticos de gran importancia, como lo son los las
lagunas y las ciénagas. Estos cuerpos acuéticos ocupan 5.622.750 ha, las cuales
se encuentran principalmente en los departamentos de Bolivar y Magdalena. Las
lagunas representan cerca de 22.950 ha y las sabanas inundables cubren una
superficie total aproximada 9.255.475 ha, ubicadas en los departamentos del
Amazonas, Guainia y Guaviare, mientras los bosques inundables representan
aproximadamente 5.351.325 de hectareas y se localizan en la Orinoquia,
Amazonia, bajo Magdalena y en menor medida en la zona pacifica.*’

Estos ecosistemas cuentan con sistemas complejos de interrelacién entre

individuos de diferentes especies, condiciones climéticas, adaptabilidad genética

gue conforma un equilibrio de sostenibilidad y viabilidad al ecosistémicos (figura
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3), por lo cual cualquier afectacién genera un desequilibrio dificil de remediar o de
solucionar, especialmente cuando este es de caracter constante tal como lo son
las alteraciones generadas por los vertimientos en cuerpos de agua, por lo cual se

han generado estrategias para el control de la misma sobre estos ecosistemas.*”
41

Energia del Sol

SERVICIOS
ECOSISTEMICOS

Figura 3. Servicios ecosistémicos

Fuente: politica nacional para la gestion integral de la biodiversidad y sus servicios ecosistémicos
(PNGIBSE).2011."

Busbanza no cuenta con un potencial hidrico importante su condicién bioclimatica
de frio-seco, hace que se presenten bajas precipitaciones, ademas de que sus
microcuencas son extremadamente cortas. Cuenta con dos cuerpos acuaticos, la
guebrada Busbanza, que nace en el municipio de Floresta, y la quebrada Buntia,
gue nace en la escuela rural Cusagota. Estas fuentes hidricas desembocan en el
rio Chicamocha el cual se origina en los municipios de Tuta y Jordan y posee un
area aproximada de 1536 km2 siendo uno de los rios mas importantes del
departamento de Boyaca.*

El Rio Quenane se encuentra localizado en el municipio de Villavicencio, este

nace cerca de la Base Aérea Luis F. GOmez Nifio de la Fuerza Aérea Colombiana
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— FAC y desemboca en el Rio Negro, recibe aportes de una serie de cafos,
predominan las corrientes de agua que drenan de occidente a oriente. el Rio
Quenane recibe aporte de afluentes como los Cafios Quenanito, Cajuy, entre
otros. La longitud total de Rio Quenane es de aproximadamente 55,447 Km y area
total de la cuenca de Rio Quenane es de aproximadamente 166.69 Km23 y hace

parte de sub zona del Rio Negro y este a su vez de la cuenca del Orinoco.**

2.2 Marco legal

En Colombia se posee una variedad de normas con el objetivo de reglamentar los
usos, disposiciones de cuencas y cuerpos de agua, proteccion ambiental y en
especial la disposicion y regulacion de vertimientos sobre cuerpos de agua de
caracter superficial. Principalmente encontramos el decreto 2811 del 18 de
diciembre de 1974 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible en donde
se dispone el Codigo Nacional de Recursos Naturales Renovables y de Proteccion
al Medio Ambiente, esté basandose en el principio del medio ambiente como
patrimonio comun de la humanidad, todo a vez que es necesario para la
supervivencia y el desarrollo econémico y social de los pueblos, por lo tanto, el
estado y los particulares deben participar en su preservacion y manejo. El decreto
permite determinar que es un contaminante, siendo entendido como cualquier
elemento, combinacion de elementos, o forma de energia que actual o
potencialmente pueda producir alteracion ambiental ya sea de caracter fisica,

guimica o biolégica, es decir:

La degradacion, la erosiéon y el revenimiento de suelos y tierras; Las
alteraciones nocivas de la topografia; Las alteraciones nocivas del flujo natural
de las aguas; La sedimentacion en los cursos y depésitos de agua; Los
cambios nocivos del lecho de las aguas; La extincion o disminucién
cuantitativa o cualitativa de especies animales y vegetales o de recursos
genéticos; La introduccion y propagacion de enfermedades y de plagas; La
introduccion, utilizacién y transporte de especies animales o vegetales dafinas
o de productos de sustancias peligrosas; La alteracion perjudicial o
antiestética de paisajes naturales; La disminuciébn o extincion de fuentes

naturales de energia primaria; La acumulacion o disposicion inadecuada de
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residuos, basuras, desechos y desperdicios; El uso inadecuado de sustancias
peligrosas; La eutrofizacion; La concentracion de poblacion humana urbana o
rural en condiciones habitacionales que atenten contra el bienestar y la

salud.*

Ademas de determinar los posibles contaminantes establece directrices para el
correcto uso de elementos ambientales y de recursos naturales renovables, al
igual de sanciones para quienes incumplan lo establecido dentro del decreto 2811
del 18 de diciembre de 1974 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible.®

Posteriormente encontramos el decretos 3930 del 2010 del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible y el decreto 1076 del 2015 del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible quienes decretan las disposiciones relacionadas
con los usos del recurso hidrico, el Ordenamiento de los Recursos Hidricos y los
vertimientos a los recursos hidricos al suelo y a los alcantarillados; La gestion del
ambiente y de los recursos naturales renovables con respecto al ordenamiento
ambiental del territorio y la definicion de politicas y regulaciones en cuanto a la
recuperacion, conservacion, proteccidon, ordenamiento, manejo, uso Yy
aprovechamiento sostenible de los recursos naturales renovables y del ambiente

de la Nacién respectivamente.?? 33

El decreto 3930 de 2010 del Ministerio Ambiente y Desarrollo Sostenible
establece los criterios minimos para la elaboracion de un plan de ordenamiento de
un cuerpo acuatico, es decir, la clasificacion del cuerpo de agua en ordenamiento,
el inventario de usuarios, el uso o usos a asignar, los criterios de calidad para
cada uso, los objetivos de calidad a alcanzar en el corto, mediano y largo plazo,
las metas quinquenales de reduccion de cargas contaminantes, la articulacién con
el Plan de Ordenacion de Cuencas Hidrograficas en caso de existir y, el programa
de seguimiento y monitoreo del Plan de Ordenamiento del Recurso Hidrico.
Ademas, determina que deben contarse con los siguientes parametros para
determinar la capacidad asimilativa de sustancias biodegradables o acumulativas

y la capacidad de dilucibn de sustancias no biodegradables, estos serian:
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Demanda bioquimica de oxigeno a cinco dias (DBO5), Demanda quimica de
oxigeno (DQO), Sdlidos solubles (SS), Potencial de hidrogeno (pH), Temperatura
(T), Oxigeno disuelto (OD), Caudal (Q), Datos Hidrobiolégicos y por ultimo
Coliformes Totales y Coliformes Fecales. Las diferentes destinaciones enunciadas
en el decreto 3930 del 2010 que pueden darseles al agua serian: Consumo
humano y domeéstico, preservacion de flora y fauna, agricola, pecuario, recreativo,
industrial, estético, pesca, maricultura y acuicultura, navegacion y transporte
acuatico. Adicionalmente el decreto emite prohibiciones con respecto a los
vertimientos sobre las cabeceras de las fuentes de agua, en acuiferos, en los
cuerpos de aguas o aguas costeras, destinadas para recreacion, en un sector
aguas arriba de las bocatomas para agua potable, en cuerpos de agua que la
autoridad ambiental competente declare total o parcialmente protegidos,
vertimientos que ocasionen altos riesgos para la salud o para los recursos

hidrobiolégicos, entre otros.*

Ahora bien, la resolucion 631 de 2015 del Ministerio Ambiente y Desarrollo
Sostenible dispone todos los parametros y valores limite que deberan cumplir
quienes realicen vertimientos sobre cuerpos de agua de caracter superficial. El
decreto establece 2 tipos de aguas residuales, las aguas residuales domésticas
(ARD) y las aguas residuales no domésticas (ARNnD), es decir las ARD proceden
de hogares, duchas, cocinas, retretes, lavamanos, lavado de elementos de aseo,
lavado de pisos, paredes y lavado de ropa, (siempre y cuando no sean de tipo
industrial. Las ARNnD son todas aquellas que provienen de actividades industriales,
comerciales o de servicio diferentes a las expuestas anteriormente en las ARD. Se
establece que deben realizarse analisis microbiol6gicos en términos de coliformes
totales y coliformes fecales por medio de la técnica de Numero mas probable
(NMP/100ml) cuando el vertimiento de aguas residuales domeésticas y no
domésticas supere los 125,00 Kg/dia de DBO5 anteriormente a los procesos de
tratamiento de las aguas en cuestion. Posteriormente se determinan los valores
maximos permisibles de plaguicidas con niveles toxicos de IA, IB y I, es decir, lo
maximo que puede encontrarse en un cuerpo de agua con vertimientos es de
0.001 mg/L, 0.05 mg/L y 0.10 mg/L respectivamente. Si se desea conocer los

valores maximos permisibles es necesario remitirse a la resolucion, puesto que
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estos varian segun la actividad doméstica o industrial que se esté analizando, por
ejemplo, podemos observar diferencias entre los pardmetros fisico-quimicos de las
ARD (Tabla 1) y las ARnD (Tabla 2) provenientes de actividades industriales

diferente a las sefialadas anteriormente en la resolucion.*

Es importante recalcar que en Colombia existen diferentes organismos o
autoridades encargadas de velar por el medio ambiente, tales como el Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible, la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA) y los parques nacionales naturales de Colombia, los
anteriormente descritos son organismos a nivel nacional, mientras que a nivel
departamental

CORPOBOYACA, CORPOCALDAS, CAR, CAS,

encontramos organismo o autoridades CAR como CDMB,
CVS, Secretaria de Medio

Ambiente, Secretaria de Salud, entre otros.>®

PARAMETRO UNIDADES AGUAS RESIDUALES AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS
DOMESTICAS (ARD) DE LAS (ARD), Y DE LAS AGUAS RESIDUALES
SOLUCIONES INDIVIDUALES DE (ARD=ARND) DE LOS PRESTADORES
SANEAMIENTO DE VIVIENDAS DEL SERVICIO PUBLICO DE
UNIFAMILIARES O ALCANTARILLADO A CUERPOS DE
BIFAMILIARES AGUAS SUPERFICIALES, CON UNA
CARGA MENOR O IGUAL A 625,00
kg/DIA DBO5
GENERALES
pH unidades de 6,00 a 9,00 6,00 a 9,00
pH
Demanda quimica mg/L 02 200,00 180,00
de Oxigeno (DQO)
Demanda mg/L 02 90,00
Bioquimica de
Oxigeno (DBO5)
Sélidos Suspendidos mg/L 100,00 90,00
Totales (SST)
Sélidos mL/L 5,00 5,00
sedimentables
(SSED)
Grasas y Aceites mg/L 20,00 20,00




Sustancias Activas mg/L Andlisis y reporte
al Azul de Metileno
(SAAM)
HIDROCARBUROS
Hidrocarburos mg/L Andlisis y reporte
Totales (HTP)
COMPUESTOS DE FOSFORO
Ortofosfatos mg/L Andlisis y reporte
Fésforo total (P) mg/L Andlisis y reporte
COMPUESTOS DE NITROGENO
Nitratos (N-NO3-) mg/L Andlisis y reporte
Nitritos (N-NO2-) mg/L Andlisis y reporte
Nitrégeno amoniacal mg/L Andlisis y reporte
(N-NH3)I
Nitrégeno Total (N) mg/L Andlisis y reporte

Tabla 1. Valores maximos fisico-quimicos permisibles en ARD

Fuente: Decreto 631 del 2015.%

PARAMETRO UNIDADES PROCESOS PRODL}CCION DE EXTRACCION DE
POSCOSECHA DE AZUCARY ACEITES DE
PLATANO Y DERIVADOS A ORIGEN VEGETAL
BANANO PARTIR DE CANA
DE AZUCAR
GENERALES
pH Unidades de pH 6,00 a 9,00 6,00 a 9,00 6,00 a 9,00
Demanda quimica de mg/L 02 200,00 900,00 1.500,00
Oxigeno (DQO)
Demanda Bioquimica mg/L 02 50,00 500,00 600,00
de Oxigeno (DBO5)
Sdlidos Suspendidos mg/L 100,00 200,00 400,00
Totales (SST)
Solidos sedimentables mL/L 5,00 2,00 2,00
(SSED)

Grasas y Aceites mg/L 10,00 20,00 20,00
Compuestos mg/L Andlisis y reporte Andlisis y reporte Andlisis y reporte
Semivolatiles

Fendlicos
Sustancias Activas al Andlisis y reporte Andlisis y reporte Andlisis y reporte Andlisis y reporte
Azul de Metileno

37



(SAAM)

HIDROCARBUROS

Hidrocarburos Totales mg/L 10,00 10,00
(HTP)

COMPUESTOS DE FOSFORO

Ortofosfatos (P-PO43- mg/L Andlisis y reporte Andlisis y reporte
)

Tabla 2. Valores Maximos fisico-quimicos permisibles en Agroindustria
Fuente: Decreto 631 del 2015.>

El decreto 1076 del 2015 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible es
un compendio de las diferentes normas vigentes que rigen a nivel nacional sobre
las diferentes actividades de aprovechamiento, regulacion y proteccion en el
ambito ambiental. Alli se decretan todas aquellas estrategias para el control,
proteccion, recuperacion, conservacion, manejo y uso sostenible de estos
ecosistemas. Por lo cual en el decreto se cuenta con planes de ordenamiento,
control, monitoreo y proteccion, definicion de funciones, derechos y obligaciones
de los diferentes actores sobre estos sean gubernamentales o particulares, a su
vez determina las diferentes estrategias para el diagndstico ambiental, impacto
ambiental, politicas de control y administracibon de parques nacionales y
ecosistemas protegidos, permisos, autorizaciones o licenciaturas ambientales,
aprovechamiento de los recursos de estos ecosistemas, estudios de caracter
cientifico, entre otros. Ademas de lo anteriormente expuesto se encuentra los
requerimientos minimos para la creacion de las anteriores estrategias

mencionadas.®?

Finalmente se cuenta con la Politica Nacional para la Gestion Integral del Recurso
Hidrico (PNGIRH) del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Politica
nacional para la gestion integral de la biodiversidad y sus servicios ecosistémicos
(PNGIBSE) del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible donde se disponen
los objetivos, estrategias, metas, indicadores y lineas de accion estratégicas para
el manejo del recurso hidrico en el pais, en un horizonte de 12 afios; y se busca

promover la Gestion Integral de la Biodiversidad y sus Servicios Ecosistémicos
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(Gibse), de manera que se mantenga y mejore la resiliencia de los sistemas
socioecoldgicos, a escalas nacional, regional, local y transfronteriza, considerando
escenarios de cambio y a través de la accidon conjunta, coordinada y concertada

del Estado, el sector productivo y la sociedad civil respectivamente.** *

2.3Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas residuales se realiza con la finalidad de cumplir los
requisitos minimos establecidos por las normativas antes de un tratamiento
secundario o de su descarga en un efluente, es fundamental para evitar la
contaminacion de las fuentes hidricas, este se realiza para manejar el pH,
temperatura, contenido de sdlidos en suspension, materia organica, metales
pesados, grasas y aceites, dentro de lo establecido antes de un tratamiento

biolégico o la descarga en un cuerpo de agua.’* "

Para la remocion de contaminantes en el agua existen varios sistemas de
tratamiento de aguas residuales, inicialmente se pueden clasificar segun el tipo de

proceso:’* "

e Proceso fisico: Se da la remocidon de material superficial que trae consigo
el agua y que puede ser facilmente removido por medio de mallas o
barreras, rejillas, trituradores, sedimentador primario, espesadores Yy

filtracion. 8

e Proceso quimico: Es necesaria la aplicaciéon de productos quimicos para
efectuar la eliminacion de los contaminantes presentes en el agua, se utiliza

para los procesos de precipitacién, adsorcion y desinfecciéon.”

e Proceso bioldgico: Este se da utilizando la actividad biolégica de distintos
microorganismos donde se efectua la eliminacion de sustancias organicas
biodegradables presentes generando el consumo de nitrogeno y fosforo

para que se dé la produccion de gases.” "
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De igual manera se puede clasificar segun el grado de tratamiento, debido a que
las aguas residuales contienen contaminantes variados ya sea en tamafio con en
composicion, es necesario realizar diferentes procesos de limpieza iniciando con
el mas simplificado hasta llegar al mas complejo que se centre en fines muy

especificos, por lo tanto, los tipos de tratamiento que se dan son:’* "

e Tratamiento preliminar: Su objetivo es remover solidos gruesos, grandes
y abrasivos que floten o se encuentren suspendidos en el agua. Las
estructuras de tratamiento que se utilizan en este tratamiento son rejillas o
tamices, desarenadores, tanques de igualacibn u homogeneizacion,

trituradores de canal.”>"

e Tratamiento primario: Su funcion es limpiar el agua de particulas de gran
tamafio, se encamina hacia la remocion de solidos sedimentables o
materiales flotantes ya sea por medios fisicos o quimicos. Se encarga de
remover los sélidos en suspension (SST), las estructuras utilizadas en este
proceso son sedimentadores, tanques de flotacion, separadores por

gravedad, floculacién 0 coagulacién.”® &

e Tratamientos secundarios: Permite remover la materia organica soluble
mediante procesos bioquimicos por medio de la acciébn metabdlica de
microorganismos, en esta se reduce la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) vy los solidos suspendidos (SST), junto con pequefias cantidades de

nitrégeno, fosforo, metales pesados y bacterias patégenas.’® "

- Sistema aerobico: En presencia de un alto contenido de oxigeno los
microorganismos degradan la porcion organica de los desechos a
diéxido de carbono y agua en presencia de oxigeno. El ambiente
aerobio se logra mediante aireacion difusa o mecanica en un tanque

de aireacion.”> "
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- Sistema anaerobico: Este sistema que se da bajo condiciones
nulas de oxigeno, reduce DQO, DBO y SSV dando como resultado la

produccién de biogas, calor y una poca cantidad de biomasa.”® "

e Tratamiento terciario: Para este tipo de tratamiento se realizan procesos
mas complejos de caracter fisicoquimico y biologico, se realiza para
remover contaminantes concretos como fdsforo, nitrdgeno, minerales,
metales pesados y mas compuestos organicos e inorganicos, debido a su
complejidad se da para purificar los desechos de algunas industrias, para
este se utilizan métodos como la filtracion con arena, carbon activado,
desinfeccion, sistemas de membranas, entre otros. Los lodos resultantes de
este proceso de descontaminacion son de alto riesgo para el ambiente y la
salud, por lo tanto, es una prioridad considerar un buen manejo,

aprovechamiento y una disposicién controlada.’® "

2.4Vertimientos farmacéuticos

Las empresas farmacéuticas producen diversos tipos de medicamentos, estas
compariias descargan tanto aguas residuales de produccion como doméstica.
Para la proteccion del agua y del medio ambiente estas aguas deben ser tratadas
para poder ser depositadas ya sea en aguas superficiales o para ser reutilizadas,
una de las principales caracteristicas es que estas aguas suelen ser acidas,

contienen compuestos organicos y sélidos totales.*

Debido a limitaciones analiticas y a la ineficiencia de las técnicas para eliminar
totalmente estos tipos de contaminantes, existe la presencia de bajas
concentraciones de medicamentos en aguas efluentes, por lo que no son
detectados y se dificulta su eliminacion 6ptima, al encontrarse en baja
concentracion aparentan poco riesgo para la salud, pero, muchos de ellos fueron
disefiados para traspasar las membranas celulares y se activan en baja
concentracion. La regulacion de los metabolitos de los farmacos es escasa debido
al desconocimiento de sus efectos y la falta de un registro con todas las especies

quimicas que se puedan encontrar en el ambiente.*® 4’
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Los compuestos farmacéuticos tienen efectos adversos en el ecosistema como:
una fuente de contaminacién organica; afecta procesos biologicos por los
antibidticos y desinfectantes; tiene efectos toxicos debido a que se bioacumulan
como estrogénicos, genotoxicos, cancerigenos, teratogénicos y resistencia
antibiética.*® *’

Dentro de todos los farmacos que se pueden hallar, los mas comunmente
encontrados en ambientes acuaticos (rios, lagunas, residuales) son:
analgésicos/antiinflamatorios, antibidticos, antiepilépticos B-bloqueantes,
reguladores de lipidos, medio de contraste en rayos X, anticonceptivos orales,

esteroides, broncodilatadores, tranquilizantes, etc.*® 4’

2.5Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso fermentativo microbiano en ausencia total o
parcial de oxigeno, este proceso da origen a diferentes gases donde los
principales son el metano en una proporcién de 50% a 70% y diéxido de carbono
en una proporcion de 30% a 50 %. Ademas del metano y el carbono se
encuentran pequefas cantidades de otros elementos como el nitrégeno, oxigeno,
hidrégeno y sulfuro de hidroégeno. La digestibn anaerobia se presenta en
diferentes escenarios de la naturaleza como lo son pantanos, en sedimentos de
lagos y mares, en algunas zonas anddicas del suelo, como en fuentes de aguas

termales sulfurosas y en tractos digestivos de los rumiantes.*

Los microorganismos presentes trabajan en grupo con el fin de degradar la
materia organica en etapas sucesivas donde cada una desencadena la siguiente.
Los microorganismos anaerobios obtienen principalmente su energia mediante la
utilizacion de las vias fermentativas, donde los compuestos organicos como acidos

y alcoholes sirven como aceptores finales de electrones *?
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Durante el proceso de degradacion de la materia que es dado para conseguir la
digestion anaerobia por los diferentes microorganismos que interactian entre si,

ocurren reacciones metabolicas complejas que se dividen en 4 (ver figura 5):

1. Hidrolisis: Es donde ocurre la descomposicion biologica de polimeros
organicos en moléculas mas simples como mondmeros y dimeros para que
puedan atravesar la membrana celular, este proceso lo realizan enzimas
denominadas hidrolasas que rompen enlaces especificos con ayuda de

agua para que puedan ser utilizadas. #?

