Proyecto EOLI

Protocolo para la toma de muestra


ANNEX 1

Experimental Protocol

PROCEDIMIENTO OPERATIVO PARA LA OPERACION Y CONTROL DE REACTORES SBR

Fecha: 9/02/04

1 OBJETIVO: este procedimiento tiene por objetivo asegurar la correcta operación y seguimiento de los reactores SBR.

2 INTRODUCCIÓN: si bien la operación de los SBR es automática, el sistema requiere igualmente de una atención, que puede ser desde  mínima (preparación de alimentación y desagote de recipientes, verificar funcionamiento normal, etc.), hasta muy requiriente, en el caso de los ciclos en los que se llevan a cabo los experimentos. Por eso se distinguen 4 ciclos de atención diferente, que son:

Ciclo de mantenimiento (CM)

Ciclo vigilado (CV)

Ciclo de seguimiento (CS)

Ciclo de experimento (CE)

Protocolo para el Ciclo de mantenimiento
El CM es que se realiza cuando no es posible seguir el reactor por que otras actividades son urgentes, porque es sábado, etc., etc.. En  este ciclo no están colocados los electrodos de medida y el reciclo está apagado en forma manual.

El objetivo de este ciclo es vigilar la operación estable en lo que refiere a caudales, condiciones del lodo, tiempo de residencia celular.

Durante este ciclo se debe:

-Verificar que la alimentación de F (tacho azul) y M (tacho blanco) es suficiente para la operación durante los días sucesivos en los que el sistema deberá operar hasta próxima atención (F requiere 8 l/d y M 4 l/d + descarte). Verificar aspecto de la alimentación, y llenar planilla de alimentación. De no alcanzar, preparar nueva alimentación de acuerdo al protocolo para la preparación de alimento.

- Observar tacho de descarte de las alimentaciones (recipiente de vidrio colocado en la repisa de metal a la izquierda) y desagotar si digamos está medio lleno, o no se atenderá durante varios días siguientes, etc. Se colocará un chorro de hipoclorito en él. Anotarlo en planilla de alimentación.

- Desagotar recipientes de purga de F y M. Observar aspecto de los lodos (sedimentan bien o no, color normal o no, otros sólidos suspendidos..). Llenar con estos datos la planilla de purga y drenaje. 

- Anotar volumen de drenaje leído en el costado de los tachos destinados para los mismos. Si desbordan anotar desborde.

- Observar tachos de drenaje de F y M, (se ven Sólidos suspendidos (SS)  o se ve límpido, etc.) anotar observaciones en misma planilla anterior. Observar el contenido del reactor. Anotar en la misma planilla. El objetivo es mantener el tiempo de residencia celular real  en 20d. Si se ven SS en el drenaje, y el reactor se ve con SS bajos, el tiempo de residencia está disminuyendo. Se tomará muestra del contenido del reactor para análisis de SS. Se deberá recoger el contenido de la purga y decidir la reinoculación de parte o toda la purga. Se reinoculará  manualmente por arriba (embudo plástico en la tapa del reactor). Se anotarán todas estas acciones en la planilla de purga y drenaje.

-Observar durante la etapa de aireación, que el caudal de aire sea el adecuado para F y M, aprox. 42 en la escala de los rotámetros si la presión en los manómetros es cercana a 0, menor que 0,001. De no ser así, corregirlos mediante la válvula reguladora de caudal que está a la derecha de cada rotámetro. Anotar en planilla de aire. 

- Observar operación general, pérdidas en los reactores, orden del laboratorio. Anotar tipo de ciclo y el  OK en bitácora. Mantener el orden.

Duración de la operativa del CM: de 30 min. a 60 min.

Materiales: Frascos para toma de muestra. Probetas para fabricación de la alimentación (ver protocolo de fabricación)




Protocolo para el Ciclo Experimental

1 OBJETIVO:

Los Ciclos Experimentales tienen por objetivo el seguimiento intensivo del reactor evaluando el comportamiento de cada una de las variables del sistema.
2 PROCEDIMIENTO:

El Ciclo Experimental implica un seguimiento intensivo del reactor por lo que conlleva una preparación en el día previo al mismo
2.1 Preparación del Ciclo Experimental:

En el día previo al Ciclo Experimental, se deben realizar tareas de preparación del mismo de manera de mejorar su desarrollo:
Calibración de electrodos.

