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RESUMEN

RESUMEN

En e presente trabajo de investigacion se realizaron ensayos de toxicidad en botellas serol0gicas,
en los cuales se midié la produccién de biogés para cada concentracion de metal adicionada.

Se llevaron a cabo ensayos preliminares para evaluar un rango amplio de concentraciones de
cadmio y niquel teniendo en cuenta los siguientes factores: tiempo de contacto, produccion de
metano y potencial redox. El tiempo de contacto utilizado en los ensayos de toxicidad fue de 96
horas, € cua se encontré mediante una prueba de degradabilidad del sustrato.

Se determiné el rango en el cua estaba la concentracion de cada metal que inhibia la
produccion de metano en un 50% y el ensayo final se realizd con concentraciones que estaban en
dicho rango, tanto para cadmio como para niquel; esta inhibicion se calculé con base en un
control y aplicando el método Probit con algunas modificaciones. Los ensayos preliminaresy el
ensayo fina se llevaron a cabo atemperatura ambiente.

La concentracion efectiva que inhibio la produggrién de metano en un 50% (CES(X con un
intE[Fvalo de confianza d +95% fue de 526.8 mg BIJL /L paraniquel y € intervalo de 403.8 mg
Ni /I2+a 690.6 mg Ni2+/L y de 54.2 mg Cd“='/L para cadmio con un intervalo de 47.7
mgCd“"/L a60.9 mg Cd“"/L

Finalmente se determino la fraccion soluble de algunas concentraciones evaluadas de
cadmio y niquel paraevidenciar el hecho de acumulacion de éstos en |a biomasa anaerobia.
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ABSTRACT

ABSTRACT

On this research project toxicity assays were performed in serum bottles to measure the biogas
production for every added metal concentration.

Preliminary assays were performed to evaluate a wide cadmium and nickel concentration
having the following factor into account: time of contact, methane production and redox
potential. The time of contact employed in the test was 96 hours which was found by means of a
substrate degradation test.

The range of concentration of every metal that caused inhibition of the methane production
in a 50% was determined and the final assay was performed with concentration within that
range, as much for cadmium as for nickel; this inhibition was calculated based on a control and
by applying the Probit method with some modifications. The preliminary and the final assays
were performed without any temperature controlled.

The effective concentration that inhibj gd the methane production to 50% (EC 2\5rvith a
confidence limit of 95% was 526.§ mg Ni“ /L for nickel and the interval 403.8 mg i“"/L to

690.6 mg Ni“*/L and 54.2 mg Cd /L for cadmium with an interval of 47.7 mgCd /L t0 60.9
mg Cd= /L.

Finally the soluble fraction of some tested concentrations of cadmium and nickel to prove
the accumulation of these metals in the anaerobic biomass.
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1 INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Aunque la Microbiologia de la Digestion Anaerobia ha sido estudiada en muchos paises,
y los resultados obtenidos han permitido resolver incognitas en cuanto al disefio y
operacién de diferentes tipos de reactores, los problemas de arranque y estabilidad en el
comportamiento de este tipo de reactores, siguen siendo unas de las dificultades
esenciales de esta tecnologia. De ahi que los proyectos de investigacion que se
adelantan en esta area tengan como objetivo establecer si el tipo de sustrato y las
condiciones de operacién de la planta son los elementos mas importantes en la
distribucion y diversidad de las principales poblaciones que se desarrollan en lodos
anaerobios.

Muchas industrias como las de galvanizado, fabricacion de baterias, extraccién
minera, fundicion, produccion de colorantes, entre otras, aportan cantidades apreciables
de metales pesados como cadmio y niquel en sus desechos liquidos y cuando las
concentraciones de estos metales dejan de ser trazas, inhiben el crecimiento y desarrollo
de los procesos metabdlicos de algunas poblaciones bacterianas. En algunos casos es
necesario aclimatar una poblacion microbiana para que, en presencia de algunos metales
pesados, realicen la degradacién de la materia organica presente; ya que este
tratamiento puede resultar econémicamente mas viable que la implementacion de un
sistema fisico-quimico.

La depuracion de aguas residuales industriales (A.R.l) con metales pesados como
parte de sus componentes, ha sido objeto de estudio durante varios afios en el mundo
como se citara mas adelante; en Colombia se han desarrollado investigaciones en esta

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 13
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area por parte de la Universidad Nacional de Colombia, la Universidad del Valle y las
Empresas Publicas de Medellin.

El Grupo de Ingenieria y Gestion Ambiental (GIGA), perteneciente a la Facultad de
Ingenieria de la Universidad de Antioquia, ha participado en el estudio de los metales
pesados en la digestion anaerobia con el desarrollo de algunos trabajos de investigacion
dentro de los cuales se encuentra éste, el cual pretende evaluar el efecto de los metales
pesados Cadmio y Niquel sobre la produccién de metano de un lodo anaerobio a escala
de laboratorio.

Con esta investigacion se pretende determinar cual es el limite de concentraciones
de cadmio y niquel que no inhiben el proceso de remocion de carga organica en un
reactor tipo UASB a escala de laboratorio y determinar de una forma aproximada la
viabilidad de implementar este sistema a escala industrial.

14
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2 OBJETIVOS

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion efectiva de los metales pesados Cadmio y Niquel necesaria
para inhibir el 50% de la produccion de metano del lodo anaerobio de un reactor tipo
UASB; dicha inhibicion se determinara independientemente para cada metal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la degradabilidad del sustrato para determinar el tiempo de contacto en el
ensayo de toxicidad.

- Realizacion de ensayos preliminares para obtener un acercamiento a la
concentracion efectiva que inhiba en un 50% la produccién de metano (CE50).

- Validar los resultados obtenidos mediante analisis estadistico.

- Determinar el porcentaje soluble disponible de los metales utilizados.

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 15
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3 MARCO TEORICO

3 MARCO TEORICO

3.1 CONSIDERACIONES GENERALES DE LA
DIGESTION ANAEROBIA

La digestién anaerobia aplicada al tratamiento de aguas residuales (A.R.) en el mundo
demostro su factibilidad en el afio de 1969, con el desarrollo del filtro anaerobio de Young
[3.1] en el que se lograron remociones del 87% para altas tasas de carga organica
aplicadas. El mas exitoso de los desarrollos de la digestién anaerobia de A.R. es el
reactor anaerobio de flujo ascendente y manto de lodos (UASB), desarrollado por Lettinga
[3.2][3.3] y basado en el principio del clarificador-digestor de flujo inverso aplicado en
Sudafrica [3.4]. Alrededor de la tecnologia UASB se desarrollé en el mundo toda una
generacién de investigaciones que permitieron esclarecer los principios de adhesion
bacterial y factores incidentes, permitiendo mejorar la digestién anaerobia a la vez que
obtener lodo granular en periodos de tiempo mas cortos. A su vez, se construyeron
nuevas plantas de tratamiento y se ampli6 el espectro de aplicacion a diversas clases de
A.R.

Los principales tipos de sustratos tratados por digestidon anaerobia en el tercer
mundo [3.5] son en su orden los producidos por industrias de alimentos, cervecerias,
destilerias de alcohol, pulpa y papel, azucar, quimica, bebidas; agua residual doméstica
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(A.R.D), entre otros.

A raiz de la cooperacién entre Colombia y los paises bajos se introdujo la tecnologia
UASB, la cual como era de esperarse cobré gran interés en nuestro medio, por su
efectividad probada en otros paises y por los resultados promisorios de las plantas piloto
instaladas. Pronto esta tecnologia tuvo un notable crecimiento: para 1994, existian mas
de 30 reactores en el pais, mientras que en América Latina existian mas de 396
reactores. No obstante el crecimiento en el nimero de unidades de tratamiento
anaerobio, no signific6 su masificacion ni mejoré su aceptacion, ya que las plantas
existentes presentan serios problemas constructivos y operacionales que no han
permitido alcanzar los desempefios esperados.

3.2 TRATAMIENTO ANAEROBIO

Segun Lettinga et. al. (1989) [3.6], el tratamiento anaerobio es una tecnologia
relativamente nueva, que ofrece muchas posibilidades:

- Lograr una proteccién efectiva del medio ambiente a bajo costo.
- Para paises en desarrollo se hace accesible (importacién no costosa de equipos).
- Para recuperar/preservar recursos y estimular la produccién agricola.