En la degradacion anaerobia frecuentemente se da en polimeros como
celulosa y hemicelulosa, donde actua la enzima celulasa la cual tiene tres
tipos: endocelulasa, que rompe los enlaces 1,4-B glucosidicos internos del
polimero; exocelulasas, encargadas de romper los enlaces 1,4-B
glucosidicos de los polimeros reducido por las endocelulasas para obtener
tetrameros o dimeros y al final, las celobiasas o B glucosidasas, quienes
hidrolizan las moléculas resultantes de la anterior hidrolisis en dos

moléculas de glucosa. *

2. Fermentacién: Incluye diversos microorganismos y procesos donde se
genera menos energia en comparacion con los aerobios, y es por esto, que
utiizan mayor cantidad de azucares generando mayor cantidad de
metabolitos, donde durante el proceso de produccién de metabolito los
productos finales son sustancias organicas como por ejemplo: acido lactico,
acido propiénico, acido acético, butanol, etanol, acetona, hidrogeno y
diéxido de carbono, donde los acidos grasos volatiles son importantes
intermediarios para la eficiencia de la metanogénesis.*

En seguida se explica los diferentes tipos de fermentacién en los que
participan las bacterias:

e Fermentacion alcohdlica: Es un proceso que se da en ausencia de

O,, donde se produce etanol y CO, en forma de gas y moléculas de

ATP, obteniendo energia, a partir de hidratos de carbono como la

glucosa, la fructosa y la sacarosa.*?
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e Fermentacion heterolactica: Su producto final no solo es acido
lactico como ocurre en la fermentacibn homolactica, en esta se
pueden obtener otros productos como el &cido acético y acido
férmico, también se puede obtener en pequefias cantidades CO, y
acido succinico. #?

e Fermentacion acetona butanol: En esta fermentacién se obtiene
butanol, etanol, acetona e isopropanol, este proceso metabolico se
da en dos diferentes fases que se conoce como fase de
acidogénesis y fase de solventogenesis, donde en la primera hay
formacion de &cido acético, butirico y ATP, ya en la segunda fase los
acidos son asimilados y aparecen metabolitos secundarios como
acetona-butanol-etanol. %2

e Fermentacion propidnico: Sus productos finales son acido
propionico, &cido aceético, acido succinico y dioxido de carbono.
Utilizando el acido lactico, polialcoholes, aminoacidos, glucosa,

glicerol y otros &cidos organicos como sustrato. *2

La fermentacion propidnico de la hexosa se hace de dos

formas

Hexosas — acido lactico — acido propionico

Hexosas — acido piruvico — acido propionico

e Fermentaciéon &cido butirico: Se obtienen como productos finales
etanol, acetato, butirato, butanol, acetona e isopropanol ya se a partir
de un hidrato de carbono o de aminoacidos como la alanina y la

glicina. *?

3. Acetogénesis: En esta fase, los acidos organicos volatiles se convierten
en &cido acético, dioxido de carbono e hidrogeno. Puede ser producido por
dos mecanismos diferentes: acetogénesis por hidrogenacion, donde se
produce acetato como producto de la reduccién de didxido de carbono mas
hidrogeno vy, la acetogénesis por deshidrogenacion, donde las bacterias
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s6lo sobreviven en asociacion con microorganismos que consumen el
hidrégeno como las bacterias homoacetogénicas y bacterias sulfato

reductoras.*?

Las bacterias homoacetogénicas son anaerobios estrictos que catalizan
la formacion de acetato a partir de hidrégeno y dioxido de carbono, donde la
reduccién del CO, se da por la ruta del Acetil CoA, luego, ocurre un proceso

de fermentacién para producir acetato como producto final.*?

4. Metanogénesis: Es la Ultima etapa de la digestién anaerobia, el metano se
puede producir a través de dos rutas principalmente: la acetoclasica donde
el principal sustrato usado por los microorganismos es el acetato, esta via
aporta 70% del metano producido, y la hidrogenotréfica en donde los
microorganismos utilizan el hidrogeno y el dioxido de carbono como
sustratos obteniendo del 27 al 30 %de metano. Las bacterias que
pertenecen a esta fase tiene la capacidad de convertir substratos
monocarbonados o con atomos de carbono unidos por un enlace covalente
como el acetato, el hidrégeno, el dioxido de carbono, formiato, metanol y
algunas metilaminas. La metanogénesis también puede ocurrir a partir de
acidos organicos y alcoholes, el metano obtenido puede ser utilizado como

sustrato de microorganismos como los aerobios estrictos.*?

2.6 Reactores UASB

El tratamiento anaerobio ha sido ampliamente usado para el tratamiento de aguas
residuales de diversos tipos de industrias como destilerias, tenerias, textil y de
alimentos. El reactor de manto de lodo anaerobio de flujo ascendente, mas
conocido como UASB, se utiliza para tratar diferentes tipos de aguas residuales de
origen industrial, esto, debido a su efectividad con aguas residuales con alta carga
organica y sus ventajas econémicas.**

El reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB) inicialmente se inocula con
cantidad suficiente de lodo anaerobio y se comienza a alimentar a velocidades de

carga baja en flujo ascendente, este periodo siendo el mas importante de la
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operacion del reactor se denomina puesta en marcha del sistema. La velocidad
de carga del sistema debe aumentarse de forma continua acorde con la respuesta
favorable del sistema. Después de varios meses un lecho de lodo altamente
concentrado (40 a 100 g Sélidos Totales/L) se desarrolla en el fondo del reactor,
este lodo es muy denso, con caracteristicas de sedimentacion, puede ocurrir el
desarrollo de lodo granular (diametro de 1 a 5 mm) dependiendo del lodo
inoculado, de las caracteristicas del agua residual y las condiciones en que opere
el reactor.

Sobre el lecho de lodo se genera un area de crecimiento bacteriano con soélidos y
baja velocidad de sedimentacién, la concentracion del lodo en esta area esté entre
1 al 3 %, el sistema se encuentra en constante agitacion, esto por el movimiento
ascendente de las burbujas de biogas y al flujo de la alimentacion (influente) a

través del reactor.**

El lodo es arrastrado por el movimiento ascendente de las burbujas de gas por lo
gue se usa un separador de tres fases (sélido, liquido, gas) en la parte superior del
reactor donde existe una zona de sedimentacion donde el lodo mas pesado se
elimina de la materia liquida y se devuelve al compartimiento de digestion y las

particulas més ligeras abandonan el sistema junto con el efluente final. **

El separador de fases asegura la devoluciéon de lodo y la alta capacidad de
retencion de gran cantidad de biomasa activa sin usar ningun tipo de material de
soporte, por lo tanto, estos reactores tienen elevados tiempos de residencia de
lodos (edad de lodo), normalmente puede superar los 30 dias, permitiendo que se

estabilice del exceso de lodo eliminado del sistema. **
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Figura 4. Dibujo esquematico de un reactor UASB
Fuente: Veiga Barbazan, M. Reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB).44

La mayoria de estos reactores a gran escala se utlizan para tratar aguas
agroindustriales, y su uso para tratar agua residual de industrias quimicas y aguas

fecales va en aumento, las ventajas principales del uso de reactores UASB son:

Sistema compacto, con bajos requerimientos de espacio

Bajos costes de construccion y operacion

Baja produccién de lodos

Bajo consumo energético (solamente para el bombeo del influente, si es
necesario)

e Buenas eficacias de eliminacion de materia organica, entre el 65y 75%

e El lodo en exceso presenta una concentracidon elevada y buenas

caracteristicas de deshidratacion

Los reactores UASB también presentan desventajas y limitaciones como:

e Tiempo necesario para la puesta en marcha del sistema elevado, puede ser
lenta (4 a 6 meses)

e Necesidad de una etapa de post-tratamiento.**

2.7 Lodos

Un lodo se define como “Suspension de un sélido en un liquido proveniente de

tratamiento de aguas, residuos liquidos u otros similares” (Ministerio de Ambiente,

47



Dec. 3930, 2010),contienen gran cantidad de materia organica, microorganismos,
macro y micronutrientes y en su mayor parte, agua, contiene gran cantidad de
materias en suspension y compuestos organicos, este puede ser extraido
directamente de fuentes naturales como lo son sedimentos de laguna, laguna
anaerobia junto con estiércol fresco o digerido, también puede ser utilizado el
material solido que queda después del tratamiento de aguas ya sea primario,
secundario o terciario de una planta de tratamiento de agua residual (PTAR), estos
lodos suelen tener buenas caracteristicas para su aprovechamiento, pueden ser
de tipo granular, domeésticos digeridos o extraidos de una fosa séptica. Hay que
tener en cuenta que los lodos son clasificados en tres categorias donde estan: Los
lodos aprovechables, no aprovechables y peligrosos.’®

Lodos aprovechables: Son todos aquellos que provienen de aquel proceso de
tratamiento y que tiene la cualidad de poder ser reutilizado como reciclaje,
compostaje y generacion de energia. Principalmente son lodos provenientes de
procesos de tratamiento aerobio como anaerobio de plantas de tratamiento de
aguas residuales que cumplen luego con la opcion de ser usados como abono,

acondicionadores, restauradores de suelos o productores de energia.?®

Lodos no aprovechables: Son lodos que no tienen ninguna caracteristica de tipo
aceptable para su uso en procesos de renovacion o generacion de energia, ya que

por lo general su nivel de carga orgénica puede ser poca o nula.?

Lodos peligrosos: En este caso se encuentran aquellos lodos que en su
composicién poseen sustancias que causan dafio directamente sobre el medio
ambiente o los seres vivos, por lo general estos deben ser desechados en
condiciones adecuadas de seguridad.?

Caracteristicas fisico-quimicas del lodo crudo: Es importante realizar un
control de medicion de las cualidades quimicas del lodo crudo que va dirigido al
proceso de digestion anaerobia como lo es la medicion de pH, de la alcalinidad y

del contenido de acidos organicos, asi mismo determinar el contenido de metales
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pesados, pesticidas e hidrocarburos como a su vez el contenido energético

(térmico) del lodo.

De acuerdo a ello la Tabla 3 refleja la composicién quimica tipica de los lodos

crudos y digeridos.?®

Fango primario crudo Fango primario digerido Fango activado
Caracteristicas intervalo
Intervalo Valor tipico Intervalo Valor tipico
Sélidos secos 2,0-8,0 5,0 6,0-12,0 10,0 0,83-1,.16
totales (ST) %
Solidos volatiles 60-80 65 30-60 40 59-88
(%ST)
Grasas y aceites
(%ST)
Solubles en éter 6-30 - 5-20 18 -
Extractable en 7-35 - - - 5-12
éter
Proteinas (%ST) 20-30 25 15-20 18 32-41
Nitrégeno (N, 1,5-4 2,5 1,6-6,0 3,0 2,4-5,0
%ST)
Fosforo (P205, 0,8-2,8 1.6 1,5-4,0 25 2,8-11,0
%ST)
Potasio (K20, 0-1 0,4 0,0-3,0 1,0 0,5-0,7
%ST)
Celulosa (%ST) 8,0-15,0 10,0 8,0-15,0 10,0 -
Hierro (no como 2,0-4,0 2,5 3,0-8,0 4,0 -
sulfuro)
Silice (SiO2, 15,0-20,0 - 10,0-20,0 - -
%ST)
pH 5,0-8,0 6,0 6,5-7,5 7,0 6,5-8,0
Alcalinidad (Mg/I 500-1.500 600 2.500-3.500 3.000 580-1.100
como CaCO3)
Acidos organicos 200-2.000 500 100-600 200 1.100-1.700
(Mg/l como HAc)
Poder calorificoE 23.000-29.000 25.500 9.000-13.500 11.500 18.500-23.000
(MJ/kg)

Tabla 3. Composicién quimica tipica del lodo crudo y digerido

Fuente: Tchobanoglous G, Burton F. Wastewater Engineering Treatment and Reuse. 1st ed. New
York: Copyright © 2007 by Metcalf & Eddy, Inc.; 2007.%°
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Tomando en cuenta el tratamiento de aguas residuales y de acuerdo al tipo de
planta de tratamiento, durante las etapas de tratamiento primario y secundario se

generan los siguientes tipos de lodos:?’

Lodos primarios: Son producidos a partir de la primera etapa de tratamiento o
sedimentacion, donde cuyo objetivo es remover sélidos sedimentables, donde la
cantidad de lodo en produccion va a depender de la carga superficial o el tiempo
hidraulico de retencion. por otro lado, cuando esta etapa de tratamiento primario
es tratada con quimicos se da la produccion de mayor cantidad de lodo dada por
una mayor remocién y precipitacion quimica de la materia coloidal.?®

Lodos secundarios: Este tipo de lodo es producido en aquellos procesos de
tratamiento biologicos en los cuales se convierten los residuos en biomasa,
también se pueden incluir aquella materia que permanece en el agua
posteriormente a la sedimentacion primaria dada en la primera etapa de
tratamiento.”

Para su produccién se deben tener en cuenta distintos factores que infieren en su
cantidad como lo son: remocion de nutrientes, cantidad de sustrato, la eficiencia
gue se de en el tratamiento primario, y la relacion de SST (Sélidos Suspendidos
Totales) a DBO (Demanda bioldégica de oxigeno). Este tipo de lodos son
producidos en reactores bioldgicos y son separados del agua en la etapa

secundaria de tratamiento.?®

Lodos terciarios: Se producen después de procesos de tratamiento con agentes

floculantes.?®

Lodos activados: Procesos de tratamiento biolégico de aguas residuales en
ambiente aerobio, donde las aguas residuales son aireadas en un tanque que

contiene una alta concentracién de microorganismos degradadores.?

A continuacion, se presenta la composicion quimica de lodos producidos y

tratados en las etapas de tratamiento.?
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Parametros Lodos primarios Lodos secundarios Lodos digeridos
(mezcla)
pH 55-6,5 6,5-7,5 6,8-7,6
Contenido de agua 92 - 96 97,5-98 94 - 97
(%)
Ssv (%sst) 70 - 80 80 -90 55 - 65
Grasas (%osst) 12-14 3-5 4-12
Proteinas (%ss) 4-14 20-30 10-20
Carbohidratos (%ss) 8-10 6-8 5-8
Nitrégeno (%ss) 2-5 1-6 3-7
Fosforo (%ss) 0,5-15 15-25 0,5-15
Bacterias patégenas 10%°10° 100 - 1000 10-100
(NMP/100 ml)
Metales pesados 0,2-2 0,2-2 0,2-2
(%ss) (Zn, Cu, Pb)

Tabla 4. Composicién quimica de lodos obtenidos de las etapas de tratamiento
Fuente: Tchobanoglous G, Burton F. Wastewater Engineering Treatment and Reuse. 1st ed. New

York: Copyright © 2007 by Metcalf & Eddy, Inc.; 2007.%

Lodos metanogénicos: Este tipo de lodo tiene caracteristicas que van desde su

color marrén oscuro - negro y contiene una gran cantidad de gas.

A continuacién, se presenta las principales propiedades de los lodos granulares

presentes en reactores de UASB de alta carga.

CARACTERISTICA INTERVALO
Densidad (kg/m°) 1028 a 1082
Relacion SSV/SST 0.45a0.90
Velocidad media de sedimentacion (m/h) 53 a 100
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Diametro medio de granulos (mm) 0.8a22

Actividad metanogénica (gDQO- 0.2al9
CH*/gSSV/d)

Tabla 5. Propiedades de lodo granular
Fuente: Diaz-Baez M, Espitia S, Molina F. Digestiéon anaerobia. Bogota, D.C. Universidad Nacional

de Colombia; 2002.*

2.8 Muestreo

Para realizar la toma de muestra de lodo principal a tener en cuenta es mantener
condiciones anaerobias debido a que es la caracteristica principal para la
conservacion de la biodiversidad microbiana presente bajo estas cualidades, ya
gue el oxigeno afecta sustancialmente la prevalencia de los microorganismos a
analizar, debe ser tomado en recipientes limpios y estériles, idealmente se debe
recoger la muestra aproximadamente a 15 a 40 cm por debajo de la superficie,
tomando la muestra compuesta a partir de alicuotas de lodo de diferentes puntos
de la zona de muestreo, el transporte de la muestra debe ser bajo refrigeracion,
idealmente mantenerla a 4°C hasta el momento de ser procesada.*

En el caso para la toma de muestra de lodo en reactores de lecho suspendido, es
decir, UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) el procedimiento es realizado
extrayendo la cantidad de lodo que es necesaria a través de las valvulas de
drenaje que tiene el sistema del reactor, manteniendo las condiciones de

anaerobiosis y refrigeracién mencionadas anteriormente.’