El día anterior al Ciclo Experimental deberán calibrar los electrodos y colocarlos en la caja correspondiente.

A su vez se deberá asegurar la existencia de solución de lavado limpia para los mismos y colocar el reciclo en modo automático. (ver Protocolo de Calibración de electrodos)
Preparación de Influente.

Se debe preparar alimento para los reactores de acuerdo con el protocolo 
Preparación del Material de Muestreo

Se deben preparar todo el material de laboratorio necesario para el muestreo:

· Centrifuga de análisis en el laboratorio

· Vasos de Bohemia para la toma de muestra (≈100 mL, 2)

· Tubos de centrifuga (pro forma, 4)

· Jeringas

· Portafiltros (2)

· Filtros de 0,22 y 0,45 μ

· Frascos para muestras de DQO(≈30)

· Frascos para N tot y amoniacal (≈30)

· Ependorph

· Frascos para Muestra de actividad: de purga (vidrio) y de influente (50 mL)
· Frascos para acumulación de lodos de muestreo y efluente para resuspender lodos
Cada uno de los recipientes para almacenamiento de las muestras debe ser bebidamente rotulado (ver protocolo para la Toma de Muestra).
Acondicionamiento del Sistema

Se debe preparar todo el sistema esto implica: desagotar los de tachos de drenado y purga, calibrar las bombas de alimentación y purga. (ver Protocolo de Ciclo de Mantenimiento)
2.2 Acciones a realizar durante el Ciclo Experimental:
En el Ciclo Experimental se evalúa el comportamiento del sistema partiendo del Estado Estacionario por lo que se debe chequear previamente que el Ciclo anterior se desarrolló sin problemas (Vol de drenado y purga adecuados, vol dentro del reactor adecuado).
A su vez para un adecuado desarrollo del Ciclo Experimental antes del comienzo del mismo se debe verificar:
· Alimentación suficiente

· La totalidad del sistema en modo automático

· Velocidad de bombas adecuadas

· Mangueras conectadas

· Filtros de aire sin agua

· Difusores destapados
Durante el Ciclo Experimental se sigue una estricta rutina, por lo que se debe respetar el cronograma de acciones. Cualquier modificación del protocolo será INMEDIATAMENTE registrada en la bitácora.

Las acciones a tomar son:

Tomas de Muestra
Cada una de las Tomas de muestras se detallan en el Protocolo para la Toma de Muestra.
Registro y Corrección del Aire

Durante la etapa de aireación (10:00-18:30), cada media hora se controla el caudal del aire que llega a cada uno de los reactores. Esto implica registrar el valor de Presión en el manómetro de la válvula reguladora de la misma y el caudal del caudalímetro en la hoja de cálculo: Aire CE, donde se calcula automáticamente el Caudal Real. En caso de que este se aparte del correcto se lo corrige accionando la válvula reguladora de la presión y se registra en la bitácora el nuevo valor correcto. (ver Protocolo) 


En la Tabla 1 se detallan el programa de acciones a tomar.

	Hora
	Acción a tomar

	8:15
	Prender reciclo

	08:30
	Toma de Muestra dentro del reactor

	08:40
	Toma de Muestra dentro del reactor

	08:50
	Toma de Muestra dentro del reactor

	
	En el momento en que el vol del reactor llega a 14,75 L cortar la alimentación

	09:00
	Toma de Muestra dentro del reactor

	09:30
	Toma de Muestra dentro del reactor

	10:00
	Toma de Muestra dentro del reactor

Registro y corrección de Aire

	10:20
	Toma de Muestra dentro del Reactor

	10:30
	Registro y corrección de aire

	10:40
	Toma de Muestra dentro del Reactor

	11:00
	Toma de Muestra dentro del Reactor

Registro y corrección de aire

	11:30
	Registro y corrección de aire
Toma de Muestra del Influente
Toma de Muestra para Sólidos

