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RESUMEN

El objetivo del presente estudio, fue proponer un tratamiento alternativo
empleando un Reactor Anaerobio de Lecho Fluidizado, RALF, para los efluentes
liquidos de una industria taninera — que también produce furfural — localizada en el

interior de la provincia del Chaco, Argentina.

La fabricacion de furfural a partir del procesamiento de aserrin de quebracho
colorado luego de extraerle el tanino, genera en la primera etapa de destilacion, un
efluente liquido de cola denominado "aguas madres". Estas poseen bajos valores de
pH y contienen compuestos organicos complejos: principalmente 1 a 5% m/v de acido
acético y hasta 3000 mg/L de furfural. Dichas sustancias le otorgan a las aguas
madres la particularidad de ser un efluente industrial recalcitrante. Actualmente, éste
es tratado en la fabrica mediante un sistema de Pantanos Secos Atrtificiales — PSA —

donde la biorremocioén de contaminantes se realiza por fitoextraccién.

Para lograr la remocién de las sustancias mencionadas, se evalu6 previamente
el desarrollo bacteriano en medios de cultivo liquidos y sélidos, por duplicado. Los
mismos fueron enriquecidos con fuentes de fésforo y nitrégeno, como nutrientes, y
preparados con distintas concentraciones del efluente industrial, hasta encontrar la
mas adecuada. Se inocularon bacterias autéctonas provenientes de distintos sectores
del sistema PSA: camara de mezcla, lodos de las piletas de sedimentacion y raices de
especies vegetales. Los medios de cultivo se incubaron en estufa durante 14 dias a

37°C y la confirmacion de crecimiento se realizé visualmente.

Tras comprobar que el in6culo de mayor crecimiento fue el proveniente de los
lodos, se efectud la aclimatacion de bacterias a concentraciones crecientes de furfural,

para utilizarlas en su remocion.

Se disefid y construy6 un RALF, a escala piloto, para tratar un efluente sintético
de similares caracteristicas que las aguas madres. Dicho reactor operé con un
consorcio bacteriano aclimatado y se monitore6 su desempefio, analizando la
formacion del biofilm y los porcentajes de remocion logrados. Los resultados a escala
laboratorio demostraron que es posible adaptar bacterias a concentraciones de hasta
500 mg/L de furfural en las aguas madres. El reactor ensayado resulté eficiente y pudo
ser utilizado para evaluar la degradacion del furfural. Se obtuvieron porcentajes de

remocién de hasta 99,9% en un tiempo de retencion hidraulico — TRH — de 20 horas.
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CAPITULO |
1.1. MARCO CONCEPTUAL

El agua es un recurso natural vital y como tal constituye un bien social cuyo
valor esta basado en la interaccién entre su dinAmica de funcionamiento y los servicios
ambientales que provee. Se la califica como un bien escaso y debido a ello se genera
la competencia entre las diferentes actividades humanas que lo usan - agricola-
ganadero, industrial, doméstico - y con los ecosistemas que se ven perjudicados
(Pagliettini, L., 2014, p. XIV). Simultdneamente, es un activo ambiental que por ser de

acceso libre y de dominio publico es infravalorado y pasible de deterioro.

El resultado de este accionar se ve reflejado en el incremento de la frecuencia
en el vertido de desechos industriales al ambiente; especificamente, de efluentes
liguidos sin un tratamiento adecuado a cuerpos naturales de agua. Esto, a nivel
nacional y mundial, se ha transformado en uno de los problemas ambientales mas

dificiles de controlar y/o revertir.

No obstante, desde la publicacion del Informe Brundtland (Ortega, 1987) y
otras denuncias ambientales relacionadas, la aparicion recurrente de fendmenos
climatolégicos anémalos causantes de desastres naturales y la desaparicién de
diversos ecosistemas, ha comenzado a emerger la conciencia por la salud del planeta.
A partir de que el hombre reconoce que las raices de la crisis ambiental tienen su
origen en los desarrollos tecnolégicos por una parte, y en la generacion de residuos
por otra, ha cobrado impetu la necesidad de aplicar con mayor rigurosidad las
Normativas de Control que cada pais posee. Paralelamente, habra que concebir
legislaciones mejor adaptadas a la dinAmica del avance econdmico- social existente

que posibiliten una mejor calidad de vida pero no en detrimento de los recursos.

En distintas regiones del planeta, se han explotado — y adn se explotan —
diversas especies vegetales, mayormente arbéreas, para extraerles los taninos. Esta
actividad es un ejemplo de desarrollo tecnoldgico que contribuye en gran medida a la
merma de recursos autoctonos y genera efluentes con efectos perjudiciales sobre los

organismos que habitan los cuerpos de agua.
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Los taninos son sustancias naturales que se encuentran en numerosos
vegetales. En algunos casos se extraen y pueden utilizarse para el curtido de pieles
(putrescibles) transformandolas en cueros (imputrescibles).

En Europa, se utiliza el castafio. Los rollizos se trasforman en aserrin grueso y

la extraccidn se hace con agua caliente a una presion superior a la atmosférica.

En Argentina y Paraguay el arbol utilizado es el quebracho colorado, en
especial el chaquefio, Schinopsis balansae (Foto 1 en Anexo Il). Los rollizos, troncos
pelados sin corteza ni albura, (capa de madera blanca entre la corteza y el corazon,
que no contiene taninos) son convertidos en aserrin. A éste, se le realiza la extraccion
con agua caliente, como en el caso del castafo. La albura se separa con maquinas
peladoras de rollizos y se utiliza para la elaboracion de furfural, mezclada con el

aserrin “colorado” luego de extraerle los taninos.

En Africa, especialmente en Sudéfrica, el arbol explotado es una variedad de
acacia: la mimosa. Esta especie contiene los taninos en la corteza, a diferencia de los

arboles ya citados.

En Brasil, existen plantaciones de mimosa y fabricas que extraen tanino de la
corteza. En Argentina una de las empresas sobrevivientes, ha implantado mimosas en
la provincia de Misiones y realizado extracciones - a nivel aun experimental - de

taninos de su corteza.

En Perl, en zonas semidesérticas, crece una cuarta fuente de taninos que la
proporciona un arbusto llamado tara. En este caso, los taninos se encuentran en el

fruto lefioso, que se recolecta manualmente.

Los taninos constituyen una familia quimica con propiedades -curtientes
diferentes, de acuerdo con su origen. El tanino de quebracho es el mejor curtiente
para obtener suela. En ese aspecto, el segundo en calidad es el tanino de mimosa. El
tanino de castafio proporciona un curtido mas suave, no apto para suela, pero si para
otros articulos de cuero, como zapatos, cinturones, etc. Finalmente, el tanino de tara
da un curtido muy suave para articulos finos de cuero como billeteras, carteras

femeninas y prendas de vestir.

En Argentina, de 1890 a 1950 - la llamada época de oro del tanino - llegaron a

existir 27 fabricas. Se distribuian en el norte de Santa Fe, Chaco y Formosa. Una sola
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planta, de existencia muy breve, funcioné en Corrientes, en cercanias de Empedrado,
fuera de la zona principal. En Paraguay existian 3 fabricas, todas en las méargenes del
rio Paraguay, que era la via de comunicacion con el mundo exterior, por no existir

caminos.

En la actualidad, no queda ninguna fabrica en Paraguay y sélo tres en
Argentina. Hay Unicamente dos empresas tanineras: una de ellas posee sus plantas
industriales ubicadas en Chaco y en Formosa; la otra, solo esté radicada en el Chaco

E.E. Utgés (comunicacion personal, 15 octubre de 2016).

Como se ha mencionado al comienzo, durante el proceso industrial de
extraccion de taninos, se generan efluentes que afectan en mayor o menor grado al
ambiente. Por esta razdn, se han formulado leyes que regulen la actividad industrial
protegiendo, al mismo tiempo los recursos. Al respecto, en Resistencia, capital de la
provincia del Chaco ubicada en el NE de la Argentina (Figuras 1 y 2), hay varias
instituciones gubernamentales provinciales y nacionales facultadas de controlar,
preservar e informar acerca del estado de los recursos naturales, y sus servicios
ecosistémicos.

Provincia del Chaco

(CORRIENTES

N\ FORMOSA PARAGUAY
SALTA _ {
&y /
CHACO N T
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S &]’ e
MONTE"
GUEMAGO O PiRANE  (T1]
| Gi "E
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Figura 1. Ubicacion del Chaco en Argentina Figura 2. Resistencia, capital del Chaco.

Para la Gestion Integral de los Recursos Hidricos, la institucién gubernamental
a cargo es la Administracion Provincial del Agua (APA) que se rige por la Ley N° 3230
"Cdédigo de Aguas". El mismo, en el Art. 67 del Capitulo Il "De la Preservacion",
incorpora el término aguas contaminadas definiéndolas como "...aquellas que por
cualquier causa resultaran peligrosas para la salud, inaptas para el uso que de ellas se
realizare, perniciosas para el medio ambiente o la vida que se desarrollare en el agua

o alveo, o aquellas que por su olor, sabor, temperatura o color causaren molestias o
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dafos" (Codigo de Aguas, 1987, p. 14). Asimismo, el Art. 68 en relacién a la proteccion
de la salud humana y los recursos naturales — haciendo especial hincapié en los
reservorios hidricos, flora, fauna y el medio ambiente — prohibe el vertido o emision de
cualquier tipo de residuo que pudiera ponerlos en peligro, degradarlos y/o
contaminarlos.

Entre las instituciones gubernamentales no provinciales relacionadas con la
Gestion Integral de los Recursos Hidricos, esta la Facultad Regional Resistencia
dependiente de la Universidad Tecnoldgica Nacional. En ella, el Grupo de
Investigacibn Sobre Temas Ambientales y Quimicos (GISTAQ) - dmbito donde se
desarrolla esta Tesis de Maestria - tiene amplia trayectoria en el estudio del estado, la
caracterizacion y el seguimiento de diversos cuerpos superficiales de agua asociados

a la actividad industrial y social.

En ese contexto y, dentro de un convenio marco preexistente con una empresa
taninera de la provincia, se esta realizando el estudio del tratamiento de efluentes
liguidos. La idea rectora que da origen a este trabajo de tesis, es la busqueda de una
alternativa tecnolégica, al actual tratamiento de efluentes, que sea Vviable

industrialmente y no dafie al entorno.

Esta empresa esta inserta en una pequefia localidad del interior del Chaco y su
producto principal es el tanino, extraido del aserrin de quebracho colorado. La
caracteristica distintiva de esta firma y, que la hace Unica en el pais y en toda
Sudamérica es la fabricacién de furfural. Este compuesto organico - el segundo
producto en importancia de la fabrica - es un aldehido heterociclico derivado del furano
extraido del aserrin detanizado, es decir, el aserrin remanente de la elaboraciéon del

tanino.
1.1.1. PROCESOS DE FABRICACION: TANINO Y FURFURAL.
1.1.2. TANINO

El quebracho colorado, en forma de rollizos pelados, es transformado en

aserrin grueso en maquinas aserrineras como primer paso para producir tanino.

Este aserrin se carga en una bateria de 8 difusores (Foto 2c en Anexo Il) en
los cuales se le extraen, con agua caliente, las sustancias solubles, mayoritariamente

taninos. La bateria esta dispuesta de tal forma que el agua pasa 8 veces por cada
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carga de aserrin, entrando por el mas “lavado” y saliendo por el recién cargado. El
liquido que egresa tiene un 10% m/v de sdlidos. Pasa a un evaporador de 4 efectos
donde se concentra hasta 50% m/v de sdlidos.

En la siguiente etapa, dicho liquido es tratado con bisulfito de sodio (NaHSO3)
gue lo hace soluble en agua fria. Los taninos especiales, como el decolorado y el
amarillo, se obtienen con otros tratamientos quimicos adicionales. Ese mismo liquido
es atomizado a través de un sistema spray, envasado en bolsas de 25 kg y palletizado
(Fotos 3a y 3b en Anexo Il), quedando listo para su despacho E.E. Utgés
(comunicacién personal, 15 abril de 2016).

El principal uso del tanino — no el Unico — es como curtiente de pieles vacunas,
resultando en una alternativa a los curtientes aromaticos sintéticos y al curtido mineral

que emplea sales de cromo, metal altamente téxico.

1.1.3. FURFURAL

El furfural se extrae del aserrin detanizado o agotado, méas albura. Este
compuesto organico es un aldehido derivado de un hidrocarburo aromatico
heterociclico denominado furano. Dicho compuesto es un heterociclo porque presenta
un anillo pentagonal con un &tomo diferente del carbono; en este caso, el heteroatomo

es el oxigeno. La férmula quimica es:

H—C ——C—H

I »

H-C C-C_—-H

Como explica Cronert (1969), la obtencidon del furfural o furaldehido se realiza
adicionando un acido, como catalizador, al aserrin. Asi tratado ingresa a un digestor,
donde, a altas presiones y temperaturas se hidrolizan los pentosanos de la madera
convirtiéndolos en pentosas. Durante la transformacién las pentosas se ciclan,

perdiendo en el proceso tres moléculas de agua y dando lugar al furfural (Figura 3).

H-O H 40’ (9 H-C —C~H
H-C-¢— ¢ H
H-O_| HRA > H H 2+ 3mo
c_ o PyT  H-C C-C—-H
I o
H "H 0
PENTOSA FURFURAL

Figura 3. Ciclacién y deshidratacién de pentosas a furfural.
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Este y otros compuestos secundarios, egresan por la parte superior del

digestor junto con el vapor de agua (Fotos 4 y 5 de digestores en Anexo II).

La mezcla se condensa en intercambiadores de calor enfriados con agua y el
liquido, denominado 8% v/v, se acumula en un tanque de igual nombre. Con este
liquido se alimenta la primera columna de destilacién, emergiendo un vapor rico en
furfural por la parte superior y una cola — denominada "aguas madres" — por la inferior

de acuerdo con Cronert (1969).

Segun Dunlop (1948), el efluente liquido aguas madres esta conformado por
una variedad de compuestos organicos, empero, el aporte principal estd dado por

pequefias cantidades de acido acético y trazas de furfural.

El vapor rico en furfural se condensa en intercambiadores de calor similares a

los citados y se descarga en un separador florentino (Foto 6 en Anexo ).

El furfural es parcialmente soluble en agua. En el separador se forman dos
fases: una superior acuosa conteniendo un 12% v/v de furfural a 20°C y otra inferior,

mas densa, 95% v/v de furfural a la misma temperatura.

La fase acuosa alimenta wuna segunda columna de destilacién,
desmetanolizadora, que separa por la parte superior una mezcla de agua y metanol y
por la inferior agua desmetanolizada con furfural. Esta fraccion se envia como reflujo a

la primera columna.

La tercera columna de destilacion es deshidratadora. Recibe como
alimentacioén el furfural 95% v/v. Por la parte superior se separa agua con algo de
furfural y a cierta altura de la base, egresa el furfural terminado (Foto 7 en Anexo II),

con mas de 99% v/v de pureza E.E. Utgés (comunicacion personal, 15 abril de 2016).

El ciclo de la fabricacion de furfural se aprecia en la Figura 4.
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Figura 4. Proceso de fabricacién de furfural. Adaptado de "New industrial
paths in the continuous production of furfural", p. 73, por Croénert, H., Loeper, D. 1969,
Zurich: Zurich, Escher Wyss Ltd.

1.1.4. CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS Y TOXICOLOGICAS DEL FURFURAL.

El furfural o furaldehido es uno de los compuestos organicos, derivado del
furano, que muchos procesos industriales generan en cantidades considerables, de

acuerdo a lo expresado por Granados (2014).

Como explica Cronert (1969), el furfural es un liquido oleoso de aroma
agradable y color amarillo palido con tendencia a oscurecerse y degradarse si es
conservado en presencia de luz - oxidacién fotoquimica, indica Zheng (2015) - y en
contacto con el aire. Es mas denso que el agua, 8 = 1,16 g/mL a 20°C aunque
parcialmente miscible en ella, tiene un punto de ebullicion (P.E.) igual a 161,7°C y un
peso molecular (PM) igual a 96,082.

Se lo obtiene también de otras materias vegetales ricas en pentosanos como el
marlo del maiz, cascaras de avena, girasol, nueces, avellanas, almendras, etc. de
acuerdo con Brownlee (1948). El aserrin detanizado, en contraste con éstas, posee un
contenido bastante pobre de pentosanos pero su costo es pagado por la obtencion de

tanino, lo que hace econémicamente viable su elaboracion.

El furfural figura en la lista de sustancias peligrosas reglamentada por la
Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA, 2015) bajo el cédigo 1325;

Enid M. Utgés Pagina 14



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

al 99% en peso, es considerado como mutdgeno aunque sus efectos no estan

mencionados.

En algunas fichas de seguridad de furfural sélo se indican las DL 50 (dosis letal
50) para ratas, conejos y ratones en funcion de la via de exposicion y/o las CE 50
(concentracion efectiva 50) para peces y organismos acudticos, aunque no existen
datos acerca de la posibilidad de bioconcentracion en estos ultimos. Sin embargo, hay
algunas pruebas de toxicidad sobre dos especies de peces (Pimephales promelas y
Poecilia reticulata) y una de crustaceo (Daphnia magna), todos de agua dulce

(International Furano Chemicals B.V., 2003).
1.1.5. USOS INDUSTRIALES.

En las investigaciones realizadas, Cronert (1969) menciona la existencia de
una gran variedad de aplicaciones para el furfural. Algunas de ellas son: produccién de
alcohol furfurilico, disolvente selectivo de impurezas con dobles enlaces en la
purificacién de aceites lubricantes, formacién de resinas fenol-furfural utilizadas para
pegamento de las piedras de amolar, produccion de colorantes, preservaciéon de

maderas y cueros, elaboracién de nylon y plasma sanguineo artificial, etc.
1.1.6. EFLUENTE INDUSTRIAL AGUAS MADRES.