Es importante determinar si el inoculo de lodo tiene una alta actividad
metanogénica y para esto la caracterizacion microbiologica es fundamental,
gracias a esto se puede identificar y seleccionar potenciales indculos para
reactores anaerobios, por lo tanto, es ideal realizar una verificacion microscopica
de la morfologia de los microorganismos presentes en la muestra por medio de un
Gram directo, otro criterio que debe ser analizado es la relacibn de los
microorganismos con el oxigeno y asi determinar su clasificacion ya sea como
aerobios obligados, anaerobios obligados, anaerobios aerotolerantes, anaerobio
facultativo y microaerdfilo; de igual manera las caracteristicas fisicoquimicas que

se evallan para determinar la calidad del lodo a analizar son densidad, relacién
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SSV/SST, velocidad media de sedimentacion, DQO, diametro medio de granulos
junto con la determinacion de actividad metanogénica especifica, gracias a esto se
podra determinar si la biomasa presente en la muestra posee o no la capacidad de
convertir la materia organica en metano y si esta es suficiente para ser aplicado

como inéculo para las plantas de tratamiento™

2.9 Evaluacion fisicoquimica de lodos
e pH

El pH es una medida que representa la acidez o la alcalinidad de una sustancia de

forma numérica que expresa las concentraciones de iones de H libres.!
e Granulometria

El tratamiento anaerobio de residuos liquidos en reactores de lecho suspendido,
tiene como fundamento el lograr la formacién de granulos que tengan velocidad de
sedimentacion alta y actividad metanogénica notable. Los granulos evolucionan
con el tiempo y dependen de la operacion del reactor y del estado en que se
encuentre el mismo, es decir en la fase de arranque o en la estable. La
determinacién del tamafio de los granulos permite establecer sus cambios durante
un proceso de granulacion y, ademas, permite identificar la homogeneidad o

heterogeneidad de los granulos del lodo con respecto a su tamafio.*
e DQO

Se realiza para evaluar la tasa de remocion de la materia organica por medio de la
oxidacion de esta, para este proceso se utilizé el Test en cubetas DQO de la
marca Merck Millipore, esto sucede con una solucion sulfdrica caliente de
dicromato potasico y sulfato de plata como catalizador. Los cloruros son

enmascarados con sulfato de mercurio.?

e Acidos Grasos Volatiles (AGV)
Los Acidos Grasos Volatiles son compuestos de cadena carbonada corta tales
como el Acido férmico, acético, propionico, butirico, isobutirico, valérico e

isovalérico, entre otros, que son implementados principalmente para la produccion
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de energia tanto en individuos de caracter pluricelular como lo son los rumiantes
como individuos de caracter unicelular tales como los microorganismos que
componen los consorcios microbianos encargados en la degradacion de materia

orgénica a metano. *°
e Sdlidos

Los solidos hacen referencia al material suspendido en el agua ya sea de caracter
residual o natural, encontramos principalmente los sélidos solubles totales (SST) y
los soélidos solubles voléatiles (SSV) y son esenciales para la caracterizacion de
lodos metanogénicos. Para ellos se implementa la técnica de incineracion de las
muestras en estudio a 550 °C donde se evaluara el peso obtenido antes y
después del procedimiento, dando como resultado la obtencién de los SSV y los
SST al restar el peso inicial del lodo con el final, la diferencia obtenida hara
referencia a los sélidos solubles volatiles (SSV), mientras que el peso obtenido al

incinerar la muestra haré referencia a los sélidos solubles totales (SST). *

2.10 Microorganismos implicados en digestion anaerobia

Las bacterias para la realizacion 6ptima de estos procesos estan condicionadas
por ciertos factores fisicos y quimicos como son: materia organica, acidos grasos
volatiles, temperatura, pH, nutrientes, presencia de elementos como el nitrégeno,
fésforo, azufre, carbono, entre otros. A continuacion, se presenta el proceso
gréfico (figura 5) de las principales etapas de la digestion anaerobia y aquellos

grupos bacterianos que se encuentran involucrados durante el proceso.*
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Figura 5. Etapas principales de la digestion anaerobia
Fuente: Corrales, L., Antolinez Romero, D., Bohérquez Macias, J. and Corredor Vargas, A. (2015).
Bacterias anaeroblas procesos que reallzan y contribuyen a Ia sostenibilidad de la vida en el
planeta. Nova, 13(24), p. 55.°2

La digestion anaerobia es un proceso complejo de caracter fermentativo llevado a
cabo por microorganismos anaerobios facultativos y anaerobios estrictos que son
caracteristicos de ambientes con bajas concentraciones de oxigeno como
pantanos, animales rumiantes, lechos marinos, lechos de biorreactores
anaerobios, entre otros.®’ Se han descrito gran variedad de microorganismos
implicados en los consorcios microbianos que realizan procesos metabdlicos
consecutivos para degradar la materia organica a biogas tales como: Lactobacilos,
Spirillum, Klebsiella, Actinomyces, Vibrio, Corynebacterium, Bacillus, Micrococcus,
Pseudomonas, Alcaligenes, Sarcina, Aerobacter las cuales son bacterias
anaerobias facultativas; por otro lado encontramos bacterias anaerobia estrictas
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tales como: Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, Sphaerophorus,
Fusobacterium, Veillonella, Peptococcus, Desulfovibrio, entre otros. Por ultimo,
encontramos a las Arqueas las cuales son la poblacibn més importante y
determinante en la digestion anaerobia, ya que son microorganismos
extremadamente sensibles al oxigeno y producen como resultado final de su
metabolismo metano dando como resultado la obtencion del biogas; algunos de
sus principales representantes son: Methanobacterium, Methanococcus,
Methanospirillum, Methanobrevibacter y Methanomicrobium. Por tal biodiversidad
se han identificado diferentes factores determinantes para su crecimiento tales
como rangos de pH, temperatura, sustratos y sustancias inhibitorias.' 3" %

Para que se dé el proceso de degradacién anaerobia de la materia organica
presente en aguas residuales, existe la intervencion de diversos grupos de
bacterias anaerobias facultativas y anaerobias estrictas las cuales utilizan de
forma secuencial aquellos productos metabdlicos que se van generando a través
del proceso por cada grupo de bacterias como se puede ver en la Figura 5, esta

degradacion anaerobia de compuestos orgénicos involucra tres grupos tréficos:*

e Grupo I: bacterias hidroliticas y fermentativas
e Grupo II: bacterias acetogénicas.

e Grupo lll: bacterias metanogénicas.

Grupo |: Bacterias fermentativas - hidroliticas

Este grupo pertenecen aquellos microorganismos que tienen la capacidad de
hidrolizar o romper moléculas de polisacéaridos, proteinas y grasas con el objetivo
de transformarlos en compuestos simples como azlcares, aminoacidos y acidos
grasos. Las bacterias que integran este proceso de reacciones son del tipo
anaerobias facultativas y entre ellas podemos encontrar los siguientes géneros
bacterianos mas frecuentes que llevan a cabo esta reaccibn como lo son los
miembros de la familia Enterobacteriaceae, como también los géneros: Bacillus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus y

Clostridium.*33°
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Grupo ll: Bacterias acetogénicas

Para que el proceso de la metanogénesis sea eficiente, los productos obtenidos
de la fermentacion como lo es el propionato y el butirato deben ser oxidados a
acetato, CO, e hidrégeno. Como tal la oxidacion esta dada por un grupo
denominado de organismos acetdgenos productores obligados de hidrégeno
(OHPA, Obligate Hydrogen Producing Acetogens), dado procedimiento es
conocido como “acetogénesis” .> Encontramos bacterias representantes en esta
etapa como lo son: Syntrophomonas wolfei y Syntrophobacter wolini que son
capaces de transformar los productos de la fermentacién en productos mas
sencillos, como el acetato (CH3COO-) e hidrogeno (H,).*

En este grupo se encuentran un tipo especial de microorganismos acetogénicas,
que son también conocidos como homoacetogénicos, ya que son capaces de
crecer en presencia de azUcares o compuestos de tipo monocarbonatados,
generando como uUnico producto de metabolismo el acetato, éstas no tienen la
funcién de producir hidrégeno como resultado de su metabolismo, sino que lo
consumen como sustrato. Los pioneros microorganismos homoacetogénicos que

se han logrado aislar son: Acetobacterium woodii o Clostridium aceticum.>*%

Grupo lll: Bacterias metanogénicas

Para esta etapa, se encuentra un amplio grupo de bacterias anaerobias estrictas,
donde van actuar directamente en los productos resultantes de las dos etapas
anteriores, tomando en cuenta que van a ser estos microorganismos los que van a
tener la capacidad metanogénica y de tal forma los mas importantes dentro del
consorcio anaerobio puesto que su capacidad de formar metano sumado a
eliminar del medio los productos de los grupos anteriores culminan el proceso de
digestién anaerobia.*

Los microorganismos metanogénicos presentes en esta etapa son clasificados
dentro del dominio Archaea y, por lo tanto, tienen caracteristicas comunes que los
diferencian del resto de procariotas. En este grupo de microorganismos se

encuentra una division, en funcién del sustrato principal que metabolizan.
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e Hidrogenotréficos: Son los que usan en su metabolismo el consumo de

hidrogeno junto al diéxido de carbono y acido formico.

e Acetoclasicos: Tienen la capacidad de consumir el acetato, metanol y

algunas aminas, donde en estudios se ha demostrado que un 70% del

metano producido en los reactores anaerobicos es formado a través de la

descarboxilacion de &cido acético, donde solo dos microorganismos se han

encontrado con esta capacidad de utilizar el acetato los cuales son

Methanosarcina y Methanothrix.

En la Tabla 6, se evidencia las bacterias que participan en el proceso de

fermentacién durante las diferentes etapas, donde las especies Acetobacter y

Eubacterium tienen una participacion similar durante el proceso.*

Taxonomia Especies Descripcién Metabolismo
Género: A. woodii El género Reducen
Acetobacterium B. paludosum Acetobacter autotroficamente
comprenden un compuestos
grupo de bacilos poliméricos,
Gram negativos, oligbmeros,
moviles que realizan | monémeros 'y CO,,
una oxidacion utilizando el

incompleta de
alcoholes,
produciendo una
acumulacion de
acidos organicos
como productos
finales.

hidrégeno como

fuente de electrones.

Estos
microorganismos
hacen posible la
descomposicién de
los acidos grasos y
compuestos
aromaticos.

Género:
Eubacterium

. rectale

. Siraeum

. plautii

. cylindroides
. brachy

. desmolans
. callandrei

. limosum

mmmimimimimm

El género
Eubacterium
consiste en un grupo
de bacterias
anaeroébicas
obligadas Gram -
positivas.

La mayoria de las
Eubakteria
sacaroliticas
producen butirato
como el principal
producto de su
metabolismo.

Muchas especies
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son capaces de
descomponer
sustratos complejos
através de
mecanismos
especiales. Algunas
especies se
desarrollan
autotroficamente,
por lo tanto, son
capaces de cumplir
funciones
especificas en la
descomposicion
anaerdbica.

Tabla 6. Bacterias involucradas en el proceso de fermentacion durante las etapas de fermentacion.

Fuente: MANUAL DE BIOGAS. (2011). [evos] Santiago de Chile: Chile: Remocion de Barreras

para la Electrificacion Rural con Energias Renovables”. Available at:
http://www.fao.org/3/as400s/as400s.pdf [Accessed 8 May 2019].*°

A continuacion, se presenta la tabla que evidencia los microorganismos involucrados en
cada una de las fases del proceso de digestion anaerobia.

HIDROLISIS

ACIDOGENESIS | ACETOGENESIS

METANOGENESIS

NOZEN—Z2TO0TVD001WMO-—-ZLK

- Bacteroides

- Lactobacillus

- Propionibacterium
- Sphingomonas

- Sporobacterium

- Megasphaera

- Bifidobacterium
-Peptostreptococcus

- Micrococcus

- Clostridium - Clostridium
aceticum

- Paenibacillus
- Clostridium

- Ruminococcus | formicoaceticum

- Acetobacterium
wooddi

- Syntrophobacter
woolinii

- Syntrophomonas
wolfei

- Methanobacterium

- Methanospirillum
hungatii

- Methanosarcina
- Methanococci

- Methanopyri

Tabla 7. Microorganismos presentes en cada etapa de digestion anaerdbica

Fuente: Elaborado por los autores
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2.11 Factores que afectan el proceso de digestion anaerobia

pH: Es un factor determinante en el crecimiento microbiano puesto que cambios
bruscos de este genera afeccion de la membrana celular y al transporte de solutos
de carécter intra y extracelular, y a su vez inhibiendo enzimas. Se han descrito
diferentes microorganismos capaces de sobrevivir en diferentes rangos de pH,
entre los cuales encontramos microorganismos aciddéfilos los cuales puede
sobrevivir en rangos de pH de 1.1 a 5.5 como: Lactobacillus spp y Bifidobacterium
bifidum. En un rango de pH entre 5.5 y 8.0 encontramos a los microorganismos
neutrofilos tales como: Clostridium  perfringens, Methanococcus  sp,
Methanobacterium sp, y Propionibacterium acidipropionici. Por ultimo, estan los
microorganismos alcaléfilos que comprenden un rango de pH entre 85y 11.5
entre los cuales esta Clostridium botulinum, Clostridium sporongenes, Clostridium

tetani, Fusobacterium spp y Micrococcus spp. 133738

Temperatura: La temperatura al igual que el pH es otro factor determinante y
critico en cuanto al crecimiento y desarrollo bacteriano pues un disminucion o
aumento brusco del mismo genera afecciones graves en las bacterias tales como
desnaturalizacion e inactivacion de enzimaticas esenciales, colapsamiento de la
membrana citoplasmica y en ocasiones lisis térmica de la bacteria. Se han descrito
5 rangos de temperatura en los que pueden crecer los microorganismos, los
Psicrofilos (Bacillus spp), Psicrotrofos (Clostridium spp), Mesoéfilos (Clostridium
spp, Methanococcus spp, Methanobacterium spp), Termétrofos (Methanococcus
spp, Methanobacterium spp) y Termdfilos (Clostridium spp, Lactobacillus spp,
Thermus spp, Thermococcus spp) los cuales poseen rangos entre 10-15 °C, 20-30
°C, 30-36 °C, 42-46 °C y 50-80 °C respectivamente. ' 13 37 38

Toxicidad anaerobia: La toxicidad anaerobia es expresada al apreciarse una
disminucién en la produccidon de metano y biogas provenientes del consorcio
microbiano, en especial de la poblacion metanogénica, a causa de agentes toxicos
de diferentes procedencias, tales como compuestos quimicos resultantes de
procedimientos industriales en el agua residual a tratar tales como antibiéticos,

metales pesados, fenoles, tiosulfatos, tiocianatos, cianuros, agentes oxidantes
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fuertes como cromatos y cloro, tensoactivos anionicos, pesticidas y sales, entre
otros, generando asi la inhibicion de enzimas intra y extracelulares implicadas en

el proceso metabdlico de diversas poblaciones del consorcio microbiano.* ** 373

2.12 Aislamiento e identificacion de microorganismos en digestion anaerobia

Para el aislamiento e identificacion de los microorganismos participantes dentro
del consorcio microbiano existen diferentes métodos, entre los cuales
encontramos el numero mas probable (NMP), esta técnica requiere de la
implementacion de agares especificos que permitan el crecimiento de las
poblaciones que se desean aislar e identificar, posteriormente deben
implementarse agares aun mas especificos y sensibles para la deteccion del
género y posibles especies que puedan encontrarse dentro de los grupos
anteriormente aislados. Para ello se plantea la utilizacion de la siembra a
profundidad en placa con un posterior gaseo de los agares con Nitrdgeno para
poder asi evitar contaminacion por otros microorganismos, posteriormente debe
ser incubada bajo condiciones de temperatura especificas, ya que los géneros y
especies dentro de estos consorcios pueden variar de manera significativa segun
las condiciones tales como temperatura, pH, fuentes de energia proporcionadas,
entre otros; ademas deben incubarse estrictamente bajo CO,. Este método
presenta varias limitaciones tales como la determinacion de nuevos
microorganismos que puedan estar haciendo parte de los consorcios en estudio,
puesto que estos consorcios pueden variar de manera significativa a causa de las
condiciones que presenta el ecosistema de donde fueran recuperados, dando
como resultado selectividad y superioridad de algunas especies o géneros sobre

otros. 13

Otro de los meétodos implementados es el aislamiento e identificacion de
microorganismos implementando métodos semicuantitativos tales como la
implementacion de métodos semiautomatizados como el BBL Crystal, ya que este
permite la identificacién por medio de la lectura de diferentes pruebas bioquimicas

y posterior analisis cuantitativo segun la complementariedad de los resultados con
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microorganismos anteriormente analizados y registrados en el sistema o software.
Al igual que el método anterior cuenta con la limitacion de no poseer en su
totalidad medios de cultivo especificos que permitan identificar y aislar a todos los

microorganismos del consorcio sin generar exclusiones. > 8

Para poder superar estas dificultades se han implementado métodos moleculares
tales como la amplificacion de genes especificos y el andlisis de la secuencia de
ARNr 16S para poder asi proporcionar y facilitar la ubicacion taxonémica de los
microorganismos pertenecientes al consorcio microbiano. Estos métodos
moleculares son actualmente la herramienta mayormente utilizada en estudios
puesto que eliminan la posibilidad de excluir integrantes de los consorcios
microbianos por no contar con medios especificos y selectivos para cada uno de

ellos. 48

2.13 Actividad metanogénica especifica

La Actividad metanogénica (AME) podemos definirla como aquella maxima
capacidad para la produccion de metano por diferentes grupos de
microorganismos anaerobios, en donde se realiza bajo condiciones controladas de
laboratorio que permita la maxima actividad bioquimica de conversion del sustrato
organico a metano. Cuando se determina la AME en un lodo se logra identificar la
capacidad maxima de remocion de DQO de la fase liquida, por ello, se puede
estimar la maxima carga organica que se puede emplear en un biorreactor y asi
evitar su desestabilizacion, a su vez, permite determinar la concentracién minima
de biomasa que se puede emplear en el biorreactor para que se pueda obtener
una reduccién de la carga organica que ha sido empleada.”

La medicion de la AME se realiza por diferentes métodos que parten de
diferencias como la concentracion de inoculo, tipo y concentracion de los
nutrientes aplicados como también el tiempo de la incubacion. Es por esto que no
existen métodos que estan completamente estandarizados para lograr obtener

replicacion y comparaciéon de los resultados obtenidos segun las diferentes
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metodologias empleadas para la determinacion de la AME para el control de
procesos anaerobios.’

La cuantificacion de metano producido se realiza por diferentes metodologias
sofisticadas como manometria o cromatografia de gases, y métodos simples como

la medicién volumétrica.®

Formula: AM=P x 24 /| FC x V x SSV

P= Pendiente de la grafica en ml CH4/hora

FC= factor de conversion de DQO a CHg,

V= Volumen del lodo utilizado en el estudio en litros
SSV= Concentracion de SSV en lodo en gr/L

Método volumétrico para determinacién de AME:

e Método de desplazamiento de hidroxido de sodio al 3%

Esta metodologia es basada en poder obtener la cuantificacion del volumen de
metano generado mediante la digestion anaerobia por medio de una sustancia
guimica desplazante, ya sea el NaOH (Hidroxido de sodio) o el KOH (Hidréxido de
potasio) ya que por la propiedad de reaccionar con el CO, del biogas permite
determinar el volumen de metano producido mediante el desplazamiento ejercido
biogas-sustancia.’

A continuacion, se presentan las reacciones quimicas ejercidas:

H20 + COZ """""" H2C03
H,CO3+ 2NaOH  ------------ Na,CO3 + 2H,0
CO;, + 2NaOH ----------- Na,COsz + H,O

e Medicién de AME por cromatografia de gases:

La cromatografia es un método fisico en el cual los componentes a ser separados

son distribuidos entre dos fases, una fase es estacionaria mientras la otra se
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mueve en una direccion definida. Los componentes son separados por sus

diferentes tasas de migracion.*®

1
2
3
4.
5
6
7

El movimiento de las substancias durante la cromatografia es el resultado de
dos fuerzas oponibles, la fuerza de manejo de la fase movil y la fuerza
resistente o accién de retardo del solvente. La fuerza de manejo mueve las
substancias del origen de la columna en direccién del flujo de la fase mdvil. La
accion de retardo impide el movimiento de las substancias arrastrandolas del
flujo y adhiriéndolas al adsorbente. Las moléculas se encuentran alternando
entre estar pegadas al adsorbente o despegadas en el flujo, esto da como
consecuencia que, pese a que el flujo es constante, solo una fracciéon de las
moléculas se estan moviendo. Las substancias que se mueven mas
lentamente es porque estan siendo unidas mas fuertemente a la fase
estacionaria, mientras que aquellas que se mueven mas rapidamente es

porque son menos solubles o de poca afinidad.*®

Un cromatografo de gases se fundamenta de:
Fase movil.

