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RESUMEN

Un Reactor Anaerobio de Manto de Lodos (RANMAL) modificado a escala
laboratorio fue utilizado para la obtenciéon de metano mediante el tratamiento de vinazas
de etanol hidratado. El comportamiento del flujo dentro del reactor fue estudiado y definido
por medio de trazadores de conductividad y tinciones como un flujo de mezcla completa.

El reactor fue operado a condiciones mesofilicas, alimentado semi-continuamente
con vinazas de etanol hidratado. El inéculo consistié de un lodo granular proveniente de
un RANMAL operado en el tratamiento de vinazas formadas durante la produccion de
etanol de residuos de platano. El periodo de arranque fue de 9 dias con una carga
orgénica de 5.9 Kg DQO/m3-dia, alcanzando una eficiencia de remocién de DQO del 97%
y una concentracion de 58% de metano en el biogas.

El estudio demostré que a una carga 6ptima, 17.05 Kg DQO/m®-dia, la eficiencia
de remocion de DQO fue 66%, alcanzando un rendimiento de metano de 0.40 m3/Kg
DQOrem, CON una concentracion de 84% de metano en el biogas. Estos resultados
obtenidos demostraron que este RANMAL modificado para el tratamiento de las vinazas
fue exitoso y sobrepasé los valores encontrados en investigaciones previas. También se
observé que el efluente del tratamiento anaerobio presenté una disminucién en las
caracteristicas quimicas en comparacién con las vinazas, a excepcién del potasio, sulfuro,
y nitrégeno amoniacal. Donde, estos dos ultimos son conocidos como inhibidores de la
digestion anaerobia, sin embargo, la concentraciéon alcanzada de éstos a la carga
orgénica de 17.05 Kg DQO/m?-dia no afecté la produccién de metano.

Durante la operacién a carga Optima, se determind a partir de muestras
procedentes del manto, arqueas metanogénicas y bacterias colonizadoras en el RANMAL.
Los iniciadores utilizados para la amplificaciéon del gen ADNr 16S de los Dominios
Archaea y Bacteria, mostré la presencia de las subclases a -, B -, y -, y 0 de las
Proteobacterias, bacterias gram positivas con bajo contenido en GC (Guanina-Citosina),
bacterias reductoras de sulfato (BRS), Bacillus y Clostridium. Bacterias gram positivas con
alto contenido en GC estuvieron ausentes, esto es benéfico para futuros usos del efluente
obtenido de la digestion anaerobia, ya que este grupo incluye especies bacterianas
consideradas como patégenos. De igual forma, se identific6 que las arqueas
metanogénicas que favorecieron la produccién de metano pertenecieron a los 6rdenes

Methanobacteriales y Methanosarcinales.

vii
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ABSTRACT

A lab-scale modified Upflow Anaerobic sludge Blanket (UASB) was used to obtain
methane by treatment of stillage from hydrated ethanol. Conductivity and colored tracer
investigations were realized to study the flow behavior in the reactor, obtaining as result a
perfect mixer flow.

The reactor was operated at mesophilic conditions and semi-continuously fed with
stillage from hydrated ethanol. The seed sludge consisted of granular sludge from a UASB
operated for treatment of stillage of the ethanol production from banana residues. The
star-up period was 9 days with an Organic Loading Rate (OLR) of 5.9 Kg COD/m®-day,
reaching a COD removal efficiency of 97% and a concentration of 58% of methane in the
biogas.

The study demonstrated that at optimum OLR, 17.05 Kg COD/m®-day, the COD
removal efficiency of the reactor was 66%, reaching a methane yield of 0.40 m*Kg
CODemoved With a concentration of 84% of methane in the biogas was. These results
obtained showed us that in this modified UASB the treatment of the stillage was successful
and overcame the reported values by other researchers. Also it was observed a reduction
in the stillage characteristics after the anaerobic treatment, but not in the potassium,
sulfide and the ammonia nitrogen, although these values in this optimum OLR were no
toxic for the reactor, so the methane production was not affected.

Methanogens and bacteria colonizing UASB bioreactor were determined from
samples of the blanket collected at optimal organic loading rate. The primers used for
amplification of 16S rDNA of Bacteria and Archaea, showed the presence of a -, § -, v -,
and 0 - subclasses of the Proteobacteria, low GC content Gram-positive bacteria, sulfate
reducing bacteria (SRB), Bacillus and Clostridium. High GC content Gram-positive
bacteria were absent. The last group includes bacterial species considered as pathogens,
thus the absence of this kind of bacteria is beneficial for future uses of effluents obtained
of anaerobic digestion. And methanogenic Archaea belonging to the Methanobacteriales

and Methanosarcinales orders favored the production of methane at optimal organic load.
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INTRODUCCION

La produccion de etanol para combustible, uso farmacéutico, industrial y bebidas
alcohdlicas se ha incrementado en los ultimos afios a nivel mundial. En el afio 2009 la
produccion mundial alcanzé los 74 billones de litros, siendo Brasil el mayor productor
seguido por Estados Unidos y China [1].