La industria del tanino genera diversos tipos de efluentes. En particular, en el
proceso de obtencion de furfural, el producto de cola de la primera columna de
destilacion - denominado aguas madres — conforma, en si mismo, un efluente
recalcitrante. Este término se asocia con la estabilidad bioldgica que presentan ciertos
compuestos resistentes a la biodegradacion como el furfural; esa condicién de
estabilidad, explica Granados (2014), se relaciona con las caracteristicas estructurales
de la molécula, las limitaciones fisioldégicas de los microorganismos y las condiciones

ambientales.

Las aguas madres carecen de microorganismos — dado que egresan a
aproximadamente 100°C —, poseen bajos valores de pH y altos niveles de sustancias
organicas complejas. Segun Dunlop (1948) y Cronert (1969), los componentes
principales son &cido acético y furfural residual. Las concentraciones teédricas de
ambos, recomendadas para el correcto funcionamiento del proceso, oscilan en 0,078%

m/v de &cido acético y en 70 a 80 mg/L de furfural residual. Estos datos son para
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furfural elaborado con cascaras de avena como materia prima. La cantidad de &cido
acético generado es mayor con madera de quebracho. En el caso estudiado, las
aguas madres contienen de 1 a 5% m/v de &cido acético y hasta 3000 mg/L de furfural
residual.

Esas concentraciones de &cido acético no son lo suficientemente elevadas
como para justificar econémicamente una planta de recuperacién. Sin embargo, dicho
efluente, dada su potencial toxicidad para organismos que habiten en el cuerpo de

agua receptor, debe ser tratado adecuadamente previo a su descarga.

El tratamiento de un efluente recalcitrante como las aguas madres, a través de
la biorremocion, podria no ser tan efectivo puesto que la presencia combinada de
furfural y acido acético complican la accién microbiana sobre dichos contaminantes. Al
respecto, Ran (2014) sostiene que estas sustancias destruyen las membranas
celulares e interfieren con el metabolismo intracelular. Particularmente para el furfural,
Granados (2014) menciona que en el afio 1978 se descubrié que inducia mutaciones
en el ADN de microorganismos como la Salmonella typhimirium y, mas adelante, en

otros organismos como E. coli y Drosophila melanogaster.

La toxicidad de ambos compuestos sobre ciertos microorganismos, estaria
asociada a diversos mecanismos; Heipieper (1994) comenta que en el caso del 4cido
acético, ese efecto se daria por accion directa del mismo sobre la integridad de la
membrana celular produciendo un aumento de la permeabilidad de ésta y afectando
su funcién de barrera selectiva. Para el caso del furfural y, siguiendo esa linea de
investigacion, Singh (1995) sefala que la accion nociva de los derivados furanicos
podria deberse a que pueden formar compuestos con moléculas biolégicas como
lipidos, proteinas y &acidos nucleicos. Esas serian las razones por las que solo se

conocen unos pocos caminos metabdlicos microbianos del furfural.

Contrariamente a lo expuesto, hay estudios efectuados por Brune (1983),
Lopez (2004) y Wierckx (2011) que demuestran que para concentraciones diferentes
de furfural, pero inferiores a 25-30 mM (miliMolar), no se observa inhibicion en el
crecimiento de distintos microorganismos. Especificamente, Saccharomyces spp.
utiliza al furfural como fuente de carbono y lo reduce a alcohol furfurilico, de acuerdo
con Boopathy (1991). Existen algunas bacterias aerobias como las Pseudomonas que
pueden transformar y degradar el furfural, como menciona Boopathy (1991), pero ha

sido mas estudiada la degradacion en condiciones anaerdébicas.
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Por ultimo, y aludiendo al principio de la infalibilidad microbiana postulado por

E. F. Gale en 1952, Prieto Jimenez (1995) sugiere que en algun lugar del ambiente
existe un microorganismo que, en condiciones adecuadas, es susceptible de degradar

cualquier sustancia de origen natural.

1.2. TRATAMIENTO MEDIANTE REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO
(RALF).

Hasta el presente, las aguas madres producidas durante el proceso se tratan
con el sistema de Pantanos Secos Attificiales® (PSA) - tecnologia patentada por New
England Waste Systems S. A (Puyal, 2010) - que precisa de un pre-tratamiento de
neutralizacion y posterior enriquecimiento nutritivo con desechos cloacales en piletas
de sedimetacion (fabrica y pueblo aledafio). Se proporciona una descripcibn mas
detallada de PSA en Anexo |.

Frente a esto, los reactores anaerobios de lechos fluidizados (RALF) - que
se utilizan desde hace mas de 20 afios en varios paises, para degradar la materia
organica de efluentes industriales y municipales — podrian resultar una buena

alternativa.

Segun Shieh (1986) los RALF son reactores trifasicos gas-liquido- sélido,
formados por bioparticulas, es decir, un lecho de particulas de pequefio tamafio sobre
las que se mantiene adherida la biomasa bacteriana responsable de la degradacion. A
través del lecho circula, de manera ascendente, el efluente a tratar con una velocidad
lo suficientemente elevada como para: provocar la fluidizacién del lecho, asegurar una
buena mezcla y una alta concentracion de biomasa en el reactor, segun aclara Rabah
(2004).

La expresion “lecho fluidizado” se utiliza para describir la condicién de las
particulas completamente suspendidas. Cuando un liquido pasa a muy baja velocidad
a través de un lecho de particulas solidas, las particulas no se mueven. Si la velocidad
del fluido se incrementa progresivamente, aumenta la caida de presion y el rozamiento
sobre las particulas individuales y, eventualmente, las particulas comienzan a moverse
y quedan suspendidas en el fluido” (McCabe, W., Smith, J. y Harriot, P., 2007, p. 189).
Para lograr estas velocidades de flujo, suele ser necesario recircular parte del

efluente.
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En estos reactores, la mayor parte de la biomasa se encuentra adherida,
siendo muy pequefia la fraccion que se encuentra en suspension. El proceso puede

verse en el esquema de la Figura 5.

» Biogas

Efluente < a= v

Bioparticulas

0O 0 20,5~ ®3)
0 2 + =g
1. Soporte
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_,] :

Figura 5. Esquema de un Reactor Anaerobio de Lecho Fluidizado (RALF).
Adaptado de "Tratamiento de aguas residuales. Reactores biol6gicos de lecho
fluidizado", p. 124, por Hidalgo, M., Garcia Encina, P. 2002, Madrid: Reed Business
Information, S.A.U. Copyright 2006.

Los RALF son elegidos ademas, segun sostiene Hidalgo (2002) por ser menos
costosos, requerir un mantenimiento relativamente sencillo, menos superficie para su
funcionamiento y adaptarse a distintos efluentes. En ellos se logra una mayor
remocién gracias al buen contacto entre la biopelicula adherida al soporte inerte

(arena, carbon activado, etc.) y el efluente, con el contaminante.
1.2.1. PROCESOS BIOLOGICOS ANAEROBIOS.

Hidalgo (2003) menciona que entre los distintos tratamientos bioldgicos
aplicables, la "digestion anaerobia" es uno de los procesos mas utilizados porque
posibilita degradar niveles elevados de materia organica. Es el proceso por el cual
distintos grupos de bacterias oxidan la materia organica, en una serie de pasos
secuenciales (desarrollados en Anexo |) y en ausencia de oxigeno (O,); los productos
finales obtenidos son dioxido de carbono (CO;) y metano (CH,) (Schmidell, Moreira
Soares, Etchebehere, Menes, Bertola, y Contreras, 2007, p. 367). El metano es
combustible y componente mayoritario del gas natural que puede ser aprovechado

directamente.
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Los microorganismos utilizan el efluente liquido como nutriente para sintetizar
material celular y suministrar energia para la sintesis. La presencia de sustancias
toxicas como asimismo de nutrientes adecuados (C, N, P y minerales traza), la
temperatura y el pH afectan su capacidad de metabolizar y asimilar el alimento
(Schmidell y otros, 2007, p. 201).

Existen naturalmente ecosistemas metanogénicos — sedimentos de lagunas
anaerobias, pantanos, suelos de arrozales, tracto digestivo de animales, etc. — vy
también creados por el hombre como los rellenos sanitarios y los reactores
metanogénicos, para el tratamiento de efluentes industriales y residuos sélidos.
(Schmidell y otros, 2007, p. 367)

Los procesos anaerobios tienen varias ventajas respecto de los aerobios pero
las mas sobresalientes son: no requieren aireacién — consecuentemente el consumo
de energia es mas bajo — y tampoco mano de obra altamente calificada. Ambos

aspectos influyen considerablemente en los costos operativos.
1.2.2. GENERALIDADES ACERCA DE LOS BIORREACTORES ANAEROBIOS.

El desarrollo de reactores anaerobios donde gran cantidad de biomasa
microbiana — biopelicula — puede estar inmovilizada en soportes inertes o
simplemente suspendida, se ha transformado en la opcibn mas exitosa, explica
Hidalgo (2003).

La contrapartida, es que en los sistemas anaerobios la poblacion de
microorganismos se reproduce lentamente y para alcanzar una eficiente
transformaciéon de la materia organica es indispensable mantener una elevada
concentracion de los mismos en el efluente (Schmidell y otros, 2007, p. 202). Todo ello
incrementa el tiempo de residencia en el reactor y también el tiempo necesario para
colonizarlo (puesta en marcha). Aun asi, el factor mas relevante, aclara Arnaiz (2002)
es que los RALF alcanzan rendimientos de depuracion superiores al 80% en

comparacion con otros procesos anaerobios.
1.2.3. REACTORES DISCONTINUOS VS REACTORES CONTINUOS.

Para caudales pequeriios de efluente (escala laboratorio) o cuando los tiempos

de residencia requeridos para el tratamiento son excesivamente altos, (Schmidell y

otros, 2007, p. 218) recomiendan los reactores batch. Son sistemas simples que
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requieren de un minimo equipamiento; el reactor se llena con el efluente a tratar y se
deja el tiempo necesario hasta completar el proceso. La ventaja reside en que se
puede seguir la evolucion del mismo en el tiempo. En contraste, los reactores

operados en modo continuo se usan para el tratamiento de efluente a gran escala.
1.2.4. FORMACION Y DESESTABILIZACION DE LA BIOPELICULA.

Segun estudios llevados a cabo por Ramirez Mata (2014), la mayoria de las
bacterias forma biopeliculas como estrategia de vida puesto que les brinda estabilidad
y resistencia a los antibidticos; asimismo, aumenta las posibilidades de transferencia
de material genético y comunicacion celular y les ofrece proteccion ante las

condiciones adversas del medio ambiente.

Como explica Ramirez Mata (2014), la biopelicula es un consorcio de
microorganismos de una o varias especies, que se encuentra embebido dentro de una

matriz polimérica extracelular adherida a una superficie biética o abidtica.

La composicion del biofilm es variable siendo el componente mayoritario agua,

aproximadamente un 97% del contenido total.

Arnaiz (2002) hace hincapié en que la formacion del biofilm tendra lugar solo si

el medio aporta los nutrientes necesarios para su desarrollo.

Durante la operacion del reactor, Saucedo (2007) aclara que es imprescindible

tener en cuenta dos aspectos:

- la existencia de factores que afectan el desarrollo del biofilm (velocidad de

flujo, tiempo hidraulico de retencion (THR) y densidad del biofilm) y

- la estabilizacion de la biopelicula.

1.2.5. CRECIMIENTO DE LA BIOMASA EN UN REACTOR DISCONTINUO.

Los estudios de Shieh (1986) determinaron que el desarrollo de la biopelicula
sobre una superficie inerte se realiza en cinco fases, tal como se representa en la

Figura 6:
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Latencia Exponencial Lincal ‘ Estacionsna

Figura 6. Diferentes etapas de desarrollo de una biopelicula. Adaptado de
"Tratamiento biologico de aguas residuales”, p. 115, por Arndiz, C., Isac, L., y Lebrato,
J. 2002, Espafia: Fundacion Dialnet. Copyright 2001-2016 por Fundacién Dialnet.

- Fase de latencia o retardo: adsorcién inicial de microorganismos y
acumulacién de la biopelicula sobre el soporte, sin division celular porque las bacterias

tardan un tiempo en adaptarse al nuevo medio en que se hallan.

- Fase exponencial o de crecimiento logaritmico: la poblaciéon bacteriana
se incrementa exponencialmente. Las células se dividen a una velocidad determinada
por el tiempo de generacién y su capacidad de procesar alimento (Tchobanoglous,
1995, p. 419). El crecimiento, estara limitado ya sea por el agotamiento de un sustrato
determinado — sustrato limitante (S) — o por la acumulacién de productos toxicos
(Schmidell y otros, 2007, p. 202).

- Faselineal: la biopelicula se acumula y su espesor aumenta.

- Fase estacionaria: los microorganismos no alimentados mueren y la
biopelicula comienza a desprenderse. Esto se debe a: a) las células han agotado el
sustrato o nutrientes indispensables para el crecimiento, y b) el crecimiento de nuevas

células se nivela por lisis de células viejas (Tchobanoglous, 1995, p. 420).

Al disefiar un biorreactor anaerobio, es imprescindible alcanzar O6ptimas
condiciones ambientales para lograr el crecimiento y la permanencia del consorcio
biol6gico (Tchobanoglous, 1995, p. 421).

1.2.6. ACLIMATACION DEL BIOFILM.

La biorremocion completa de diversos compuestos toxicos (furfural, fenol,
PCB’S, etc) en un RALF depende casi exclusivamente de una buena adaptacion o

aclimatacion del consorcio microbiano, previo a su inoculacion en dicho reactor. El
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proceso de aclimatacion anaerobia del consorcio a un medio con una fuente de
carbono principal (efluente a degradar), eventualmente un co-sustrato y enriquecido
con fuentes de nitrogeno, fésforo y minerales puede durar varios meses de acuerdo
con Pishgar (2014). En ese periodo, los microorganismos son expuestos gradualmente

a concentraciones crecientes del efluente (sustrato).

1.3. PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO DEL RALF. CONDICIONES PARA LA
FLUIDIZACION.

Los RALF pueden utilizar distintos materiales sélidos de soporte (basandose en
sus caracteristicas fisicas y quimicas) como medio de retencion de la biomasa. De
acuerdo con (Schmidell y otros, 2007, p. 221) una forma de prevenir que la biomasa
salga del reactor es, inmovilizdndola sobre un soporte sélido que pueda permanecer

en suspension (fluidizado) pero que no se elimine con el efluente.

Como explica Panigatti (2010) el sistema consiste en un tubo cilindrico que
contiene en su interior una columna de particulas de arena (lecho); el efluente ingresa
por debajo de éste en forma ascendente y lo atraviesa. Para una cierta velocidad, la
caida de presion a través del lecho equilibra la fuerza de gravedad sobre las particulas
(peso del lecho), y un posterior ascenso de la velocidad provoca el movimiento de las
particulas: fenémeno de fluidizacién. A partir de alli, la caida de presidon permanece

constante, siempre y cuando no se modifique la velocidad.

1.3.1. CARACTERISTICAS DEL SOPORTE.

La utlizacion de particulas de pequefio tamafio (100-1.000pm) vy
granulométricamente uniformes, aspectos fundamentales en la fluidizacién, permite
ofrecer a las bacterias superficies especificas importantes, aclara Panigatti (2010).
Esto es esencial no sélo para que se desarrolle el biofiim sino para alcanzar
concentraciones muy elevadas de microorganismos, de acuerdo con Arnaiz (2002).
Otros factores, como sugiere Sanchez Ortiz (2010) inherentes al soporte y que influyen
en el desarrollo de la biopelicula son: densidad, rugosidad, tamafio de los poros y area

superficial.
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CAPITULO II
2.1. OBJETIVOS
2.1.1. OBJETIVO GENERAL

- Determinar la eficiencia del reactor anaerobio de lecho fluidizado (RALF),
construido a escala piloto, en el tratamiento del efluente industrial producido en la
obtencion de furfural.

2.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar las “aguas madres”, efluente del proceso de obtencién de
furfural.

- Seleccionar los microorganismos que se adapten mejor al efluente industrial

para ser utilizados en el reactor anaerobio de lecho fluidizado (RALF).

- Analizar el grado de remociéon de contaminantes organicos de las “aguas

madres” mediante el RALF.
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CAPITULO 1l

3.1. HIPOTESIS

- Las “aguas madres” provenientes del proceso de fabricacion de furfural
poseen contaminantes toxicos para la biota.

- Los microorganismos seleccionados para ser utilizados en el reactor
anaerobio de lecho fluidizado (RALF), se desarrollan favorablemente en distintas
concentraciones del efluente industrial “aguas madres”.

- El RALF remueve los principales contaminantes del efluente industrial “aguas
madres”.
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CAPITULO IV
4.1. MATERIALES Y METODOS.

La investigacion fue de tipo exploratoria, correlacional, mixta y cuantitativa dado
gue se tomaron muestras de las aguas madres para caracterizarla fisicoquimica y
bacteriolégicamente y de las etapas mas representativas del sistema de pantanos
secos artificiales (PSA), para extraer microorganismos. De la misma manera se

procedi6 con la toma de muestras del reactor anaerobio de lecho fluidizado (RALF).

Las unidades de analisis incluyeron: aguas madres, lodos de piletas de
decantacién, efluente crudo y raices de plantas de los pantanos secos para
seleccionar la fuente de microorganismos asociados a esas etapas del tratamiento por
PSA. Las correspondientes al Biorreactor (RALF) consistieron en: efluente aguas
madres a tratar (conteniendo el in6culo bacteriano, nutrientes y cantidades

equivalentes de furfural) y efluente depurado.

La toma de muestras incluyé a las "aguas madres", el efluente crudo que
egresa de los decantadores y los lodos de éstos, las raices de las especies vegetales

autoctonas (totoras) y el liquido que ingreso y egres6 del sistema RALF.