Puerto de inyeccion.

Horno de la columna.

Columnas

Fase estacionaria.

Detector.

Sistema de registro de datos.*®

3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Universo, poblaciéon, muestra

Universo: Lodos

Poblaciéon: Lodos de Colombia

Muestra: Lodos de la laguna de Busbanza (Boyaca), del Rio Quenane

(Villavicencio) y control positivo de empresa farmacéutica
Tipo de estudio: Descriptivo y experimental

Enfoque de la investigacién: Cuantitativa y Cualitativa. Mixta

3.2 Hipotesis, variables, indicadores
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Hipotesis: Los lodos de la laguna de Busbanza, Boyacda y el Rio quenane,
Villavicencio, Meta tienen actividad metanogénica.

Variables:

- Dependientes: produccion de gas metano, AME, microorganismos
fermentativos e hidroliticos, acetogénicos y metanogénicos.
Indicadores:
- Volumen de gas metano: ml
- AME: gr DQO-CH4 / gr SSV Dia
- Bacterias: hidroliticas, fermentativas, acetogénicas y

metanogénicas.

- Independientes: Fuente del lodo, tamafio de particula del lodo, pH, DQO,
SST, AGV, temperatura.
Indicadores:
- Volumen del lodo utilizado en el estudio en litros
- Tamafio en mm.
- SSV en mgr/L
- Unidades de pH
- DQO en mg/

3.3 Técnicas y procedimientos:

Fase 1:

Recoleccion de muestras:

Para la recoleccion del lodo se debe contar con envases limpios de preferencia
estériles con el objetivo de eludir anexar microorganismos impropios a los
consorcios microbianos nativos del sitio de muestreo. se utilizé el protocolo de

Wills et al, teniendo en cuenta que la profundidad para obtener estos lodos deben
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oscilar entre los 15 a 40 cm de profundidad, el empaque en el que se
transportaron las muestras de lodo cumplia con las condiciones de esterilidad y
limpieza para evitar falsos resultados, se tomaron 1000 ml de muestra fraccionada
y no de un solo lugar, se realizaron 10 puntos de muestra para su obtencién donde
el frasco fue llenado a tope con el objetivo de preservar anaerobiosis y asegurar
crecimiento exclusivo de estos microorganismos de interés, para el transporte de
la muestra y su conservacion se transporté a una temperatura de 4 °C y se

mantuvo la cadena de frio hasta su procesamiento en el laboratorio.*

e Busbanza: Latitud: 5.8491667 Longitud: -72.86416666666666 GMS
(grados minutos segundos): Lat. N 5° 50’ 57” Long. O 72° 51’ 51” Altitud:
2472 m /8110 ft

Colombia

Figura 6. Ubicacion exacta de la toma de muestra en Busbanza, Boyacéa
Fuente: Google maps

e Villavicencio: Latitud: 4.080555555555556 Longitud: -73.51055555555556
GMS (grados minutos segundos): Lat. N 4° 4’ 50” Long. O 73° 33’ 38” Altitud:
355m /1164 f
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Colombia

Figura 7. Ubicacién exacta de la toma de muestra en Villavicencio, Meta
Fuente: Google maps

Fase 2:

Caracterizacién fisicoquimica de los lodos:

e pH

El pH se determiné utilizando un potenciometro marca Hanna Instruments
tomando 15 mL de muestra en tubo falcon. El potencidmetro fue calibrado antes
de la medicién insertando el electrodo en solucion amortiguadora de 7.0 y
posterior a lavado en solucion de pH 4.0, al finalizar la calibraciéon del
potenciémetro, el electrodo se lavo con agua destilada y se procedi6é a la lectura

de la muestra.!

e Granulometria

La determinacién del tamafio de los granulos permite establecer sus cambios
durante un proceso de granulacion y, ademas, permite identificar la homogeneidad
o heterogeneidad de los granulos del lodo con respecto a su tamafio." Ver Anexo

1. Granulometria lodo laguna de Busbanza, Boyaca

Procedimiento
1. Preparar agar bacteriolégico como lo recomienda la casa comercial, no
requiere su esterilizacion. Como alternativa se puede utilizar gelatina sin

sal.
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En 5 cajas de Petri, colocar 1 ml de lodo en el centro.

3. Enseguida verter el agar aun tibio, procurando formar una pelicula lo mas
delgada posible.

4. Distribuir la muestra en el agar de manera uniforme, con movimientos
circulares de la caja de Petri hacia la derecha y los mismos hacia la
izquierda formando ochos.

5. Esperar a que se solidifique el agar.

Observar en el microscopio optico.

Para su lectura se debe tener en cuenta:

* Presencia de granulos bien definidos y compactos.

* El valor del diametro promedio se debe realizar sobre una muestra al azar
(minimo 100 granulos).

« Para granos no esféricos se debe medir el diametro mayor.*

e Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Procedimiento

1. Homogenizar la muestra.

2. Agitar por balanceo la cubeta de reaccion para poner en suspension el
sediento.

3. Verter cuidadosamente 3,0 ml de muestra mediante la pipeta sobre el
reactivo en la pared interna de la cubeta de reaccion manteniéndola
inclinada.

4. Cerrar firmemente la cubeta con tapa roscada.

Mezclar vigorosamente el contenido de la cubeta agarrandola solamente
por la tapa roscada debido a que se calienta.

6. Calentar la cubeta durante 120 minutos a 148°C en el termorreactor
precalentado.

7. Sacar del termorreactor la cubeta caliente y colocarla en un soporte para

tubos de ensayo para que se enfrie, no refrigerar con agua fria.
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8. Al cabo de 10 minutos agitar la cubeta por balanceo y para enfriarla a
temperatura ambiente volver a colocarla en el soporte para tubos de ensayo
(minimo 30 minutos).

9. Limpiar las cubetas con un pafio seco y limpio.

10.Medir en el fotometro Spectroquant CombiCheck 10, colocando la cubeta
en el compartimiento para cubetas y hacer coincidir la raya de marcado de

la cubeta con la marca de fotometro.*

Figura 8. Equipo para determinacion de DQO Nova 60
Fuente: Autores

e Sdblidos

Procedimiento: Se trabajo por triplicado

1. Colocar 30 mililitros de loso en una capsula de porcelana

previamente incinerada y pesada (P1)

Evaporar al bafio Maria la humedad del lodo

3. Secar en estufa a una temperatura entre 103°C y 105°C durante 2
horas

4. Transferir las capsulas al desecador hasta que se enfrien y pesarlas

(P2)

Incinerar la muestra en la mufla a 550°C durante una hora

Transferir las capsulas a la estufa durante 15 minutos

7. Posteriormente, colocar las capsulas en el desecador y permitir que
se enfrien

8. Pesar las capsulas (P3)*

N

o o
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Ver Anexo 6. SST y SSV en lodos en estudio

e Velocidad de sedimentacion e indice volumétrico

Procedimiento

1. Colocar los 200 ml de lodo sedimentado en la probeta y aforar a 1.000 ml
con efluente clarificado del propio reactor anaerobio o con agua destilada.

2. Tapar la probeta con parafilm, homogeneizar el lodo y el agua invirtiendo la
probeta tres veces.

3. Colocar la probeta en una superficie plana y registrar el volumen de lodo
sedimentado por unidad de tiempo; generalmente se registra el volumen
sedimentado cada 30 segundos para los primeros 5 minutos v,

posteriormente, cada 3 minutos hasta completar 30 minutos.*

Fase 3:

Caracterizacion microbiolégica por numero mas probable

Se realizan diluciones seriadas del lodo en estudio, con las diluciones
seleccionadas se inocularon 5 tubos por dilucion; se identifican los tubos positivos
de acuerdo con las caracteristicas de cada grupo bacteriano realizando los

célculos del nimero mas probable.*
Procedimiento

1. Preparar las soluciones de Solucibn mineral de Balch, Solucién
oligoelementos sin sulfatos/ con sulfatos, Solucion diluido de vitaminas de
Balch y Soluciéon mineral de Peening y Widdel, las cuales seran requeridas
para la preparacion de los medios de cultivo. Ver Anexo 32, 33, 34,35y 36.

2. Preparar los medios de cultivo selectivos BAS, BFG, BFL, BSRL y BSRA
(Ver Anexo)

3. Servir por medio 28 tubos de 13x100 y autoclavar a 121°C con 15 psi
durante 15 minutos.

4. Realizar 3 diluciones seriadas por quintuplicado por cada medio selectivo y
muestra de estudio.

5. Realizar 1 control por cada medio de cultivo.
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6. Incubar en CO, a 37°C, el tiempo para cada medio se encuentra constatado

en la tabla.?
Medios Sustrato Periodo de Deteccioén de tubo
incubacion 37°C positivos
en CO; (dias)
Bacterias Glucosa 5a8 Produccion de
anaerobias FeS, coloracién
estrictas (BAS) negra
Bacterias Glucosa 5a8 Acidificacion del
fermentativas de medio, cambio de
glucosa y lactosa color de verde a
(BFGyBFL) amarillo
Bacterias Lactato 7alb Produccion de
sulfatoreductoras FeS, coloracién
del lactato (BSRL) negra
Bacterias Acetato 7als Produccion de
sulfatoreductoras FeS
del acetato
(BSRA)

Tabla 8. Medios, tiempo e interpretacién de lectura para cultivos microbianos
Fuente: Digestion Anaerobia una aproximacion a la tecnologia®

Para la realizacion de la lectura de los medios se revisaron los controles negativos

de los respectivos medios, los cuales se dejaron bajo las mismas condiciones que

los medios inoculados con los lodos de estudio, es decir, bajo atmdsfera de CO2,

37°C en la incubadora NUAIRE como podemos ver en la Figura 9.
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Figura 9. Incubadora de CO2 NUAIRE
Fuente: Realizado por los autores

Fase 4:
Medicién de metano por desplazamiento de liquido
ACTIVIDAD METANOGENICA ESPECIFICA

Para la determinacién de la AME producida por los diferentes tipos de lodo en
estudio se implement6 el método convencional denominado Desplazamiento de
NaOH (Hidréxido de Sodio) al 3%, dicho procedimiento se realizé por medio de un
montaje manual elaborado en el laboratorio Figura 10 con el cual se busca realizar
la medicidn del desplazamiento producido por el gas obtenido de los lodos de

estudio sobre la sustancia quimica, es decir, hidroxido de sodio. Ver Anexo 37.

En el respectivo procedimiento se montd por triplicado cada lodo en estudio, de
igual forma sus respectivos controles negativos como positivos (lodo de
farmacéutica), los controles negativos no contenian el medio de suplemento para
asi poder garantizar la actividad metanogénica ejercida en los reactores para la
produccion de gas metano como de CO..
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Figura 10. Montaje para la determinacion de Desplazamiento por NaOH al 3% ejercida por los
lodos en estudio y su respectivo control
Fuente: Realizado por los autores

Fase 5:

Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizardn por triplicado. Se realizar4 el andlisis
ANOVA para establecer diferencias significativas con un 95% de confianza entre
los diferentes tratamientos utilizados. Se emplea el programa Excel 2016. Si se
presentan diferencias significativas (P<0.05) se realizara test de Tukey para
establecer cual es el mejor tratamiento.! Tomando en cuenta que son dos
meétodos estadisticos que se ajustan a los resultados que se puedan obtener, ya
gue ANOVA compara varios grupos de una variable cuantitativa y al ejecutar

Tukey se prueban las diferencias entre medias de tratamientos.
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4. RESULTADOS

Las muestras de lodos tomadas se pueden observar en la figura 11, Se tomaron

en total 1L tipo de lodo, en diferentes puntos de la zona a muestrear.

R0 LAGUNADE

EUTICA =
FARMACEUTIC ENANE  BUSBANZA
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Figura 11. Lodos en estudio (empresa farmacéutica, rio Quenane, Villavicencio, Meta y Laguna de
Busbanza, Boyacad)
Fuente: realizado por los autores

4.1 Caracterizacion fisico-quimica

Para la caracterizacion fisicoquimica de los lodos en estudio se realizé pruebas
como: Granulometria, pH, concentracion de solidos y DQO. A continuacion, se

presenta los resultados obtenidos.

Granulometria

Este procedimiento se hizo con el fin de determinar el tamafio promedio de los
granulos de las muestras, ya que, su conocimiento permite clasificar el sedimento,
ademas, para el tratamiento anaerobio de residuos liquidos es importante la
formacion de granulos con velocidad de sedimentacion alta y con actividad
metanogénica. Determinar el tamafio del granulo permite establecer los cambios

gue pueda tener durante el proceso de operacién de los reactores.

Granulometria lodo laguna, Granulometria lodo rio Quenane, Granulometrialodo empresa
Busbanza Villavicencio farmacéutica
Agar 1 Agar 2 Agar 3 Agar 1 Agar 2 Agar 3 Agar 1 Agar 2 Agar 3
0,982 0,971 1,016 1,139 1,051 1,026 0,758 0,643 0,691
um um pm um pm pm pum pm um

Tabla 9. Resultados de granulometria.
Fuente: realizado por los autores
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Figura 12. Granulos lodo laguna de Busbanza, Boyacéa
Fuente: realizado por los autores
En la Figura 12 se puede observar los granulos del lodo de la laguna, Busbanza.
La granulometria da como resultado promedio de los granulos del sedimento de la

Laguna Busbanza: 0,98 um o 9,89 x10™ mm

Figura 13. Granulos lodo Rio Quenane, Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores

En la Figura 13 se puede observar los granulos del lodo del Rio Quenane. La
granulometria da como resultado promedio de los granulos del sedimento de la

Quebrada Quenane: 1.07 um o 0.001mm
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Figura 14. Granulos lodo de empresa farmacéutica
Fuente: realizado por los autores
En la Figura 14 se puede observar los granulos del lodo de empresa farmacéutica.
La granulometria da como resultado promedio de los granulos del sedimento de la

empresa farmacéutica: 0,697 pm o0 6,97 x10™ mm

Segun el ANOVA se establece que existen diferencias significativas entre los
lodos analizados respecto a la granulometria (P= 1,945 E-24; F= 17,546; grados de
libertad= 8). siendo el lodo de mayor tamario el del rio Quenane. Ver Anexo 4.

Segun el Tukey se encuentra que existen diferencias significativas entre los lodos
nativos de laguna, Busbanza y Rio Quenane con el lodo de empresa farmacéutica,

mientras, que entre los lodos nativos no. Ver Anexo 5.

pH

Esta medida se realiz6 con el fin de determinar las condiciones iniciales de los
lodos en estudio, y asi, establecer si es necesario un ajuste para las condiciones
Optimas para un mejor rendimiento en el proceso de la digestion anaerobia, ya
que, los microorganismos usados son sensibles a los cambios de pH. El pH
Optimo donde se presenta mayor produccion de metano esta entre 6.5 -7.7

Los resultados del pH del lodo farmacéutico, el lodo de la laguna Busbanza y el

lodo de la quebrada del rio Quenane se encuentran en la Tabla 10.
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pH lodos Temperatura

Laguna, Busbanza 5.08 20.4 °C

rio Quenane, 5.20 204 °C
Villavicencio

Empresa farmacéutica 7.2 20.4 °C

Tabla 10. Resultados obtenidos a partir de la realizacion de pH de lodos en estudio.
Fuente: realizado por los autores

El pH inicial de la muestra de la laguna, Busbanza y de la quebrada del rio
Quenane fue de 5.08 y 5.2 respectivamente, encontrandose por debajo del rango
Optimo para la actividad metanogénica, lo que puede generar una inhibicion de los
microorganismos y asi ser menos eficiente el proceso, ademas, en la fase
acidogénica la produccion y acumulacion de acidos grasos volatiles puede generar
mas acidificacion en el medio generando un ambiente tdxico para los

microorganismos presentes.

El pH de la muestra de la empresa farmacéutica fue de 7.2, estando en el rango
Optimo para la adaptacion al sistema, el crecimiento de los microorganismos y asi

la buena produccién de metano.

Concentracion de los soélidos

Se determind la concentracion de sélidos suspendidos totales (SST) y sélidos
suspendidos volatiles (SSV) con el fin de conocer el contenido de materia organica
presentes en los lodos. A continuacion, se presentan en la siguiente tabla los
resultados obtenidos

Relacion
Concentracion de sélidos SST mgll SSV mg/l SSVISST
1.295.000 376.665
Lodo laguna, Busbanza 0,290
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Lodo rio Quenane, 117.250
Villavicencio 1.181.333 0,099
Lodo empresa 556.917 481.250
farmacéutico 0,864

Tabla 11. Resultados obtenidos a partir concentracion de sélidos realizados a lodos en estudio.
Fuente: realizado por los autores

Es importante conocer la concentracion de solidos totales contenidos en el lodo
gue se va a utilizar en el digestor, ya que, una cantidad inadecuada puede afectar
la movilidad de las bacterias metanogénicas dentro del sustrato provocando que
se reduzca el crecimiento a medida que se aumenta el contenido de sdlidos y por
lo que puede verse afectado la eficiencia y produccién de gas. Se ha demostrado
gue una carga en digestores semicontinuos no debe tener mas de un 8% a 12 %
de sélidos totales para asegurar el buen funcionamiento del proceso, a diferencia

de los digestores discontinuos, que tienen entre un 40 a 60% de sdlidos totales.

Segun el ANOVA se establece que existen diferencias significativas entre los
lodos analizados respecto a la concentracion de sélidos suspendidos totales (P=
0,019; F=19,380; grados de libertad= 2). Ver Anexo 7.

Segun el Tukey se encuentra que existen diferencias significativas entre los lodos
nativos de laguna, Busbanza y Rio Quenane con el lodo de empresa farmacéutica,

mientras, que entre los lodos nativos no. Ver Anexo 9.

Segun el ANOVA se establece que existen diferencias significativas entre los
lodos analizados respecto a la concentracion de solidos voléatiles (P= 0,005; F=
47,003; grados de libertad= 2). Ver Anexo 8

Segun el Tukey se encuentra que existen diferencias significativas entre los lodos

nativos de laguna, Busbanza y Rio Quenane con el lodo de empresa farmacéutica,

mientras, que entre los lodos nativos no. Ver Anexo 10.
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DQO

Se midié la Demanda Quimica de Oxigeno con la finalidad de evaluar la tasa de
remocion de materia orgéanica. En el test utilizado se determina las sustancias
organicas e inorganicas oxidables con dicromato de potasio. El intervalo de
medida es de 10-150 mg/l de DQO

Blanco 70 mg/L DQO
M1 laguna, 384 mg/L DQO
Busbanza

M2 rio Quenane, 215 mg/L DQO

Villavicencio

M3 empresa 351 mg/L DQO
farmacéutica

Tabla 12. Resultados obtenidos de realizaciéon de DQO a lodos en estudio.
Fuente: realizado por los autores

De acuerdo al DQO el lodo que tiene mas materia organica es el de la laguna, Busbanza

seguido del lodo de empresa farmacéutica, y, por ultimo, el lodo del Rio Quenane.