Tres rangos definidos de temperatura pueden ser distinguidos en el tratamiento
anaerobio:

- Una digestion fria (psicrofilica), entre los 0°C y 20°C.
- Una digestion mesodfilica, entre 20°C y 42°C.
- Una termofilica, por encima de los 42°C hasta los 75°C.

Los limites de estos rangos estan definidos por la temperatura a la cual la velocidad
de decaimiento de la bacteria empieza a exceder la velocidad de crecimiento. Si se tiene
un agua residual normal, el tratamiento termofilico podria consumir demasiada energia y
el psicrofilico podria consumir mucho espacio.

El tratamiento anaerobio necesita integracién y un plan de tratamiento global, para
lograr una completa remocién y recuperacion/reuso de los constituyentes del AR,
también otros sistemas de tratamiento (por ejemplo aerobios y/o fisico-quimicos) pueden
ser requeridos [3.7].

Segun van Haandel y Lettinga (1994) [3.8], un sistema de tratamiento anaerobio
tendera a desarrollar una poblacion bacteriana compatible con la naturaleza de la materia
organicg MO y de las cargas hidraulicas y organicas. En un sistema de tratamiento
maduro son importantes para la eficiencia de remocion del material organico
biodegradable los siguientes factores:

- La naturaleza del material organico a ser digerido.

- La existencia de factores ambientales adecuados para la digestion anaerobia.

18
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- Tamafio de la poblacion bacteriana (eficiencia de retencion de lodo en el sistema).
- Intensidad de contacto entre MO afluente y poblacion bacteriana.

- Tiempo de permanencia del agua residual en el sistema.

3.2.1 Mecanismo de la digestidén anaerobia.

La transformacion de las macromoléculas organicas complejas requiere de la mediacion
de varios grupos diferentes de microorganismos. La figura 3.1 muestra una
representacion esquematica de los procesos involucrados:

Se puede decir que la digestion anaerobia tiene lugar en tres etapas generales [3.9]:

- Primeramente los componentes de alto peso molecular, tales como las proteinas y
los polisacaridos, son degradados en sustancias solubles de bajo peso molecular tales
como aminoacidos y azucares, esta etapa es a veces llamada “fase de licuefaccion”.

- Seguidamente, los nutrientes organicos son convertidos en acidos menos grasos en
una fase de “fermentacion acida”, la cual baja el pH del sistema.

- Finalmente, en la fase de “fermentacion de metano” o “metanogénica”, los acidos
organicos son convertidos en metano, dioxido de carbono y una pequefia cantidad de
hidrégeno.

Para la digestién anaerobia de proteinas, carbohidratos y lipidos, se distinguen
cuatro etapas diferentes en el proceso global de conversion [3.8]:

- Hidrdlisis: El proceso requiere la participacion de las llamadas exoenzimas que son
excretadas por las bacterias fermentativas y permiten el desdoblamiento de la MO.

1 Sistema que tiene una poblacion compatible con el material organico del afluente.
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Figura. 3.1 Secuencia de procesos en la digestion anaerobia de macromoléculas

complejas (los numeros se refieren a porcentajes, expresados como DQO).
1

- Acidogénesis: Los compuestos disueltos, generados en el proceso de hidrdlisis, son
absorbidos en las células de las bacterias fermentativas y después por las acidogénicas,
excretados como sustancias organicas simples como acidos grasos volatiles, alcoholes,
acido lactico y compuestos minerales como COZ’ H2, NH3, HZS’ entre otros.

- Acetogénesis: En esta etapa, dependiendo del estado de oxidacion del material
organico a ser digerido, la formacion del acido acético puede ser acompafiada por el

surgimiento de CO2 o} H2.

- Metanogénesis: En general es el paso que limita la velocidad del proceso de
digestiéon. El metano es producido por las bacterias acetotréficas a partir de la

reduccion del acido acético o por las bacterias hidrogenotréficas a partir de la

reduccion del COZ'

Las bacterias que producen metano a partir del hidrégeno crecen mas rapidamente
que aquellas que usan acido acético, de modo que las metanogénicas acetotréficas
generalmente limitan la tasa de transformacion de la MO compleja presente en el agua

1
Fuente: van Haandel y Lettinga (1994) [3.8].

20
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residual en biogas. Por conveniencia muchas veces los tres primeros procesos son
llamados “fermentacion acida”, que se completan con la “fermentaciéon metanogénica”
[3.10].

La produccion de metano depende principalmente del estado de oxidacion del
carbono en la MO. Si la composicién del sustrato es conocida y es completamente
convertido a CH4 y CO, (y NH3 en el caso que el sustrato contenga nitrégeno), la
produccién tedrica de metano puede ser calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion
[3.11]:

CHON,+(N-a/4-b/2+3d/4) — (n/2 +al8-bl4d-3d/8) CH, + (n/2-al8 + bl4 +
3a/8) 807 4 fin 4

2 3

Generalmente el biogas obtenido contiene mucho menos CO2 que el calculado con

la ecuacién anterior, debido a la alta solubilidad del 002 en el agua.

3.2.2 Factores que influyen en el tratamiento anaerobio.

El proceso de la digestion anaerobia, es afectado fuertemente por varios factores
ambientales. Para aplicar el tratamiento anaerobio de las A.R de una forma 6ptima, es de
gran importancia tener el conocimiento suficiente sobre el efecto de estos factores:

- Temperatura: La temperatura afecta las reacciones de equilibrio quimico
ocasionando cambios en la alcalinidad, pH y solubilidad de compuestos inorganicos. La
variacion de la temperatura también afecta la actividad biologica. En general un aumento
limitado de temperatura de corta duracidon hace que la actividad microbiana aumente; sin
embargo si esta temperatura se mantiene, la degradacion del complejo enzimatico celular
y el aumento de la muerte celular reducen el nimero de organismos e incluso pueden
llegar a desaparecer especies completas.

Las tasas de asimilacion del sustrato, la produccion de metano y la separacion
solido-liquido del efluente son mas 6ptimas a condiciones de temperatura termofilicas.

Las bacterias metanogénicas son mas sensibles a los cambios de temperatura que
otros organismos en el digestor. Esto se debe a que los demas grupos crecen mas
rapido, como las acetogénicas, las cuales pueden alcanzar un catabolismo sustancial,
incluso a bajas temperaturas [3.12].

- pH: La produccion de metano se desarrolla éptimamente a un valor de pH entre 6.5
a 7.5. Valores exactos para el rango de pH no pueden ser dados ya que en algunos
casos la digestion anaerobia del metano se desarrollara mas alla de este rango. Si las
bacterias metanogénicas no alcanzan a convertir rapidamente los AGV a medida que lo
producen las bacterias acetogénicas, estos se acumulan y disminuyen el pH en el
digestor. Otro aspecto importante en el que el pH tiene influencia es en la solubilidad de
muchas sustancias entre ellas los metales pesados lo que hace que estos presenten
mayor o menor biodisponibilidad.

- Potencial Redox: Proporciona informacién referente a la potencialidad de un
ambiente para presentar compuestos en estado reducido u oxidado indicando la
tendencia de donar o aceptar electrones; un ambiente anaerobio requiere de un bajo
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potencial (-330 mV) indicando una alta actividad electrénica y un ambiente fuertemente
reductor.

- Capacidad buffer: El contenido del reactor debe tener suficiente capacidad buffer
para neutralizar una eventual acumulacién de acidos grasos volatiles y por supuesto la
mezcla debe ser adecuada para evitar zonas acidas dentro del reactor.

- Nutrientes: El tratamiento biolégico anaerobio de las aguas residuales es
desarrollado por bacterias, las cuales deben crecer durante el tratamiento, de otra forma
serian lavados fuera del sistema. Por esta razén el agua residual debe contener un
numero de compuestos a partir de los cuales la bacteria pueda sintetizar sus
constituyentes celulares.

- Toxicidad en la digestion anaerobia: Por encima de una cierta concentracion
cualquier componente puede ser inhibitorio, aun los ingredientes (substratos) para los
organismos. Sin embargo en un rango de concentracién baja muchos de estos
compuestos naturales pueden estimular el metabolismo de las bacterias.

Para van Haandel y Lettinga (1994) [3.8], la temperatura es el factor ambiental de
mayor importancia en la digestion anaerobia de A.R.