Los parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos analizados en las aguas
madres fueron: pH, Conductividad, Color, N-NO, (Nitrégeno de nitritos), Sélidos
Totales y Volatiles, Turbiedad, COT (Carbono Orgéanico Total), DBOs (Demanda
Biol6gica de Oxigeno a 5 dias), DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), recuento de
bacterias Coliformes Totales (CT) y Fecales (CF) y concentracién de Furfural.

Para controlar el correcto desempefio del RALF se seleccionaron las siguientes
variables fisicoquimicas: pH, Temperatura, Alcalinidad, Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK),
P-PO,® (Fo6sforo de fosfatos), SSV (Sélidos Suspendidos Volatiles), DQO vy

concentracion de Furfural.

Todas las muestras fueron remitidas inmediatamente al laboratorio de
investigacion del GISTAQ y conservadas segun los protocolos de analisis

correspondientes, hasta el momento de efectuar los mismos.

Las técnicas analiticas se efectuaron siguiendo métodos normalizados (o

adaptacion de los mismos) de American Public Health Association (APHA), American
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Water Works Association (AWWA), Water Environment Federation (WEF), Standard
Methods for the Examination of Water & Wastewater (2005).

4.1.1. MUESTREO DE AGUAS MADRES (AM).

La toma de muestra de aguas madres, generadas durante la fabricacion de
furfural, se realiz6 en la empresa de la siguiente forma: a la salida de la primera
columna de destilacion (producto de cola) hay un grifo desde donde se extrajo un
cierto volumen de aguas madres. El mismo se recolect6 en varios frascos de vidrio de
color caramelo con tapa a rosca, resistentes a temperaturas elevadas (z100°C), previo
enjuague con la muestra a analizar. Zheng (2015) aclara que el uso de recipientes de
vidrio de color oscuro limita la oxidacién del furfural, presente en las aguas madres,

por accién de la luz solar.

Para la extraccién de los microorganismos provenientes del PSA se realizaron

los siguientes muestreos:

La muestra de efluente crudo procedente de la cAmara de mezcla - ubicada a
la salida de los decantadores y previo al ingreso a los lechos de PSA - se recolecté en

una botella tipo PET de 2 L, limpia y con tapa a rosca.

Las muestras de lodos se tomaron, por Unica vez, utilizando un recipiente fijado
en el extremo de un soporte, lo suficientemente largo como para ser sumergido hasta

el fondo de las piletas de decantacion. Se guardaron en frascos estériles de cultivo.

La muestra de raices de las especies vegetales autoctonas (Figura G con
totoras en Anexo |) se extrajo sélo una vez, usando una pala para desenterrar la
planta junto con la arena del lecho, segun las indicaciones de Calvo Vélez (2008). Se
cortaron los tallos de la totora lo mas cerca posible de las raices; el conjunto de éstas
y la arena (rizosfera) se colocé en una bolsa de polietileno de color oscuro, para

resguardarlo de la luz.
4.2. CARACTERIZACION DE LAS AGUAS MADRES.

Se efectuaron tres testeos del proceso de fabricacion de furfural para colectar
sélo las aguas madres durante los meses, mayo, septiembre y noviembre en los
cuales la planta operé normalmente. Se parti6 de una muestra de 20 litros de aguas

madres que fue remitida al GISTAQ.
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Los ensayos, efectuados por duplicado, se resumen en la Tabla 1:

DETERMINACIONES METODOS

pH SM*4500-H'B
Conductividad (uS/cm) SM*2510 B
Turbiedad (NTU) Hach**8237

Color (Pt-Co) Hach** 8025

N-NO, (ppm) SM*4500-NO, B

DQO (ppm) SM*5220 D
DBOs (ppm) SM*5210 B
COT (ppm) SM*5310 D
Solidos totales (mg/L) SM*2540 B
Solidos voléatiles (mg/L) SM*2540 E
Coliformes totales CT (NMP/100mL) SM*9221 B
Coliformes fecales CF (NMP/100mL) SM*9221 C

Tabla 1. Métodos Normalizados. *Standard Methods; **Método HACH
adaptado de Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater (2005).

Las mediciones de pH y Conductividad se realizaron mediante un peachimetro
HANNA vy un conductimetro OAKTON, respectivamente. La Turbiedad y el Color se

analizaron a través de un colorimetro HACH DR/890.

La determinacion de N-NO, se realizé en el espectrofotometro PerkinElmer
UV/visible Lamba 25.

Se conservo una porcién de la muestra en medio acido (pH< 2). Los ensayos
de DQO y COT se determinaron usando un digestor HACH DRB 200 y luego midiendo

las absorbancias en un espectrofotometro PerkinElmer UV/visible Lambda 25.

Para efectuar los analisis de la DBOs y el recuento de Coliformes Totales (CT)
y Fecales (CF), la muestra se mantuvo refrigerada; éstos se procesaron antes de las
24 horas de tomada la misma. La cantidad de oxigeno consumido biolégicamente se

establecié por incubacién de la muestra en oscuridad y a 20°C durante 5 dias.

El recuento de CT y CF se hizo en placas de Petri incubandolas durante 48

horas en estufa a 37°C.

El ensayo de Solidos Totales se basé en la evaporacion de una muestra
correctamente mezclada en una cépsula pesada (tarada) y secada a peso constante
en estufa eléctrica IONOMAX a 103-105°C.

Enid M. Utgés Pagina 27



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

El andlisis de Sdlidos Volatiles se llevé a cabo por calcinacion de la muestra,
previamente secada en estufa, en un horno mufla ORL a 500°C.

La concentracion de Furfural se obtuvo por Cromatografia Liquida de Alto
Desempefio (HPLC) en un equipo Shimadzu CBM 20 A cuyas caracteristicas son:
detector UV SPD 20 A y columna de fase inversa C18 a 40°C de temperatura. La
velocidad de flujo empleada fue de 1 mL/min para un volumen de inyeccion de 20 pyL y
con una mezcla de acetonitrilo — agua tridestilada (17,5:82,5), como fase movil.

4.3. ENSAYOS DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN AEROBIOSIS.

Se extrajeron microorganismo autoctonos de los tres sectores ya citados de la
planta de tratamiento por PSA. Se evalud el crecimiento bacteriano, inoculando dichas
bacterias, en medios de cultivo (liquido y solido), preparados con el efluente industrial
(aguas madres) a distintas concentraciones, para determinar la mas adecuada. Esto
se realiz6 en varias etapas:

e Preparacién de los medios de cultivo.

e Preparacion de los inéculos y sus correspondientes recuentos bacterianos.

e Pruebas de crecimiento en distintas concentraciones de efluente en

erlenmeyers y en placas de Petri.

¢ Aislamiento bacteriano y tincion de Gram.
4.3.1. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Para la preparacion de los medios de cultivo se utiliz6 agua madre
neutralizada, agua de peptona, nutrientes y agar-agar, siguiendo los estudios de
Rodriguez (2008).

Las aguas madres se neutralizaron previamente con carbonato de sodio sélido
(Na,COs3) de acuerdo con Boopathy (1991) hasta alcanzar un pH = 6, utilizando un
peachimetro HANNA. Para 500 mL de agua madre, se agregaron aproximadamente

9,5 g de carbonato de sodio.

Como nutrientes, se recurrid a soluciones de cloruro de amonio (NH,CI) al
12,7% m/v (J.T. Baker Inc. al 99,7% de pureza) y de fosfato diacido de sodio
(NaH,PO,) al 3,28% m/v (Mallinckrodt Chemical Works, al 99% de pureza), siguiendo
las indicaciones de Boopathy (1991) y Hareland (1975). Se agregaron las cantidades

necesarias para que cada medio posea una concentracion final de 0,33 g/L de N y
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0,066 g/L de P. Estos valores surgen de la relacion 5:1 que debe existir entre N y P,
respectivamente (Carrillo, L., 2003, p. 123).

Se realizaron dos ensayos para evaluar el crecimiento bacteriano aerobio a
distintas concentraciones de furfural en aguas madres: en erlenmeyer (medio liquido) y
placas de Petri (medio so6lido). Ambos medios constaron de agua de peptona,
nutrientes y distintos porcentajes de agua madre conteniendo furfural en diferentes

concentraciones.

En los medios liquidos, dicho porcentaje cubri6 el rango de 2,5 hasta 80% v/v y

en los medios solidos, de 20 a 98% v/v.

El agua de peptona se utilizé en distintos % m/v a fin de mantener una
concentracion constante de fuentes de nitrégeno y carbono. Para el control negativo,

0% v/v de furfural en agua madre, s6lo se emple6 agar nutritivo

Los medios de cultivos sélidos se prepararon como se indica, a modo de

ejemplo, en la Tabla 2:

CONCENTRACION DE AM (% V/V)
COMPONENTES 20 40 60 80 98
Volumen final del medio (mL) 100 100 100 100 100
Agua madre (AM) neutralizada (mL) 20 40 60 80 98
Agua de peptona (AP) (mL) 78 58 38 18 0
Solucién de cloruro de amonio (mL) 1 1 1 1
Solucién de fosfato diacido de sodio (mL) 1 1 1 1 1
Agar-agar (g) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Tabla 2. Preparacion de los medios de cultivo. Concentracion de furfural en agua
madre (AM) de 20 a 98 en porcentaje volumen en volumen (% v/v).

Luego, se calentaron los medios a bafio maria hasta disolver el agar y se
esterilizaron en autoclave a 1,5 bar y 112°C (Perry, R., Green, D., Maloney, J., 2001,
p. 2-313) por un lapso de 15 minutos.
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4.3.2. PREPARACION DE LOS INOCULOS Y RECUENTOS BACTERIANOS.

Se trabajo con indculos bacterianos obtenidos de tres fuentes del sistema PSA
(los puntos de muestreo de esos tres lugares pueden apreciarse en Esquema de la

instalacion de PSA en Anexo I):

1. Lodos de las piletas de sedimentaciéon, extraidos del segundo

sedimentador cercano al sector de salida.

2. Efluente crudo de la camara de mezcla, receptora de los efluentes

provenientes de los sedimentadores 1y 2.
3. Raices de las totoras, tomadas a partir de plantas de uno de los lechos.

Se realizaron recuentos de bacterias de las tres fuentes para determinar las
cargas bacterianas iniciales del inéculo. A fin de estandarizar las mismas y, a partir de
los resultados obtenidos, se prepararon soluciones al 4% m/v de lodos y al 10% m/v
de raices, en agua de peptona al 1% m/v siguiendo las indicaciones de Calvo Vélez
(2008); el efluente crudo se utilizé sin diluir. Todas las soluciones se efectuaron en
esterilidad y al momento del ensayo, se realizaron nuevos recuentos para conocer la

carga bacteriana exacta inoculada.

4.3.3. RECUENTOS BACTERIANOS DE LOS INOCULOS.

Se realizaron diluciones seriadas (107, 10? 10° y 10®) de los inéculos con
agua de peptona al 1% m/v, de acuerdo con Benavides Lopez de Mesa (2006) en
condiciones de esterilidad. El uso del agua peptonada en las diluciones evita el choque
osmatico y la ruptura de las células, segin Fernandez Linares (2006) Se sembrdé, en
placas de Petri con agar nutritivo, 1mL de cada dilucion para cada uno de los tres
indculos. Se incubaron en estufa a 37°C por 48 horas, segun Rodriguez (2008) y se
determiné el numero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) por
recuento en aquellas placas que presentaron entre 30 y 300 colonias.

4.3.4. PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN DISTINTAS CONCENTRACIONES DE AM.

A. MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS: SIEMBRA EN ERLENMEYERS.

Se ensayaron medios de cultivo liquidos por duplicado (a y b), utilizando un

in6culo por vez. Se prepararon medios con 7 concentraciones crecientes de furfural en
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agua madre — 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60 y 80% v/v — en erlenmeyers de 250 mL, como
se detalla en la Tabla 3:

‘ CONCENTRACION DE AM (% V/V)
INOCULO 25 5 I 10 I 20

3

b a b a b 3 b
Raices/Lodos ' ' ' ' '
[Efluente . 3 3 3 ‘AR N |
AM 0% viv (testigo): medic de cultivo sin agua madre pero con Ia
Observaciones | mismacompoesicion denutrientes. Los erlenmeyers se mantuvieron
estériles y oxigenados usando tapones de algodén

CONCENTRACIGN DE AM (% VIV)
60 80

] a b
Raices/Lodos
[Efluente

AM 0% Vv | (testigo): medio de cultivo sin agua madre pero con la

INOCULO

Observaciones | mismacomposicicn de nutrientes. Los erlenmeyers se mantuvieron

estériles y oxigenades usando tapones de algoden

Tabla 3. Esquema de siembra de los tres inéculos en erlenmeyers.
Concentracion de furfural en el agua madre (AM) de 2,5 a 80 en porcentaje

volumen en volumen (% v/v).

Los erlenmeyers se esterilizaron en un horno mufla por 2 horas a 140°C.
Posteriormente, en cada uno de ellos se adicionaron, en esterilidad, 100 mL de medio
(con distintas concentraciones de furfural en agua madre) y 1 mL del in6culo
correspondiente (1 mL de efluente crudo, 1 mL de lodos al 4% m/vy 1 mL de raices al
10% m/v), por ensayo. Se homogeneizaron al menos una vez por dia para oxigenarlos

y se incubaron durante 72 horas a 37°C en estufa y en oscuridad.

Para confirmar el crecimiento bacteriano observado en los erlenmeyers, se
utilizaron los mismos medios de cultivo con el agregado de agar. Se tomé 1 mL de
cada erlenmeyer y se lo sembrd por inmersién en placas de Petri para el recuento de

UFC/mL. Se mantuvieron las placas en estufa a 37°C por 48 horas.
B. MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS: SIEMBRA EN PLACAS DE PETRI.

El ensayo se realizé en medios de cultivo solidos, por duplicado (a y b), en
placas de Petri esterilizadas con 6 concentraciones crecientes de furfural en agua

madre: 0, 20, 40, 60, 80y 98% v/v. Se dividi6 cada placa en tres sectores para
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realizar la siembra por estriado de los tres indculos, al mismo tiempo. Se incubaron en
estufa a 37°C y en oscuridad durante dos semanas, monitoreando el crecimiento

diariamente. El esquema de siembra se muestra en la Tabla 4:

CONCENTRACION DE AM (% V/V)
0 20 40 60 80 98
a b a b a b a b a b a b

AM 0% v/v (testigo): medio de cultivo sin agua madre pero

INOCULO

Observaciones

con la misma composicion de nutrientes.

Tabla 4. Esquema de siembra de los tres in6culos en placas de Petri. Concentracion
de furfural en el agua madre (AM) de 0 a 98 en porcentaje volumen en volumen (%

vIv).

En funcién del crecimiento observado en cada indculo, se decidi6 elegir aquel
que presentd mejor tolerancia a la concentracion mas elevada de aguas madres.
Dicha fuente de bacterias se utilizé para el ensayo de aclimatacién en anaerobiosis, ya

que en ese ambiente operé el RALF.

4.3.5. AISLAMIENTO BACTERIANO Y TINCION DE GRAM.

Se realizé el aislamiento de las distintas colonias bacterianas presentes en los
in6culos, luego de 48 horas de incubacién. Para ello, se observaron las caracteristicas
macroscopicas de las mismas. Las colonias recuperadas fueron colocadas en placas
mediante el método de siembra por agotamiento en agar nutritivo, como indica
Rodriguez (2008) e incubadas en estufa a 37°C durante 48 horas. Aquellas que se
consideraron diferentes por su forma y coloracién se repicaron por estriado en placa
con agar nutritivo, para aislarlas. En esas condiciones se les efectud una coloracion de
Gram para establecer su morfologia, de acuerdo con Coto Pérez (2006). Las bacterias

gramnegativas se ven de color rosado y las grampositivas de color violeta.
4.4,  ACLIMATACION BACTERIANA EN ANAEROBIOSIS.

Las bacterias utilizadas en los ensayos de adaptacion provinieron, como se
menciond anteriormente, de los lodos del fondo de las piletas sedimentadoras de PSA.
La razon fue que presentaron un mayor crecimiento en medios conteniendo furfural y

acido acético que las provenientes de otras fuentes. Se tuvo en cuenta ademas, que

Enid M. Utgés Pagina 32



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

los lodos constituyen en si mismos un medio de caracteristicas similares a las

condiciones proyectadas para el funcionamiento del RALF.

4.4.1. PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO.

El in6culo de bacterias se prepard suspendiendo 2 g de lodos en un erlenmeyer
con agua de peptona al 1% m/v de acuerdo con Fernandez Linares (2006). Como
nutrientes se utilizaron soluciones de cloruro de amonio al 12,7% m/v y de fosfato
diacido de sodio al 3,28% m/v, ambas de grado analitico, siguiendo las indicaciones de
Boopathy (1991) y Hareland (1975).

Se agregaron las cantidades necesarias para que el medio tuviera una
concentracion final de 0,33 g/L de N y 0,066 g/L de P, valores que surgen de la

relacién 5:1 que debe existir entre N y P, respectivamente (Carrillo, L., 2003, p. 123).

Se incubd el medio en condiciones de oxigeno reducido, logradas dentro de un
desecador. Para crear esas condiciones, se recurrid a un desecador cerrado con una
vela encendida en su interior; a fin de asegurar que el oxigeno remanente se
consumiese, se cubrié el fondo con lana de acero humedecida con agua, en

consonancia con los estudios de Mitsuoka (1969).

Se colocé el desecador dentro de una estufa a 37°C. Una vez que se
observaron la aparicion de una pelicula en la superficie del liquido y la turbidez
amarillenta, caracteristicas del crecimiento, se dio por concluida la preparacién del

indculo y se procedid con la etapa de adaptacion.