En México, el 2 de febrero de 2008 entré en vigor la Ley de Promocion y
Desarrollo de los Bioenergéticos, la cual, tiene el objetivo de diversificar las fuentes de
energia y crear condiciones que permitan de manera sustentable, el crecimiento
economico y la proteccion de los ecosistemas. Debido a que la introduccién de los
bioenergéticos requiere de conocer los efectos de la cadena productiva en los diversos
sectores, desde la produccion de insumos hasta el uso de hioenergéticos, con la finalidad
de establecer los procesos y tecnologias mas adecuadas se propuso el desarrollo de una
prueba piloto que consistié en evaluar el desempefio de la gasolina Magna, sustituyendo
el oxigenante actual, Metil Tert-Butil Eter (MTBE), por etanol anhidro en un 6% de mezcla
en volumen. El reporte del Instituto Mexicano del Petréleo sefala que se obtuvieron
resultados satisfactorios y en consecuencia se ha considerado la incorporacion de etanol
en las gasolinas de la zona metropolitana de Guadalajara como oxigenante para el 2011,
por lo que se estima que seran necesarios 176 millones de litros, para ser mezclados con
las gasolinas comercializadas. En otra etapa (2012) se introducira el etanol como
oxigenante en las zonas metropolitanas de Monterrey y del Valle de México estimandose
una demanda de 626 millones de litros de etanol [2, 3].

La produccion de etanol en destilerias consiste principalmente de cuatro pasos:
preparacion del sustrato dependiendo de la fuente de insumo, fermentacion, destilacion y
almacenamiento [4]. Durante todo este proceso se generan grandes cantidades de
residuos conocidos como vinazas. Las caracteristicas de las vinazas dependen en gran
medida de la materia prima utilizada para la obtencién de etanol. En el caso de granos de
maiz, cebada y trigo existe una gran parte de sélidos insolubles que son separados por
centrifugacion y mezclados con un almibar obtenido de los sélidos solubles, esta mezcla
es posteriormente secada y al producto final se le conoce como granos secos de
destilacion con solubles (DDGS por su abreviatura en inglés) y son utilizados en
alimentacién animal. Por otro lado, las vinazas que generalmente contienen una gran

cantidad de sélidos solubles son obtenidas de la cafia de azlcar, remolacha, uva, agave y
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sorgo dulce. De este tipo de materia prima se pueden obtener entre 9 a 15 litros de aguas
residuales por litro de alcohol obtenido y presentan un pH acido (3.5-5), un color café
oscuro y una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) entre 50-150 g/L [5, 6, 7]. En la
literatura se encuentra que este tipo de vinazas son empleadas para fertirrigaciéon por su
contenido de nutrientes, principalmente calcio y potasio, y a su alta proporcion de materia
organica. Sin embargo, estas aguas residuales también contiene compuestos fitotéxicos,
antibacteriales y recalcitrantes como son los fenoles, polifenoles y metales pesados que
producen efectos negativos sobre los microorganismos y las plantas de las zonas de
descarga, por lo tanto, un tratamiento de acondicionamiento de estos residuos es
necesario antes de su disposicion [8, 9, 10].

A la fecha, existen propuestas de tratamientos biolégicos y fisico-quimicos para las
vinazas con alto contenido de solubles, los cuales reducen su caracter contaminante al
degradar las sustancias organicas toxicas y transformarlas en residuos mas
biodegradables [5, 7, 11]. Sin embargo, debido al alto contenido organico de las vinazas
el tratamiento anaerobio resulta ser mas efectivo en comparacion con los tratamientos
aerobios y los fisico-quimicos [7, 12], por lo que, estos Ultimos, son empleados como
pretratamientos o postratamientos de afinamiento para incrementar la reduccién de DQO
y color [13, 14, 15, 16] de igual forma, son aplicados como Unico paso de tratamiento
cuando las vinazas se encuentran diluidas [15, 17, 18, 19].