3.2.3 Toxicidad Anaerobia [3.13].

EL consorcio de microorganismos involucrados en el proceso de digestion anaerobia de
la materia organica, como cualquier organismo vivo, no esta exento de ser inhibido por
alguno de los compuestos presentes en el agua residual. Sin embargo, dado el hecho de
que las bacterias metanogénicas tienen tiempos de generacion muy prolongados, la
consecuencia de la introduccién de sustancias toxicas es mayor en un sistema anaerobio
que en uno aerobio. Es por esta razén que se debe conceder una especial atencion a la
operacion de este tipo de reactores para evitar que las sustancias toxicas entren a los
sistemas anaerobios, por lo menos en concentraciones inhibitorias. Para tal fin es
necesario conocer y entender a fondo el fenémeno de toxicidad.

El término toxicidad se refiere normalmente a la perturbacion originada por una
sustancia sobre un proceso metabdlico o sobre la viabilidad del organismo en cuestion.
En la practica, durante el tratamiento anaerobio del A.R, la toxicidad se observa como
una reduccion en la produccion de metano a consecuencia de un compuesto 0 una
mezcla de compuestos. Cabe considerar que la inhibicion causada por determinadas
sustancias puede ocurrir en cualquiera de las poblaciones del consorcio bacteriano, lo
que implicaria un desbalance poblacional y por consiguiente, una sintesis disminuida del
producto final: el metano. Esta implica que el efecto de un compuesto toxico es muy
complejo y no puede asumirse solamente como la inhibicion de las bacterias
metanogénicas, pues ellas dependen del metabolismo de las demas bacterias alli
presentes; por otra parte, la magnitud de la toxicidad es funcion de varios factores entre
los cuales se encuentra la concentracion, la formacion de complejos y la aclimatacion
entre otros.

De acuerdo con Lettinga (1999) [3.14], se pueden distinguir tres tipos de toxicidad:
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- Toxicidad metabdlica: Se refiere a la inhibicion competitiva de un proceso
metabdlico; al retirar la sustancia toxica, la toxicidad es completamente reversible.

- Toxicidad fisiolégica: Es la inhibicion que resulta del dafio sobre componentes
subcelulares; al retirar el compuesto toxico ocurre la recuperacion, aunque de

manera tardia. Esta demora se debe al tiempo requerido para reparar los dafios
ocurridos.

- Toxicidad bactericida: Se aplica a sustancias tdxicas que causan la muerte celular;
luego de su remocion, la produccion de metano puede que se reanude luego de mucho
tiempo, pues se requiere que surja una nueva generacion a partir de las células viables,
lo cual se ve muy limitado por los largos tiempos de generacion de las bacterias
involucradas.

3.3 METALES PESADOS

Alrededor de 40 elementos en la Tabla Periddica tienen una densidad mayor o igual a 5
g/cm3 y son conocidos como metales pesados. El rasgo distintivo de la fisiologia de los
metales pesados, es que aun cuando muchos de ellos son esenciales para el crecimiento
como el Na, K, Mg, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn y Mo, se ha reportado que también
tienen efectos toxicos sobre las células, principalmente como resultado de su capacidad
para alterar o desnaturalizar las proteinas [3.15]. Debido a su movilidad en los
ecosistemas acuaticos naturales y a su toxicidad para las formas superiores de vida, los
iones de metales pesados presentes en los abastecimientos de agua superficial y
subterraneos, se les ha dado prioridad como los contaminantes inorganicos mas
importantes en el ambiente. Aun cuando se encuentren presentes en cantidades bajas e
indetectables, la recalcitrancia y consiguiente persistencia de los metales pesados en
cuerpos de agua, implica que a través de procesos naturales como la biomagnificacion,
su concentracion puede llegar a ser tan elevada que empiece a ser téxica. Los metales
pesados pueden ser detectados ya sea en su estado elemental, lo que implica que no
sufren modificaciones, o enlazados en varios complejos con sales. De cualquier manera,
los iones metalicos no pueden ser mineralizados [3.16].

Muchos metales pesados son esenciales para el crecimiento y el metabolismo
microbiano en bajas concentraciones, e. g. Cu, Zn, Mn, mientras que a otros no se les
conoce funcién bioldgica, e. g. Au, Ag, Pb, Cd. Una caracteristica de estos metales y de
elementos relacionados es que pueden ser altamente toxicos para las células vivas
[3.17].

Las industrias de galvanizacion utilizan sales de zinc, cromo y niquel en forma de
cianuros complejos, devolviéndolos en determinada cantidad a fuentes receptoras
alcantarillados. El cadmio es un metal pesado que se encuentra asociado a los minerales
de zinc, plomo y cobre y es emitido cuando estos metales son procesados. Aparecen
también en la fabricacion de baterias y pigmentos [3.18].
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3.3.1 Cadmio y Niquel.

El cadmio ocupa el lugar 65 en abundancia entre los elementos de la corteza terrestre,
tiene un punto de fusion de 321 °C, un punto de ebullicién de 765 °C y una densidad de
8,64 g/cm3. El cadmio soélo existe como componente principal de un mineral, la
greenockita (sulfuro de cadmio), que se encuentra muy raramente. Casi todo el cadmio
industrial se obtiene como subproducto en el refinado de los minerales de zinc. Para
separar el cadmio del zinc se utiliza la destilacion fraccionada o la electrdlisis.

El cadmio puede depositarse electroliticamente en los metales para recubrirlos,
principalmente en el hierro o el acero, en los que forma capas quimicamente resistentes.
El cadmio desciende el punto de fusiéon de los metales con los que forma aleaciones; se
usa con plomo, estano y bismuto en la fabricaciéon de extintores, alarmas de incendios y
de fusibles eléctricos. También se utiliza una aleacién de cadmio, plomo y zinc para
soldar el hierro. Las sales de cadmio se usan en fotografia y en la fabricaciéon de fuegos
artificiales, caucho, pinturas fluorescentes, vidrio y porcelana. El cadmio se ha utilizado
como material de control o proteccion en las plantas de energia, debido a su capacidad
para absorber neutrones de baja energia. El sulfuro de cadmio se utiliza en un tipo de pila
(bateria) fotovoltaica, y las pilas eléctricas de niquel-cadmio tienen habitualmente usos
especializados.

El sulfato de cadmio (3CdSO,-8H,0) se utiliza como astringente. El sulfuro de
cadmio (CdS), que aparece como un precipitado amarillo brillante cuando se pasa sulfuro
de hidrégeno a través de una disolucién de sal de cadmio, es un pigmento importante
conocido como amarillo de cadmio. El seleniuro (CdSe), se utiliza también como
pigmento.

El cadmio es el metal pesado téxico mas conocido que existe. Sus efectos se pueden
resumir en que desnaturaliza las proteinas, interactia con el calcio y el zinc en el
metabolismo y produce dafios en la membrana celular [3.19].

El niquel aparece bajo cinco formas isotopicas diferentes. El niquel metalico no es
muy activo quimicamente. Es soluble en acido nitrico diluido, y se convierte en pasivo (no
reactivo) en acido nitrico concentrado. No reacciona con los alcalis. Tiene un punto de
fusion de 1.455 °C, un punto de ebullicion de 2.730 °C y una densidad de 8,9 g/cm3.

El niquel aparece en forma de metal en los meteoritos. También se encuentra, en
combinacion con otros elementos, en minerales como la garnierita,, milerita, niquelita,
pentlandita y pirrotina, siendo estos dos ultimos las principales menas™ del niquel. Ocupa
el lugar 22 en abundancia entre los elementos de la corteza terrestre.

El niquel se emplea como protector y como revestimiento ornamental de los metales,
en especial de los que son susceptibles de corrosion como el hierro y el acero. La placa
de niquel se deposita por electrdlisis de una solucién de niquel. Finamente dividido, el
niquel absorbe 17 veces su propio volumen de hidrégeno y se utiliza como catalizador en
un gran numero de procesos, incluida la hidrogenacién del petréleo.