4.4.2. ADAPTACION DE BACTERIAS A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
FURFURAL EN AM.

La aclimatacion bacteriana se inicié con la preparaciéon de medios de cultivo
liquidos, por duplicado, en erlenmeyers de 100 mL. Dichos medios consistieron en un
efluente sintético, de similares caracteristicas que el industrial, que se elabor6 de la
siguiente manera: Minimal Media M9 como fuente de nutrientes segun Nicklasson
(2008), solucién de glucosa (fuente adicional de carbono o co-sustrato), el inéculo
bacteriano y las aguas madres en concentraciones crecientes de furfural, como

sugiere Pishgar (2014).

El medio mineral "Minimal Media M9 (MM9)", se adapté de Koenig (1989),

Lépez (2004) y Boopathy (2009), ya que sus estudios sugieren que esa mezcla de
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sales minerales conduce a una buena aclimataciéon del consorcio bacteriano. EIl MM9
se prepar6 de la siguiente forma: 2 mL de glucosa al 20% m/v, 0,1 mL de CaCl, 1M, 2
mL de MgS0O, 1M y sales M9 (Na,HPO,4, KH,PO,4, NaCl y NH4CI).

Los medios se incubaron en una atmosfera con oxigeno reducido, como se
explico anteriormente, en estufa a una temperatura de 37°C y en oscuridad, para
prevenir que la oxidacion fotoquimica, como indica Zheng (2015) diera lugar a falsos
resultados.

El primer medio liquido se realizé con un 10% v/v de furfural en AM —
correspondiente a una concentracion de furfural de 300 mg/L — y se probaron en
paralelo tres combinaciones diferentes de MM9 a fin de detectar la mas apta para el
crecimiento bacteriano: a) MM9 simple concentracién con glucosa (MM9x1CG), b)
MM9 triple concentracién con glucosa (MM9x3CG) y ¢) MM9 simple concentracién sin
glucosa (MM9x1SG). Se observo crecimiento tanto en "a" como en "¢" y se decidio

preparar los medios subsiguientes con MM9x1CG.

Una vez apreciada la aparicion de turbidez y la formaciéon de la pelicula
superficial, propias del biofilm bacteriano, se extrajeron 10 mL del medio al 10% v/v

como in6culo para ensayar al 12, 15y 21% v/v de furfural en AM, simultaneamente.

Al cabo de una semana, se seleccion6 la concentracion en la cual se aprecio

un mayor crecimiento y se realizé un nuevo repique.

Se procedié de la misma manera en los ensayos posteriores, aclimatando los
microorganismos a incrementos paulatinos de concentracion hasta alcanzar un 21%

v/v de furfural en AM, correspondiente a 630 mg/L de furfural.

La composicion del efluente sintético para 100 mL finales, con un 21% v/v de
furfural en AM, 10 mL del in6culo, 20 mL de MM9 y agua destilada, se indica en la
Tabla 5:
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EFLUENTE SINTETICO

Composicion Volumen (mL) Componentes
Inéculo 10
AM 21 % viv 20 0.63 g/L de Furfural

0,68 g de Na;HPO,
0.3 g de KH:PO.

Sales M9 20
0,05 de g NaCl
MMS 0.1 g de NH.CI
Cloruro de calcio 1M 0.1 0,01 g de CaCl;
Sulfato de magnesio 1M 2 0,24 g de MgSO.
Glucosa 20% mfv 2 0.4 de CsH 120
Agua destilada 459
Total =100 mL

Tabla 5. Composicion final del efluente sintético. Medio mineral M9.
Concentracion de furfural en agua madre (AM) al 21% v/v (porcentaje volumen

en volumen).
45. DISENO DEL REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO (RALF).

El RALF fue proyectado para operar con las bacterias extraidas de los lodos,
aclimatadas previamente a distintas concentraciones de furfural en AM. Este proceso
posibilitd que los microorganismos formaran un biofilm alrededor de las particulas del

soporte lo suficientemente estable como para realizar la degradacion del efluente.

Dado el elevado numero de variables que intervinieron en el disefio del RALF,
la caracterizacion rigurosa de esos pardmetros resulté muy dificultosa, motivo por el
cual se siguieron los pasos propuestos por Hidalgo (2002) en cuanto a: seleccién del
material soporte y sus caracteristicas fisicas (tamafio, forma, densidad, porosidad,
esfericidad) y quimicas (caracter inerte, propiedades de adsorcion); eleccion de la
expansién y calculo de la velocidad superficial del liquido; dimensionamiento del lecho

(diametro, altura) y del sistema de bombeo.

Las dimensiones del reactor se dedujeron a través de la ecuacién de Ergun
(McCabe, W., Smith, J. y Harriot, P., 2007, p. 177), se adoptaron variables de disefio y

se calcularon variables operativas. Estos calculos se detallan en Anexo |.

Las variables de disefio fueron: porosidad minima de fluidizacion del lecho (g),
diametro medio (D,), esfericidad (¢) y densidad de la particula de arena (ps),
respectivamente; velocidad minima de fluidizacion (U,y), viscosidad () y densidad del

efluente (pr) y aceleracién de la gravedad (g). Las variables operativas calculadas

Enid M. Utgés Pagina 35



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

consistieron en: altura inicial del lecho de arena sin fluidizar (L,,), porosidad del lecho
totalmente expandido (€), altura total del lecho fluidizado (L), velocidad operativa de
fluidizacion (U,p) y caudal operativo de efluente (Q,,). EI esquema real del RALF

puede apreciarse en la Figura 7:
Biogas
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Figura 7. Esquema del Reactor Anaerobio de Lecho Fluidizado.

4.5.1. CARACTERISTICAS DE LA ARENA COMO SOPORTE.

La elecciéon de la arena como material de soporte del lecho se basé en las

recomendaciones de Hidalgo (2002). Los aspectos esenciales son:

- Particulas de pequefio tamafio, baja densidad y granulométricamente
uniformes que brinden a las bacterias superficies importantes para que desarrollen el
biofilm, segun estudios realizados por Arnaiz (2002).

- Fluidizacion homogénea en toda la longitud del lecho.
- Quimicamente inerte y de costo razonable.

- Elevada resistencia al ataque fisico, quimico y biolégico.
4.6. VARIABLES DE DISENO Y OPERATIVAS PARA LA ARENA Y EL EFLUENTE.

En funcion de las caracteristicas y recomendaciones citadas, se adoptaron una

serie de valores tanto para la arena como para el efluente.
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En ausencia de datos experimentales, la porosidad minima de fluidizacién gy
se estimé a través de la correlacién de Wen y Yu (Levenspiel, O., 1998, p. 139) que
se satisface para varios tipos de particulas.

El diametro medio de particula D, se determin6 mediante muestreo trabajando
con tamices estandar de la Serie Tyler (Foust, A., Wenzel, L., Clump, C., Maus, L.y
Bryce Anderson, L., 2006, p. 723). Los numeros de malla abarcaron el intervalo de 200
a 400 micras tomando la fraccion media de 270.

La esfericidad de la arena ¢ se adopt6 usando la correlacion entre la porosidad
y la densidad de carga baja de la particula (Foust, A., Wenzel, L., Clump, C., Maus, L.
y Bryce Anderson, L., 2006, p. 635).

La densidad ps de la arena se extrajo de tablas proporcionadas por Nadeo
(2016) y por Barreira Moreno (2007).

La velocidad minima de fluidizacién U, se calculé a partir de la porosidad
minima &y, reemplazando este parametro en la ecuacién de Ergun (4.1),

oportunamente citada:

150(1 — &p). .Uy 1,75p;. U?,
_I_
@2.&5,.D, en-Dy. @

L —g(ps—py)=0 (4.1)

Siendo:

1 viscosidad del efluente; p;: densidad del efluente; g: aceleracion de la

gravedad.

La viscosidad s del efluente se midié a 37°C con un viscosimetro Brookfield y

su densidad p; se extrajo de tabla.

Se calculé la porosidad del lecho totalmente expandido, €, a través de una
ecuacion matematica (4.2), teniendo en cuenta que la altura inicial del lecho de arena

sin fluidizar L, es de 55 cm y la expansion del lecho, deseada, del 100%:
(1= gn) Ly =A-8.Loe=1-""(1-¢,) (4.2)

Siendo L la altura total del lecho fluidizado y L, altura inicial del lecho cuyo

valor es la mitad de L.
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A partir de la porosidad del lecho totalmente expandido &, se dedujo la
velocidad operativa de fluidizacion U,, dentro del reactor reemplazando la porosidad

en la ecuacion de Ergun.

El didmetro interno del reactor Dr adoptado fue de 7 cm y la longitud total del
reactor Lr de 147 cm. Estas dimensiones surgieron de las experiencias de Ochieng

(2002) quienes comprobaron que eran Optimas para la caida de presion.
4.7. CONSTRUCCION E INSTALACION DEL RALF.

La unidad experimental a escala piloto se construyé empleando una columna
de PVC de 147 cm de longitud por 7 cm de diametro interno, de acuerdo a los estudios
realizados por Tavares (1995) y Quintero Rendén (2011), constituyendo un reactor de
6 litros y un volumen total de sistema de 15 litros. Se eligi6 PVC para construir el
reactor a fin de impedir la oxidacién fotoquimica del furfural, de acuerdo con Zheng
(2015).

En la parte superior, el equipo se construyé con un aumento subito de
didmetro, de 7 cm a 11 cm, de manera de lograr una expansiéon brusca, disminuyendo
la velocidad del flujo y evitando el arrastre de arena, como explica Quintero Rendon
(2011). En el extremo inferior, se colocé un empaquetamiento de 10 cm de grava con
el fin de obtener un flujo uniforme en la columna, evitar zonas del lecho sin expandir e

impedir el reflujo del lecho, de acuerdo con Hidalgo (2003).

La arena se lavo varias veces para eliminar impurezas y luego se esterilizé a
550°C en horno mufla por 1 hora. Una vez fria, se la lavd nuevamente y se la sec6 a
105°C en estufa.

El reactor se cargd con la fraccibn media de mallas de 270 micras de arena

esterilizada previamente, hasta una altura de 55 cm.

El disefio contd con una linea de recirculacion para lograr la velocidad 6ptima
de fluidizaciéon y una expansion operativa del lecho del 100%. Dicho disefio consistio
en un tanque pulmén de 5 litros, un filtro de poliuretano expandido (espuma de
poliuretano) y una bomba centrifuga de % HP. La corriente de fluido, impulsada por la
bomba, ingresé por la parte inferior del equipo. El sistema de distribucion es un
aspecto importante y se disefid0 para lograr una adecuada eficiencia. El biogas

producido y el efluente tratado, egresan del sistema por la parte superior.
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A la salida de la linea de reciclo superior, que conecta el cuerpo del RALF con
el tanque pulmén, se instalé un grifo para la toma de muestras. El tanque pulmén
cumplié dos objetivos: actuar como sedimentador de las particulas de soporte que
pudiernn ser arrastradas por la corriente de fluido y proporcionar una alimentacion
uniforme a la bomba. El filtro permitié atrapar las particulas de arena mas finas, que no
fueron retenidas en el tanque pulmén, para no dafar el rodete de la bomba. En la
Figura 8, se muestra el RALF disefiado a escala piloto e instalado para tratar el

efluente sintético.

Figura 8. Reactor Anaerobio de Lecho Fluidizado a escala piloto.

4.8. MUESTREO Y MONITOREO DEL RALF MEDIANTE ENSAYOS FISICOQUIMICOS.

Una vez construido e instalado el RALF, se realizo la prueba hidraulica del
sistema con y sin presencia de arena para evaluar el correcto funcionamiento del
mismo. Una vez colocada la arena esterilizada dentro del reactor, se lo aliment6 con el
efluente sintético a degradar, diluido en agua destilada, hasta completar 15 litros.
Dicho efluente fue elaborado con la composicion que se detallé en la Tabla N° 5 con
dos agregados: el in6culo bacteriano aclimatado al 15% v/v de furfural en AM y 500
mg/L de furfural.

Se puso en marcha, operando a una velocidad estimada de 26,6 m/h y se tom6
la primera muestra de efluente para realizarle el monitoreo correspondiente. El equipo
funcioné de manera continua como un sistema cerrado por 55 horas consecutivas,
entre 35y 37°C. El efluente se consideré tratado cuando la degradacion del furfural fue

completa. Esto se verific6 mediante el monitoreo periddico de la concentracion de
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furfural por cromatografia gaseosa y el seguimiento de los pardmetros fisicoquimicos

seleccionados previamente.

Se tomd una muestra de 500 mL del efluente a degradar en el laboratorio,
antes de incorporarlo al reactor. De la misma manera y, al cabo de 1 hora de
operacion normal, se extrajeron 500 mL de efluente para controlar los pardmetros

mencionados con antelacion.

La toma de muestras se efectud usando el grifo colocado a la salida en la linea

de reciclo superior que conecta el cuerpo del RALF con el tanque pulmén (Figura N°6).

En las muestras obtenidas se determinaron las siguientes variables: pH,
Temperatura, Alcalinidad, Soélidos Suspendidos Volatiles (SSV), concentracién de
Furfural, DQO, Nitrégeno Total Kjeldahl (NTK) y Fésforo de fosfatos P-PO4. La
concentracion de furfural fue analizada cada 2 horas por Cromatografia Liquida de Alto
Desempefio (HPLC). Antes de cada determinacién en el HPLC, se filtr6 la muestra, a

través de un filtro de membrana de 0,45 micras, para eliminar la biomasa bacteriana.

El pH se determin6 mediante peachimetro. El resto de los parametros
fisicoguimicos - DQO, NTK, Fosfatos, Alcalinidad y SSV - fueron determinados de
acuerdo al Standard Methods (APHA 2005) (Tabla 1).
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CAPITULO V

5.1. RESULTADOS

5.1.1. CARACTERIZACION DE LAS AGUAS MADRES (AM).

A. PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y BIOLOGICOS ANALIZADOS.

En el muestreo realizado durante los meses de mayo, septiembre y noviembre
sobre las aguas madres (AM) se obtuvieron una serie de valores para los distintos

analitos. Los mismos se detallan en la Tabla 6:

Analisis pH | Conduct | Turbidez | Color (N.NO, | DBOy | DQO | COT | Stotales | S.volitiles cT CF
(HS) (NTU) | (Pt-Co) | (mgiL) |(mgiL)| (MO/L) |(mgiL)| (mglL) (mgiL) |(NMP/100 mL) | (NMP/100 mL)
Mayo 34 1154 a5 550 at 12200 | 42696 | 17062 474 476 ausencia ausena
274 117 K 22 0.03 1 1 S
Septiembre | 272 178 130 722 0.033 | 15868 | 28071 | 11228 387 SD Sannchs -~ a
Noviembre 28 1010 S0 680 0,023 SO 11438 | 4575 226 94 asencia Ssns

Tabla 6. Resultados de ensayos completos realizados sobre AM.

Se aprecia que todas las muestras de AM presentaron valores muy bajos de
pH en las tres fechas: de 2,6 a 3,4.

Los valores de Conductividad se mantuvieron en el rango de 1000 a 1180 pS

y los de Turbiedad variaron entre 95y 130 NTU.
La concentracion de Nitritos (N-NO,) fluctué alrededor de 0,02 - 0,1 mg/L

Los Solidos Totales oscilaron entre 225y 475 mg/L (0 ppm) mientras que los

Sdlidos Volatiles presentaron una variacion mas amplia: 95 a 480 mg/L.

Las concentraciones de DBOs cubrieron el rango de 12.000 a 16.000 mg/L; las
de DQO variaron entre 11.400 a 42.700 mg/L y las de COT oscilaron entre 4.600 y
17.100 mg/L. Todas las concentraciones fueron elevadas, lo cual se condice con la
alta carga organica que caracterizé a las aguas madres. Tomando los promedios de
DBOs y de DQO se obtuvo la relacién que permite evaluar la biodegradabilidad del

efluente aguas madres. El valor encontrado fue 0,79.

Las AM carecen de microorganismos Coliformes Totales (CT) y Fecales (CF).
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5.2. ENSAYOS DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN AEROBIOSIS.

5.2.1. RECUENTOS BACTERIANOS DE LOS INOCULOS.

En la Tabla 7 se presenta la carga bacteriana determinada para cada uno de los
inoculos: efluente crudo de la cAmara de mezcla, lodos de sedimentadores y raices de
plantas nativas.

INOCULO RESULTADO [UFC/mL]
Efluente crudo s/ diluir 3,1"10*
Lodos 4% plv 2,8:10*
Raices 10% p/v 1,3'10°

Tabla 7. Resultados de carga bacteriana de los in6culos como unidades formadoras

de colonias por mililitro (UFC/mL).

5.2.2. PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN DISTINTAS CONCENTRACIONES DE FURFURAL
EN AM.

A. MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS: SIEMBRA EN ERLENMEYERS.

El crecimiento bacteriano en aerobiosis se aprecidé visualmente a través del
enturbiamiento de la solucion original (coloracion amarillenta) y formacion de pelicula
superficial, en los erlenmeyers con concentraciones de 2,5, 5, 10, 20, 40 y 60% v/v de
furfural en AM. En los erlenmeyers conteniendo un 80% v/v de furfural en AM, no se
percibié crecimiento (Figura 9).

Coloracién ambar
oscuro que denota la
ausencia de desarrollo
microbiano.

Enturbiamiento amarillento
caracteristico del
crecimiento microbiano.

Figura 9. Crecimiento en soluciones hasta 60% v/v de furfural en AM a las 72 horas
de efectuada la siembra.

La confirmacion de dicho crecimiento se llevé a cabo mediante siembra en
placa y recuento de las colonias formadas.
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B. MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS: SIEMBRA EN PLACAS DE PETRI.

En algunas de las diluciones efectuadas — 102 y 10“ — sobre los distintos
indculos, se realizd un recuento de colonias (UFC/mL) siguiendo el procedimiento

detallado en 4.3.3.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos comparando la muestra

sembrada inicialmente en placas y luego de transcurridas 48 horas.