4.2 Caracterizacién microbioldgica

Determinacion de poblaciones microbianas por niumero més probable (NMP)

Los controles negativos (medios BAS, BFG, BFL, BSRL Y BSRA) efectivamente
se mantuvieron sin evidencia de crecimiento microbiano y conservaron las
cualidades iniciales previas a la incubacion que se realiz6 como se pueden ver en
la Figura 15. Cabe resaltar que se debia diferenciar el precipitado generado por
algunas sales que constituyen los medios con la turbidez generada por las
bacterias, tomando en cuenta que en la Figura 15 es complicado determinar esas

diferencias.

80



Figura 15. Controles negativos
Fuente: realizado por los autores

Lodo procedente Laguna Busbanzda, Boyaca

Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS): Se obtuvo crecimiento bacteriano como
podemos identificar en la Figura 16, donde se presencio turbiedad en los medios

constatando presencia bacteriana.

Figura 16. Medio BAS (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Busbanzé, Boyaca
Fuente: realizado por los autores
Bacterias Fermentadoras de la Glucosa (BFG): Se obtuvo crecimiento
observandose en la dilucién de 10™ mayor turbidez por el crecimiento bacteriano,

pero ya en la dilucién 10 era menor la turbidez del medio, también se observé
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cambio de color del medio de transparente a amarillo tenue identificando posible

acidificacion como podemos observar en la Figura 17.

Figura 17. Medio BFG (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Busbanza, Boyaca

Fuente: Elaborada por los autores

Bacterias Fermentadoras de Lactosa (BFL): En la lectura de estos medios se
obtuvo crecimiento bacteriano en todas las diluciones del medio, arrojando un
resultado positivo para la presencia de estas bacterias como podemos observar en

la Figura 18.
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Figura 18. Medio BFL (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente de
Busbanza, Boyaca
Fuente: realizado por los autores

Bacterias Sulfatoreductoras del Lactato (BSRL): En la lectura realizada a los
respectivos medios se observd crecimiento y produccion de FeS (Sulfuro de
Hierro) indicando que hay presencia de estas bacterias, es decir, coloracion negra
por parte de los microorganismos presentes en la muestra de lodo como se puede

evidenciar en la Figura 19.

Figura 19. Medio BSRL (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Busbanzé, Boyaca
Fuente: realizado por los autores
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Bacterias Sulfatoreductoras del Acetato (BSRA): En las lecturas
correspondientes sobre las diferentes diluciones dadas en los medios de cultivo,
se determind presencia de FeS por la coloracion negra observada. Indicando que
estan presentes estos microorganismos como podemos observar en la Figura 20.

Figura 20. Medio de cultivo BSRA (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo
procedente de Busbanz4, Boyaca
Fuente: realizado por los autores

Lodo procedente del Rio Quenane Villavicencio, Meta

Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS): Realizada la lectura del respectivo medio
en sus diferentes diluciones se obtuvo crecimiento evidente junto a la produccion
de FeS en los tubos indicando presencia bacteriana, igualmente se identifica
crecimiento de una posible estructura fangica en una de las diluciones como se

puede apreciar en la Figura 21.
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Figura 21. Medio BAS (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores

Bacterias Fermentadoras de la Glucosa (BFG): Realizada la lectura se
determina crecimiento positivo por presencia de turbidez en el medio de cultivo en
todas las diluciones realizadas como se puede apreciar en la Figura 22. Indicando

la presencia de estos microorganismos.

Figura 22. Medio BFG (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores
Bacterias Fermentadoras de Lactosa (BFL): Se presencia turbidez, es decir,
crecimiento positivo de estos microorganismos en el medio acompafiado de
produccion de FeS como se puede ver en la Figura 23 posteriormente a ello
también se identifica posible biomasa para aislamiento en agar PDA con el
objetivo de identificar posibles estructuras fungicas presentes en el lodo de
Villavicencio, Meta, como se puede ver en la Figura 24 y su posterior aislamiento

Figura 25.

85



Figura 23. Medio BFL (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente de
Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores

Figura 24. Dilucién de 10 con presencia de biomasa y turbidez de la muestra de lodo procedente
de Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores

Figura 25. Hongo aislado en medio de cultivo BAS y BFL de lodo Villavicencio.
Fuente: elaborado por los autores

Bacterias Sulfatoreductoras del Lactato (BSRL): En los respectivos medios de
cultivo y sus diluciones se determiné produccién de FeS (coloracion negra
observada en la parte inferior del tubo) y turbidez en todas las diluciones
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realizadas, indicando presencia de estos microorganismos. Como se puede
determinar en la Figura 26.

Figura 26. Medio BSRL (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo procedente
de Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores
Bacterias Sulfatoreductoras del Acetato (BSRA): De acuerdo a la lectura en las
diferentes diluciones se presenta turbidez, la cual indica crecimiento y produccion

de FeS en los tubos de la dilucion 10-1 como se puede observar en la Figura 27.

Figura 27. Medio de cultivo BSRA (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo
procedente de Villavicencio, Meta
Fuente: realizado por los autores

Lodo procedente de empresa farmacéutica
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Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS): Realizada la lectura del respectivo medio
en sus diferentes diluciones se obtuvo crecimiento evidente junto a la produccién
de FeS en todos los tubos como se puede apreciar en la Figura 28. Indicando la

presencia de estos microorganismos.
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Figura 28. Medio de cultivo BAS (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo
procedente de empresa farmacéutica
Fuente: realizado por los autores
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Bacterias Fermentadoras de la Glucosa (BFG): No se obtuvo crecimiento como

se puede apreciar en la Figura 29. Indicando que no hay presencia de estos
microorganismos.

Figura 29. Medio de cultivo BFG con lodo procedente de empresa farmacéutica
Fuente: realizado por los autores

Bacterias Fermentadoras de Lactosa (BFL): Se obtuvo solo crecimiento en la

dilucion 10" indicando presencia de estos microorganismos en una menor
concentracion observado en la Figura 30.
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Figura 30. Medio de cultivo BFL (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo
procedente de empresa farmacéutica
Fuente: realizado por los autores

Bacterias Sulfatoreductoras del Lactato (BSRL): Realizada la lectura del
respectivo medio en sus diferentes diluciones se obtuvo turbidez indicando
crecimiento y presencia de estos microorganismos junto con la formacion de FeS

como se puede observar en la Figura 31.
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Figura 31. Medio de cultivo BSRA (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3, junto al
control negativo de color azul) con lodo procedente de empresa farmacéutica
Fuente: realizado por los autores

Bacterias Sulfatoreductoras del Acetato (BSRA): Realizada la lectura del
respectivo medio en sus diferentes diluciones se obtuvo crecimiento de estos
microorganismos junto con la formacion de FeS en algunos de las diluciones (color

negro) como se observa en la Figura 32.
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Figura 32. Medio de cultivo BSRA (de izquierda a derecha diluciones de la 10-1 a 10-3) con lodo
procedente de empresa farmacéutica, la flecha roja indica los medios con produccion de FeS
Fuente: realizado por los autores

En la Figura 33 cada numero relaciona cada poblacién bacteriana que se
encuentra implicada en el proceso de digestion anaerobia donde el 1 son las
bacterias fermentativas; el 2 son bacterias acetogénicas productoras de
hidrogeno; el 3 son bacterias acetogénicas; el 4 son bacterias metanogénicas
hidrogenotroficas y el 5 bacterias metanogénicas acetoclasicas. De igual forma, en
color rojo se resaltan las bacterias aisladas en los lodos en estudio y su relacién

durante el proceso metanogénico.>®
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Figura 33. Microorganismos encontrados relacionados en el proceso de digestion anaerobia
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Fuente: Varnero Moreno M. MANUAL DE BIOGAS [Internet]. Santiago de Chile: “Chile: Remocion
de Barreras para la Electrificacion Rural con Energias Renovables”; 2011 [cited 8 May 2019].
Available from: http://www.fao.org/3/as400s/as400s.pd
Encontrdndose dos tipos de bacterias en la fase hidrolitica, las Bacterias
Fermentadoras de la Glucosa (BFG) y las Bacterias Fermentadoras de Lactosa
(BFL). En la fase fermentativa se encontraron las bacterias Sulfatoreductoras del
Lactato (BSRL), en la fase acetogénica se encuentran las Bacterias
Sulfatoreductoras del Acetato (BSRA) y en la fase metanogénica se encontraron

las Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS) (ver figura 33).

Posteriormente se realiza el analisis del crecimiento obtenido por medio de la
técnica de Numero Mas Probable permitiendo realizar un analisis comparativo

entre los lodos en estudio que se encuentra reflejado en la Gréfica 1.
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Gréfica 1: Poblaciones Bacterianas obtenidas por técnica de NMS para lodos de Laguna
Busbanza, Rio Quenane, Farmacéutica y Quebrada Moncovita. Elaborado por los autores, 2018
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En la Grafica 1 se nota una diferencia considerable de las poblaciones
microbianas aisladas del lodo proveniente del Rio Quenane de Villavicencio en
cuanto al nimero de bacterias y presencia de poblaciones como BAS, BFG, BFL,
BSRL y BSRA con respecto a las provenientes de los lodos de la laguna de
Busbanza y la empresa Farmacéutica quienes no presentan una diferencia
considerable, mientras que la Quebrada Moncovita presentan una diferencia
considerable respecto a todos los lodos en estudio.

Posteriormente se realiza un analisis estadistico ANOVA (95%) y TUKEY (95%)
con fin de establecer si existe una diferencia estadisticamente significativa entre
los resultados obtenidos a partir de la determinacion de poblaciones bacterianas

por medio de la técnica de NMP. Ver Anexo 22.

Gracias al analisis estadistico realizado por medio de los softwares ANOVA (95%)
y TUKEY (95%) (P= 0,001; F= 7,31) se determiné que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las poblaciones bacterianas del rio Quenane
con respecto a las demas, mientras que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las poblaciones del lodo de la empresa Farmacéutica y el lodo
de la Quebrada Moncovita y de la Laguna Busbanza. Ver Anexo 23.

4.3 Actividad metanogénica especifica (AME)

Tomando en cuenta el respectivo montaje desarrollado, las mediciones del
volumen de NaOH desplazado fueron realizadas diariamente para cada uno de los
lodos y controles durante 30 dias como se puede identificar y determinar los

volimenes gque se obtuvieron en el Anexo 24.

Obtenidas las respectivas mediciones tabuladas en la Tabla 20 se puede observar
por medio de la Grafica 2 los diferentes volimenes obtenidos en la medicion de
dicho desplazamiento, donde se observa un patron de corrido muy equilibrado
entre los tres lodos en estudio durante el tiempo que se llevo a cabo la reaccion de
los biorreactores, como también cabe resaltar el tiempo necesario para que se

pueda dar la reaccién, es decir, produccion de AME por cada uno de los lodos.
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Volumen desplazado NaOH al 3% (ml)

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

B Villavicencio
B Busbanza

Farmaceutica

9=

.HJJJﬂl

O N OMNOODO —NMLW

— - - —

Tiempo (Dias)

Grafica 2: Volumen desplazado de NaOH al 3% generado por los lodos de Busbanza, Villavicencio

y Farmacéutica.
Fuente: realizado por los autores

Ya obtenidos los resultados se procedié a obtener el promedio del volumen

desplazado por cada lodo en estudio, para posteriormente mediante graficar los

valores de los Anexos 14, 15y 16, obtener el valor de la pendiente (P) y asi poder

ser aplicado en la ecuacion 1 para la determinacién cuantitativa de la AME

(actividad metanogénica especifica) que fue generada por cada uno de los lodos

en los respectivos biorreactores.

volumen acumulado de CH4 en ml

Desplazamiento de NaOH al 3% Lodo Rio Quenane
Villavicencio. Sustrato Acido acético

Pendiente para calculo de AME
- 2,06*x +-13,3 R*= 0,931
60

. =
/

20 el

///”/’//

5 10 15 20 25 30

Tiempo acumulado en Dias

Gréfica 3: Obtencién de P (pendiente) en el desplazamiento de NaOH por el lodo de Villavicencio.

Fuente: realizado por los autores
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Desplazamiento de NaOH al 3% Lodo Laguna Busbhanza.
Sustrato Acido acético

Pendiente para calculo de AME
- 1,87*x +-10,4 R? = 0,923
60

40

20

volumen acumulado de CH4 en ml

0 10 20 30
Tiempo acumulado en Dias

Grafica 4: Obtencion de P (pendiente) en el desplazamiento de NaOH por el lodo de Villavicencio.
Fuente: realizado por los autores

Desplazamiento de NaOH al 3% Lodo de Farmaceutica.
Sustrato Acido acético

Pendiente para calculo de AME
— 1,9*x +-11,3 R*=0,908
60

40

20

volumen acumulado de CH4 en ml

0 10 20 30

Tiempo acumulado en dias

Gréfica 5: Obtencion de P (pendiente) en el desplazamiento de NaOH por el lodo de Villavicencio.
Fuente: realizado por los autores

Por lo tanto, de acuerdo al nivel promediado en el desplazamiento de hidréxido de
sodio al 3% dado en el montaje de los reactores el lodo del rio Quenane,
Villavicencio, Meta obtuvo mayor volumen desplazado, 55 ml por 30 dias; seguido
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por el lodo de la laguna de Busbanza, Boyaca con un volumen de 53,33 ml por 30
dias y finalmente el lodo de la empresa farmacéutica un volumen desplazado de
53 ml por 30 dias. (Ver anexo tabla promedio) El coeficiente de variacién del
estudio no fue menor a 10 %, tomando en cuenta que las condiciones en las que

se manejo el montaje de reactores no fueron estables todo el tiempo de estudio.

El andlisis ANOVA (95%) y TUKEY (95%) establecen que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos (P= 0,98; F=0,02; gl= 2), lo cual indica que
todos los microorganismos en los lodos en estudio producen metano en tiempos y

proporciones similares. Ver Anexo 26y 27

De acuerdo al andlisis estadistico ANOVA en el Anexo 26 se precisa no existir una
diferencia significativa en el volumen desplazado de NaOH por cada uno de los
lodos, donde es un resultado positivo tomando en cuenta que los lodos de
Villavicencio y Busbanz& en relacion al desarrollo de AME se comporta igual que
el lodo de farmacéutica que fue empleado como control positivo del respectivo
trabajo.

Para la rectificacion de los datos el analisis estadistico de TUKEY dado en el
Anexo 27 cerciora que existe igualdad en el comportamiento de los lodos, por lo
tanto, hay presencia de consorcios microbianos capaces de convertir la materia
organica en metano lo cual nos indica que los lodos del Rio Quenane y la laguna
de Busbanza pueden ser utilizados como indculos en procesos de digestidon
anaerobia tomando en cuenta los microorganismos que fueron aislados

anteriormente.

Obtenidos los anteriores resultados, se hace uso de la Ecuacion 1 para el célculo
de la AME (actividad metanogénica especifica), reemplazando los valores
correspondientes que se veran a continuacion y tomando la variable P (pendiente)
obtenida de cada una de las graficas realizadas para cada lodo de estudio en
relacion al volumen de NaOH desplazado por cada uno durante la realizacion de la

técnica por un determinado numero de dias.

Célculos:

95



Correccion de factor para célculos de AME:

Factor de correccion * 760 / Presioén atmosférica del lugar

P atm Bogota = 560 mph

Factor de correccion a 20° C y ml de CH4 Humedo/ g DQO = 358
Correccion = 385 * 760 / 560

Correcciéon =522,5

AME = P % 24/FC xV =SSV
Ecuacion 1. Calculo de Actividad Metanogénica Especifica

Actividad Metanogénica Especifica de Laguna Busbanza:
AME =P *24/FC*V * SSV

AME = 1,87 * 24 /522,5*0,0011 * 37,66

AME = 2,073 gr DQO-CH, / gr SSV Dia **°

Actividad Metanogénica Especifica de Rio Quenane:
AME =P *24/FC *V * SSV

AME = 2,06 * 24 / 522,5 * 0,00651 * 99,5

AME = 0,146 gr DQO-CH, / gr SSV Dia **°

Actividad Metanogénica Especifica Lodo Farmacéutica:
AME =P *24 /FC*V * SSV

AME =1,9*24/522,5*0,0145 * 466,5

AME = 0,012 gr DQO-CH,/ gr SSV Dia *

En el trabajo titulado “Evaluacion de la actividad metanogénica especifica (AME)
del sedimento la quebraba Moncovita, 2012” 25 se realizé la AME de la Quebrad

Moncovita siendo el célculo el siguiente:

Actividad Metanogénica Especifica de Quebrada Moncovita
AME =P *24/FC *V *SSV

AME = 0,039 * 24 /558 * 0,295 * 6

AME = 0,003 gr DQO-CH,/ gr SSV Dia **



Los resultados de la AME para cada tipo de lodo revelan el grado de efectividad
para la produccion de metano por accion de los microorganismos presentes en los
lodos nativos, donde el lodo de la laguna de Busbanza tiene mayor produccion de
AME seguido del lodo del rio Quenane Villavicencio reflejando valores superiores
al lodo de farmacéutica y quebrada Moncovita, lo cual demuestra congruencia con
los datos obtenidos y graficados del desplazamiento de NaOH al 3%, indicando la
presencia de microorganismos capaces de convertir la materia organica en
metano siendo de efectividad en las reacciones ejercidas por microorganismos en
el biorreactor tomando en cuenta la correlacion que se tiene con las diferentes

poblaciones microbianas encontradas.