El acero de niquel, que contiene entre un 2% y un 4% de niquel, se utiliza en piezas
de automdviles, como ejes, cigliefales, engranajes, llaves y varillas, en repuestos de
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magquinaria y en placas para blindajes. El niquel es también un componente clave de las
baterias de niquel-cadmio. El niquel forma fundamentalmente compuestos divalentes,
aunque se dan casos en estados de oxidacién formales que varian entre -1 y +4. La
mayoria de las sales de niquel, como el cloruro de niquel (ii), NiCl,, sulfato de niquel (ii),
NiSO4, y nitrato de niquel (ii), Ni(NO3)2, presentan color verde o azul, y estan
generalmente hidratadas.

2 Mineral a partir del cual se extrae un metal, tal como se encuentra en el yacimiento.

Desde el punto de vista fisioldgico, el niquel no es tan toxico como el cadmio, si bien
algunas de sus sales pueden tener potencialmente efectos cancerigenos y mutagénicos.
El metal es capaz de reaccionar con el ADN y alterar los procesos involucrados. Como
integrante del metabolismo celular, el niquel hace parte de algunas enzimas, o mejor,
hace parte de los sitios activos de algunas enzimas, entre las cuales estan: hidrogenasa,
ureasa, CO deshidrogenasa, ademas de ayudar a la conversion de cisteina a histidina
[3.20].

3.3.2 Metales pesados en la Digestiéon Anaerobia.

Los efectos que los metales pesados ejercen sobre los organismos anaerobios dependen
de algunos factores como la concentracion del metal y la combinacién entre ellos, como
consecuencia resulta que a bajas concentraciones puede existir estimulacion de la
actividad metabdlica, mientras que a altas concentraciones se produce toxicidad, o
también el antagonismo donde un catién disminuye el efecto de otro. A estos fendmenos
se suman la complejidad del lodo y mecanismos que afectan el comportamiento de los
metales pesados en los reactores anaerobios.

La inhibicion por sustancias toxicas en la digestibn anaerobia se manifiesta
principalmente por la disminucién de la tasa de conversion de la M.O acompafnada de un
descenso en la produccion de biogas y un incremento en la concentracion los acidos
grasos volatiles con la consecuente disminucién del pH si no posee la suficiente
capacidad buffer. Por lo tanto comparando la remocion del material organico y la
produccion de biogas en condiciones anormales frente a condiciones normales, se puede
estimar la inhibicion de un reactor sometido a cargas de metales pesados.

Tinsley, | [3.21] sefala que la membrana celular de las bacterias tiene gran
importancia en el transporte de las sustancias al interior de la célula, la cual determina la
entrada o salida al interior de ella; la forma como entran las sustancias toxicas a la célula,
se da por varios mecanismos: difusién pasiva, filtracion, difusion facilitada, transporte
activo, entre otros, la mayoria de las sustancias contaminantes como los metales en
solucion, entran a la célula utilizando el mecanismo de la difusién pasiva, donde los
compuestos atraviesan la membrana celular, pasan la capa lipidica utilizando bajos
gradientes de concentracion. Una vez los cationes metalicos estén dentro de la célula,
estos tienden a unirse con los aniones hidrosulfuros.

Los mecanismos especificos de cdmo los metales pesados actuan frente a los
organismos anaerobios estan relacionados con cambios en los potenciales energéticos
en la célula, en los electrones transportadores, en la translocalizacién de los sistemas del
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sustrato, lo que implica cambios en la actividad enzimatica o en los gradientes idnicos
[3.22].

La toxicidad relacionada con los metales pesados ocurre debido a la alteracién de la
estructura y las funciones de las enzimas, pues éstos se unen con determinados grupos
de la proteina o reemplazan los metales que ocupan normalmente el grupo prostético
[3.23].

De la forma quimica en la cual estén los metales bajo condiciones de anaerobiosis,
depende el grado en que pueden afectar los sistemas bioldgicos. Los metales en la forma
soluble generalmente proporcionan un mayor grado de inhibicion que las formas
insolubles [3.24]. Es importante ver como la presencia de sulfuro precipita los iones
metalicos, reduciendo el potencial téxico bajo condiciones anaerobias, por esto es
importante evaluar la fraccion soluble de la dosis a las cual son expuestas las
poblaciones microbianas en los ensayos de toxicidad. La resistencia a los efectos de los
metales pesados se puede confinar en algunos microorganismos a la posesiéon de
algunos factores de resistencia o plasmidos, pero los efectos de estos factores en
sistemas anaerobios no estan suficientemente documentados.

Las bacterias metanogénicas son mas susceptibles que el resto de las bacterias a
los efectos de los metales pesados y a otros toxicos en general presentes en sistemas
anaerobios. La toxicidad presentada en cada reactor anaerobio por la accién de los
metales pesados es diferente y depende tanto de las condiciones de operacion de éste
como de la calidad del lodo.

En la tabla 3.1 se muestran varias investigaciones sobre toxicidad en digestion
anaerobia y en ella se describe el tipo de reactor, algunas condiciones de operacion,
sustancia toxica y sustratos utilizados, ademas de las variables de respuestas en los
ensayos de toxicidad.
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Tabla 3.1 Reporte de algunos trabajos realizados sobre toxicidad en digestion anaerobia
[3.25].
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4. EXPERIMENTACION

4.1 MATERIALES

4.1.1 Inéculo y reactores UASB.

EL inoculo para los ensayos de toxicidad, se tomé de tres reactores UASB a escala de
laboratorio, previamente estabilizados y funcionando bajo las siguientes condiciones de
operacion:

- DQO afluente: 1200 mg.L-1

- % Remocién: 84 %

-TRH: 16 h

- Velocidad ascensional: 0.11 m.h
- COV: 1.84 Kg DQO.m ™.

En la figura 4.1 se ilustra el montaje de los reactores UASB y en la figura 4.2 se
presenta un esquema de uno de los reactores.

1

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 31



EFECTO DE LOS METALES PESADOS CADMIO Y NIQUEL SOBRE LA PRODUCCION DE METANO
DE UN LODO ANAEROBIO A ESCALA DE LABORATORIO

Figura 4.1. Montaje de reactores UASB a escala de laboratorio 20
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Figura 4.2. Esquema de un reactor UASB a escala de laboratorio

4.1.2 Sustrato y nutrientes.

El sustrato, con la DQO requerida para la alimentacion de los reactores durante e&periodo
de operacion, se preparaba diariamente agregando por litro de agua envejecida ", 1.09g
de suero sintético en polvo, 1.0 mL de nutrientes y 0.453 de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) para suministrarle capacidad buffer al sistema. La composiciéon quimica del
suero sintético es:

3 Agua almacenada durante un tiempo suficiente para disminuir su nivel de oxigeno
disuelto hasta una concentracion tal que no afecte las poblaciones anaerobias estrictas. -

Fosforo: 6.7 mg PO, L1

- Nitrégeno: 12.6 mg NTK.L

_ 1
-DBO,: 652mg O,, L
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- DQO: 1200mg O, L

- Acidez: 7.4 mg CaCOs.L_

- Alcalinidad: 28 mg CaCOS.L'

- Grasas: 25.6 mg Grasas.L |

1
1

Los nutrientes inorganicos se suministraron a partir de una solucidon con una
composicion como la de la tabla 4.1.

Compuesto mg.L
RHPO 33.532
KH.PO 5T 20
HH.LC YN
MgS0,. . 7H.O S50
~aCl;. 2H.0 50
CoCl,.H,C RN
MnS0,.4H:0 &0
CuS0,.5H.0 Q.60
FeS0,.7H,O > 40
iSO, GeH.O 0 o
MoO. g

Tabla 4.1. Nutrientes inorganicos adicionados al sustrato [4.1].

4.1.3 Botellas Seroloégicas.

En los ensayos de Actividad Metanogénica Especifica (AME), biodegradabilidad del
sustrato y ensayo de toxicidad se utilizaron botellas serolégicas de 60 mL. En estas
botellas se representaban las condiciones de los reactores UASB, pero de forma estatica
(batch), selladas herméticamente para cuantificar el metano producido. En la figura 4.3 se
muestra esta unidad experimental.
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Figura 4.3. Unidad Experimental

4.2 EQUIPOS

En la tabla 4.2 se relacionan los equipos usados en la presente investigacion, sus
referencias y los métodos o ensayos en los cuales se utilizaron.

4.3 METODOS

4.3.1 Seguimiento y operacioén de los reactores.

En la tabla 4.3 se muestran los métodos utilizados en el seguimiento y operacion de los
reactores UASB.