Durante el tratamiento anaerobio se producen bajas cantidades de lodos, requiere
de menor cantidad de nutrientes comparado con el tratamiento aerobio y una porcion
significativa de la DQO (>50%) puede ser convertida en biogas [12, 20]. La composicién
de este biogas puede variar segun las caracteristicas del desecho a tratar, pero
tipicamente consiste de 55-80% CH,, 20-45% CO,, trazas de sulfuro de hidrégeno (H,S) y
otras impurezas [21]. Comparado con otros combustibles fésiles, el metano produce
menos contaminantes atmosféricos y genera menos diéxido de carbono por unidad de
energia, por lo tanto, se ha buscado incrementar su uso en vehiculos, aplicaciones
industriales y generacién de energia eléctrica [22].

Existe una amplia variedad de reactores para llevar a cabo la digestion anaerobia,
pero los principalmente utilizados en el tratamiento de vinazas son: Reactor de Pelicula
Fija (RPF), Reactor de Lecho Fluidizado (RLF) y Reactor Anaerobio de Manto de Lodos
(RANMAL). Las principales ventajas que presenta el RANMAL con respecto a los otros

reactores son: menor costo de inversion, admite altas cargas organicas y al no tener un
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material de soporte se elimina la posibilidad de obstrucciones, ventajas que lo hacen una
de las mejores opciones para el tratamiento anaerobio de las vinazas.

La digestién anaerobia estd fundamentada en un complejo de microorganismos
gue llevan a cabo el proceso en cuatro pasos, se inicia con la hidrdlisis, en la que los
polimeros organicos complejos son hidrolizados en compuestos organicos solubles mas
simples; la acidogénesis y acetogénesis son el segundo y tercer paso respectivamente,
finalizando con la metanogénesis [23]. Debido a que la interaccion de los
microorganismos en la produccion de biogas no esta claramente entendida [24], existe un
gran interés en analizar la estructura y funcionamiento de las comunidades microbianas
endoégenas residentes en los ambientes productores de biogas. Actualmente, las
comunidades microbianas son analizadas por la utilizaciébn de diversas técnicas
moleculares, como la construccién de bibliotecas del gen ADNr 16S. La aplicacion de
estos métodos proporciona informacion cualitativa valiosa, incluyendo las interacciones
sintréficas y competitivas entre la estructura microbiana y el desempefio del proceso [24,
25]

Por lo que en este trabajo se investigaron aspectos fundamentales y practicos del
tratamiento anaerobio de vinazas obtenidas de la produccién de alcohol hidratado (96%
de pureza), utilizando un Reactor Anaerobio de Manto de Lodos (RANMAL) consiguiendo
como producto el metano, componente principal del biogas, un efluente con
caracteristicas potencialmente apropiadas para ser usado en la fertirrigacion de cultivos y
la identificacion de grupos de microorganismos presentes a las condiciones Optimas de
operacion del reactor.

Los datos obtenidos nos proporcionaran las bases necesarias para el tratamiento
de vinazas obtenidas en la producciéon de etanol tipo combustible, el cual sera
préximamente producido en grandes cantidades en nuestro pais.
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Objetivos

Obijetivo principal

Evaluar el desempefio de un RANMAL modificado en el tratamiento de vinazas
provenientes de la produccién de etanol hidratado, para la recuperacién de energia en
forma de metano y de un efluente con caracteristicas ambientalmente mas amigable.

Objetivos secundarios

1. Determinar la composicion fisico-quimica de las vinazas crudas y el efluente
obtenido del RANMAL.

2. Evaluar la carga optima del reactor por medio del rendimiento de produccion
de metano por kilogramo de DQO removida (m* CH,/Kg DQOem)

3. ldentificar arqueas metanogénicas y grupos bacterianos al alcanzar las
condiciones 6ptimas de operacién en el RANMAL.
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1.1. Caracterizacion de vinazas de diferentes fuen tes de materia prima

En la actualidad, el etanol posee diferentes usos y dependiendo de éstos su grado
de pureza puede variar. En su uso como combustible se necesita un 99.9% de pureza,
por otro lado, en una bebida alcohdlica se encuentra en un intervalo de 5 a 40%. Las
caracteristicas de las vinazas a partir de un alcohol con mayor concentracion son mas
complejas quimicamente respecto a las obtenidas de una bebida alcohdlica, debido a que
durante el proceso de destilacién de un etanol con mayor concentracion, la presencia de
melanoidinas, cetonas, compuestos aromaticos, ésteres, entre otros, se encuentra en las
vinazas en una mayor cantidad al compararlas con las obtenidas en la produccion de
bebidas alcohdlicas, ya que una parte de los compuestos anteriormente mencionados
permanecen en las bebidas para proporciona un mejor sabor y aroma [26)].