CONCENTRACION DE AM (% v/v)

INGCULO 20 40
Al inicio A las 48 horas Al inicio A las 48 horas

Efluente | 7,5103 UFC/mL | >510° UFC/mL | 7,5-103 UFC/mL | 1,4-10° UFC/mL
Lodos 4% |2,82-10°UFC/mL | >5-10°UFC/mL | 2,82-102UFC/mL | 4-10°UFC/mL
Raices 10%4,97-10°UFC/mL |2,86°10° UFC/mL| 4,97-10°UFC/mL |2,86:10” UFC/mL

Tabla 8. Unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) de los inéculos
sembrados en placa para las concentraciones al 20 y 40 % volumen en volumen (%
v/v) de furfural en agua madre (AM).

En la Tabla 9 se expone el esquema de siembra simultanea de los tres inéculos

(R: raices, Ef: efluente crudo y L: lodos) en cada placa, donde "a" es original y "b" es el

duplicado.

CONCENTRACION DE AM (% V/V)

INOCULO
0 20 40 60 80 98

albaba‘b a|b a]b a|b

e | | @) | B | | |

Se observd | Se observd ‘ Se ohservd | Se observd |No se observoNo e cheervd)|
crecimiento crecimiento

Resultado
crecimiento | crecimiento | crecimiento | crecimiento

Tabla 9. Crecimiento de los inGculos en placa con concentraciones de 0 a 98%

volumen en volumen (% v/v) de furfural en agua madre (AM).

En las Figuras 10 y 11 se pudo apreciar la formacién de colonias blanquecinas

en el estriado luego de 24 y 72 horas, respectivamente.
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Figura 10. Crecimiento a las 24 horas de realizada la siembra en placas con 20 y 40%
volumen en volumen (% v/v) de furfural en agua madre (AM). In6culos: raices (R),
efluente crudo (Ef) y lodos (L).

Figura 11. Crecimiento a las 72 horas de realizada la siembra en placas con 20 y 40%
volumen en volumen (% v/v) de furfural en agua madre (AM). In6culos: raices (R),
efluente crudo (Ef) y lodos (L).

5.3. AISLAMIENTO BACTERIANO Y TINCION DE GRAM.

De la siembra de los inéculos se identificaron visualmente 3 colonias diferentes
en cuanto a aspecto y coloracion: amarillas, anaranjadas y blancas, como puede

observarse en la Figura 12.

Figura 12. De izquierda a derecha, placas con colonias amarillas (a), anaranjadas (b) y

blancas (c).

Enid M. Utgés Pagina 44



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

Una vez aisladas las mismas en las placas agarizadas, se les realizé una
tincion de Gram. A través de ésta, se observaron algunos cocos - esféricos -
grampositivos (violetas); también bacilos - bastones alargados - grampositivos en gran
cantidad y muy pocos bacilos gramnegativos (rosados). Este resultado puede

apreciarse en la Figura 13:

\ R . - !
=AY

-

.?.p.-(. I": ’i’""?" ) N\ ) >

[y :30 .'- '{\b" ;«“..LU\—; .'vgf-% 3V oo .’ : .
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Figura 13. Vista de la tincibn de Gram en microscopio a 400x. Los circulos rojos

encierran cocos grampositivos (violetas); las flechas amarillas sefialan bacilos

grampositivos y las flechas anaranjadas indican bacilos gramnegativos (rosados).
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5.4, ACLIMATACION BACTERIANA EN ANAEROBIOSIS.

En funcién del crecimiento observado en cada indculo, se decidi6 elegir aquel
gue presenté mejor tolerancia a la concentracion més elevada de furfural en las aguas

madres.

Los resultados provenientes de la Tabla 8, en unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL), y los del crecimiento en el estriado de las placas de la Figura 9,
indican que el in6culo més apto procede de los lodos de los sedimentadores de PSA.
Dicha fuente de bacterias se utilizé para el ensayo de aclimatacion en anaerobiosis, ya
gue en ese ambiente oper6 el RALF.

5.4.1. PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO.

En la Figura 14 fue posible apreciar el progreso del desarrollo bacteriano (dias
0, 4y 5) en lo que constituy6 el indculo que se uso al inicio de la aclimatacion.

v'-‘

— - u

Figura 14. Crecimiento del indculo bacteriand, con formacién de la pelicula
superficial y enturbiamiento paulatino, desde el dia 0 al 5.

5.4.2. ADAPTACION DE BACTERIAS EN CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
FURFURAL EN AM.

En el siguiente grupo de fotografias (15 a 20), se muestra el desarrollo de las
distintas fases del proceso de aclimatacion bacteriana, partiendo de una concentracion
al 10% v/v de furfural en aguas madres hasta una del 21% v/v. A los medios de cultivo,
ademds de furfural, se les adicion6 MM9 (sales nutrientes del medio mineral M9)
combinado o no, con glucosa. A fin de prevenir la fotooxidacion de furfural, sélo para

tomar las fotografias se saco el desecador de la oscuridad.
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I- Fasel
A. Concentraciéon de furfural en aguas madres al 10% v/v, MM9 simple

concentracion (MM9x1) con glucosa.

Figura 15. 10% v/v MM9x1 con Glucosa. Dia O y dia 7.

B. Concentraciéon de furfural en aguas madres al 10% v/v, MM9 simple

concentracioén sin glucosa.

Figura 16. 10% v/v MM9x1 sin Glucosa. Dia 0 y dia 7.

C. Concentracion de furfural en aguas madres al 10% v/v, MM9 triple
concentracién (MM9x3) con glucosa.

Figura 17. 10% v/v MM9x3 con Glucosa. Dia 0 y dia 7.

Se pudo apreciar, tanto en el medio mineral conteniendo MM9 simple
concentracion con glucosa como en el carente de glucosa, el crecimiento bacteriano
(mayormente en el primero); mientras que en el medio con MM9 triple concentracion el
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crecimiento fue nulo. Fue por ese motivo, que se decidié continuar trabajando con
MM9 simple concentracion en las aclimataciones posteriores. Como se menciond, se

utilizd el medio en el que se verific6 un mayor crecimiento para inocular la siguiente
fase.
Il. Fase 2

A. Concentracion de furfural en aguas madres al 12% v/iv, MM9 simple
concentracion con glucosa.

Figura 18. 12% v/v MM9x1 con Glucosa. Dia 0 y dia 7.

B. Concentracion de furfural en aguas madres al 15% v/iv, MM9 simple
concentracion con glucosa.

Figura 19. 15% v/v MM9x1 con Glucosa. Dia 0 y dia 7.

C. Concentracion de furfural en aguas madres al 21% v/v, MM9 simple
concentracion con glucosa.

-

Figura 20. 20% v/v MM9x1 con Glucosa. Dia 0 y dia 7.
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5.5. SEGUIMIENTO DE LA OPERACION DEL RALF Y EVALUACION DE SU
EFICIENCIA.

El RALF operé a una velocidad de 26,6 m/h de manera continua, como un

sistema cerrado, por 55 horas a una temperatura promedio de 37°C.

Se determind el tiempo de retencién hidraulico (TRH) requerido para una
remocién efectiva de Furfural (FF) y de DQO, lo cual permiti6 analizar el desempefio
del RALF. Asimismo, se verifico la evolucién de la biomasa bacteriana mediante el

monitoreo de los sélidos suspendidos volatiles (SSV). Los gréaficos son los siguientes:

- Variacién de FF, DQO y SSV en funcion del tiempo de retencion
hidraulico (TRH).

- Porcentaje de remocion de FFy de DQO vs TRH.

A. VARIACION DE FF, DQO Y SSV VS TRH.

La Tabla 9 denota como se modificaron las concentraciones de FF, DQO y
SSV en el RALF, al inicio (TRH =0 h) y al final (TRH = 55 h).

CONCENTRACIONES (ppm)
TRH(h)| FF | DQo | ssv
0 200 2603 a0
3 443 5247 58
7 397 o177 164
20 0.46 4994 72
3 0409 | 4661 45
44 0408 | 4655 2
50 0.408 | 4638 ]

Tabla 9. FF (furfural), DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) y SSV (Solidos
Suspendidos Volatiles) vs TRH (Tiempo de Retencion Hidraulico) del RALF.
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Disminucion de Furfural en RALF

o - ™ -
10 20 30 20

TRH (b}

Figura 21. Disminucion de Furfural en RALF.

En la Figura 21, se aprecio un descenso radical de la concentracion de furfural
- de 500 a 0,4 ppm - al alcanzar un TRH de 20 horas.

Disminucién de DQO en RALF
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Figura 22. Descenso de DQO en RALF.

La Figura 22 mostré el decrecimiento paulatino de la concentracién de DQO,

durante las 55 horas en que funcioné el RALF, pasando de 5603 a 4638 ppm.

Variacion de SSV en RALF

0 3 ] 2 31 LR ) “%
TRH [h)

Figura 23. Variacion de SSV en RALF.
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La Figura 23 permiti6 observar la evolucién de los SSV, parametro que se
utiliz6 para monitorear el crecimiento de la biomasa bacteriana. Ese pardmetro
ascendi6 desde 50 ppm hasta 184 ppm, momento en el cual cae en forma
pronunciada conforme la biomasa bacteriana comienza a descender. La caida mas
abrupta se observo en el tiempo de retencién hidraulico (TRH) correspondiente a las 7
horas, puesto que la concentracion bajé de 184 a 72 ppm. A partir de alli, el

decrecimiento fue mas suave.

B. EFICIENCIA DE REMOCION DE FF Y DE DQO VS TRH.

Bemocién de Furfural en RALF Remocion de DQO en RALF

- W

Eficiendade remodon ')
P
a =
EHidencade remocion (%)

0 3 7 2 1 & 3 2 3 as

TR (1) TRM (1)

Figura 24. Remocién de FF en RALF.  Figura 25. Remocién de DQO en RALF.

Se puede inferir que una vez alcanzado un tiempo de retencién hidraulico
(TRH) de 20 horas, se logro el porcentaje de remocién de furfural mas elevado del
ensayo: 99,9% (Figura 24).

En la Figura 25, se pudo apreciar una disminucién de la DQO a lo largo del

ensayo con una eficiencia de remocion de 17%.
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CAPITULO VI
6.1. DISCUSION

Las aguas madres - cola de la primera columna de destilacién - del proceso de
fabricacion del furfural, poseen un pH muy &cido — entre 2,7 y 3,4 — comparado con el
intervalo de 5 a 9, estipulado por el Decreto N° 847 de la Ley provincial N° 3230
Cddigo de Aguas de la provincia del Chaco. Los valores obtenidos guardan una
estrecha relacion con el proceso de fabricacion de furfural dado que durante el mismo
se adiciona como catalizador, acido sulfarico, como indica Cronert (1969). Ademas,
segun Dunlop (1948) uno de los componentes que naturalmente poseen las aguas
madres y les confiere acidez, es el acido acético. En el proceso de produccion, la

concentracion del mismo puede llegar hasta 5% m/v.

Evidentemente, con el valor de pH citado, el efluente no debe ser volcado a
ningln cuerpo receptor, ni tampoco utilizado en un proceso de tratamiento bioldgico,
por sus efectos deletéreos; es imprescindible, una neutralizacién previa. La razén de
ello la proporciona Meybeck (1996), al exponer que soélo en el intervalo de 6,5 a 8,5 la
mayor parte de los sistemas biol6gicos puede subsistir. Valores superiores a 9 e

inferiores a 5,8 limitan el desarrollo y la fisiologia de los organismos.

La concentraciéon promedio de soélidos totales es de 362 mg/L. De acuerdo
con la Ley provincial N° 3230, el valor de vuelco de sélidos disueltos totales, no debe
superar los 600 mg/L. Tomandolo como base, podria decirse que la concentracion
obtenida es bastante mas baja. Sin embargo, y para tener un panorama mas
completo, se recurrié a datos de Ingenieria Sanitaria (Tchobanoglous, 1995, p. 125).
La Tabla 3.5 de dicha bibliografia (en Anexo |), especifica las concentraciones de
solidos totales como: fuertes (1200 mg/L), medias (720 mg/L) y débiles (350 mg/L).
Aungue esos valores no son los de un efluente de tipo industrial, se decidio utilizarlos
como referencia. A partir de eso, es dable decir que los resultados de la determinacion
de sélidos totales estan comprendidos en el intervalo de concentraciones débiles y

medias.

Los valores de materia organica medidos a partir de DBOs y, en concordancia
con Wirtz (1993), son considerablemente elevados aunque usuales en diversas

industrias quimicas.
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La DBOs - Demanda Bioldégica de Oxigeno a 5 dias - es uno de los
parametros esenciales para establecer el contenido organico del efluente en cuestion;
en otras palabras, la cantidad de materia organica biodegradable. La concentracion
promedio en las aguas madres fue de 14.034 mg/L, la cual result6 muy alta. Sin
embargo, los efluentes de la industria alimentaria y semejantes pueden llegar hasta
concentraciones de DBOs de 10.000 mg/L (Orozco Barrenetxea, C., Pérez Serrano, A.,
Gonzalez Delgado, M., Rodriguez Vidal, F., y Alfayate Blanco, J., 2008, p.79).
Asimismo, la Tabla 1.1.7 (en Anexo |) adaptada de von Sperling (Shmidell y otros,
2007, p. 46) especifica las concentraciones de DBOs en funcién del tipo de industria.

Como ejemplos se citan las DBOs de:

- Industria de la pulpa y el papel: 300 a 10.000 mg/L.

- Industria quimica (algunas ramas): 10 a 2000 mg/L

- Industria alimentaria y sus distintos tipos: 200 a 20.000 mg/L.

Si se compara la concentracién hallada con el valor de vuelco — £ 50 mg/L —

establecido por la horma ya citada, el efluente indefectiblemente debe ser tratado.

La DQO - Demanda Quimica de Oxigeno - es otro parametro fundamental
para medir la materia oxidable presente, cualquiera sea su origen: organico o
inorganico. Es un indicativo de la materia organica global, biodegradable y no
biodegradable. El valor promedio registrado en las aguas madres fue de 35.384 mg/L.
Area (2010) obtuvo concentraciones muy elevadas de DQO en efluentes provenientes
de fabricas de papel y de pulpas celulésicas mecanicas, quimimecanicas y
semiguimicas. Los resultados encontrados, listados en la Tabla 1 (en Anexo 1),
fluctban en el intervalo de 2.500 a 17.500 mg/L, motivo por el cual se los tom6 como

referencia para justificar la observacion realizada sobre las aguas madres.

Para completar el andlisis, se recurrié a la norma de calidad de agua. La Ley
provincial N° 3230 carece de datos de vuelco para DQO pero, la Resolucién N°
389/98 de la Ley N° 12.257 Cédigo de Aguas de la provincia de Buenos Aires, no.
Esta dltima, dispone valores de DQO segln el destino de vuelco: £ 700 mg/L a

colectora cloacal y < 250 mg/L a conducto pluvial o cuerpo de agua superficial. De esto

ultimo surge que es indispensable un tratamiento de remocion de los contaminantes

de las aguas madres, antes de su descarga.
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Se puede establecer una relacion entre los parametros analizados
previamente. Area (2010) explica que el cociente entre DBOs/DQO se denomina
indice de biodegradabilidad. Dicho indice es importante para evaluar la
biodegradabilidad de un efluente, es decir, la posibilidad de que los contaminantes
contenidos en el efluente puedan ser removidos por un tratamiento con
microorganismos. El resultado de esta relacion fue 0,79 y, segun Felissia (2010), para
lograr una completa biodegradacion, el indice debe ser superior a 0,4. De igual
manera, una relacién superior a 0,6 indicaria el predominio de contaminantes

organicos de naturaleza biodegradable (Orozco Barrenetxea y otros, 2008, p. 80).

El parametro COT — Carbono Orgénico Total — da idea de todo el carbono
presente como materia organica disuelta y/o en suspension en las aguas. Los

resultados para las aguas madres dieron una concentracién media de 10.955 mg/L.

Meybeck (1996) expone que la concentracién del carbono organico que se
puede hallar en aguas superficiales, generalmente es inferior a 10 mg/L. Sin embargo,
en efluentes provenientes de algunas industrias, la concentracion de COT puede
exceder los 100 mg/L. Valencia Montoya (s.f.) enumera en la Tabla 4 (en Anexo |) las
concentraciones de COT para efluentes de industrias quimicas, petroquimicas y
refinerias. Dichos valores pueden variar entre 5.500 y 58.000 mg/L.

La concentracion de furfural residual presente en las aguas madres es de
aproximadamente 3000 mg/L. Es una concentracion muy elevada si se la contrasta
con el valor 70-80 mg/L en las aguas madres, indicado por Cronert (1969). Las
posibles causas podrian ser: suciedad o alimentacidn excesiva de la primera columna

de destilacion.

No existen valores maximos de vuelco para este parametro, en ninguna de las
dos normas provinciales mencionadas anteriormente. No obstante, no seria
desacertado asumir como limite un valor inferior al de ecotoxicidad CEsy -
concentracion efectiva que afecta al 50% de la poblacién analizada - estipulado en la
ficha de datos de seguridad del furfural (International Furano Chemicals B.V, 2003). La
CEsy, a las 48 horas, para Daphnia magna es igual a 29 mg/L, concentracion que se

admite como referencia.

Respecto a la carga microbiana representada por coliformes totales y
fecales, el efluente es estéril, no produciendo recuento alguno para las bacterias

mencionadas. Esto resulta coherente con las caracteristicas de las aguas madres cuyo
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pH oscila entre 2,7 y 3,4 y se descarga de la columna de destilacion a una temperatura
cercana a los 100°C.