	12:00
	Toma de Muestra dentro del Reactor

Registro y corrección de aire

	12:30
	Registro y corrección de aire

	13:00
	Registro y corrección de aire

	13:30
	Registro y corrección de aire

	14:00
	Toma de Muestra dentro del Reactor

Registro y corrección de aire

	14:30
	Registro y corrección de aire

	15:00
	Registro y corrección de aire

	15:30
	Registro y corrección de aire

	16:00
	Registro y corrección de aire

	16:30
	Registro y corrección de aire

	17:00
	Registro y corrección de aire

	17:30
	Registro y corrección de aire 
Toma de muestra para IVL fuera del reactor

	18:00
	Registro y corrección de aire
 Toma de Muestra dentro del Reactor

	18:15
	Prender aire manualmente y corregirlo

	18:30
	Ensayo de Velocidad de Sedimentación

	18:40
	Reposición de la muestra de IVL

	19:00
	Toma de Muestra de la Purga

	19:30
	Toma de muestra del Drenado

	
	Reingreso de lodos de muestreo y  purga


Tabla 1. Detalle de acciones a tomar en el Ciclo Experimental.
Protocolo para la Toma de Muestra

3 OBJETIVO:

El objetivo de este protocolo es estandarizar la toma de muestra y su posterior acondicionamiento para cada uno de los análisis a practicarle a la misma.

4 PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA:

En todos los casos las muestras serán debidamente identificadas con una etiqueta de la manera como se muestra en la Figura 1.
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Dado que existen varios análisis y cada uno conlleva a un acondicionamiento particular se subdividen las técnicas de acuerdo con los análisis a realizar:

· DQO

· Amonio y Nitrógeno total (Kjeheldal)

· Nitrato y Nitrito (HPLC)

· SST y SSV

En la Tabla 2, se detallan los acondicionamientos previos al almacenamiento de la muestra de acuerdo con el tipo de análisis. 

	Análisis
	Centrifugado
	Filtrado

(0.22 y 0.45)
	Conservación

	DQO
	Total
	
	
	Congelador

	
	Soluble
	X
	
	Congelador

	Sólidos 
	Influente

Purga
	
	
	Congelador

	
	Drenado
	
	
	Congelador

	Nitrato y Nitrito
	X
	X
	Congelador

	Amonio y Nitrógeno Total
	X
	
	Heladera horizontal

	Actividad
	Influente
	
	
	Congelado

	
	Purga
	
	
	Aireando en oscuridad


Tabla 2. Cuadro comparativo de preparación de muestras. 

4.1 Muestras del Influente:

La toma de muestra en el influente se realiza accionando manualmente la Bomba de alimentación y la Válvula de descarte de la Alimentación. Se descarta el primer minuto en el tacho dispuesto para esto (repisa de meter de Manolo) y luego se toma las muestras correspondientes.

Dependiendo del tipo de ciclo se define la cantidad de análisis a realizar y el volumen a muestrear:

Ciclo Vigilado:

Como se muestra en el la Tabla 3, para el Ciclo Vigilado se toman 20 mL de influente, de los cuales 10 mL son centrifugados inmediatamente según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de DQOs según técnica (ver técnica).

Los 10 mL restantes se guardan para DQOt.

	Análisis
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO
	Total
	10
	-

	
	Soluble
	10
	Centrifugado

	Total a muestrear
	20
	


Tabla 3. Muestras del influente en el Ciclo Vigilado.

Ciclo Experimental:

Como se muestra en el la Tabla 4, para el Ciclo Experimental se toman 175 mL de influente.

En el caso de Flora 65 mL son centrifugados inmediatamente según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de: DQOs, Nitrato y Nitrito y Nitrógeno Total y Amoniacal según cada una de las técnicas (ver técnicas).

En el caso de Manolo 15 mL son centrifugados inmediatamente según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de: DQOs, Nitrato y Nitrito según cada una de las técnicas (ver técnicas).

El resto se guarda según técnicas para análisis de actividad, y los 10 mL restantes se guardan para DQOt.

	
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO
	Total
	10
	-

	
	Soluble
	10
	Centrifugado

	Nitrato y Nitrito
	5
	Centrifugado y filtrado

	Nitrógeno Amoniacal y total
	Manolo
	50
	

	
	Flora
	50
	Centrifugado

	Sólidos
	50
	-

	Actividad
	50
	Centrifugado

	Total a muestrear
	175
	-


Tabla 4. Muestras del influente en el Ciclo Experimental

4.2 Muestras dentro del Reactor:

La toma de muestra de “dentro del reactor” se realiza en el reciclo del mismo. Se debe verificar que la muestra es representativa, lo que implica verificar que existe:

· Agitación dentro del reactor

· Velocidad de bomba de reciclo correcta (5)

· Ninguna manguera en el reciclo estrangulada 

Dependiendo del tipo de ciclo se define la cantidad de análisis a realizar y el volumen a muestrear:

Ciclo Vigilado:

Para el Ciclo Vigilado no se toman muestras dentro del reactor.