Tabla 4.2. Equipos usados en la investigacion.
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Equipo

Referencia

Ensayos 6 métodos

Camara de anaerobiosis

PLAS-LAB 855 AC

AME

Cromatégrafo de gases

HEWLETT PACKARD
6890

AME, Biodegradabilidad del sustrato,
Ensayos de Toxicidad

Termorreactor Spectroquant TR620. |Determinacion de la DQO
MERCK

Espectrofotometro de GBC 932 Plus Biodisponibilidad de los Metales

Absorcion Atémica

Espectrofotometro Spectronic 20 Determinacion de la DQO
GENESYS

Microscopio NIKON ALPHAPHOT-2 | Observacion del Lodo
YS2

pH-metro SCHOOTT CG 840 B |Medicion de pH

Medidor de potencial
REDOX

Electrodo de platino
marca Orion

Medicion de potencial REDOX

Balanza analitica

Sartorius BP 210S

Preparacion del alimento y otros
compuestos

N°25X

Mufla Termolyne 30400 Determinacién de lossélidos
Estufa WTB BINDER Determinacion de los solidos, AME
Autoclave All America Model Esterilizacion

Tabla 4.3 Métodos utilizados en el seguimiento y operacion de los reactores UASB.
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Parametros determinados al A.R [4.2]

Parametro Unidad Método Frecuencia |Fuente
pH afluente y Unidad de |4500-H 1 vez dia Método estandar
efluente pH
indice buffer |- 2320B 1 vez Método estandar
, semana
AGV's meq.L 5260B 1 vez Método estandar
) semana
DQO afluente y mg.L 5220D 1 vez Método estandar
efluente semana
Parametros determinados al lodo anaerobio
Solidos totales y mg.L 2540 4 veces Método estandar
volatiles )
Produccion de biogas mL.h™ Desplazamiento 1 vez dia Método
Normalizado
) ) UdeA
AME gDQO.g ' SSrématografico 1 vez Método
Normalizado
UdeA
Observaciones al | ------- Coloracion de Gram |1 vez Método
microscopio del lodo modificada Normalizado
UdeA

- Produccién de Biogas.

En el ensayo para determinar la cantidad de biogas producida por el lodo de los
reactores UASB se utilizaron columnas cilindricas de vidrio, con un diametro interno de
4.14 cm y una altura de 48 cm. El principio del funcionamiento de este sistema esta
basado en el desplazamiento del liquido (agua) que se encuentra dentro de la columna
por el empuje que le genera el biogas que se produce en el reactor y que es conducido
hasta dicha columna, la figura 4.4 muestra en detalle este sistema.
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Figura 4.4. Sistema para cuantificar la producciéon de biogas.
- Actividad Metanogénica Especifica (AME).

El ensayo de AME se realizé como lo describen Molina et al, 2002 [4.3]. Se trabajo
con un sistema no agitado, una concentracién de SSV de 1.3 g/L, una DQO de 4.0 g/L y
el montaje se realiz6é en botellas serolégicas de 60 mL (como se ilustra en la figura 4); a
las cuales se les adiciond 15.6 mL de medio de cultivo, 0.2 mL de solucién de vitaminas
diluida, 0.2 mL de solucion de Na,S, la inoculacion se realizé bajo condiciones
anaerobias (camara anaerobiosis) adicionando 2.0 mL de lodo, finalmente se adicionaron
2.0 mL del sustrato para obtener un volumen de fase liquida de 20 mL, dejando el
volumen restante para la acumulacién del metano producido. Los sustratos utilizados
fueron acidos férmico, acético, propionico y butirico, cada sustrato se utilizé de forma
independiente adicionalmente se prepararon botellas sin sustrato (control) con el fin de
corregir la produccion de metano por respiracién endoégena. La adicién de las soluciones
estériles (vitaminas y agente reductor Na,S) se llevo a cabo con jeringa estéril, purgada
con N, y se flameo el tapén de las botellas al realizar este procedimiento. Luego del
montaje se colocaron las botellas de forma invertida (para crear un sello hidraulico) a una
temperatura de 35 °c para su incubacion. El seguimiento de la actividad metanogénica
para cuantificar el metano presente en la fase gaseosa de la botella se llevo a cabo por
cromatografia de gases; las condiciones para este método se describen en la tabla 4.4.
Ademas se llevo a cabo una segunda alimentacion cuando el incremento en la
produccion de metano fue nulo, en la cual se adiciond la misma concentraciéon de sustrato
utilizada inicialmente. El ensayo se termin6 cuando el incremento en la produccion de
metano nuevamente fue nulo. La figura 4.5 muestra la secuencia del montaje
experimental de AME.
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Figura 4.5 Ensayo de AME
- Observaciones al microscopio.

El lodo fue observado en el microscopio electronico con el fin de constatar su
actividad biolégica e identificar a grandes rasgos las poblaciones que lo conforman. Las
observaciones al microscopio se hicieron utilizando placas en fresco y coloreadas. La
coloracion empleada fue la de Gram modificada por Kopeloff para anaerobiosis [4.4]

4.3.2 Ensayo de degradabilidad del sustrato.

Para definir el tiempo de contacto, es decir el tiempo necesario para evaluar la toxicidad
de estos metales, fue necesario realizar un ensayo de degradabilidad del sustrato (acido
acético). Para este ensayo se hizo un montaje similar al realizado para el ensayo de AME
pero a temperatura ambiente y con un volumen de trabajo en cada botella de 30 mL, el
cual estaba compuesto por sustrato (acido acético), nutrientes (los macro y
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micronutrientes utilizados en la operacion del reactor), inoculo (lodo anaerobio
proveniente de los reactores UASB estabilizados) y agua destilada, dejando el resto de
volumen para la acumulacion del metano; el ensayo se hizo por duplicado y a cada
muestra le correspondia un control, el cual s6lo contenia lodo y agua destilada.

Se mantuvieron las condiciones anaerobias dentro de las botellas mediante un
intercambio de gases (se desplazaba el oxigeno por una mezcla de nitrégeno y didxido
de carbono). Se mantuvo una relacion DQO /SSV de 0.8.

La degradacion del acido acético se evalué indirectamente a partir de su conversién
a metano y su produccion se cuantificd utilizando el mismo método cromatografico de
AME. Se calcul6 la tasa de produccion de metano y el ensayo se detuvo cuando dicha
tasa present6 una tendencia a disminuir.

4.3.3 Ensayo de toxicidad.

El ensayo de toxicidad fue desarrollado en botellas seroldgicas de 60 ml utilizando cloruro
de niquel hexahidratado (CI,Ni.6H,O) y_ cloruro éie cadmio 2,5 aguas (Cl,Cd.2,5H,0)

: 2 5270 2+ + ‘s % . 2
para obtener los cationes metalicos Ni© y Cd™ como téxicos. El montaje de este
ensayo es el mismo del ensayo de biodegradabilidad, con la

+ +
unica diferencia que adicionalmente se agregaba el toxico (Ni2 o] Cd2 ) en la
concentracién requerida, pero manteniendo siempre el volumen final de 30 mL.

La inhibicion fue estimada comparando la produccion de metano del control con la
produccion de las botellas que contenian las diferentes concentraciones de toxico, se
evalu6 cada 24 horas hasta las 96 horas, que fue el tiempo de contacto obtenido en el
ensayo de degradabilidad del sustrato.

El seguimiento de la produccién de metano se llevo a cabo por Cromatografia de
gases (Cromatografo FID HEWLETT PACKARD 6890) cada 24 horas durante 4 dias.

4.3.4 Método Estadistico para el calculo de la CE . .

Para la determinacion de la CE5 se utilizé el método Probit, el cual consiste en una serie
de procedimientos estadisticos para analizar datos de experimentos de toxicidad aguda y
se fundamenta en una distribucién normal alrededor de los porcentajes de mortalidad.
Este método proporciona una estimacion de la CL_, de una sustancia téxica y permite
probar la precision de esta estimacidon [4.5], pero en esta investigacion se utilizé para
determinar la CE o Ya aue la respuesta a la toxicidad no se cuantifico con base en la
mortalidad de los microorganismos, sino que se evalud indirectamente a traves de la
inhibicion en la produccién de metano. Antes de desarrollar este método se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA) para comparar los efectos de las diferentes
concentraciones evaluadas y la similitud en los resultados para las repeticiones; se basa
en la aplicacion del modelo lineal aditivo que representa las diferentes fuentes de
variacién de los datos, los supuestos propuestos en el andlisis de varianza son [4.6]: (a)
los err(%res &i. deben ser independientes; (b) los errores §i. deben tener distribucién normal
N(0, ™) y (C€) cada concentracion (tratamiento) define ur#a subpoblacién con distribucion
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2 , : : .
normal N(u., 07), la varianza es constante e igual para todos los tratamientos, es decir se
requieren \)arianzas homogéneas. En este analisis se plantean las siguientes hipdtesis:

HO= Los efectos de cada concentracion (tratamientos) son iguales a cero.