El medio de cultivo liquido utilizado para generar los distintos indculos
bacterianos, consistio en una mezcla equilibrada de los nutrientes requeridos para
posibilitar un crecimiento 6ptimo (Carrillo, L., 2003, p. 123). Como fuente de nitrégeno
asimilable, se eligid una sal inorganica de amonio (NH,CI) de acuerdo con Boopathy
(1991); para regular el pH y proporcionar fésforo, Hareland (1975) menciona al fosfato
di4cido de sodio (NaH,PO,); la peptona de carne, como fuente principal de nitrégeno
organico, es un medio de enriquecimiento no selectivo que permite desarrollar muchas

bacterias heterotrofas, segun indica Fernandez Linares (2006).

La carga bacteriana estuvo en el orden de 10" a 10° UFC/mL, valores que
corresponden a los lodos de los decantadores que estuvieron permanentemente en

contacto con las aguas madres y los efluentes cloacales.

Cuando los microorganismos crecen, generan cambios en el medio de cultivo
liguido como ser: turbiedad y variaciones en el color, explica Fernandez Linares
(2006). En el caso de los ensayos de crecimiento bacteriano en aerobiosis - para los
tres indculos en medios de cultivo liquido - la evaluacion visual dio como resultado el
aumento paulatino de la turbiedad y la aparicién de una coloracion amarillenta. Este
desarrollo bacteriano se produjo en practicamente todas las concentraciones de
furfural en agua madre, excepto en la que contenia furfural al 80% v/v. Esos medios
liquidos no produjeron desarrollo, motivo por el cual se infiere que esa pudo ser la

concentracion inhibitoria, para estos ensayos.

El recuento en las distintas placas para cada inéculo mostr6 que tanto en

medios liquidos como sdlidos, al 80% v/v de furfural, no se aprecio crecimiento.

Brune (1983), Lopez (2004) y Wierckx (2011) sefialan que las concentraciones

de furfural que estén por debajo de 25-30mM (miliMolar), no ocasionan inhibicién en el

crecimiento de los microorganismos estudiados. Para poder comparar las
concentraciones ensayadas durante el crecimiento bacteriano, con los valores
expuestos por los investigadores mencionados, fue necesario realizar una
equivalencia de unidades a valores en mM y en g/L. Zaldivar (1999) en sus estudios,
hace alusion a ciertas concentraciones de furfural que inhiben el crecimiento del 25, 50

y 100% (IC5s, ICso € IC1qp), de la poblacion microbiana analizada, a las 24 horas. Las
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IC2s, 1Cs € IC100, COrresponden a concentraciones de 2,0; 2,4 v 3,5 g/L de furfural,

respectivamente, a las 24 horas.

La concentracion de furfural — correspondiente al 80% v/v — donde no hubo
evidencia de crecimiento en ninguno de los medios de cultivo, es equivalente a la
concentracion de 2,4 g/L indicada por Zaldivar (1999). Este valor coincide con la ICsg,
concentracion que, en sus estudios, inhibié sélo al 50% de la poblacién bacteriana; en
esta investigacion, inhibié al 100%. La explicacién podria ser la siguiente: en las

investigaciones llevadas a cabo por Zaldivar (1999), sélo se prob6é un Unico
contaminante, el furfural en concentraciones diferentes. En los ensayos realizados en
esta investigacion, las aguas madres no solo contienen furfural sino también acido

acético.

Ambos compuestos complican la accién degradadora de los microorganismos,
segun indica Ran (2014), debido a sus efectos fuertemente inhibitorios sobre el
metabolismo enzimatico. Por otro lado, Sanchez Riafio (2010) explica que el efecto
sinérgico dado por la combinacién de acido acético y furfural, potencia los resultados
observados vy, particularmente, disminuye la tasa de crecimiento microbiano. Con
respecto al furfural, Boopathy (2009) resalta su capacidad germicida y la de reprimir el
crecimiento de los microorganismos. En relacion al acido acético, Oliva Dominguez
(2003) sefala que cuando su concentracion es elevada, se produce la acidificacion del

citoplasma y la posterior lisis celular.

Fue posible lograr el crecimiento bacteriano en aerobiosis hasta un 60% v/v de
furfural en agua madre porque esa concentracion es inferior a la IC,s sefialada por
Zaldivar (1999). Este resultado se observé particularmente en las placas agarizadas,
en las cuales sOlo las bacterias procedentes de los lodos de las piletas
sedimentadoras (PSA), manifestaron mayor tolerancia — comparadas con los otros dos
in6culos — y crecieron. Este hecho estd en concordancia con estudios previos
realizados por Farias (2015), en los que se concluy6 que esas bacterias mostraron un
crecimiento elevado en medios conteniendo furfural y &cido acético. Por ende, se
decidi6 continuar con esta fuente de bacterias a fin de asegurar el éxito en el

crecimiento y aclimatacion del consorcio, en concentraciones crecientes de furfural.

La razén de este mejor desarrollo podria explicarse a través de las
investigaciones de Lopez (2004) y Zheng (2015). En ellas, para efectuar los ensayos

de crecimiento y adaptacion, extrajeron microorganismos de sitios especificos de una
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planta industrial. Seleccionaron aquellos lugares (suelo o lodos humedos) que

estuvieron en contacto directo y por mayor tiempo con furfural.

Habiendo comprobado el crecimiento del consorcio en aerobiosis, se introdujo
una nueva variante: efectuar los ensayos en condiciones anaerobias. El motivo fue
que el reactor de lecho fluidizado fue disefiado para remover furfural en anaerobiosis.
La eleccion de tal disefio se baso en los estudios de Boopathy (2009), donde el autor
expone que muchos efluentes industriales que contienen furanos, como el furfural,

pueden ser tratados a través de digestores anaerobios.

En condiciones de oxigeno reducido, la aclimatacion sélo prosper6 hasta un
21% vl/v de furfural en agua madre, lo que equivale a 630 ppm. Este valor corresponde

a una concentracion de furfural de 6,55 mM o de 0,63 g/L.

Como las concentraciones de furfural inhibitorias — IC — fueron informadas en
investigaciones realizadas sobre poblaciones bacterianas aerobias, no se pueden
comparar con los 0,63 g/L obtenidos en este estudio. No obstante, existen diversos
trabajos sobre degradacion de furfural en condiciones anaerobias. Boopathy (2009)
menciona que concentraciones de furfural oscilando entre 1 y 12 mM, es decir entre

0,096 y 1,15 g/L, inhiben a muchos microorganismos. Teniendo en cuenta estas

observaciones, es dable decir que los 0,63 g/L de furfural estarian comprendidos
dentro del rango citado, por lo cual fue posible observar el desarrollo bacteriano y por
ello, con concentraciones superiores a la informada, no se logr6 el crecimiento del
cultivo. Boopathy (2009) prosigue explicando que sélo algunos pocos microorganismos
pueden tolerar y crecer con 15 mM (1,44 g/L) de furfural y cuando las concentraciones
son de 25 0 30 mM — 2,5 a 3,0 g/L — los cultivos bacterianos son severamente
inhibidos.

Se disefi6 el Reactor Anaerobio de Lecho Fluidizado — RALF —, por ser el mas
adecuado para trabajar con un efluente recalcitrante como el furfural y de elevada
carga organica, segun sefiala Hidalgo (2002), comparado con otras tecnhologias
anaerobias. El tiempo de retencién hidraulico, TRH, o tiempo que permanece el
efluente a ser tratado dentro del reactor, generalmente es menor a 1 dia porque la
biomasa crece adherida al soporte. Esto se comprobd porque el furfural fue degradado

totalmente a las 20 horas de operacion.
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Se eligié la arena como soporte porque estd formada por particulas pequefas
gue ofrecen mayor superficie para la adhesién de la biopelicula, como sefiala Navarro
(2009). Ademas de su costo bajo, comparado con otros materiales de soporte, es
resistente al ataque fisicoquimico y biol6gico. Asimismo, es muy adecuado para
soportar la friccibn ocasionada por el roce entre las mismas particulas y contra las
paredes del reactor. Como ventaja adicional, se alcanzd una fluidizacion rapida en el
arranque del reactor y se mantuvo la arena permanentemente en suspension, con una

pequefia bomba centrifuga (3/4 HP).

Se decidi6 operar el RALF con el consorcio bacteriano aclimatado a una
concentracion de 500 mg/L de furfural porque, durante los ensayos de laboratorio, se
aprecié un crecimiento 6ptimo. Al detectar la disminucion radical de la concentracion
de Furfural y también la de los Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV), se decidio

detener el reactor luego de 55 horas de operacién continua.

Los resultados obtenidos indican la disminucion de los pardmetros mas
representativos del efluente analizado: Furfural y DQO. Asimismo, sefialan un
incremento de la biomasa bacteriana — monitoreada a través del incremento en los
sélidos suspendidos volatiles (SSV) — en las primeras horas de funcionamiento del
biorreactor. En las horas subsiguientes, se aprecié un retroceso en el desarrollo del
consorcio bacteriano, comprobado mediante el declive de los SSV.

En un tiempo de retencién hidraulico, TRH, de 3 horas, el descenso de la

concentracion de furfural fue bastante suave: de 500 hasta 397 mg/L; en ese mismo
TRH, la concentracion de DQO mostré una declinacién leve desde 5603 a 5247 mg/L y
los SSV sélo ascendieron levemente de 50 a 58 mg/L. La disminucién no tan
acentuada de furfural y DQO, esta relacionada con el ligero aumento en la
concentracion de los SSV. Las causas de ello podrian ser: el periodo de latencia en el
cual el consorcio bacteriano debe adaptarse al nuevo medio para luego crecer, de
acuerdo con Shieh (1984); las bacterias comienzan a adherirse a la superficie de la

arena y a acumularse, pero sin un crecimiento apreciable.

A partir de un TRH de 7 horas, la disminucion de la concentracion de furfural

fue marcadamente mayor, desde 397 a 0,46 mg/L; la concentracion de DQO no
decrecié notablemente, pasando de 5247 a 5177 mg/L y los SSV aumentaron

considerablemente hasta 184 mg/L.
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Nuevamente se puede vincular el comportamiento de los tres parametros a
partir de la curva de crecimiento indicada por Shieh (1984): el incremento de los SSV
representaria la fase exponencial de crecimiento del consorcio y, por ende, la
multiplicacion de los microorganismos. Dicha multiplicacion estaria indicando que el
consorcio utilizoé el furfural como fuente principal de energia, degradandolo. Esto se
vio reflejado en el descenso significativo de la concentracion de furfural y en la
remocién de la DQO, no tan acentuada como la del furfural, informadas en el parrafo

precedente.

Alcanzado el TRH de 20 horas, la concentracion de furfural descendi6

practicamente a 0 mg/L, resultando en una eficiencia de degradacion del 99,88%. Sin

embargo, la DQO mostré una tendencia poco pronunciada al descenso que se
mantuvo hasta el final, alcanzandose una concentracion final de 4638 mg/L. La mayor

remocién de DQO se dio durante esas 20 horas y su eficiencia fue del 10,8%. Luego,

decrecié s6lo un poco méas lograndose una eficiencia total de remocion del 17%,

durante la ultima etapa de operacioén del reactor.

La degradacion final observada en ambos parametros, a las 20 horas, podria

estar relacionada con la transicién de la fase estacionaria a la fase de decaimiento
microbiano. Ello se verific6 mediante la disminucion paulatina de los SSV: de 72 a 44
mg/L, sefalando que las bacterias quedaron practicamente sin fuente de energia para
seguir creciendo y comenzaron a transitar la fase de muerte celular. Esa tendencia

descendente se mantuvo hasta la parada del reactor.
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CAPITULO VII

7.1. CONCLUSIONES

El efluente proveniente del proceso de fabricacion de furfural — aguas madres —
presenta altos niveles de sustancias organicas complejas: acido acético y furfural
residual que otorgan al efluente caracteristicas toxicas para los organismos vivos y por
ello resulta, en principio, complicado de tratar biol6gicamente.

Las aguas madres carecen de microorganismos coliformes totales y fecales y
poseen bajos valores de pH. Las elevadas concentraciones promedio de DBOs y DQO

obtenidas, indican una carga organica moderadamente degradable.

Los resultados demostraron que los tres in6culos (raices, lodos y efluentes) se
desarrollaron en casi todas las concentraciones de furfural, excepto en la del 80% vi/v.
Sin embargo, los provenientes de los lodos presentaron mayor tolerancia a la
concentracion mas alta de furfural. Por esa razén se los eligié6 para comenzar la

adaptacion en condiciones de oxigeno reducido.

El proceso de aclimatacién bacteriana a concentraciones crecientes de furfural
y en condiciones de oxigeno reducido, demostré que es posible lograr el desarrollo

hasta 630 mg/L de furfural en agua madre.

En un tiempo de retencion hidraulico — TRH — de 20 horas, se comprobo la
eficiencia del RALF construido, al lograr remociones de furfural y DQO del 99,9y 17%,

respectivamente.

Se concluye que, luego de sucesivas aclimataciones, el consorcio bacteriano
puede degradar efluentes que contengan compuestos agresivos como el furfural,

utilizando un reactor anaerobio de lecho fluidizado (RALF).
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CAPITULO VIII

8.1.

RECOMENDACIONES

Algunos de los cambios que se proponen son los siguientes:

Realizar un relevamiento de las industrias mas contaminantes de la zona
para caracterizar sus efluentes y saber si poseen o0 no, tratamiento.
Asimismo, extraer muestras de suelos, lodos o liquidos, de aquellos lugares
gue estén en contacto directo con los contaminantes, de manera de obtener

un consorcio bacteriano autoctono.

Disefiar y construir un reactor aerobio de lecho fluidizado, que opere en

serie con el RALF, para mejorar la eficiencia de remocion de DQO.

Ensayar soportes diferentes a la arena - sepiolita, polimero sintético y
carbén activado - para evaluar la posibilidad de incrementar la biomasa

bacteriana y mantener la biopelicula activa por mas tiempo.

Aclimatar dicho consorcio a concentraciones crecientes de los
contaminantes en cuestion, tanto en condiciones reducidas de oxigeno

como en medio aerobio.

Identificar las colonias puras obtenidas, en género y especie, aislarlas y
conservarlas en medio de cultivo apropiado con el fin de generar un cepario
bacteriano. Esto posibilitaria mantener un stock de microorganismos puros

aislados, factibles de ser utilizados para remover contaminantes.
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CAPITULO IX
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CAPITULO X
10.1. ANEXO |
10.1.1. PROCESO DE DIGESTION ANAEROBIA

Las etapas secuenciales en una digestiébn anaerobia son tres: I-hidrélisis y
fermentacion, Il-acetogénesis y deshidrogenacion y IlI- metanogénesis (Schmidell y
otros, 2007, p. 367).

Etapa | hidrélisis y fermentacidén: se produce la hidrélisis de polimeros
complejos — polisacéridos, proteinas, &acidos nucleicos, lipidos — a oligbmeros y
mondémeros como azUcares, aminoacidos, acidos grasos, etc. Los mondmeros pueden
ser fermentados por bacterias fermentadoras primarias a acidos grasos volatiles,
lactato, alcoholes, etc.

Etapa Il acetogénesis y deshidrogenacion: los alcoholes y los acidos grasos
generados en la etapa anterior son degradados a "acetato e H,/CO," por bacterias
"fermentadoras acetogénicas". La asociacién entre bacterias que degradan &cidos
grasos y las bacterias metanogénicas consumidoras de H, se conoce con el hombre

de asociacion sintréfica. El sintrofismo es un caso especial de cooperacién simbidtica

entre dos clases de bacterias metabdlicamente diferentes que dependen una de otra
para la degradacién de cierto sustrato, en general por causas energéticas (Schmidell y
otros, 2007, p. 369).

Etapa lll metanogénesis: los productos acetato e H,/CO, formados en la
etapa mencionada up supra pueden ser convertidos directamente a CH,y CO, por las

bacterias metanogénicas.

El modelo de crecimiento end6geno puede discutirse segun sea la variacion de
la masa microbiana con el tiempo (Tchobanoglous, 1995, p. 419). Dicho modelo se

subdivide en tres fases:

1- Fase de crecimiento logaritmico: existe una cantidad excesiva de
alimento alrededor de los microorganismos; la velocidad de metabolismo y
crecimiento es solo funcion de la capacidad de los microorganismos para

procesar el sustrato.
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2- Fase de crecimiento decreciente: la velocidad de crecimiento y por ende
la masa microbiana disminuye por limitaciones en la disponibilidad de

alimento.

3- Fase enddgena: los microorganismos se ven forzados a metabolizar su
propio citoplasma sin reposicion del mismo ya que la concentracion de
alimento disponible se halla en un minimo. Durante esta fase, puede darse
el fendmeno de lisis, segun el cual los nutrientes que quedan en las células

muertas se difunden para proporcionar alimento a las células existentes.

10.1.2. CINETICA DEL CRECIMIENTO MICROBIOLOGICO.

Las ecuaciones que describen el desarrollo y decaimiento, graficados en la

Figura 6 Diferentes etapas de desarrollo de una biopelicula, corresponden a una

cinética de orden cero donde la velocidad de consumo es esencialmente constante e

independiente de la concentracién de sustrato (Ramalho, 1990, p. 263). Se definen
asi, las velocidades instantdneas de crecimiento de microorganismos (ry) y de
consumo de sustrato (rs) para un tiempo (t) con las expresiones siguientes (Schmidell
y otros, 2007, p. 203):
ro= dX 1 _ Fo — — ds 5
x =5 @ , s=—5 @
Debido a que la concentraciéon microbiana aumenta durante un cultivo

discontinuo, es mas légico analizar los valores de las velocidades instantaneas con

relacién a la concentracidn microbiana como se indica en las ecuaciones (3) y (4):

1 dX 1(dS

HRobs = X dc (3) ; qs = X E) (4) donde:

Mobs = Velocidad especifica observada de crecimiento microbiano.