Ciclo Experimental:

Como se muestra en el la Tabla 5, para el Ciclo Experimental se toman 80 mL del reciclo los que son INMEDIATAMENTE centrifugados según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de: DQOs, Nitrato y Nitrito y Nitrógeno Total y Amoniacal según cada una de las técnicas (ver técnicas).

Se debe tener especial precaución en este punto, el proceso de toma de muestra, centrifugado y almacenamiento de la misma no puede tardar más de 4 minutos, y el comienzo de la centrifugación no puede tardar más de 20 segundos.
Luego de tomadas la muestras del sobrenadante se resuspenden los lodos con efluente del día anterior y se los acumula en el recipiente correspondiente para ser ingresados al reactor al final del ciclo.
	
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO Soluble
	10
	Centrifugado

	Nitrato y Nitrito
	5
	Centrifugado y filtrado

	Nitrógeno Amoniacal y total
	50
	Centrifugado

	Total a muestrear
	65
	


Tabla 5. Muestras dentro del reactor en el Ciclo Experimental.

Durante el ciclo experimental se toman 25 mL de dentro del reactor para analizar sólidos, esta muestra es inmediatamente procesada.
4.3 Muestras en la Purga:

La toma de muestra en la Purga se realiza en el tacho dispuesto para la misma. Se debe verificar que la muestra es representativa, lo que implica asegurar una adecuada homogeneización de la misma.

Dependiendo del tipo de ciclo se define la cantidad de análisis a realizar y el volumen a muestrear:

Ciclo Vigilado:

Para el Ciclo Vigilado se toma el total de la muestra para análisis de sólidos (350 mL aprox.) y es guardado en la heladera horizontal.

Ciclo Experimental:

Como se muestra en el la Tabla 6, para el Ciclo Experimental se toman los 350 mL de la purga.

Se toman 50 mL con probeta que son centrifugados según la técnica de centrifugado (ver centrifugado), se descarta el sobrenadante y se resuspenden los lodos en agua destilada, llevándolos nuevamente a 50 mL. Esta muestra se homogeneiza y se separa para análisis de DQO y Nitrógeno Total y Amoniacal en el Lodo.

	Análisis
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO lodo
	10
	Centrifugación

	Actividad
	250
	Aireado en oscuridad

	Nitrógeno Total del lodo
	40
	Centrifugación

	Total a muestrear
	300
	


Tabla 6. Muestras en la Purga en el Ciclo Experimental

4.4 Muestras en el Drenado:

La toma de muestra en el Drenado se realiza en el tacho dispuesto para el mismo. Se debe verificar que no existió desborde del mismo, que el drenado corresponde al ciclo en cuestión y que la muestra es representativa, lo que implica asegurar una adecuada homogeneización de la misma.

Dependiendo del tipo de ciclo se define la cantidad de análisis a realizar y el volumen a muestrear:

Ciclo Vigilado:

Para el Ciclo Vigilado se toman 20 mL de drenado, de los cuales 10 mL son centrifugados inmediatamente según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de DQOs según técnica (ver técnica).

Los 10 mL restantes se guardan para DQOt.

	Análisis
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO
	Total
	10
	-

	
	Soluble
	10
	Centrifugado

	Total a muestrear
	20
	


Tabla 7. Muestras del Drenado en el Ciclo Vigilado.

Ciclo Experimental:

Como se muestra en el la Tabla 8, para el Ciclo Experimental se toman 125 mL del drenaje. 65 mL son centrifugados según la técnica de centrifugado (ver centrifugado) y luego almacenados para los análisis de: DQOs, Nitrato y Nitrito y Nitrógeno Total y Amoniacal.

Los 60 mL restantes son almacenados para análisis de DQOt y Sólidos.