H,= Al menos el efecto de una concentracion (tratamiento) es diferente de cero. Al
representar graficamente los porcentajes de mortalidad acumulados (que para esta
prueba de toxicidad corresponde al porcentaje de inhibicién en la produccion de metano)
en funcigpn de las concentraciones de la sustancia toxica, se obtiene una curva
sigmoidal . En el analisis Probit los porcentajes de inhibicién son convertidos a Probits
(Unidades de probabilidad o desviaciones equivalentes normales) y las concentraciones
del toxico son convertidas a logaritmos. De esta manera, al graficar los resultados se
obtiene una linea recta en lugar de una curva sigmoidal, a partir de la cual se puede
estimar la CE5 y su precision. El calculo de las transformaciones Probit se hace a partir
de la integral c?e la distribucién acumulada y ha sido tabulada por Finney (1952) [4.7],
entre otros. Henao (1992), muestra los pasos detallados para la aplicacién del método
Probit.
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5 RESULTADOS Y ANALISIS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos y su respectivo analisis, tanto para
el seguimiento y operacion de los tres reactores UASB como para los demas ensayos
realizados con el fin de obtener la CE50 de los metales pesados evaluados.

5.1 SEGUIMIENTO Y OPERACION DE LOS
REACTORES UASB

La Figura 5.1 ilustra sobre el comportamiento del pH del efluente de cada uno de los tres
reactores durante la fase correspondiente a su seguimiento y operacion. Esta variable fue
muy similar para los tres reactores y oscilé entre 6,0 y 8,3 unidades de pH, pero gran
parte del tiempo se mantuvo entre 7,0 y 7,5; intervalo en el cual la mayor parte de los
AGV se encuentran en la forma ionizada (no téxica para el sistema) [5.1].
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Figura 5.1 Variacion del pH

La Figura 5.2 corresponde a los resultados de la variable AQ?V del efluente de cada
uno de los reactores; el maximo valor obtenido fue de 2,2 meq.L ', lo que indica que esta
variable siempre permanecié en un rango 6ptimo (menos de 3,0 meq.L '), sin ocasionar
inhibiciéon a la poblacion matanogénica. Estos niveles bajos de AGV indican que dicha
poblacion estaba en capacidad de metabolizar una mayor concentracion de estos acidos
y por consiguiente el sistema podria soportar un aumento de la carga organica aplicada
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Figura 5.2 Variacion de AGV
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La variacion de la capacidad amortiguadora en el efluente C.A, se muestra en la
Figura 5.3; en ella se observa que aproximadamente a partir del dia 90 y hasta el final de
la investigacion esta variable fue superior a 0,35, que es el valor maximo que se debe
alcanzar en digestores anaerobios para evitar que el sistema empiece a acidificarse [5.3].
Segun esto el sistema presentaba acidificacion, pero comparando estos resultados con la
produccion de AGV, se puede notar que el sistema no presenta problemas por la
acumulacion de estos acidos, como se menciond anteriormente.

A 2
3.0 -
Loz
L
&
| _|_:| - . : ¥ i
| ¥
5 i
0.35 rn—.—.-—.-.—l-.—" 1 %2 £ =
2,0 T T T T
A F L | 4 &L 2 =l
Tienpo (d)
x| » B & FL

Figura 5.3 Variacion de la Capacidad Amortiguadora

En la Figura 5.4 se presentan los porcentajes de remociéon de DQO obtenidos para
cada u[\é) g1e los reactores, cuya carga organica aplicada fue constante (1.84 Kg
DQO.m ".d ). Se destaca que esta remocién siempre estuvo por encima del 90%,
indicando buena afinidad de la poblacion microbiana por el sustrato y favorables
condiciones de estabilidad.
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Figura 5.4 Variacién del porcentaje de remociéon de DQO.

La Figura 5.5 muestra la variacién de la produccion de biogas medida y esperada
durante la etapa de seguimiento y operacion de los reactores. En ninguno de los
reactores la cantidad de biogas medida se acerca al valor esperado calculado con base
en la DQO removida como sigue:

Volumen reactor =7.6 L
DQO removida = COV * Volumen reactor * % Remocion =
o a Do

I

Asumiendo que el 3% de la energia removida se convierte en biomasa, la energia
disponible para ser transformada a biogas seria:

q D0 a RO
(57 e 57 8 —

LI M0 = LD D)

Por cada gramo de DQO removida se producen 380 mL CH4 a 23 °Cy 1 Atm de
presion, por lo tanto para la energia disponible y a condiciones locales se produciria:

4

— |_-'I_.'_ h J

mLCH, _ . mLCk 4 a0 Vel mmHe  _ mbLCH
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Asumiendo que el 70% del biogas producido es metano:

ml Bucraas mlL CH, D0 mb Biogas _ mlL Biogas

7 & = 3F4

| U h 70 mL CH,

La figura 5.5 muestra claramente que el sistema de medicion de biogas no es el mas
adecuado y el andlisis estadistico de la Tabla 5.2, para esta variable, confirma este

hecho.
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Figura 5.5 Variacion de la produccion de Biogas.

Los resultados de la variable SSV se presentan en la Figura 5.6, en la cual se
observa que en el periodo inicial hubo un aumento de la concentracion, lo cual indica
crecimiento de la poblacion bacterial; luego se presenté un descenso, posiblemente
debido a que en este periodo se habian realizado ensayos preliminares y el ensayo de
degradabilidad del sustrato, para los cuales fue necesario extraer lodo de los reactores, lo
cual pudo haber ocasionado dicha disminucién en los SSV.
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Figura 5.6 Variacion de los SSV

La Figura 5.7 muestra la relacion SSV/SST, la cual se determiné con el fin de evaluar
directamente el crecimiento bacteriano. Con el tiempo se observé una mayor fraccion de
SSV en los tres reactores, lo que supone mayor cantidad de bacterias o mayor afinidad
por el sustrato.
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Figura 5.7 Variacion de la relacion SSV/SST

48 "Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor”



5 RESULTADOS Y ANALISIS

Figura 5.8 Poblacion bacterial del lodo anaerobio

En la Figura 5.9 se presentan los resultados de la actividad metanogénica especifica
(AME) para los tres reactores. En el lodo de dichos reactores se observé un
comportamiento semejante y se obtuvieron valores similares de AME, los cuales se
resumen en la Tabla 5.1; segun estos resultados el lodo se puede catalogar como
floculento de buen desempefio (AME>0.3, para la mayoria de los casos). Comparando
los incrementos tedricos en el aumento de actividad (ITEAA) y los incrementos
observados en el aumento de la actividad (IOAA) se obtuvo:

- Para los reactores uno y tres con los sustratos acido formico y butirico y para el
reactor dos con estos y con acido propionico ademas, el IOAA fue mayor a dos veces el
ITEAA, lo que indica que el aumento observado en la actividad se debe principalmente a
la adaptacion y la actividad del lodo es la actividad obtenida en la segunda alimentacion.
[5.4]

- Para los tres reactores uno y tres con los sustratos acido acético y acido propidnico
y para el reactor dos con acido propionico solamente, el IOAA fue menor a dos veces el
ITEAA, lo que indica que el aumento observado en la actividad

se debe principalmente al crecimiento esperado de las bacterias metanogénicas y la
actividad del lodo es la actividad obtenida en la primera alimentacion. [5.4].