Qs = velocidad especifica de consumo de sustrato.
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Cancentracan

o

erpo
Figura A. Curvas de desarrollo microbiano y disminucion del sustrato en un
reactor discontinuo (batch). X y S, concentraciones de biomasa y sustrato,
respectivamente. Adaptado de "Tratamento Bioldgico de Aguas Residuérias",
p. 202, por Schmidell, W., Moreira Soares, H., Etchebehere, C., Menes, R.,
Bertola, N., y Contreras, E. 2007, Florianopolis: Gréafica Paper Print. Comissao
Editorial.

La Figura A muestra que, siempre que exista una concentracion apreciable de
sustrato, la concentracion de biomasa X aumenta con el tiempo y por lo tanto el
cociente dX/dt > 0; no obstante, si uno de los elementos esenciales (sustrato y
nutrientes) para el crecimiento estuviera presente sélo en cantidades limitadas, el
mismo seria agotado en primer lugar (sustrato limitante) y cesaria el crecimiento
(disminucién de la concentracion de biomasa), es decir, dX/dt < 0. Esto implica que el
valor de uqps debe cambiar de signo siendo funcién de la concentracion de sustrato

limitante. Esto refleja el hecho de que la velocidad especifica observada de

crecimiento microbiano es el resultado de los procesos de crecimiento y decaimiento

enddgeno, citado previamente.

El mecanismo basico que explica la disminucién de microorganismos es la
transformacion de la masa para generar energia de mantenimiento. El sustrato
exdgeno es utilizado para la sintesis de material celular, una porciéon de la cual es
degradada durante el metabolismo enddgeno. Sin embargo, esto es una mera
simplificacion del proceso de disminucion de biomasa en el reactor debido a que el
parametro de medida de ésta son los sélidos suspendidos volatiles, SSV. Dicho
parametro, ademas de la biomasa activa también incluye materia particulada inerte y
residuos celulares no biodegradables, generados por los microorganismos durante la

respiracion enddégena (Schmidell y otros, 2007, p. 203).
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Como resultado, no pueden discernirse con claridad los mecanismos
responsables de la pérdida de masa celular, tales como muerte, lisis de células e
interacciones entre predadores y bacterias, pero refleja su efecto combinado
(Schmidell y otros, 2007, p. 204). Matematicamente, la disminucién de biomasa se
define como una expresion de primer orden respecto a la concentracion de biomasa

y de esta forma el valor de pgps resulta:

M,ps = M-kd 5) donde kd esla constante de decaimiento y p la
velocidad especifica de crecimiento que es funcion de la concentracién de sustrato.
El pardmetro p, que representa la velocidad con que aumenta la concentracion celular

por unidad de tiempo, se mantiene constante durante la fase logaritmica.

El efecto de un sustrato limitante puede definirse adecuadamente a través de la
expresion del modelo de crecimiento celular propuesta por Jacques Monod en
1949, que permite representar de una forma mas simple lo que sucede una reaccion

bioldgica donde hay varios sustratos participantes (Tchobanoglous, 1995, p. 419).

La ecuacién de Monod esta basada en la cinética enzimatica propuesta por
Michaelis-Menten para cultivos puros de bacterias No obstante, esta Ultima se puede
emplear para determinar la cinética de degradacidon de sustratos mediante una
poblacion microbiana heterogénea, como la que caracteriza a un biorreactor
(Schmidell y otros, 2007, p. 209).

Si bien pueden existir muchos sustratos, Monod asumié que uno de ellos seria
el sustrato limitante y de esa forma la produccion de biomasa resulta ser una

funcién exclusiva de la concentracion del sustrato limitante:

S
K= Wnax @ (6) donde

u = velocidad especifica de crecimiento microbiano [h™].
U max = Velocidad especifica maxima de crecimiento microbiano [h™].
S = concentracion de sustrato limitante del crecimiento en solucién [g/L].

Ks = constante especifica del sustrato [g/L].

Ks representa la afinidad de los microorganismos por el sustrato. Es, a su vez,

la concentracion del sustrato a la que se producen microorganismos con una velocidad
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igual a la mitad de la velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax). Si los

microorganismos tienen gran afinidad por el sustrato limitante, el valor de Ks es bajo.

La ecuacion (6), que relaciona la velocidad especifica de crecimiento con la

concentracion del sustrato limitante, se representa graficamente en la Figura B:

1 mdx

n max2

Velocidad especifica
de crecimiento

Ks
Concentracion del sustrato

Figura B. Efecto de la concentracion de sustrato limitante S sobre la velocidad
de crecimiento de microorganismos. Adaptado de "Microbiologia Industrial”, p.
49, por Hernandez, A., Alfaro, I., y Arrieta, R. 2003. Costa Rica: Editorial UNED
(Universidad Estatal A Distancia).

Del andlisis de la Figura B y, segun Hernandez (2003) se desprende:

- Si la concentraciéon de sustrato limitante S tiende a cero, la velocidad

especifica de crecimiento y también tiende a cero.

- Por el contrario, si S es elevada, p tiende a gmax. LOS microorganismos se

encuentran en la fase logaritmica, representada por la seccién entre los

puntos Il y Il

- Si la concentracién de sustrato limitante S es muy pequeria, 4 depende de

S, lo cual puede observarse en la seccion de la curva entre los puntos | y 1.
10.1.3. CINETICA ENZIMATICA DE MICHAELIS-MENTEN.

De acuerdo con Ramahlo (1993) la degradacion de residuos por parte de
microorganismos se lleva a cabo a través de una serie compleja de reacciones
guimicas biolégicas mediadas por catalizadores organicos especificos — enzimas —
presentes en dichos microorganismos. Las bacterias contienen una gran variedad de
enzimas (proteinas), cada una de las cuales es responsable de una pequefia etapa

durante el proceso metabdlico bioldgico.
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Dada la reaccion siguiente donde el sustrato S se transforma en producto P:
S — P
Si ahora se considera que la reaccion anterior es catalizada por la acciéon de

enzimas (E), el mecanismo puede ser explicado con:

Sustrato + enzima & complejo enzima sustrato § enzima + producto

O simbolicamente mediante la ecuacion quimica siguiente:

kq k>
S+E 2 [E-S] 2 E+P (7)

’:—1 K-2
Donde: S = sustrato
E = enzima
[E-S] = complejo enzima sustrato
P = producto
k: y k, representan las constantes de las velocidades de reaccion directas,
mientras que k. y k, corresponden a las velocidades de reaccion indirectas. Tal como
se indica en la ecuacién, el sustrato y la enzima se unen para formar el complejo
enzima-sustrato. Esto viene seguido por la ruptura de ese complejo, formandose los

productos finales: biomasa, gases, etc.

Como cualquier catalizador que no participa en la reaccion, la enzima

permanece inalterada y lista para volver a utilizarse.

A partir de la ecuacion (7) puede obtenerse la velocidad de consumo de
sustrato k, haciendo la suposicion de que la ruptura del complejo enzima-sustrato es
irreversible. Esto puede suceder si se controla el proceso de tal forma de obtener muy
poco producto ([P] = 0) y en ese caso la ecuacién anterior se transforma en (8) y

puede escribirse como:
ky ky
S+E2 [E-S] 3 E+P (8)
Ky

La velocidad de reaccion medida en esas condiciones es la que se presenta
inmediatamente después del contacto del sustrato y los microorganismos y se

denomina velocidad inicial de reaccion:

v=k;[E- ] ©)
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Anélogamente, la velocidad de formacion del complejo enzima-sustrato es:
velocidad de formacion de [E-S| =k; SE (10)

La velocidad de conversion del complejo enzima-sustrato aEy S es:
velocidad de conversion de [E-S| = k_; [E-S|  (11)

Por lo tanto, el cambio neto de concentracion del complejo enzima-sustrato es:

diES] _ kiSE - k. [ES] - k;[ES] (12)

Formacién  Destruccion Destruccion

Si se denomina E; a la concentracion total de enzima en el sistema que
incluye la enzima libre (E) y la enzima en forma combinada, como complejo enzima-

sustrato, resulta:

d[E-S]
dt

=k4S (E¢- [E-S]) - k4 [E-S]-k; [E-S] (13)

En condiciones de equilibrio, es decir en régimen estacionario, la concentracion
de los complejos intermedios (en este caso complejo enzima-sustrato) permanece

constante; por ende, d[E-S]/dt = 0 y la ecuacidn (13) se transforma en la siguiente:
ki S(E¢- [E-S])-k_ 1[E—S]— k, [E-S]=0 (14)

Despejando [E-S]:
E; S

[E-S1= (K 7+ ko) Ky S

(15)

El término (k; + ky)/k; se denomina constante de Michaelis-Menten y se

representa por Ks. De esta manera, la ecuacion (15) puede reescribirse como:

E S
K.+S

Sustituyendo este valor en la ecuacion (9) correspondiente a la velocidad inicial

[E-S]=

(16)

de reaccion, queda:
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E; S

v=k, m (17) Ecuacién de Michaelis-Menten

Si se cumple que v = p X (E limita la velocidad de crecimiento) y que E; = kg X

(crecimiento balanceado), reemplazando en la ecuacion anterior se obtiene:

M= — (18) Ecuaciéon de Monod
max Ks+S
donde pmax = ko ke .LOs valores de las dos constantes, pmax Y Ks, determinan la
relacion entre la concentracion de sustrato (S) y la velocidad especifica de crecimiento

microbiano (p). Valores bajos de K, aumentan la sensibilidad de p a cambios en la

concentracion de sustrato en niveles bajos y los valores elevados de pmax producen

altos valores de U para cualquier _concentracion de sustrato. Por otra parte, la

combinacién de altos Ks y bajos Umax producen la mayor estabilidad pues minimizan la

sensibilidad de p a las variaciones de la concentracién de sustrato.

Aunque la ecuacién de Monod fue concebida para bacterias en cultivo puro con
un Unico sustrato limitante, en la practica para el tratamiento de efluentes la
concentracion de sustrato se sustituye por parametros inespecificos como demanda
biolégica de oxigeno (DBOs) o demanda quimica de oxigeno (DQO). Estos pardmetros
son tratados matematicamente como sustratos simples y sin embargo incluyen una
amplia variedad de compuestos organicos con diferentes caracteristicas de
degradacion. Dicho aspecto es tenido en cuenta en los reactores biolégicos,
proyectados para eliminar una mezcla de compuestos orgénicos provenientes de
efluentes, al inocular no una Unica especie microbiana sino un consorcio de

microorganismos resultantes de una seleccién natural.

Lo expuesto previamente, da como conclusion que la expresion de Monod no
seria aplicable en esas condiciones pero la evidencia literaria muestra que si se usan
constantes cinéticas apropiadas, dicha expresion provee un modelo adecuado para

describir el desarrollo microbiano en reactores (Schmidell y otros, 2007, p. 209).
10.2. REACTORES DISCONTINUOS VS REACTORES CONTINUOS

La eleccién entre un reactor discontinuo (batch) y un reactor continuo para el
tratamiento de efluentes se basa en el conocimiento de los pardmetros cinéticos

asociados al proceso, que son obtenidos empiricamente en plantas a escala
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laboratorio (escala piloto) o de las experiencias acumuladas durante la operacion de
plantas de tratamiento biolégico existentes (Schmidell y otros, 2007, p. 217.

10.2.1. BALANCE DE MASA EN EL RALF.

Para describir los cambios suscitados por las reacciones dentro de un reactor,
se debe realizar el andlisis del balance de masas. De acuerdo con el principio de
conservacion de la masa de Lavoisier, la cantidad de materia (sustrato) que ingresa al

reactor debe ser igual a la que emerge de él.

Para aplicar un balance de masas dentro del reactor se debe partir de los
siguientes supuestos: 1) el caudal que fluye a través del reactor es constante; 2) el
liqguido contenido en el mismo no estd sometido a evaporacion (condiciones
isotérmicas) y se halla completamente mezclado; 4) en el interior del reactor se
desarrolla una reaccién quimica que afecta al sustrato S y 5) la velocidad de variacion
de concentracién del sustrato estd gobernada por una reaccién de primer orden
((Tchobanoglous, 1995, p. 419). La representacién esquematica del balance de masa

puede apreciarse en la Figura C:

.
ooo So ]

Figura C. Balance de masa en reactor anaerobio. Adaptado de "Tratamiento de
aguas residuales", p. 276, por Ramalho, R. 1990. Barcelona: Editorial Reverté
S.A.

Qo: caudal volumétrico de flujo que ingresay egresa del reactor [L/min]

So; Se: concentracién del sustrato en el flujo de ingreso y egreso,

respectivamente [g/L].

V: volumen del reactor [L]
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- Balance general:

Velocidad de Velocidad de Velocidad de Velocidad de
acumulacion ingreso del egreso del degradacion (1)
del sustrato ~  sustratoen -~ sustratoen -  del sustrato

en el reactor el reactor el reactor en el reactor

- Balance simplificado:
Acumulacion = entrada (Qo, So) — salida (Qo, Se) — degradacion (I

Ramahlo (1993) aclara que bajo régimen estacionario la concentracién de

sustrato_en el reactor permanece constante y por lo tanto el primer miembro de la

ecuacion (1) correspondiente a la acumulacién (V dS/dt) desaparece:

Velocidad de Velocidad de Velocidad de

ingreso del egreso del consumo del (1)
0 = sustratoen -~ sustrato en ) sustrato en

el reactor el reactor el reactor

Expresion simbdlica:
0=0QoSo - Qo Se— (dS/dt), V (IV)

La velocidad de consumo del sustrato debida a la utilizacion por los
microorganismos es una derivada de pendiente negativa que indica la disminuciéon de
ese parametro. Para los calculos se considerara su valor absoluto representado por el
término: (dS/dt), = - dS/dt.

En el caso de un reactor discontinuo no existe entrada ni salida de caudal del

reactor y la ecuacion (1V) se transforma en:
dS/dt=r, 6 dS/dt= pS V)

En conclusiéon, cuando no existe flujo la concentracion por unidad de volumen

varia con la expresion de velocidad.

10.3. TRATAMIENTO DE LAS AGUAS MADRES POR PANTANOS SECOS ARTIFICIALES
(PSA).

Durante aproximadamente 30 afios, la planta de tratamiento de efluentes de la
empresa consistié en una serie de grandes lagunas llamadas evaporativas, que se

fueron colmatando con el tiempo, llegando a un limite de capacidad de depuracion. En
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el transcurso del afio 2012 se construyé una nueva planta de tratamiento, actualmente
en funcionamiento, que recibe el nombre de Pantanos Secos Artificiales® (PSA) y es
una tecnologia patentada por New England Waste Systems S. A. (Puyal, 2010).

Figura D. Uno de los lechos de PSA.

Este método es sustentable ya que emplea la capacidad depuradora de las
especies vegetales nativas para tratar un volumen de aguas madres de
aproximadamente 400 m®dia. Este es el caudal de efluente que ingresa a los
sedimentadores o decantadores, dos grandes piletas con dimensiones aproximadas
de 70 m largo x 40 m de ancho, cada una. El citado caudal incluye ademas, 20 m? de
efluentes cloacales de la fabrica y la descarga de un camion atmosférico semanal con
liquidos cloacales del pueblo aledafio, con el objetivo de mejorar la biodegradacion de

los compuestos presentes en las aguas madres.

Para cerciorarse de no contaminar las aguas subterraneas, previo a la
construccion de los decantadores, la empresa contratista - New England Waste
Systems S.A. - efectud el estudio de suelos y, segun su informe, el nivel freatico esta
por debajo del de excavacion de 1,5 metros requerido para los mismos. Esta
afirmacion fue corroborada mediante freatimetros o pozos de control con 3 metros de
profundidad sin observarse en ellos, durante todo un dia, la presencia de agua (Figura
E).
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Figura E. Pozo de control.

El efluente industrial aguas madres, antes de ingresar al sistema de
tratamiento, requiere tener un pH que oscile en el rango de 5 a 8, con lo cual se busca
no alterar la biota microbiana que realiza la remocion, y estar casi completamente libre

de sélidos sedimentables para no colmatarlo.

Para lograr el primer requisito se encontré que el pH de las aguas madres se
podrian neutralizar agregando cenizas, de caracteristicas netamente alcalinas,
producidas en la caldera al quemar los restos del aserrin de quebracho colorado
agotado. En cuanto al segundo requisito, las aguas madres neutralizadas se depositan
inicialmente en dos grandes piletas decantadoras con fondo de suelo arcilloso, que
impide la percolacién hacia el freatico. En dichas piletas, las aguas madres se
enriquecen con desechos cloacales de la fabrica y del pueblo aledafio - la mezcla
conforma el efluente crudo - y sedimentan los sélidos industriales; los cloacales

aportan los microorganismos y la materia organica, necesarios para la biodegradacion.

La neutralizaciéon con cenizas conlleva algunos inconvenientes puesto que las
caracteristicas de éstas son bastante variables, dependiendo de cémo esté trabajando
el hogar de la caldera y de como sea la combustién. Asi, las cenizas pueden ser
blancas y bastante homogéneas 0 mas oscuras y con restos de componentes
carbonéceos. Por otro lado, queda una cantidad importante de ellas sin disolver que al
sedimentar dificulta la dosificacion a través de caudalimetros, oscurece el efluente
tratado y no permite llegar al rango de pH establecido, a no ser que se agreguen otras

sustancias quimicas para lograrlo.
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10.3.1. DESCRIPCION DEL FUNCIONAMIENTO DE PSA.

Desde las piletas sedimentadoras, el efluente crudo ingresa por gravedad a un
sistema conformado por dos grandes excavaciones, la primera a mayor nivel que la
segunda, en terreno arcilloso: es el “lecho de lijado”; desde alli, también por gravedad,
pasa al “lecho de pulido”, operando ambos lechos en serie. Debido al gran caudal de
efluente a tratar se instalaron cuatro lechos de lijado y cuatro de pulido, que trabajan
simultdneamente. Cada lecho contiene un entramado de cafios de PVC con
perforaciones colocados en el piso y cubiertos primero con ripio y luego con arena
hasta una altura aproximada de 1 m; sobre ella se instal6 otra red de cafios perforados
gue se tap6 con mas arena y en ésta se plantaron especies vegetales, mas
precisamente gramineas del género Phalaris arundinacea, oriundas de Canada
(Figura F). En un principio, se pens6 que podian estar bien adaptadas al clima
subtropical chaquefio pero fueron reemplazadas naturalmente por totoras, que son las

especies autéctonas dominantes (Figura G).
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Figura F. Crecimiento de gramineas. Figura G. Totoras invadiendo gramineas.