A continuacion, se presenta una tabla resumen de los lodos analizados con sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, incluyendo el analisis ANOVA
(95%)

Lodo Laguna de Lodo rio Quenane Lodo empresa ANOVA (95%) P <0,05 Tukey
Caracteristic Busbanza farmacéutica existen diferencias (95%)
a significativas entre
fisicoquimic tratamientos
a
Resultado P F gl HSD
Granulometri 0,98 pm 1,07 um 0,697 um 1,945 17,546 8 0,13
a
pH 5,08 5,20 7,2 -
SST en 1.295.000 1.181.333 556.917 0,019 | 19,380 2 533509,51
lodos en mg/l mg/l
estudio
SSVen 376.665 117.250 481.250 0,005 | 47,003 2 203870,8
lodos en mg/l mg/l mg/l
estudio
Relacién 0,209 0,099 0,864 -
SSV/SST
DQO 384 mg/L DQO 215 mg/L 351 mg/L -
DQO DQO
Namero de 2,1x10* 3,68 x 10° 1,66 x 10° 0,01 7,31 3 2454
bacterias
UFC/mL
Desplazamie 53,33 ml 55 ml 53 ml 0,98 0,02 2 13,00
nto de NaOH
al 3%
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5. DISCUSION

5.1 Fisico-quimico

La determinacion de aspectos fisicos y quimicos radica en la importancia de
conocer las condiciones iniciales que presentan los microorganismos existentes
alli, esto influira de forma favorable o0 no en un exitoso proceso de digestidon
anaerobia. Para el caso de los granulos, se observa que el lodo que posee
granulos de mayor tamano es el de Villavicencio,1.07 um, aunque el tamafio de
los granulos puede variar (0.1 - 8 mm), el didmetro promedio encontrado en
reactores UASB de escala industrial o laboratorio es de 0.5 - 5 mm, este tamafio
esta relacionado con factores como: Tipo de nutrientes, la cantidad de sélidos,
crecimiento de microorganismos, la acidez, caracteristicas del sustrato. Aunque, ni
el lodo de Busbanza, Villavicencio y farmacéutico presentaran el tamafio promedio
de lodos encontrados usualmente en reactores, estos tienen la capacidad de
generar una biogranulacion alcanzando el diametro ideal si se trabajan factores
como: Velocidad de flujo ascendente, tiempo de retencién hidraulico, tasa de
carga organica, composicion de las aguas residuales, tipo de inoculo, presencia de
calcio y temperatura.®® La caracteristica granular de los lodos se relaciona con la
existencia de diversidad microbiana, como la encontrada en los lodos en estudio,
esta forma de distribucion en orden de capas sucesivas, donde cada poblacion
posee diferentes niveles de potencial de oxidorreduccion encontrandose en la
capa mas profunda los microorganismos anaerobios estrictos los responsable de

la produccion de metano.™ ®°
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Para el pH los lodos de Busbanza y Villavicencio presentaron un pH 5,08 a 5,20,
acido, mientras que el lodo farmacéutico un pH 7,2 neutro, diferentes autores
establecen los valores de pH donde se obtiene una digestion anaerobia mas
efectiva, sin embargo, estudios indican que no se puede generalizar, pues,
dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato, que tiene
capacidad buffer y ademas, que cada grupo microbiano implicado tiene un rango
optimo especifico. Segun el estudio Digestion y Codigestion Anaerobia de
Residuos Agricolas, Ganaderos y Lodos de Depuradora, para el caso de los
microorganismos fermentativos, el pH 6ptimo esta entre 5.5 - 6.5, y para los
microorganismos metanogénicos no puede ser por debajo de 6.6. Para que el
proceso de digestion anaerobia funcione satisfactoriamente el rango de pH es de
6.5 a 7.5, por esto, se recomienda mantenerlo cercano a la neutralidad durante el
proceso. En comparacion con el anterior estudio, a pesar que los lodos nativos de
la laguna Busbanza y rio Quenane se encuentran ligeramente por debajo del
rango optimo para el proceso de digestién anaerobia, el pH es un factor que puede
ser modificado al ideal en el reactor. Cuando el pH se encuentra bajo, aumenta la
produccién de los acidos grasos volatiles, o que puede alargar los procesos de
hidrélisis, adaptacion microbiana y se genera biogads pobre en metano, ésea,

menos cualidad energética.>® > 73 74,7593

El conocimiento de la concentracion de sélidos totales es crucial para la eficiencia
y produccion de biogas, con ensayos se ha demostrado que la carga para
digestores semicontinuos debe estar entre un 8% al 12% y para discontinuos entre
un 40% - 60%. Sin embargo, en la literatura se menciona diferentes valores
recomendables, pero, eso depende de las caracteristicas del sustrato e in6culo a
utilizar, por esta razén se debe definir para cada sustrato e indculo la proporcion

que garantice la produccién de metano. %% ¢

A medida que aumenta la concentracion de sélidos totales es proporcional el
aumento en la produccion de acidos grasos volatiles, de biogas, el contenido de
metano y el aumento de bacterias funcionales, siempre y cuando exista una

concentracion 6ptima de pH y de acidos grasos volatiles, pues, si aumenta mas
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del limite el contenido de sélidos, implica aumento en la viscosidad donde las
bacterias metanogénicas se ven retrasadas en su crecimiento y movilidad dentro

del sustrato, por lo tanto, puede verse afectada la eficiencia y produccion de gas.
70, 72, 74,75

Los lodos analizados presentan alto contenido de SST, siendo el valor mayor del
lodo de la laguna Busbanza 1.295.000 mg/L, seguido por el rio Quenane
1.181.333 mg/L y menor valor para el lodo de la empresa farmacéutica con
556.917 mg/L. La relacion entre SSV/SST es de 0,290 para laguna Busbanz4,
0,099 para el rio Quenane y el lodo farmacéutico presenté un valor de 0,864, valor
similar a los que presenta un lodo granular, el cual presenta un valor entre 0,45y
0,90.4%
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En cuanto a los resultados obtenidos al determinar el DQO de cada uno de los
lodos en estudio se logré determinar que el lodo que tuvo la menor cantidad de
DQO fue el lodo del rio Quenane (215 mg/L DQO) visto en la Tabla 12, lo cual se
relaciona de manera inversamente proporcional con el numero de bacterias
obtenido en la determinacion de poblaciones Bacterianas por NMP, ya que al tener
una mayor cantidad de individuos por poblacion determinada estos consumirian o
degradaran mayormente la materia organica, por lo tanto al haber un mayor
consumo de materia organica se obtendra un valor mas bajo al determinar el
DQO, cabe también resaltar que al ser un rio el agua no permanece reposada y es
empujada por corrientes lo que determina también valores bajos de DQO debido a
que la materia organica que pueda estar presente se encuentre en constante
movimiento. Los lodos de la laguna Busbanza y de la farmacéutica presentaron un
comportamiento muy similar (384 mg/L DQO y 351 mg/L DQO respectivamente)
tanto en la determinacion del DQO cémo en las poblaciones bacterianas, de igual
manera se relacionan la cantidad de materia organica determinada por DQO c6mo
la cantidad de bacterias por NMP y su relacién con el consumo de la materia

orgénica por los microorganismos.* *

5.2 Microbioloégico

Es importante recalcar que para la caracterizacion microbioldgica se
implementaron medios de cultivo no especificos para especies 0 géneros
bacterianos en particular, puesto que dentro de los consorcios microbianos
pueden encontrarse microorganismos no descritos 0 descubiertos anteriormente

donde podrian verse inhibidas por componentes del medio de cultivo.*

Los medios de cultivo utilizados con el lodo del rio Quenane tales como el BAS y
BFL permitié observar el crecimiento de biomasa con caracteristicas diferentes a
las de la turbidez comunmente generada por el crecimiento bacteriano, esta
biomasa fue aislada y repicada en un agar PDA y puesta posteriormente en
anaerobiosis a 37 °C con su respectivo control negativo durante 8 dias. Se obtuvo

el crecimiento de un hongo caracter hialino y septado (imagen 25)

105



presuntivamente de género Fusarium, ya que este es uno de los géneros de
hongos anaerobios més abundantes en el mundo y sus caracteristicas
macroscoépicas y microscopicas concuerdan con el mismo.”® 7 8°

Se considera que puede haber una relacidon entre los microorganismos del lodo del
rio Quenane y el hongo en cuestion pues se han descrito la existencia de hongos
anaerobios relacionados a bacterias sulfato reductoras, arqueas acetogénicas y
metanogénicas cumpliendo funciones de proteccién y potenciamiento de estos
microorganismos a través de degradacion de compuestos por accion mecanica y
enzimética tales como el estudio realizado por Henrik Drake et.al, donde se
describe hongos anaerobios fosiles y activos en sedimentos marinos del subsuelo
marino donde se determiné por medio de técnicas de sincrotron y el microanalisis
de is6topos estables un acoplamiento de los hongos descritos a bacterias

reductoras de sulfato.>* %557

Por tal motivo podria encontrarse relacionado al consorcio microbiano, ya que este
demostré una gran capacidad de adaptabilidad a diferentes condiciones de
temperatura, presion atmosférica, disponibilidad de recursos y humedad. Tal es
esta capacidad que superé significativamente los consorcios microbianos de los
lodos de la laguna Busbanza y la empresa farmacéutica en cuanto al Optimo
crecimiento microbiano del consorcio, pero aun asi no hay una gran diferencia
entre los microorganismos metanogénicos en cuestion, lo cual podria deberse a
un posible acople del hongo a las otras poblaciones y no a las arqueas
participantes en el proceso.>* > 879

Es de gran importancia denotar que los controles implementados no obtuvieron
crecimiento alguno, por lo cual esto indica una correcta manipulacion de los
medios de cultivo y equipos necesarios para la realizacion de la técnica de NMP.
Se implementé una temperatura de 37°C puesto que en su mayoria los
microorganismos pertenecientes a consorcios microbianos son de caracter
mesodfilos, tales como lo son las arqueas Methanococcus, Methanobacterium y
Methanosarcina, entre otros. Aunque se logré evidenciar una importante diferencia
entre el nimero de microorganismos pertenecientes a las poblaciones microbianas
en cuestion, estos no reflejan una relacion directamente proporcional en cuanto a

la efectividad de la produccién de metano.> %3 %
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En estudios similares realizados con lodos nativos como los de la quebrada
Moncovita se encontraron también poblaciones microbianas como las Bacterias
Fermentadoras de la Glucosa (BFG), bacterias Sulfatoreductoras del Lactato
(BSRL) y Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS) (ver figura 33), lo cual puede
deberse a las condiciones propias del ecosistema donde fue obtenido dicho lodo y
en comparacién con el presente estudio cabe resaltar la adaptabilidad que pueden
generar los microorganismos a factores como la temperatura, tomando en cuenta
gue tanto los lodos en estudio como el lodo control positivo (lodo de farmacéutica)
presentaron resultados positivos frente al cambio total del entorno y a las

condiciones que se les generd para la investigacion.?

El estudio realizado permiti6 establecer que los lodos obtenidos de la laguna
Busbanza y el rio Quenane presentan una diversidad microbiana ya que como se
puede observar en la Tabla 13 se presentan diferentes grupos bacterianos como
BAS, BFG, BFL, BSRL, BSRA. Es decir, bacterias que hacen parte de la fase
hidrolitica, fermentativa, acetogénica y metanogénica del proceso de digestidon
anaerobia, lo cual hace que sean considerados como posibles fuentes de inéculo
de origen nativo para biodigestores utilizados para el tratamiento de aguas

residuales con un alto contenido de materia organica.

5.3 Actividad metanogénica especifica

Usando el método convencional del desplazamiento de hidroxido de sodio al 3% ,
fue posible determinar por medio del montaje desarrollado (Figura 10) la
capacidad metanogénica que tenia cada tipo de lodo en generar actividad
metanogénica, aunque la existencia de diferentes factores como los cambios
bruscos de temperatura, presencia de oxigeno, cambios de pH, deficiencia de
nutrientes, lentas tasas de digestion y degradaciéon incompleta de particulas
grandes de materia organica influyeron directamente a la hora de las mediciones y
del desarrollo del método.%% 8% &2

Mencionado lo anterior, cabe resaltar las cualidades que demostraron los lodos de

la laguna Busbanza y el rio Quenane como el desarrollo de una adaptabilidad a
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las condiciones ambientales por medio de los consorcios microbianos presentes
en cada uno de ellos, tomando en cuenta que estos factores no impidieron que se
desarrollardq el proceso de digestion anaerobia dentro de los biorreactores, es
decir, la generacion de metano y CO, concluyendo asi cada una de las etapas de
la digestion anaerobia con éxito; superando prioritariamente conceptos
importantes como lo es la temperatura y el pH como se pudo observar
principalmente en el lodo del rio Quenane, Villavicencio cuyo valor en el
desplazamiento de Hidroxido de Sodio fue de 55 ml por 30 dias y no se vio
afectado (ver anexo 25) , lo cual permite confirmar porque el uso de tecnologia
anaerobia es una buena opcion de tratamiento para productos vertidos en la
industria alimenticia, agricola y sobre todo farmacéutica.®®

Se evidencio la efectividad de los lodos nativos con respecto al control (lodo
empresa farmacéutica), tiempo, sustrato empleado (Acido acético) y volumen
desplazado destacandose la biodiversidad de microorganismos presentes en los
lodos nativos para la implementacion en procesos de tratamiento bioldgico. Esta
biodiversidad presente en los lodos ha sido evaluada en plantas de tratamiento
industrial con estudios metagendémicos que demuestran que gracias a la presencia
de diferentes consorcios microbianos la produccion de metano puede ser mucho
mas eficaz, donde géneros como Methanosaeta y Methanosarcina han sido los
principales metandgenos presentes. Los cuales se pueden presentar posiblemente
en los lodos nativos.®* ©° 8889

La AME obtenida para el lodo de la laguna de Busbanza, 2,073 gr DQO-CH4 / gr
SSV Dia y el rio Quenane, 0,146 gr DQO-CH4 / gr SSV Dia fue superior en
comparaciéon a la que se obtuvo del lodo de la empresa farmacéutica, 0,012 gr
DQO-CH4 / gr SSV Dia. Sin embargo, el desplazamiento de NaOH al 3% indico
produccién de metano similar en los tres lodos de estudio no diferenciandose
estadisticamente (P=0,98; F=0,02 gl= 2) en cada tratamiento. El lodo generado en
la empresa farmacéutica al provenir de descargas elevadas de sustancias
guimicas como lo son los antibiéticos; puede causar la disminucion de la AME
porque en estas industrias se vierten contaminantes quimicos que generan
toxicidad, alto contenido salino y, por lo tanto, disminucion en la poblacidon

microbiana.®® 8 %
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Con respecto al lodo farmacéutico usado ya en reactores UASB para el
tratamiento biologico de las aguas residuales, no fue identificada la concentracion
ni sustancias quimicas presentes. Por lo tanto, puede inferir que existan
inhibidores de la capacidad metanogénica de los consorcios microbianos que se
encuentren en el proceso de digestion anaerobia. Algunos inhibidores que fueron
reportados en la literatura por diferentes estudios son los compuestos que
interfieren en los procesos metabdlicos de los microorganismos y que son
clasificados en dos grupos: Inhibidores inespecificos e Inhibidores especificos.®®
84,91

El cloro mencionado en diferentes estudios es un claro ejemplo de inhibidor
inespecifico debido a que se ha encontrado que puede bloquear la funcién de las
enzimas corrinoides e inhibir la metil-coenzima M reductasa en los metandgenos,
inhibiendo la metanogénesis y parcialmente la reduccion de sulfato dependiente
de acetato empleado para la produccién de Hy, como también se ha encontrado
efectos de inhibicidn por parte de la presencia de concentraciones de amonio que
interfieren en el sistema de digestion anaerobia afectando el pH, la temperatura y
el inéculo de lodo (poblacién microbiana).®® ¢ 8

Al mismo tiempo, el 2-bromoetanosulfonato de sodio (BES) es un anélogo de la
coenzima M (2-mercaptoetanosulfonato) utilizada en la fase final de la
metanogénesis, lo cual lo convierte en un inhibidor especifico de esta ruta
metanogénica, asimismo se ha encontrado que una dosis baja (1.0 mM) de BES
es suficiente para inhibir la metanogénesis acetoclasica y con una dosis alta (50
mM) se inhibe completamente el CO,.%® ®°

Cabe aclarar que este tipo de inhibicion generada por diferentes sustancias no
representan un dato negativo, debido a que al inhibir ciertas etapas de la digestion
anaerobia se pueden obtener mayor concentracion de energia, gases y seleccién
de consorcios microbianos que posean resistencia a diferentes ambientes, aunque
se debe mencionar que la presencia de antibiéticos en este tipo de lodos también
puede generar resistencias microbianas representando un posible problema a
futuro.’” 8 87

En cuanto al lodo proveniente de la quebrada Moncovita observamos que el
ensayo de determinacion de la capacidad metanogénica especifica (AME) fue

diferente a el realizado en este estudio, pues para ello las autoras implementaron
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un volumen final de 500 ml, mientras que el ensayo en este estudio fue llevado a
un volumen final de 60 ml. La quebrada Moncovita posee una actividad
metanogénica especifica baja, 0,003 DQO-CH,4 / gr SSV Dia en comparacién con
las obtenidas en la laguna Busbanza 2,073 gr DQO-CH, / gr SSV Dia, rio
Quenane 0,146 gr DQO-CH,4 / gr SSV Dia, y Farmacéutica 0,012 gr DQO-CH, / gr
SSV Dia, esto podria deberse a las poblaciones encontradas en el lodo de la
quebrada Moncovita. Estas poblaciones demostraron una baja concentracion al
realizar la técnica de NMP en comparacion a los lodos en estudio, este consorcio
microbiano pudo sufrir algin tipo de inhibicion al momento de realizar la
determinacién de la actividad metanogénica especifica, ya sea por la naturaleza
quimica del sustrato implementado o las condiciones fisicas a las que fueron

sometidas en el estudio.?®

Al comparar los valores obtenidos de AME de los lodos nativos con la AME de los
lodos granulares que estan entre 0,2 y 1,9 gr DQO-CH,4 / gr SSV Dia’ y de los
sedimentos de laguna entre 0,002 — 0,005 gr DQO-CHy,4 / gr SSV Dia' , se puede
establecer que los lodos tomados de la Laguna Busbanza y del Rio Quenane
tienen una buena biomasa con capacidad para transformar la materia organica en
metano y cumplen con las caracteristica de AME de un lodo granular.® Lo cual
concuerda con las poblaciones microbianas encontradas de todas las fases de
proceso de digestion anaerobia, como en la fase hidrolitica, las Bacterias
Fermentadoras de la Glucosa (BFG) y las Bacterias Fermentadoras de Lactosa
(BFL). En la fase fermentativa se encontraron las bacterias Sulfatoreductoras del
Lactato (BSRL), en la fase acetogénica se encuentran las Bacterias
Sulfatoreductoras del Acetato (BSRA) y en la fase metanogénica se encontraron

las Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS).

6. CONCLUSIONES

e El analisis fisicoquimico a los lodos procedentes de la Laguna de Busbanza
(Boyaca) y el Rio Quenane de Villavicencio (Meta), establecio que los lodos

presentan un tamafo de granulo de 0,98 um, 1.07 um y 0,697 um en el lodo
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de la laguna Busbanza, rio Quenane y Farmacéutica respectivamente; pH
de 5,08, 5,20 y 7,2 en el lodo de la laguna Busbanza, rio Quenane y
Farmacéutica respectivamente; SST de 1.295.000 mg/L, 1.181.333 mg/L y
556.917 mg/L en el lodo de la laguna Busbanza, rio Quenane vy
Farmacéutica respectivamente; SSV de 376.665, 117.250 y 481.250 en el
lodo de la laguna Busbanz4, rio Quenane y Farmacéutica respectivamente;
Relacién SSV/SST de 0,290, 0,099 y 0,864 en el lodo de la laguna
Busbanza, rio Quenane y Farmacéutica respectivamente; DQO de 215
mg/L DQO, 384 mg/L DQO y 351 mg/L DQO en el lodo del rio Quenane,
laguna Busbanza y Farmacéutica respectivamente. Segun el ANOVA (95%)
realizado hay diferencias significativas entre los lodos frente a los
pardmetros de granulometria, solidos suspendidos totales y sdlidos
suspendidos volatiles, la diferencia significativa esta entre los lodos nativos

frente al lodo de empresa farmacéutica.

La caracterizacion microbioldgica realizada de los lodos muestreados de la
laguna de Busbanza y el rio Quenane demostraron la presencia de
poblaciones microbianas como BAS, BFG, BFL, BSRL, BSRA, es decir, los
lodos nativos procedentes de lagos y rios son una fuente de inéculo que se
debe tener en cuenta para procesos de digestion anaerobia porque como
se observo en este estudio tienen una variedad en poblacion microbiana y
en el lodo procedente de la empresa farmacéutica se identific6 menor
cantidad poblaciones microbianas como BAS, BFL, BSRL y BSRA debido a
gue se presume presencia de sustancias inhibitorias o toxicas como cloro,
fenoles y antibioticos disminuyendo asi que se pueda convertir la materia
organica en metano reflejado en los valores obtenidos de AME del presente
estudio. EI ANOVA (95%) establecié diferencias significativas entre los
lodos estudiados (P= 0,001; F= 7,31; gl= 3) siendo mejor los lodos
procedentes de la laguna y el Rio Quenane.

La relacion entre la AME (Actividad Metanogénica Especifica) de los lodos
muestreados del rio Quenane Villavicencio y de la laguna, Busbanza y las
poblaciones microbianas presentes de todas las fases del proceso de

digestiébn anaerobia permiten proponerlos como fuentes de inéculos para
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biorreactores utilizados en el tratamiento de aguas residuales industriales
con alto contenido de materia organica.

e EIl lodo de laguna, Busbanza posee la mayor actividad metanogénica
especifica (AME), 2,073 gr DQO-CH, / gr SSV Dia?, de los lodos en estudio
de acuerdo a los resultados obtenidos, demostrando existencia de
consorcios naturales colombianos con buena capacidad para convertir la
materia organica en metano, cumpliendo con los intervalos de un lodo

granular.