Es importante destacar en este ensayo que el sistema se somete a condiciones de
saturacion de sustrato, por lo tanto se establece una maxima produccion de metano para
una cierta cantidad de lodo, a la cual indirectamente se le esta evaluando la fracciéon de
bacterias metanogénicas. [5.5]

Figura 5.9 Actividad metanogénica especifica neta para los tres reactores.
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Tabla 5.1 Resumen de los resultados de AME

Tabla 5.1 Resumen de los resultados de AME
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AME (g DQO-CH

Ig SSV.d)

SUSTRATO PRIMERA ALIMENTACION SEGUNDA ALIMENTACION

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Férmico 0,45 0,47 0,35 0,88 1,28 0,94
Acético 0,36 0,28 0,36 0,39 0,46 0,38
Propidnico 0,47 0,33 0,32 0,61 0,70 0,53
Butirico 0,46 0,32 0,32 0,86 0,90 0,72
AUMENTO EN LA ACTIVIDAD
SUSTRATO TEORICO (ITEAA) OBSERVADO (I0AA)

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Formico 0,29 0,34 0,36 0,96 1,73 1,70
Acético 0,36 0,57 0,35 0,08 0,65 0,06
Propidnico 0,28 0,48 0,39 0,29 1,13 0,64
Butirico 0,29 0,49 0,39 0,87 1,80 1,26

La fase de operacién y seguimiento de los reactores, con una duracién de
aproximadamente 320 dias, se llevo a cabo sin ningun problema y los resultados
arrojados para las variables medidas durante este periodo y su analisis estadistico
(media y desviacion estandar) presentado en la tabla 5.2, demuestran que los reactores
se encontraban estables y operando bajo condiciones muy similares; A partir del dia 100
se comienzan los ensayos preliminares hasta el fin de esta fase, este periodo aunque
aparentemente es largo permite tener certeza sobre la confiabilidad de los ensayos; luego
se continda con el ensayo de degradabilidad y posteriormente el ensayo definitivo de

toxicidad.
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Tabla 5.2 Anélisis estadistico de las variables medidas durante la fase de operacion

5.2 ENSAYO DE DEGRADABILIDAD DEL SUSTRATO

El ensayo de degradabilidad se llevo a cabo con el fin de obtener el tiempo 6ptimo para
evaluar la toxicidad. En la Figura 5.10 se observa que dicho tiempo correspondio a 96
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horas, tiempo a partir del cual la tasa de produccion de metano disminuyo
considerablemente (la pendiente en la curva baja de 0,343 a 0,033), ademas en este
tiempo se logré una produccion de metano cercana al 70% de la tedrica esperada  igual
a 34 mL; incluso en el ensayo de toxicidad, la produccion de metano promedio de los
blancos (sin toxico) fue superior al 80% de la produccion tedrica (43.5mL).

1 La produccion tedrica de metano esperada en este ensayo se calculo igual que la
esperada en la produccion de biogas de los reactores y con base en: DQO = 4g/L;
Volumen = 0.03L; mLCH4 = 52.1mL

| e [z sira | == hipestras 2

Figura 5.10 Degradabilidad del acido acético

5.3 ENSAYO DE TOXICIDAD

Para cada metal (Cadmio y Niquel) se evaluaron diez concentraciones sin incluir el
control, escogidas a partir de una serie geométrica aplicada a un intervalo de
concentraciones obtenido de ensayos preliminares. En este intervalo el limite inferior
correspondid a una concentracién de metal que producia una inhibicion en la produccion
de metano entre 0% y 10%, mientras que el limite superior correspondid a una
concentracion de metal que producia una inhibiciéon entre 90% y 100%. La Tabla 5.3
presenta la produccién de metaéwg y el_respectivo porcentaje de inhibicion para las
concentraciones evaluadas de Ni~ y Cd~ durante las 96 horas; para concentraciones
bajas de niquel se observa, en color rojo, produccién de metano superior a la del control
o estimulacién durante todo el ensayo y para casi todas las concentraciones en el tiempo
cero. Con cadmio ninguna concentracion presentd estimulacion a partir de las 24 horas
de contacto sin embargo en el tiempo cero ocurrié lo mismo que con el niquel. Algunas
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estimulaciones parecen exageradas como la de 44 mgNi2+/L a las cero horas (-104.6%)

esto se debe a que en este tiempo el control produjo una cantidad muy pequefia de CH

lo que significa grandes aumentos en el porcentaje de inhibicion o estimulacion.
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Tabla 5.3 Producciéon de metano y porcentaje de inhibicion en el ensayo de toxicidad.

4

Las figuras 5.12 y 5.13 muestran la variacion en la produccion de metano para las
concentraciones de niquel y cadmio respectivamente. Como era de esperarse la
produccién de metano aumenté a medida que transcurrié el tiempo, mientras que a
mayor concentracion de metal dicha produccion disminuyd, sien%gr mas notorio este

descenszo+en las primeras concentraciones (hasta 43 mg/L para Cd

para Ni~ ). Sin embargo las dos primeras concentraciones de Ni
presentaron una produccion de metano mayor que el control (estimulacién) durante la
mayor parte del tiempo; esta estimulacién se presento posiblemente porque el niquel

hace parte de los micronutrientes esenciales para las células.

Y hasta 410 mg/L
(10 y 21 mg/L)
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Figura 5.11 Variacién en el tiempo de la produccion de CH4 para diferentes
concentraciones de Ni2+
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Figura 5.12 Variaciéon en el tiempo de la produccion de CH4 para diferentes
concentraciones de Cd2+

La inhibiciéon en la produccion de metano para las diferentes concentraciones de
niquel y cadmio se muestra en las figuras 5.14 y 5.15. En ellas se evidenci6 el efecto que
tiene el incremento en la concentracion del rpetal adicionado sobre la inhibicién en la
produccion de metano; hasta 410 mg Ni~ /L el porcentaje de inhibicion aumenta
drasticamente y a partir de alli un aumento considerable en la concentracion no producia
notables incrementos en la inhibicion como ocurrié con las concentraciones iniciales. Este
mismo comportamiegs_o se observd con el incremento de las concentraciones de cadmio
que hasta 43 mg Cd™ /L produjeron un aumento fuerte en la inhibicion.
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Figura 5.14 Inhibicion en la produccion de metano para Cd2+.

En las figuras 5.16 y 5.17 se observa el comportamiento del potencial redox para
algunas de las concentraciones evaluadas durante el ensayo de toxicidad en un periodo
de 96 horas; esta variable solo se midi6 a cinco concentraciones incluyendo el control, las
cuales se seleccionaron de tal forma que representaran todo el rango de concentraciones
y esto se hizo debido a que se demandaba mucho lodo adicional para este ensayo. En el
control se presentd una tSJrr\dencia crecieB_tFe hasta estabilizagrse en un valor cercano a
-200 mV. Con 10 mg Ni~ /L, 93 mg Ni~ /L y 862 mg Ni~ /L se presentdé el mismo
comportamiento del control sélo que los valores de potencial redox son mayores a
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medida que aumenta la concentracion como se muestra en la figura 5.15; con 8000 mg
Ni2+/L el efecto sobre el sistema fue mas notorio ya que la mayor parte del tiempo el
potencial redox fue positivo, a excepcion de lo ocurrido a las 72 horas donde el sistema
intentd recuperarse.

Al observar el potencial redox a las 0 horas se nota que todas las concentraciones de
cadmio y niquel producian valores mayores al control por efecto de choque de estos
metales. Dicho efecto fue mas notorio con las concentraciones de cadmio, las cuales
generaron valores altos de potencial redox que indicaban que el sistema tendia a ser
oxidativo. A partir del efecto dezcroque se ogfervé una tendenci'a a la recuperacioén para
las concentraciones d5+25 Cd™ /L, 57 Cd” /L y 131 mg Cd™ /L, pero con la mayor
concentracién (300 Cd™ /L) esta tendencia no es tan evidente.