	Análisis
	Vol a muestrear (mL)
	Pretratamiento

	DQO
	Total
	10
	-

	
	Soluble
	10
	Centrifugado

	Nitrato y Nitrito
	5
	Centrifugado y filtrado

	Nitrógeno Amoniacal y total
	50
	Centrifugado

	Sólidos
	50
	-

	Total a muestrear
	125
	-


Tabla 8. Muestras del Drenado en el Ciclo Experimental 
5 TECNICAS COMUNES

5.1 Centrifugado

El centrifugado se realiza en tubos pro-forma que se encuentran en el lab en la estantería EOLI rotulados como Flora y Manolo respectivamente. En todos los casos los tubos deben encontrarse limpios y secos.

Para centrifugar se utiliza la centrifuga de Análisis.

El centrifugado se realiza a una velocidad fija de 50, un tiempo de 2 min Que está marcada en la centrífuga con la etiqueta EOLI. 

5.2 Filtrado para HPLC

De la muestra centrifugada (ver centrifugado), se toman unos 4 mL con jeringa, a dicha jeringa se le coloca un portafiltros con dos filtros de 0.22 y 0.45 μ de manera que se filtre primero a través del filtro de mayor micronaje primero. 

La jeringa y el portafiltros deben encontrarse secos y limpios.

Se debe tener cuidado de que el portafiltros quede bien cerrado y el filtro no quede mordido en el borde ya que esto puede provocar una perdida del liq a filtrar por el cierre del portafiltros. En caso de que el filtro se tape, se debe cambiar el portafiltros por otro con filtros nuevos.

5.3 IVL

La medida del Índice Volumétrico de Lodos se realiza fuera del reactor, Para ello a las 17:30 se enciende manualmente la bomba de drenaje y se toma llena con el mezclado del reactor una probeta de 1 L.

Se deja sedimentar y al cabo de 1 hr. se mide el  volumen ocupado por los lodos.

6 ACONDICIONAMIENTO PARA CADA ANALISIS

Análisis de Actividad

Muestra del Influente

Se toma entre 50 y 60 mL del influente y se conservan en el congelador, en la caja rotulada: Actividad

Muestra de la Purga

Se toman 250 mL de la purga, y se los coloca en bollones de vidrio, en caso de ser retiradas por Microbiología en el día siguiente a su toma deben mantenerse aireados durante toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Sólidos

Muestra del Influente y en la Purga.

Para el análisis de sólidos se toma una muestra de aprox. 50 mL y se la guarda en el congelador, en la caja rotulada: Sólidos.

Muestra en el Drenaje

Se toman 200 mL del drenaje, teniendo la precaución homogeneizar bien con varilla de vidrio de modo de asegurar la suspensión de los sólidos. La muestra se guarda en la heladera horizontal.

DQOt 

Muestra del Influente, en el Drenaje.

Se toma una muestra de aprox. 10 mL y se la guarda en el congelador en la caja rotulada: DQO.

Muestra en la Purga.

Se toman 10 mL con probeta que son centrifugados (ver centrifugado), se descarta el sobrenadante y se resuspenden los lodos en agua destilada, llevándolos nuevamente a 10 mL. Esta muestra se homogeneiza y rotulada como DQOt Lodo. Se guarda en el congelador.

 DQOs

Se toma aprox 10 mL que serán INMEDIATAMENTE centrifugados (ver Centrifugado), se guarda el sobrenadante rotulado como DQOs en el congelador, en la caja dispuesta para ello.

Nitrato y Nitrito

Se centrifuga (ver centrifugado) una muestra, del sobrenadante se toman aprox 3 mL, se sigue la técnica Filtrado para HPLC y se guarda el filtrado en el congelado en un tubo ependorph adecuadamente rotulado en la gradilla dispuesta para los mismos.

Nitrógeno Amoniacal y Total

Muestra del Influente, Dentro del Reactor y en el Drenaje.

Se centrifuga (ver centrifugado) una muestra mayor a 50 mL y se guarda el sobrenadante en la heladera horizontal en la caja dispuesta para las mismas.

Muestra en la Purga.

Se toman 40 mL con probeta que son centrifugados (ver centrifugado), se descarta el sobrenadante y se resuspenden los lodos en agua destilada, llevándolos nuevamente a 40 mL. Esta muestra se homogeneiza y rotulada como Nitrógeno Total en el Lodo. Se guarda en heladera horizontal.
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