7. Recomendaciones

- Se recomienda el uso de técnicas moleculares para la determinacion de los
microorganismos pertenecientes a los consorcios microbianos hallados en
los lodos en estudio.

- Se recomienda el uso de técnicas que permitan una cuantificacion mas
exacta o precisa de la produccibn de metano tal como lo es la
determinacién de metano por medio de la cromatografia de gases.
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7.

Se recomienda realizar estudios de AME con diferentes sustratos, al igual
de estudios de inhibicion por sustancias quimicas para poder asi determinar
la viabilidad de los lodos para ser implementados en el tratamiento de

aguas residuales.
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8. ANEXOS

Granulometria lodo Busbanza

Agar 1 Agar 2

Agar 3

0,8 0,7

0,8

122



2 1,2 0,9
1.3 0,6 0,9
1,2 1 1,2
0,7 0,8 3,2
1,2 1,6 0,9

1 21 15
1.3 0,7 0,8
0,7 0,7 1
1,3 0,8 1,6
0,8 0,8 0,7
0,6 0,7 0,4

1 0,8 0,6

1 0,6 0,8
0,9 0,5 0,7
0,8 0,6 1
0,7 0,5 14
0,6 0,7 0,9
0,9 1,6 11
0,8 1,2 0,8
0,5 1 0,6
0,6 13 0,8
11 0,7 11
0,8 0,6 0,7
13 0,9 0,9
1,2 0,8 11
0,7 1,4 1,7
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0,5 1 0,7
0,7 0,7 1
0,7 11 11
0,9 1,6 1.3
11 11 1,6
1 0,6 13
0,9 0,9 11
1,6 0,6 1.3
1,6 0,8 0,7
1,3 0,8 0,8
0,9 0,9 0,9
0,8 1,6 11
2 14 11
0,7 0,7 1,3
0,5 0,6 0,8
2 11 0,7
0,8 0,8 2
0,7 2 0,8
0,9 14 1
1,2 1 1,3
0,8 0,6 0,7
0,8 1 11
11 15 0,7
0,9 0,9 0,9
0,8 1,3 15
11 1,4 0,8
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0,8 1,6 0,9
1,3 0,6 0,7
0,9 0,8 0,7
1,2 1 0,8
0,7 3,7 15
1,8 1,2 1,1
15 1,6 0,7
1,4 0,5 0,7
0,8 0,6 0,6
0,8 0,7 0,9
2 0,5 1,4
1,1 1,1 1
0,9 1 1
1,1 0,4 1,6
0,9 1 0,7
0,8 0,9 1,6
0,5 0,1 0,8
0,6 1,2 1,8
1,2 0,8 1,1
0,7 0,9 0,5
0,4 1 0,8
2 0,8 1,5
0,6 0,7 1,3
0,5 0,9 0,7
0,8 1,1 1
0,6 0,4 1
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1,2 0,7 1,2
1,3 0,5 0,9
0,7 1 1,1
1,1 1,6 0,7
0,5 0,9 0,8
0,8 1 1
1,2 1,3 1,2
0,5 1,1 0,8
0,7 0,8 0,9
2 1,2 0,6
1,3 1 1,3
1 0,9 1
1,4 0,8 1,2
1 0,5 1
0,7 1,3 1,3
0,9 0,7 0,7
0,8 1,1 1,1
1,1 0,9 0,8
0,7 0,8 0,5
0,5 1 0,8
0,8 0,6 0,6
0,982 0,971 1,016
PROMEDIO 0,989
DESVIACION ESTANDAR 0,40
COEFICIENTE DE VARIANZA % | 40,93
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Anexo 1.Granulometria lodo laguna de Busbanzéa, Boyaca

Granulometria lodo Villavicencio
Agar 1 Agar 2 Agar 3
1.3 0,4 1,2
1 1.3 2,1
15 0,7 2
1.3 0,5 1,1
0,8 0,5 1
1,3 0,7 0,6
15 0,8 1
0,9 0,7 0,6
3 0,8 1,1
1,6 1 1
0,7 1,3 0,8
0,8 0,6 1,2
0,6 11 0,9
1 0,9 1,8
1,1 0,6 1,6
1,2 0,9 0,7
1 0,6 2,6
2 0,7 1,2
0,8 0,6 0,8
1.3 0,7 1
1.4 0,5 0,9
0,7 0,1 1,1
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0,8 14 0,5
12 12 1,2
1,2 2,8 0,9
2 12 0,6
0,4 0,8 0,7
2,6 1,3 1
1,6 15 14
0,8 2 0,7
1,7 1.8 11
0,6 1 0,6
0,8 2,1 0,5
1,3 1,6 1,2
0,6 2,4 0,6
13 0,8 11
14 0,8 0,7
0,6 0,9 2,2
0,7 2,7 1,3
2,1 0,6 1
13 0,6 0,8
12 11 1,3
1,3 11 1,6
0,7 2 11
0,4 0,7 0,9
1,2 1 0,8
13 2 0,7
0,6 0,5 0,6
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0,8 1,6 11
0,8 0,7 0,9
1,3 0,7 0,5
3,1 0,8 0,6
2,6 15 1,2
0,9 11 1
12 0,5 11
12 2,1 0,8
0,9 0,7 0,6
0,6 14 1,3
0,7 1,6 0,9
0,9 0,9 0,6
0,5 11 1
0,8 0,6 0,9
19 0,7 1
14 0,7 11
12 0,4 0,9
2,5 0,4 1.3
12 0,9 0,8
0,7 0,7 0,9
0,5 0,5 0,7
0,6 1 1,3
0,9 0,7 1
1,2 1,8 14
2,3 0,8 0,9
11 0,6 0,5
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0,8 1,3 0,6
1 0,8 0,9
0,6 2,6 1,1
1,5 0,5 1
0,9 1 1,3
0,7 15 0,8
0,9 2 0,8
0,8 0,8 0,5
1 0,6 1,3
1,1 0,5 2
1,3 1,1 1,7
1,2 1,1 0,5
0,8 15 0,7
0,5 0,9 1
1,1 2,3 0,9
1,6 1,3 1,3
0,7 1,2 1,1
0,5 0,8 0,8
14 1,3 0,9
0,7 0,9 0,6
1,2 1 1,6
1,6 0,7 0,7
1,2 0,7 1,2
1 1 1,3
0,7 0,7 1
0,8 0,6 1,3
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1,139 1,051 1,026
PROMEDIO 1,072
DESVIACION ESTANDAR 0,50
COEFICIENTE DE VARIANZA % 46,83

Anexo 2. Granulometria lodo del rio Quenane, Villavicencio, Meta

Granulometria lodo empresa Farmacéutica
Agar 1 Agar 2 Agar 3
0,5 0,4 0,6
0,7 0,7 0,7
0,8 0,5 0,8
0,7 0,4 1,2
0,4 0,7 0,7
0,4 0,4 0,8
0,7 0,6 0,6
0,6 0,8 1,1
0,4 1 0,5
0,5 0,7 0,8
0,3 0,8 0,4
0,7 0,6 1
0,9 0,6 0,8
0,4 0,5 1
0,8 0,9 0,6
0,9 0,5 0,7
15 0,3 0,7
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0,7 0,6 0,5
0,9 0,9 0,7
1,8 0,5 0,6
0,7 0,7 0,5
0,5 0,7 0,4
0,9 0,5 0,4
0,8 0,5 0,4
0,3 0,4 0,3
0,4 0,4 1

0,7 0,6 0,5
1,3 1,2 0,7
0,7 1,4 1

0,6 0,7 0,5
0,6 0,8 1,3
0,7 0,4 0,5
0,9 0,5 0,6
0,8 0,8 1

0,5 1 0,4
0,6 0,4 0,5
0,9 0,5 0,6
0,7 0,6 0,7
0,4 0,5 1,5
0,7 0,6 0,5
0,9 0,4 0,6
0,3 0,9 0,3
0,6 0,5 0,5
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1 2 0,5
0,6 0,5 0,7
0,4 1,2 0,4
0,5 0,5 0,5
1,4 0,5 0,7
0,6 0,5 0,6
0,8 0,4 0,6
0,9 0,3 0,3
1,3 1 0,5
0,9 0,8 0,6
0,6 0,7 3
1,2 0,4 0,6
0,7 0,4 0,5
0,5 0,5 0,5
0,9 0,3 0,3
1,4 0,5 0,6
15 0,7 0,6

1 0,6 0,7
0,8 0,7 0,5
0,7 0,9 0,5
0,9 0,6 0,7
0,5 0,3 0,8
0,7 0,5 0,5
0,8 0,6 1

1 0,6 0,8
0,9 0,9 0,9
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0,6 1 2,4
0,5 0,5 0,7
0,7 0,4 0,5
0,6 0,6 0,6
0,9 0,7 0,5
0,5 0,3 0,8
0,9 0,5 0,6
0,6 0,6 0,6
0,5 0,8 0,7
0,7 0,7 0,7
1,4 0,5 0,6
0,9 0,4 0,8
1,3 0,6 0,6
0,2 0,9 0,4
0,7 1,3 0,4
0,6 0,5 0,3
0,5 0,4 0,6
0,4 0,7 0,4
0,9 0,5 0,8
0,4 1,1 0,6
0,5 0,9 2,3
0,7 0,8 0,5
0,8 0,6 0,4
0,9 0,5 0,6

1 0,6 0,5
1,3 0,7 0,5
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0,5 0,9 0,7

0,7 0,6 0,7

0,6 0,5 0,5

2 0,2 0,3

0,4 0,7 11

0,758 0,643 0,69
PROMEDIO 0,69
DESVIACION ESTANDAR 0,33
COEFICIENTE DE VARIANZA % 48,42

Anexo 3. Granulometria lodo de empresa farmacéutica

ANOVA
P 1,945 E-24
E 17,546
Grados de libertad 8
¢ Existen diferencias estadisticamente significativas entre los lodos en estudio? Si

Anexo 4. Andlisis estadistico ANOVA de resultados obtenidos del procedimiento granulometria

para lodos de Busbanz4, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

TUKEY
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HSD=

0,13

Diferencias entre lodos en estudio

Dif. Busbanza y Villavicencio | Dif. Busbanza y Farmacéutica

Dif. Villavicencio y Farmacéutica

-0,08

0,29

0,37

¢ Existen diferencias

estadisticamente significativas entre los lodos en estudio?

No

Si

Si

Anexo 5. Andlisis estadistico TUKEY de resultados obtenidos del procedimiento granulometria para

lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

PESO P1 P2 P3 SST mg/l SSV Promedio | Desvia | Coeficie | Prome | Desviaci6 Coeficiente
DE mg/l sst mg/l cion ntede | diossv | nestandar | de Varianza
CAPSU estand | Varianz | mg/l %
LAS ar a%
Lodo 29,21 | 46,41 | 30,21 573333,33 540000 556917 23217 4 481250 | 83085,046 17,26
Farmac
eutico | 5007 | 30,88 | 2243 | 540500 | 422500
Lodo 32,49 | 67,02 | 65,94 1151000 36000 1295000 203647 16 37665 2357,022 6,25
Busban
s 18,34 | 61,51 | 60,33 | 1439000 | 39333,3
3

Lodo 27,82 61,5 57,66 1122666,66 | 128000 1181333 82967 7 117250 | 15202,795 12,96
Villavice
ncio

18,32 | 43,12 | 40,99 1240000 106500

Anexo 6. SST y SSV en lodos en estudio
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ANOVA
P 0,019
F 19,380
Grados de libertad 2
¢ Existen diferencias estadisticamente significativas entre los lodos en SI
estudio?

Anexo 7. Andlisis estadistico ANOVA de resultados obtenidos del procedimiento concentracion de
sélidos totales para lodos de Bushanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

ANOVA
=) 0,0054
= 47,003
Grados de libertad 2
¢ Existen diferencias estadisticamente significativas entre los lodos en Si
estudio?

Anexo 8. Andlisis estadistico ANOVA de resultados obtenidos del procedimiento concentracion de
sélidos volétiles para lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

TUKEY
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HSD=

533509,514

Diferencias entre lodos en estudio

Dif. Busbanza y Villavicencio

Dif. Busbanza y Farmacéutica

Dif. Villavicencio y Farmacéutica

113667

-738083

-624417

¢ Existen diferencias

estadisticamente significativas entre los lodos en estudio?

No

Si

Si

Anexo 9. Analisis estadistico TUKEY de resultados obtenidos del procedimiento concentracion de

sélidos totales para lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

TUKEY

HSD=

203870,809

Diferencias entre lodos en estudio

Dif. Busbanza y Villavicencio

Dif. Busbanza y Farmacéutica

Dif. Villavicencio y Farmacéutica

-79583

443583

364000

¢ Existen diferencias

estadisticamente significativas entre los lodos en estudio?

No

Si

Si

Anexo 10. Analisis estadistico TUKEY de resultados obtenidos del procedimiento concentracion de

solidos volatiles para lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Farmacéutico

Fuente: realizado por los autores
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ST mg/l = (46.41-29.21) /30*1000000 = 573.333 mg/l
ST mg/l = (30.88-20.07)/30*1000000= 540.500 mg/|

STV mg/l = (46.41-30.21)/30*1000000= 540.000 mg/I
STV mg/l = (30.88-22.43)/30*1000000= 422.500 mg/I

SST mg/l= (46.41-29.21) *1000/ (30/1000) = 573.330 mg/l
SST mg/I= (30.88-20.07) *1000/ (30/1000) = 540.500 mg/|

El promedio de los sélidos suspendidos totales del lodo farmacéutico es 573.330 mg/l +
540.500 mg/l /2 = 556.915 mg/I

SSV mg/l= (46.41-30.21) *1000/ (30/1000) = 540.000 mg/|
SSV mg/l= (30.88-22.43) *1000/ (30/1000) = 422.500 mg/|

El promedio de los sélidos suspendidos volatiles del lodo farmacéutico es 540.000 mg/l +
422.500 mg/l /2 = 481.250 mg/I

Anexo 11. Calculos de ST y SSV para lodo de empresa farmacéutica

Busbanza
ST mg/l = (67.02-32.49) /30*1000000= 1.151.000 mg/I
ST mg/l = (61.51-18.34) /30*1000000= 1.439.000 mg/I

STV mg/l = (67.02-65.94) /301000000 = 36.000 mg/I

STV mg/l = (61.51-60.33)/30*1000000 = 39.333 mg/I

SST mg/l= (67.02-32.49) *1000/ (30/1000) =1.151.000 mg/I|

SST mg/l= (61.51-18.34) *1000/ (30/1000) = 1.439.000 mg/|

El promedio de los sélidos suspendidos totales del lodo de la laguna de Busbanza es
1.151.000 mg/l +1.439.000 mg/l /2 = 1.295.000 mg/I

SSV mgl/l= (67.02-65.94) *1000/ (30/1000) = 36.000 mg/|
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SSV mgl/l= (61.51-60.33) *1000/ (30/1000) = 39.333 mg/|

El promedio de los sélidos suspendidos volatiles del lodo de la laguna de Busbanza es
36.000 mg/l + 39.333 mg/l /2 = 37.665 mg/I

Anexo 12. Célculos de SST y SSV para lodo laguna de Busbanza, Boyaca

Villavicencio

ST mg/l = (61.50-27.82)/30*1000000 = 1.122.666 mg/I
ST mg/l = (43.12-18.32)/30*1000000 = 1.240.000 mg/I

STV mg/l = (61.50-57.66)/30*1000000 = 128.000 mg/I
STV mg/l = (43.12-40.99)/30*1000000 = 106.500 mg/I

SST mg/l= (61.50-27.82) *1000/ (30/1000) =1.122.666 mg/I
SST mg/l= (43.12-18.32) *1000/ (30/1000) =1.240.000 mg/I|

El promedio de los sélidos suspendidos totales del lodo de la quebrada del rio Quenane
en Villavicencio es 1.122.666 mg/l + 1.240.000 mg/l = 1.181.333 mg/I

SSV mg/l= (61.50-57.66) *1000/ (30/1000) = 128.000 mg/|
SSV mg/l= (43.12-40.99) *1000/ (30/1000) = 106.500 mg/|

El promedio de los sélidos suspendidos volatiles del lodo de la quebrada del rio Quenane
en Villavicencio es 128.000 mg/l + 106.500 mg/l /2 = 117.250 md/I

Anexo 13. Calculos de SST y SSV para el lodo del rio Quenane, Villavicencio, Meta

CALCULOS ESTADISTICOS DESPLAZAMIENTO DE NaOH al 3% LODO DEL
RIO QUENANE, VILLAVICENCIO, META

Volumen
Dias (xi) promedio (fi) Fi Xi*fi Xi i
0 0 0 0 0
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1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

4 0 0 0 0

6 0 0 0 0

7 0 0 0 0

9 0 0 0 0
10 1 1 10 100
11 4,33 5,33 47,63 523,93
12 7,33 12,66 87,96 1055,52
13 10,66 23,26 138,58 1801,54
15 13,66 36,86 204,9 3073,5
17 15,66 52,52 266,22 4525,74
18 19,33 71,85 347,94 6262,92
19 23 94,85 437 8303
21 25,66 120,51 538,86 11316,06
22 31,33 151,84 689,26 15163,72
23 34,33 186,17 789,59 18160,57
25 38,33 2245 958,25 23956,25
26 42,66 267,16 1109,16 28838,16
27 45,66 312,82 1232,82 33286,14
28 49 361,82 1372 38416
29 52,33 414,15 1517,57 44009,53
30 55 469,15 1650 49500
b3 469,15 11397,74 288292,58

MEDIA 24,29
DESVIACION 4,94
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ESTANDAR

COEFICIENTE
DE
VARIACION 20,33%

Anexo 14. Célculos estadisticos desplazamiento de NaOH al 3% del lodo del rio Quenane,

Villavicencio, Meta

CALCULOS ESTADISTICOS DESPLAZAMIENTO DE NaOH AL 3% DEL LODO
DE LAGUNA DE BUSBANZA, BOYACA
Volumen
Dias (xi) promedio (fi) Fi Xi*fi i
0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
9 0,66 0,66 6 53,46
10 1,33 2 13,33 133
11 4,66 6,66 51,33 563,86
12 7,333 14 88 1055,52
13 10 24 130 1690
15 12,33 36,33 185 2774,25
17 15 51,33 255 4335
18 19 70,33 342 6156
19 23 93,33 437 8303
21 26,66 120 560 11757,06
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22 30,66 150,66 674,66 14839,44
23 34 184,66 782 17986
25 37 221,66 925 23125
26 39,33 261 1022,66 26587,08
27 43 303 1161 31347
28 46,66 349,66 1306,66 36581,44
29 48,66 398,32 1411,33 40923,06
30 53,33 452 1600 47997
)3 452 10951 276207,17
MEDIA 24,22
DESVIACION
ESTANDAR 4,94
COEFICIENTE
DE
VARIACION 20,3%

Anexo 15.Calculos estadisticos desplazamiento de NaOH al 3% del lodo de laguna de Busbanza,

Boyaca

CALCULOS ESTADISTICOS DESPLAZAMIENTO DE NaOH AL 3% DEL LODO
DE EMPRESA FARMACEUTICA
Volumen
Dias (xi) promedio (fi) Fi Xi*fi Xi#fi
0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
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9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 1 1 11 121
12 4 5 48 576
13 7 12 91 1183
15 12 24 180 2700
17 15,66 39,66 266,33 4525,74
18 20 59,66 360 6480
19 24,33 83,99 462,33 8783,13
21 26,33 110,32 553 11611,53
22 29 139,32 638 14036
23 32 171,32 736 16928
25 36,66 207,98 916,66 223125
26 39,66 247,64 1031,33 26810,16
27 43,33 290,97 1170 31587,57
28 46,66 337,63 1306,66 36581,44
29 50,33 387,96 1459,66 42327,53
30 53 441 1590 47700

z 441 10820 274263,6

MEDIA 24,53
DESVIACION
ESTANDAR 4,49
COEFICIENTE
DE
VARIACION 18,3%

Anexo 16.Calculos estadisticos de desplazamiento de NaOH al 3% del lodo de empresa

farmacéutica
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Determinacion de grupos microbianos por técnica de NMP:

NMS para poblaciones pertenecientes a lodo de Laguna Busbanz4, Boyaca

Célculos para tubos segun Mcgrady para 5 tubos por dilucién

Medios de | Combinacion | Numero NMP Desviacion | Coeficiente Media
Cultivo de tubos de estandar de
positivos Bacterias Variacion
BAS 554 160 2,1 x10* 0 0% 160
BFG 554 160 2,1 x10* 75,43 0,70% 106,66
BFL 554 160 2,1x10* 50,12 0,46% 107,5
BSRL 554 160 2,1x10° 86,27 0,63% 136,66
BSRA 553 90 1,19 x 10* 0 0% 90
BMH, 331 2 2,65 x 10 0,14 0,07% 1,8
BMA 432 4 5,30 x 107 0,70 0,2% 35

Anexo 17. Calculos para NMS para poblaciones pertenecientes al lodo de laguna de Busbanza,

Boyaca

NMS para poblaciones pertenecientes a lodo del Rio Quenane, Villavicencio, Meta

Célculos para tubos segun Mcgrady para 5 tubos por dilucion

Medios de

Cultivo

Combinacioén
de tubos

positivos

NUmero
de

Bacterias

NMP

Desviacion

estandar

Coeficiente
de

Variacion

Media
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BAS 554 160 3,68 x 10° 0 0% 160
BFG 554 160 3,68 x 10° 75,43 0,70% 106,66
BFL 554 160 3,68 x 10° 50,12 0,46% 107,5
BSRL 553 90 2,07 x 10° 86,27 0,63% 136,66
BSRA 553 90 2,07 x 10° 0 0% 90
Anexo 18. Calculos para NMS para poblaciones pertenecientes al lodo del rio Quenane,
Villavicencio, Meta
NMS para poblaciones pertenecientes a lodo de empresa farmacéutica
Célculos para tubos segun Mac Grady para 5 tubos por dilucién
Medios de | Combinaci | NiUmero de NMP Desviacion | Coeficiente Media
Cultivo 6n de Bacterias estandar de
tubos Variacion
positivos
BAS 554 160 1,6 x 10° 0 0% 160
BFG 000 0 0 75,43 0,70% 106,66
BFL 500 2.5 2,59 x 10° 50,12 0,46% 107,5
BSRL 554 160 1,6 x 10° 86,27 0,63% 136,66
BSRA 553 90 9,35 x 10° 0 0% 90

Anexo 19. Célculos para NMS para poblaciones pertenecientes al lodo de empresa farmacéutica

NMS para poblaciones pertenecientes a lodo de la Quebrada Moncovita
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Célculos para tubos segun Mac Grady para 5 tubos por dilucion

Medios de | Combinaci | Numero de NMP Desviacion | Coeficiente Media
Cultivo on de tubos Bacterias estandar de
positivos Variacion
BAS Sin Sin 2,60 x 10? Sin Sin Sin
informacion | informacion informacion | informacion | informacioén
BFG Sin Sin 2,40 x 10? Sin Sin Sin
informacion | informacion informacion | informacion | informacioén
BFL Sin Sin 1,80 x 10! Sin Sin Sin
informacion | informacion informacion | informacién | informacioén
BSRL Sin Sin 6,80 x 10* Sin Sin Sin
informacion | informacion informacion | informacién | informacioén
BSRA Sin Sin 7,0 Sin Sin Sin
informacion | informacion informacion | informacién | informacioén

Anexo 20. Céalculos para NMS para poblaciones pertenecientes al lodo de la quebrada Moncovita

Célculos

Férmula: # de bacteria (seglun tabla) * maxima Dil * 5000 / gSSV

Ejemplo Busbanza: 160 * 10°* 5000 / 0,037666 = 21239,31397 = 2,1 x 10*

Ejemplo Villavicencio: 160 * 10°* 5000 / 0,217250 = 3682,3935 = 3,68 x 10°

Ejemplo Farmacéutica: 160 * 10°* 5000 / 0,481250 = 1662,3376 = 1,66 x 10°

Anexo 21. Célculos numero de bacterias para los lodos en estudio
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ANOVA

P 0,001
F 7,31
GL
¢ Existen diferencias estadisticamente significativas entre los lodos en estudio? SI
Anexo 22. Andlisis estadistico ANOVA de resultados obtenidos de técnica NMP para lodos de
Laguna Busbanzd, Rio Quenane, Quebrada Moncovita y Farmacéutica.
Fuente: realizado por los autores
TUKEY
HSD= 2454
Diferencias entre lodos en estudio
Dif. Laguna Dif. Laguna Dif. Rio Dif. Rio Dif. Laguna Dif.
Busbanzay | Busbanzay Quenane y Quenane y Busbanzay Farmacéutica
Rio Quenane | Farmacéutica | Farmacéutica Quebrada Quebrada y Quebrada
Moncovita Moncovita Moncovita
2663 395,07 3058,07 3959,57 1296,57 901,5

¢ Existen diferencias estadisticamente significativas entre los lodos en estudio?

Sl

NO

Sl

Sl

NO

NO

Anexo 23. Analisis estadistico TUKEY de resultados obtenidos de técnica NMP para lodos de

Laguna Busbanzd, Rio Quenane, Quebrada Moncovita y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

Dia Volumen
S Reactor
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Anexo 24. Medicién de Metano obtenido por medio de la técnica desplazamiento de NaOH al 3%

para lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

Lodo de Rio Lodo Lagunade |[Lodo de empresa
Quenane,Villavicencio,Meta | Busbanza, Boyaca farmacéutica
Volumen Volumen
Tiempo en [ Volumen acumulado de CH4 | acumulado de CH4 | acumulado de
dias en ml en ml CH4 en ml
0 0 0 0
1 0 0 0
2 0 0 0
4 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
9 0 0,66 0
10 1 1,33 0
11 4,33 4,66 1
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12 7,33 7,33 4
13 10,66 10 7
15 13,66 12,33 12
17 15,66 15 15,66
18 19,33 19 20
19 23 23 24,33
21 25,66 26,66 26,33
22 31,33 30,66 29
23 34,33 34 32
25 38,33 37 36,66
26 42,66 39,33 39,66
27 45,66 43 43,33
28 49 46,66 46,66
29 52,33 48,66 50,33
30 55 53,33 53
Media 24,29 24,22 24,53
Desviacion
Estandar 4,94 4,94 4,49
Coeficiente
de Variacion 20,33% 20,33% 18,33%

Anexo 25. Promedio, Media, Desviacién estandar y Coeficiente de variacion en el desplazamiento

de NaOH al 3% para los lodos en estudio

Fuente: realizado por los autores
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ANOVA

0,98

0,02

¢ Existe diferencia significativa en el promedio de desplazamiento de volumen

de NaOH al 3% entre los lodos de estudio?

NO

Anexo 26. Analisis estadistico ANOVA de resultados obtenidos de técnica Desplazamiento de

NaOH al 3% en lodos de Busbhanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

TUKEY

HSD=

13,00

Diferencias entre lodos en estudio

Dif. Busbanza y Villavicencio

Dif. Busbanza y Farmacéutica

Dif. Villavicencio y Farmacéutica

0,70

0,49

1,18

¢ Existen diferencias

estadisticamente significativas entre los lodos en estudio?

NO

NO

NO

Anexo 27. Andlisis estadistico TUKEY de resultados obtenidos de técnica Desplazamiento de

NaOH al 3% en lodos de Busbanza, Villavicencio y Farmacéutica.

Fuente: realizado por los autores

Procedimiento Granulometria

1. Preparar agar bacteriolégico como lo recomienda la casa comercial; no se

requiere su esterilizacion. Como alternativa se puede utilizar gelatina sin

sabor.
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En 5 cajas de Petri, colocar 1mi de lodo en el centro.

Enseguida verter el agar aun tibio, procurando formar una pelicula lo més
delgada posible.

Distribuir la muestra en el agar de manera uniforme, con movimientos
circulares de la caja de Petri hacia la derecha y los mismos hacia la
izquierda, formando ochos.

Esperar a que se solidifique el agar.

Observar en el microscopio Optico empleando un ocular de Whipple
previamente calibrado, determinando el tamafio de cada cuadrado del
micrometro ocular.

Para su lectura se debe tener en cuenta:

Presencia de granulos bien definidos y compactos.

El valor del didmetro promedio se debe realizar sobre una muestra al azar

de minimo 100 granulos.

Para granos no esféricos se debe medir el diAmetro mayor.

CALCULOS: Con los datos obtenidos de las mediciones de los granulos se

determina el valor promedio de los granulos.

Anexo 28. Procedimiento de granulometria para los lodos en estudio

Recuento de bacterias anaerobias estrictas (BAS)

Volumen 150 ml:

Solucién mineral de Balch sin sulfatos 7,5 ml
KoHPO, 0.045¢g

Fe(S04).7H,0 (0.2%) 150 ul
Solucion de oligoelementos sin sulfatos 1,5ml
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NiCl, -6H,0 (O.5g/L) 75 ul

Azul de bromotimol (1.0%) 150 ul
Extracto de levadura 300 mg
Bio trypcase (Peptona tripsica de caseina) 300 mg
Glucosa 1500 mg

Se completa con agua destilada a 150 ml, se ajusta pH con NaOH 1N, agregar

10% en volumen de agua destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1 litro y

enfriar bajo atmaosfera de nitrégeno (N»)

Cuando esté a temperatura ambiente agregar

NaHCOs3

0,75g

Cisteina

0.075 g

Servir 5 mL en tubos Hungate, hacer cambio de fase N,/CO; (80%, 20%) durante

un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos (121°C - 15 psi). Antes de

utilizarlo agregar:

Na,S. 9H,0 (2.0%)

0.05 ml/ 5 ml

Vitaminas diluidas de Balch

0.05 ml/ 5 ml

Después del autoclave el pH debe ser 7.1

Anexo 29. Medio para recuento de bacterias anaerobias estrictas (BAS)

Recuento bacterias fermentadoras del lactato y de la glucosa (BFL Y BFG)
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Volumen 150 ml:

Solucion mineral de Balch sin sulfatos 15 ml
Oligoelementos de Balch sin sulfato 3 mi
KoHPO4 90 mg
Fe(S0O4).7H,0 (0.2%) 300 ul
NiCl, -6H,0 (O.5g/L) 300 ul
Azul de bromotimol (1.0%) 300 ul
Extracto de levadura 600 mg
BIOtrypcase (Peptona tripsica de 600 mg
caseina)
Selenita de sodio (1.73g/L) 300 ul

Para las BFG tomar 75 mL del medio anterior y agregar 0,75 g de glucosa. Ajustar

pH a 7.1. Después de hervir enfriar bajo atmosfera de N,/CO, y agregar:

Cisteina- HCI 37,5 mg

NaHCO3 (10%) 375 mg

Para las BFL tomar los 75 ml de medio restantes y agregar 420 ul de lactato de
sodio (60% en peso) o 2.8 ml de &cido lactico. Ajustar el pH a 7.25. Después de

hervir, enfriar bajo atmésfera de N,/CO..

Cuando esta a temperatura ambiente agregar:

Cisteina- HCI 0,0375 mg
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NaHCO3 (10%)

0,375 mg

Servir 5 mL en tubos Hungate, bajo atmaosfera de nitrégeno, hacer cambio de fase

N2/CO, (80% / 20%) durante un minuto. Llevar al autoclave durante 15 minutos

(121°C - 15 psi).

Antes de utilizarlo agregar:

Na,S. 9H,0 (2.0%)

0.05ml/5ml

Vitaminas diluidas de Balch

0.05ml/5ml

Anexo 30. Medio para recuento de bacterias fermentadoras de lactato y de la glucosa (BFL y BFG)

Recuento de bacterias sulfatoreductoras del acetato y lactato (BSRLAcC y

BSRAC)

Volumen 150 ml:

KH204 60 mg

NH4CI 150 mg

Na,SOg4 900 mg

NacCl 360 mg

FeCl,4H,0 108 mg

MgCl, -6H,0 120 mg

CacCl; -:2H,0 45 mg

Extracto de levadura 300 mg
Oligoelementos P.W. sin sulfato 300 ul
Solucién de resarzurina (0.1 %) 300 ul

156



Para las bacterias sulfato reductoras del acetato se toman 75 mL del medio

anterior y agregar 225 mg de acetato de sodio. 3H,0. Ajustar pH a 6.7.

Después de hervir, enfriar bajo atmosfera de N,/CO, y agregar antes de servir 375

mg NaHCOg;

Para las bacterias reductoras del lactato tomar los 75 mL de medio restantes y

agregar 495 ul de lactato de sodio (60%). Ajustar el pH a 6.8. Después de hervir,

enfriar bajo atmdsfera de N,/CO,

Cuando esta a temperatura ambiente agregar antes de servir 375 mg NaHCO3

Servir 5 mL en tubos Hungate, bajo atmésfera de nitrdgeno, hacer cambio de fase

N2/CO2 (80% /20%) durante un minuto, llevar al autoclave durante 15 minutos

(121°, 15 psi).

Cisteina HCI (2.5%)

0.1 ml/smi

Vitaminas P.W. diluidas

0.05ml/5ml

Anexo 31. Medio para recuento de bacterias sulfatoreductoras del acetato y lactato (BSRL y BSRA)

PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién mineral de Balch

Con sulfatos Sin sulfatos *
KH,P04 6.09 900 mg
(NH4)2S04 6.0g
NH,CI 750 mg
MgCl,. 6H,0 315 mg
MgS0,4.7H,0 269
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C&C'z. 2H>0

0.16 g

24 mg

NaCl

12.0g

1800 mg

* Para evitar inhibicion por la presencia de bacterias sulfato-reductoras.

Diluir en 150 ml de agua destilada., preparara en aerobiosis, almacenar en

refrigerador a 4°C.

Anexo 32. Preparacion de solucion mineral de Balch

Solucién oligoelementos sin sulfatos

Con sulfatos

Sin sulfatos*

Acido nitrilotriacético**

.5g no aplico
MgSOs- 7H,0 309
MgCl,- 6H,0 0,375¢
MnSO,4. H,O 05¢g
MnCl,. 4H,0 0,099
NaCl 109 0,15¢
FeSO,- 7H,0 01g
FeCl,. 4H,0 0,015¢
CoCl,- 6H,0 0,015¢
CoS0Oy4- 6H0 019
CaCly- 2H,0 0.1g 0,015¢
ZnCl, 0,015¢
ZnS0Oy4 0.1g
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CuS0Oy4- 5H20 0.01g
CuCly- 2H20 1,5mg

ALK(SO.), 0.0lg
ALCl, 1,5 mg
H3BO3 0.01g 1,5mg
NaMoOg4- 2H,0 0.01g 1,5mg

*Para evitar inhibicion por la presencia de bacterias sulfato reductoras.

**Se disuelven 1.5g de &cido nitrilotriacético con KOH 10N o 1N hasta pH 6.5.

La solucion se prepara en aerobiosis. Después de adicionar todo, ajustar el pH a

7.0 con KOH 1N, almacenar en el refrigerador a 4°C.

Anexo 33. Preparacion de oligoelementos sin sulfatos

Solucién diluida de vitaminas de Balch

Volumen 150 ml:

Tiamina HCI (vitamina B 1) 0,75 mg
D. L. Pantotenato de Ca 0,75 mg
Acido nicotinico 0,75 mg
Piridoxina - HCI (vitamina B6) 1,5 mg
Acido félico 0,3mg
Riboflavina (vitamina B2) 0,75 mg
Acido Lipoico (thioico) 0,75 mg
Biotina (vitamina H) 0,3 mg
Acido p-aminobenzoico (PABA) 0,75 mg
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Cianocobalamina (vitamina B12) 0,015 mg

Esterilizar por filtracion en membranas de 0.22mm en anaerobiosis
Almacenar protegido de la luz en refrigerador a 4°C.

Se preparan en frascos de 60mL con cambio de fase de N,/CO,y estériles.

Anexo 34. Preparacion de solucién diluida de vitaminas de Balch

Soluciéon mineral de PEENNIG et WIDDEL (SIN SULFATO)

Volumen 150 ml:

KH,PO, 30 mg
NH,4CI 75 mg
NacCl 180 mg
MgCl,. 6H,0 60 mg

CaCly- 2H,0 22,5 mg
KCI 75 mg

Anexo 35. Preparacion de solucién mineral de PEENNING ET WIDDEL (sin sulfato)
Solucién de vitaminas de PEENNIG y WIDDEL

Volumen 1 litro:

Biotina (vitamina H) 0,15 mg
Acido para-Amino benzoico (PABA) 0,75 mg
Cyanocobalamina (vitamina B12) 0,75 mg
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Thiamina, HCI 1,5mg

DL panthotenato de Ca 0,75 mg
Acido nicotinico 0,75 mg
Pyridoxamina (Pyridoxina HCI) 1,5mg

Nota: Esterilizar por filtracion, en anaerobiosis. Almacenar a 4° C y protegido de la

luz.

Anexo 36. Preparacion de solucién de vitaminas de PEENNING y WIDDEL

Medicion de metano por desplazamiento de liquido

Para la determinacion de la actividad metanogénica producida por los lodos en

estudio, se debe tener en cuenta que es una medida experimental de la capacidad

generada entre la materia organica y el sustrato para la formacion de metano

(CHy), de ese modo se implementa el uso de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 3%

conectado directamente en los reactores con los lodos de interés, para por medio

del desplazamiento de este liquido se pueda determinar la actividad metanogénica

producida por los lodos en estudio.

Procedimiento

1. Adicionar 30 ml de agua destilada hervida, asi como los volumenes de AGV

y de lodo. El volumen dependera de si el sistema es estatico o agitado.

2. Cuando se sospecha una limitacion de nutrientes y elementos traza se

adiciona la solucién de nutrientes en una relacion de 1mi /L. El extracto de

levadura se adiciona en una concentracion de 0.2g/L.

3. La temperatura de incubacién es de 30°C a 35°C de acuerdo con las

condiciones que se fijen para el ensayo.
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4. En otra botella de suero se colocan 60 ml de la solucion de NaOH, se sella
con tapon de caucho el cual se perfora con dos agujas de jeringa. La botella
con NaOH se coloca boca abajo, y se conecta a la botella con el lodo.

5. La "T" de la manguera de conexion funciona como trampa para NaOH e
impide la entrada de NaOH a la botella de lodo. La segunda aguja en el
frasco con NaOH permite la salida del liquido y medir el volumen de gas
producido, el cual es equivalente al volumen de NaOH desplazado y
recogido en el cilindro graduado.

6. Determinar la produccion diaria de metano a intervalos regulares de tiempo
para determinar el periodo de tiempo en el cual se obtiene la mayor
produccién de metano. Es importante agitar la botella que contiene el lodo
antes de realizar la lectura para liberar el
gas del lodo y conseguir mayor contacto entre el sustrato y el lodo.

8. Cada muestra se realiza por duplicado. Para cada serie de ensayos se
incluye un blanco que contiene agua destilada y un control al que no se le
agrega sustrato, a fin de corregir la produccién enddégena de gas, asi como

el volumen desplazado por cambios de temperatura y presion atmosférica.

Anexo 37. Metodologia para la medicion de metano por el método de desplazamiento de NaOH al
3%
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