, i — /”i

T e
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U 300
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400
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Figura 5.15 Potencial Redox para algunas concentraciones de Ni2+
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Figura 5.16 Potencial Redox para algunas concentraciones de Cd2+

En la Tabla 5.4 se presentan los resultados del analisis de varianza para el ensayo
de toxicidad de cadmio y niquel; comparando el factor F (1176,895 para niquel y 299.765
para cadmio) obtenido para las concentraciones con f (2.08 para niquel y 2.12
para cadmio) se concluye que debe rechazarse la hipoétesis nula (H ) y por lo tanto existe
diferencia entre los efectos ocasionados por las diferentes concentraciones (tratamientos)
tanto de cadmio como de niquel. Lo anterior permitio tomar los valores promedio de
produccion de metano para cada concentracion y aplicar el método Probit para obtener la

CESO'

Tabla 5.4 ANOVA para el ensayo de toxicidad a las 96 horas.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

RESULTADOS NIQUEL

Fuente de Variacion SC GL |[MC F
Concentracion (Tratamiento) |60416,51 |10 |6041,651 |1176,895
Error 205,34 40 |5,134 -

Total 60621,85 |50 |- -
RESULTADOS CADMIO

Fuente de Variacion SC GL |MC F
Concentracién (Tratamiento) |60163,28 |10 |6016,328 |299,765
Error 722,52 36 |20,070 -

Total 60885,80 |46 |- -

El método Probit es usado para el calculo de concentraciones letales sobre
individuos de algunas especies. Es importante destacar que para la aplicacién del método
en esta investigacion se hicieron varias analogias o relaciones entre variables, las cuales
se describen en la Tabla 5.5. Segun estas relaciones no se obtuvo una concentracion
letal (CL) sino una concentracion efectiva (CE), ya que se evalud la toxicidad sobre la
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poblaciéon metanogénica de forma indirecta a través del proceso de conversion de AGV a
metano, el cual es llevado a cabo por dicha poblacién.

Tabla 5.5 Relacién entre variables del método Probit.

Variables Probit Original | Variables Probit Modificado*

1 Numero de ejemplares (N) mL de CH , producidos por el control a las 96 horas.

Mortalidad observada (r) |mL de CH . que dejaron de ser producidos por efecto
de las concentraciones de cada metal con base en la
produccion del control.

3 Porcentaje de mortalidad Porcentaje de inhibicion en la producciéon de metano.

(P)

* Variables calculadas a partir de promedios y con los resultados obtenidos a las 96
horas.

. . 2+ 2+ L .

Las concentraciones efectivas de Ni- y Cd~ que inhibieron la produccion de
metano en un 50% (CE_.) a las 96 horas y sus respectivos intervalos de confianza
(confiabilidad del 95 %) se muestran en la Tabla 5.6. Estas concentraciones se obtuvieron
con el programa computacional LC 50 Version 2.5. [5.7]

Tabla 5.6 Concentracion efectiva de niquel y cadmio a las 96 horas.

Toéxico CE50 Intervalo 95%
confianza

Niquel (mg Nig'ﬂT) 526,8 |403,8 690,6

Cadmio (mg Cd“ /L) |54,2 |47,7 60,9

Comparana}gr IaszgrE obtenidas para cadmio y niquel se observo que la toxicidad
relativa fue Cd~ >Ni~ , similar a lo obtenido por Chin et al [5.8] quienes evaluaron la
toxicidad de varios metales pesados a las 30 horas y obtuvieron C_. de 2000 mg/L para
niquel y 450 mg/L para Cadmio, usando una mezcla de acido aceético, propidnico y
butirico como sustrato. Forero [5.9] evalud la toxicidad del cadmio y el niquel en la
remocion de carga organica y produccion de AGV en reactores UASB, pero aplicando la
dosis de los metales directamente a los reactores en estudio y también encontré que el
cadmio fue mas toxico que le niquel.

Al final del ensayo se calculd el porcentaje de niquel y cadmio soluble, analizando
por absorcion atomica la concentracion de estos en el sobrenadante. Esto se hizo con
algunas concentraciones, y para todos los casos el porcentaje disponible fue menor al
100% como se muestra en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7 Concentraciones de niquel y cadmio en el sobrenadante.

NiQUEL CADMIO

Concentracién |Concentracion |% Concentracién |Concentracién | %
adicionada (mg encontrada Disponible | adicionada (mg encontrada Disponible
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NIQUEL CADMIO -~

NiC /L) (mg NI 70) Ca ) (mgca- 1)

10 3.9 39.0 25 16.0 64.0
195 106 54.4 43 405 94.2
1811 1270 701 75 37.0 49.3
8000 7642 955 300 259 86.3

El porcentaje soluble disponible permite, ademas de conocer la cantidad del metal
adicionado que finalmente permanece en el medio, comparar el efecto téxico de los
metales evaluados, ya que las concentraciones a las que se les midié disponibilidad en el
sobrenadante mas cercanas a la CE_, encontrada dejan ver que se requiere de menos
cantidad de cadmio que de niquel para producir inhibicion en un 50% sobre la produccion
de metano.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Los tres reactores se encontraban operando en condiciones estables y muy similares al
realizar los ensayos de toxicidad, preliminares y definitivos; esto es importante debido a
que la produccion de metano es la variable respuesta de estos ensayos y depende de la
estabilidad del lodo. Esta estabilidad se justifica con los resultados obtenidos para las
variables AGV's, pH, relacion SSV/SST, remocién de carga organica y AME.

Es recomendable mejorar el sistema de medicion de biogas en los reactores
utilizados en esta investigacion, con el fin de obtener resultados que permitan hacer un
balance de masa del sistema, en el cual la energia representada en la DQO removida y
remanente, la generacion de nuevas células y la produccion de biogas sea igual a la
energia contenida en el alimento.

La tasa real de metanogenizacién de los sustratos en los reactores UASB sera
menor que la obtenida en el ensayo de AME, debido a que existen limitaciones en la
cantidad de sustrato (la actividad metanogénica se realiza bajo condiciones de saturacion
de sustrato), nutrientes y condiciones ambientales.

Es importante la realizacién de ensayos preliminares de toxicidad con el fin de
obtener un rango de concentraciones mas refinado para evitar el incremento en costos y
el gasto excesivo de lodo ya que el crecimiento de la biomasa en la digestion anaerobia
es lento. Ademas, es mayor la probabilidad de encontrar la concentraciéon efectiva CE50
con mas precision.
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La inhibicién en la produccién de metano por el efecto de los metales pesados
evaluados en esta investigacion estd relacionada unicamente con la poblacion
metanogénica ya que se utilizé como sustrato acido acético (AGV) y por lo tanto la
metanogenizacion es la Unica etapa de la digestion anaerobia faltante.

Si se desea evaluar el efecto de los metales pesados sobre las demas etapas
involucradas en la digestion anaerobia, se debe utilizar un sustrato no acidificado que
genere todas las etapas y medir conjuntamente produccion de metano con produccion de
AGV's.

A partir de las 48 horas la inhibicion generada por el cadmio y niquel sobre la
produccion de metano es independiente del periodo adicional en el que se evalue. Es
decir, la CE_ calculada a las 48, 72y 96 horas es practicamente igual y este hecho es
mas evidente para el niquel ya que las curvas de porcentaje de inhibicion
correspondientes a las 48, 72 y 96 horas de exposicion como se observé en la figura
5.12, se superponen.

La concentracion efectiva CE5Q+a las 96 horas eéw_gontrada para cadmio y niquel
fueron respectivamente 54.2mg Cd /L y 526,8mg Ni~ /L lo que indica que el efecto
téxico del cadmio sobre la poblacidon metanogénica es mayor que el efecto del niquel.
Estas concentraciones pueden variar dependiendo de las condiciones de operacion del

reactor, de las condiciones ambientales, de la calidad del lodo, entre otros.

Segun la estimulacion en la produccion de metano obtenida con bajas
concentraciones de niquel, se concluye que es posible la aplicacion de tratamientos
biolégicos anaerobios a efluentes industriales con contenidos bajos de niquel sin que la
poblaciéon metanogénica sea afectada negativamente.

El método probit arrojo resultados satisfactorios al calcular la CE_, tanto para
cadmio como para niquel a pesar de la necesidad de realizar analogias entre variables
para la posible aplicacion del método.

La presencia de metales pesados como el cadmio y el niquel posiblemente afecta
otros procesos y reacciones de la digestion anaerobia, esto se evidencia en la
disminucion de la capacidad reductora del sistema medido a través del potencial redox.

Es importante incluir la medicion del porcentaje de metal disponible acompanado del
pH, no sélo al final del ensayo sino también en cada periodo de evaluacion de la toxicidad
(24, 48 y 72 horas), para analizar la relacion que existe entre la evolucion del porcentaje
de inhibicién y el porcentaje soluble disponible, asi como el efecto del pH sobre este
ultimo.

Para tener puntos de comparacion con futuras investigaciones sobre este tema, es
recomendable estandarizar la metodologia para la determinacion de la toxicidad de
metales pesados en reactores UASB.
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