El efluente crudo ingresa por la red superior de canos de los “lechos de lijado”,
atraviesa la capa de arena y es colectado por la red inferior, pasando a una camara de
registro que permite fijar el nivel de inundacion del lecho de pulido de forma que la
capa superior de arena se mantenga seca. Por ello el nombre de pantanos secos. Las
totoras, cuyas raices son irrigadas por el efluente, van absorbiendo los contaminantes
y produciendo la fitoextraccion de los principales contaminantes. El liquido egresa de
los lechos de pulido como efluente depurado y se bombea a una pileta como depdsito
final para, en principio, ser reingresado al sistema cuando es necesario mantener el
nivel de los decantadores. El esquema puede apreciarse en la Figura H y, en la Figura
[, el plano de toda la instalacion del sistema de tratamiento de la fabrica.
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Para evitar que se tapen las perforaciones de la red de cafierias de los lechos,

es imperativo que se separen los sélidos sedimentables en los decantadores, como ya

se explico.

Arena
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Camarp de inspeccion
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Figura H. Esquema de tratamiento por Pantanos Secos Artificiales.
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Figura I. Plano de la instalacion de Pantanos Secos Artificiales.

10.4. VARIABLES DE DISENO DEL REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO.

Variables fisicas de disefo:

- Porosidad del lecho de arena (g): fraccion externa de huecos del lecho.

- Porosidad minima de fluidizacion del lecho (g,): para la fluidizacion

incipiente € = €.

- Diametro medio de particula (Dy).
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- Esfericidad de la particula de arena (¢): para particulas irregulares, se
define como la relacion entre la superficie-volumen de una esfera y la de una particula

de arena con el mismo volumen.

- Densidad (ps): la arena pertenece a la categoria B (1400 - 4000 kg/m®) de la

clasificacion de Geldart de particulas.

- Velocidad minima de fluidizacion (Uny): velocidad a la cual las particulas

de arena se mantienen en suspension en la corriente de efluente.
Los valores adoptados para las variables fueron:
Esfericidad de la arena: 0,86
Didmetro medio de la particula de arena: 0,00053 m
Densidad de la arena: 1500 kg/m?®
Viscosidad del efluente: 0,001002 Pa.s
Densidad del efluente: 995 kg/m®
Constante gravitacional: 9,81 m/s?

10.4.1. ADOPCION Y CALCULO DE VARIABLES DE DISENO PARA LA ARENA Y EL
EFLUENTE.

En funcién de las caracteristicas y recomendaciones citadas, se adoptaron una

serie de valores tanto para la arena como para el efluente.

En la etapa de minima fluidizacién, interpretada como un estado de transicion
entre el lecho fijo y el fluidizado, la porosidad minima €., es apenas un poco mayor que
la porosidad del lecho fijo €. Por esa razon y en ausencia de datos experimentales, &y
se estimo6 a través de la correlaciébn de Wen y Yu (Levenspiel, O., 1998, p. 139),
quienes dedujeron que la siguiente relaciébn se satisface para varios tipos de

particulas:

- =14= g, = 0,4363 (1)
@&
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El diametro medio de particula D, se determin6 mediante muestreo trabajando
con tamices estandar de la Serie Tyler (Foust, A., Wenzel, L., Clump, C., Maus, L.y
Bryce Anderson, L., 2006, p. 723).

La velocidad minima de fluidizacién U, se calculé a partir de la porosidad
minima €y reemplazando este pardmetro en una ecuacién que abarcara todo el
intervalo de velocidades de flujo suponiendo que las pérdidas por viscosidad y energia
cinética son aditivas: ecuacion de Ergun (McCabe, W., Smith, J. y Harriot, P., 2007,

p. 177), para el estado de transicion entre régimen laminar y turbulento.

1501 —¢,).n.U 1,75p,.U?
L = g(ps—p) =0 (2)
P°.&m.-Dy Em-Dp.@
N J L J
Y Y

Componente laminar Componente turbulenta

Siendo p: viscosidad del efluente.
ps . densidad del efluente.
g: aceleracion de la gravedad.

Conociendo el valor de porosidad minima y reemplazandola en la Ecuacion de

Ergun, se determind la velocidad minima de fluidizacién (Um):

150(1 — &) 1. Uy N 1,75p,.U?,

! g(ps—p;) =0 =Uyp = 0,00099 = 3,56 —
@2.e3.D, £.D,. @ s m ' s " h

10.5. ELECCION DEL PORCENTAJE DE EXPANSION DEL LECHO. CALCULO DE
VARIABLES OPERATIVAS.

10.5.1. POROSIDAD DEL LECHO EXPANDIDO g,.

Teniendo en cuenta, que la altura inicial del lecho de arena sin fluidizar L., es
de 55 cm y la expansion del lecho que se buscé, del 100%, se calcul6 la porosidad del

lecho totalmente expandido, €. La ecuacion matematica que se utilizo fue:

(1= £n) Ly=1-8.L>e=1-"(1-&,) =z=0,7182 3)

Siendo L la altura total del lecho fluidizado y L, la altura inicial del lecho cuyo

valor es la mitad de L.
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10.5.2. VELOCIDAD OPERATIVA DE FLUIDIZACION Ujy,.

A partir de la porosidad del lecho totalmente expandido g, se dedujo la

velocidad operativa de fluidizacion U,, dentro del reactor reemplazando la porosidad
en la ecuacién de Ergun (2).

m

- @

m
Upp = 0,0074?= 26,6

10.5.3. CAUDAL OPERATIVO Q,, DEL EFLUENTE.

El didmetro interno del reactor Dr adoptado fue de 7 cm y la longitud total del

reactor Lr de 147 cm. Estas dimensiones surgieron de las experiencias de Ochieng

(2002).

Con U,, de 26,6 m/h y considerando que el Dg es de 7 cm, se calculd el caudal

operativo de fluido Qqp.

Qop = 1,71— (5)

min
10.6. TABLAS

Tabla 3.16. Composicién tipica del agua residual bruta.

TABLA 318
Compasicidn tipica dal agua rescudl domestca beuta

Concestraciin
Centaminantes Unidades Deébll Medis Faeriv
Solldex totales {ST) mg/l 350 ™0
" 5 p | bl
% tocakes (SDT mg’l 150 500 X ..
5 1 ‘
D mgl 143 30 ;
I X 30
Volbtles mgl 105 0 "
Solidos 2a suspensicn (S8) =5/ 100 b)) 1l
Fijos K '
i myg/l 20 55 J
Voldtiles mg1 80 165
Sdlidos sedimentahles ml] s 10
3 A ’ - !
l_n-m:c.x bloguimaca de onigeao, me/l
5 CDBO,, 20°C mg/] Jio 20 I
Carboro coganieo 1otal (COT) mg/) 80 160
Demanda quimics de oxigeno (DQO| mgt 150 500 L
[toal en 1z forma N) mel X 40
ngl ] 15
ol I 5
my, 0 (
mg ) (
mg 1 ] |
gl |
mg/!
Cloruros* mgi 3 “ I
Sullarc mg/l 0 0
Alcaimidad (eomo CaC0,) mg/l w0 100
\'nf)\.'l ma/| 50 i) 1
Coliformes totales * 02100 m [ 107104 u
Compussios organicos volétdes (O0OVa) ugf < 1 100300 11
‘“;l'l':):;nv % deben ssmaniar on u candeadl s g exton AgaDIe w balee provenn e ks ages o
" Conmitar fa Tably J1h s cboonr ies rakime tpkics coermpontingles & wires & totrgnamm

Nota: Adaptado de Ingenieria Sanitaria Tratamiento, evacuacion y reutilizacion
de aguas residuales, (p.125), por G. Tchobanoglous y F. Burton, 1995, Madrid:
McGraw-Hill/Interamericana de Espafia, S.A.U.
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Tabla I.1.7. Caracteristicas tipicas de algunos efluentes industriales.

Tabela LL1.7. Caracteristicas tipicas de alguns efluentes industriais

" Género t‘l"'ﬁ(i - ©Unid.de T Cons. esp. de Carga esp, Conc. de
producio gL de DBO  DBO (mg/L)
59 (m¥unid) (kg/unid)
bl -Conservas 1 ton 430 A0 o00-7.500
- howes 1 ton 3-23 2-8 200-1.000
= Acucar de cona | ton agucar 0, 3-L 235 250-5.000
Alimenticia - Laticinio sem querjaria 1000 L de leite 110 14 300-2.500
- Laticinio com gueijaria 1000 Lode Jeite 211 -4l S00-4.000
! - Margarma I ton M 30 1.300
- Matadouros 1boi/2,5 11.3-04 4-10 15.000-20.000
Jroducio de levedura porces 130 (N ELY) 7500
N . 1 ton AR .
7 - Diestilagao de alcoul | ton ol 220 -
Bebidas  -Corvejania Im' 20 8-20 3.500
- Refrigerantes Im' 2.3 3-b 500-4.000
R o ..\ L1 Sy _Im* e o 0,25 600-2.000
- Algodan 1 ton 120-750 1530 . 200-1.500
-La I ton S00-n1K) 300 500-600
- Rayon 1 ton 23-p0) 30 500-1.200
Textil - Nawvton I ton 1K= 1501 45 350
- Polyester 1 ton H0-130 183 1.500-3.000
- Lavanderia de 13 1ton 2070 100250 2.000-5.000
-Tmmturaria 1 ton 20-60 100-200 2,000-5.000
- Alvejamento de I ton - 16 250-300
’ wados . .
Courose - Curtumes 1 ton de pele 2040 20130 1.000-4.000
~ Curtumes - Sapatos Opares 5 15 3.000
Polpae - Dalpa sulfatada 1 ton 13-200 30 300
Papel - Papel 1 ton W-270 10 x
- Polpa e Papel 1 ton 2(N)-2340 o0-300 300-10.000
integrados e e 2
- Tinla 1 empregado 0,110 | 10
Indastria  -Sabao 1 ton 23-200 30 250-2.000
Quimica - Refinaria de Petrdleo 1 barril (117L) 0,2-0.4 0,05 120-250
-PVC 1 ton 133 10 800
Indastria ~Vidro e >ubptmlutu: I ton S0 ‘ - -
Nio- - Cimento 1ton 3 <
metdlica o \
Siderargica - Fundigio 1 lon gusa 8 0.6-1,6 100-300
, - Laminagao 1 ton 8-5U U427 30-200

Fonte: adaptado de von Sperling (199%)

Nota: Adaptado de Tratamento Biolégico de Aguas Residuarias, (p.46), por W. Schmidell, H. Moreira
Soares, C. Etchebehere, R. Menes, N. Bertola y E. Contreras, 2007, Florianopolis: Gréafica Paper Print.
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Tabla 1. DQO en efluentes de fabricas de pulpas y de papel.

Tabla 1: DQO en efluentes de fabricas de pulpas mecanicas, quimime-
canicas y semiquimicas y de papel.

Efluente Proceso DQO (mg/L) Referencia
T™P 3.340, 3.500, 5.600, 7.210 131
BCTMP-TMP 2.520-7.930 (4]
TMP-CTMP 4.000 y 7.800 i3]
Pulpa 4.800, 7.900, 6.000-9.000 (3]
CTMP 9065 5]
12.000 (6]
16.000, 17.500 3]
NS3G 14.200 (7]
1.000-5.600 13]
T™P
Papelero y 2.500 18]
Aguas blancas CTMP 2.500-13.000 13
NSSC 5.020 i3]

TMP: Pulpado Termomecanico, CTMP: Pulpado Qumitermomecanico, BCTMP: Pulpado
Qumitermomecanico con Blanqueo, NSSC: Pulpado SemiQuimico al Sulfito Neutro.

Nota: Adaptado de Tratamientos aplicables para la reduccion de la DQO recalcitrante de
efluentes de pulpados quimimecénicos, y semiquimicos, (p. 5), por M. Area, S. Ojeda, O. Barboza,
D. Bengoechea y F. Felissia, 2010, Misiones: Revista de Ciencia y Tecnologia.

Tabla 4. Valores de DBO, DQO y COT para algunas aguas residuales
industriales.
Tabla 4

VALORES DE LA DBO, LA DQO Y EL COT PARA ALGUNAS AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES

TIPO DE DESECHO: DBO £QO coT DpBO/COT nQo/cor
(mg/1) (mg/1)  (mg/1)
Qufmico * 4,260 1640 6.65
guimico * 2,440 170 6.60
Qufmico * 2,690 420 6.40
Qufmico 576 » 122 4.72
Quimico 24,000, 41, 300 9.500 2.53 4.35
Refinerfa gufmica 580 160 3.62
Petrogufmica 3,340 900 3.32
Qufmica 850 1,900 580 1.47 3.28
Quimica 700 1,400 450 1.55 3.12
Quimica 8,000 17,500 5,800 : 1.38 3.02
Quimica 60, 700 78,000 26,000 3.00
Quimica 62,000 143,000 48,140 2.96
Quimica 165, 000 58,000 2.84
Quimica 9,700 15,000 5,500 1.76 2.72
Polfmero nylon 23,400 8,800 2.70
Petroquimica - - - - 2.70
Polfmero nylon 112,600 44,000 2.50
Procesado olefinas 321 133 2.40
Procesado Butadieno © 359 156 2.30
Quimica 350,000 160,000 2.19
Hule sintético 192 110 1.75

* Alta concentracion de sulfuros y tiosulfatos

Nota: Adaptado de Caracteristicas de aguas residuales y lodos, (p. 22), por G. Valencia Montoya
(s.f.), Cali: Universidad de Valle de Colombia.
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10.7. ANEXO I
10.7.1. FOTOS DEL PROCESO DE FABRICACION DE FURFURAL.

I‘:
i ;i‘. v !

8

Duramen

Foto 2a. Seccién de Aserrineras: parte baja Foto 2b. Bateria de difusores: parte alta
de la cinta transportadora protegida por una de la cinta transportadora cubierta.
cubierta de chapa.

En la Foto 2a, se muestra la cinta transportadora — indicada por la elipse
amarilla — de la Seccion Aserrineras que lleva el aserrin hasta la parte superior de la
Bateria de Difusores. En la Foto 2b, la misma cinta transportadora cubierta eleva el
aserrin hasta lo alto (piso de aserrin a casi 23 m de altura) de la Bateria de Difusores.

La cubierta de chapa evita que el viento disemine el aserrin.
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Foto 2c. Bateria de Difusores, vista Foto 2d. Bateria de Difusores: descarga
superior de 2 de los 8 difusores. de aserrin por la parte inferior

En la Foto 2c, las flechas amarillas sefialan las tapas, de 2 de los 8 difusores

gue se levantan para cargar el aserrin de quebracho a través una cinta transportadora.

En la Foto 2d, se observa la descarga de aserrin agotado, desde el extremo
inferior de uno de los difusores, luego de la extraccién de tanino con agua caliente.

Dicha descarga esta circundada con una elipse roja.

[

Foto 3a. Seccidn de secado spray o por. Foto 3b. Secccion de almacenamiento.
atomizacion. Pallets con bolsas de tanino de 25 kg.

En la Foto 3a, se observa el atomizador (Spray Dryer) que consta de una

camara de secado conica, sometida a una corriente controlada de aire caliente, que

Enid M. Utgés Pagina 91



REMOCION DE CONTAMINANTES EN EFLUENTES DE LA INDUSTRIA TANINERA A
TRAVES DE UN REACTOR ANAEROBIO DE LECHO FLUIDIZADO

recibe la corriente de tanino liquido por parte la parte superior. El solvente es
eliminado por evaporacién quedando el tanino pulverizado en forma de microgotas
individuales o spray. La cafieria inferior envia el tanino seco (en polvo) hacia la
seccion de almacenamiento y palletizado.

En la Foto 3b, se observa la seccion donde se almacenan los pallets con las

diferentes clases de taninos en bolsas de 25 kg.

« LA
~N 18 )
Ny lhu{ﬂ

Foto 4. Planta Furfural: vista de Digestores.

En la Foto 4, Planta Furfural, se aprecian dos Digestores. El circulo 1 sefiala el
Digestor 5 desarmado. El circulo 2 indica la boca de inspeccién por la cual ingresa el
operario para revisar el Digestor. El circulo 3 apunta a los orificios donde se alojan los

tornillos de descarga de aserrin desfurfuralizado.
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Foto 5. C}::lrga de un Digestor.

En la Foto 5, el circulo 1 sefiala el motor de alimentacion del digestor. El circulo
2 indica el tornillo exprimidor, dentro de su carcasa; el circulo 3 muestra el ingreso al
digestor de aserrin exprimido.

Foto 6. Separadores Florentinos 1y 2. Foto 7. Tanques de almacenamiento de
Furfural terminado.

La Foto 6 muestra los separadores florentinos en los cuales los vapores
condensados de la primera columna de destilacién, se separan en dos capas de
diferente densidad. La superior contiene — a 20 °C — un 12 % v/v de furfural en agua y
alimenta la segunda columna, denominada desmetanolizadora. La capa inferior — a la
misma temperatura — contiene un 95 % v/v de furfural y alimenta la tercera columna o
deshidratadora.
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En la Foto 7 se pueden observar los tanques de almacenamiento de Furfural
terminado. Son varios y tienen capacidades de 30 a 50 ton cada uno. En la parte
superior interna se inyecta nitrégeno, para desplazar el oxigeno del aire. Eso previene

los procesos de oxidacién y polimerizacion del furfural.
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