Las caracteristicas de las vinazas también son afectadas por la procedencia de la
materia prima utilizada para la produccién de etanol, las cuales son clasificadas en 4

principales fuentes [20, 27, 28]:

1. Sacarosa, una de las mas atractivas, debido a que los azlicares se encuentran en
una forma mas simple. Estas se encuentran en cafia de azlcar, remolacha, uva y
sorgo dulce.

2. Inulina, estd formada por un polisacarido compuesto por fructosa, ésta se
encuentra en varias plantas como Agave spp., bardana, Dioscorea spp.

3. Almidén, en ésta los carbohidratos presentan una mayor complejidad molecular,
por lo que necesitan ser transformados en azlcares mas simples, introduciendo un
paso adicional, con lo que se incrementan los costos de inversién y operacion.
Cereales como el maiz, trigo y cebada al igual que tubérculos como yuca, camote
y papa forman parte de este tipo de fuente.

4. Lignocelulosa, son las mas abundantes, sin embargo, la complejidad de sus
azlcares hacen que la conversion a carbohidratos fermentables sea dificil, entre
estas se encuentra la madera, residuos agricolas y forestales.

En general, se puede encontrar en la literatura que el principal problema de las

vinazas son los colorantes, los cuales presentan un tono café oscuro, debido
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principalmente a la presencia de caramelos de azlcares sobrecalentados, furfurales de la
hidrdlisis de acidos, melanoidinas de la reaccion de Maillard de azucares (carbohidratos)
con proteinas de grupos amino y por ultimo, compuestos fendlicos como el acido tanico y
hdmico [7, 20]. Los compuestos fendlicos y las melanoidinas también son considerados
compuestos toxicos ya que pueden inhibir o reducir la actividad de los microorganismos
[6, 10]; lo que representa un grave problema para las propuestas de tratamiento biolégico.

A continuacién se describirdn las principales caracteristicas de las vinazas
dependiendo de la fuente de materia prima utilizada para la produccién de etanol.

1.1.1. Sacarosa

Vinazas de azUcar de cafia.

Los jugos frescos de la cafia de azlcar tienen un alto contenido de sacarosa y no
se requiere de una hidrélisis previa para la alimentacion, debido a que este disacérido
puede ser descompuesto por las levaduras durante el proceso de produccion del etanol.
De igual forma, el etanol se puede producir a partir de melazas, las cuales al igual que el
jugo de cafia presentan un alto contenido de sacarosa y son un subproducto de la
concentracion y precipitacién del azicar durante el proceso de cristalizacion [10, 20, 28]

Como se puede observar en la Tabla 1.1, las vinazas de melazas de cafia poseen
un mayor valor de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), nitrégeno, fosforo, potasio y sulfatos en comparacion con las vinazas del
jugo de cafia, esto es debido a que la concentracion de azlcar en las melazas, a través
del proceso de cristalizacién, incrementa el contenido de compuestos organicos no
fermentables y estos forman parte de la composicion final en la vinaza [20].

La informacion disponible sugiere que los mayores componentes organicos
presentes en vinazas, al utilizar cualquier tipo de sustrato rico en sacarosa son: el glicerol,
etanol, acido lactico, acido acético, oxalato, malato y un alto contenido de compuestos
fenolicos [10]. De igual forma, existe presencia de nitrdgeno, el cual se origina
principalmente de las células de los microorganismos y las proteinas presentes en el

sustrato [20].
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Vinazas de azucar de remolacha.

Al igual que el azucar de cafia es utilizado para la produccién de sacarosa y
generalmente, el etanol es producido a partir de las melazas del azlUcar de remolacha.
Este tipo de materia prima contiene un compuesto rico en nitrégeno llamado betaina, el
cual tolera temperaturas de hasta 200C y es consid erado como un compuesto dificil de
degradar, por lo tanto, éste se convierte en el principal componente de las vinazas cuando
se utiliza como sustrato el aztcar de remolacha [10]. Se han proporcionado datos de que
las vinazas de remolacha poseen un mayor contenido de proteinas que las vinazas de
azlcar de cafia y los principales acidos organicos presentes son: oxalato, lactato, acetato,
malato y piruvato [10, 29]. Como se puede observar en la Tabla 1.1, estas vinazas
presentan altas concentraciones de nitrégeno total, donde aproximadamente el 40%
corresponde a nitrégeno organico [10, 20]. De igual forma, presentan un alto contenido de
potasio y sulfatos, estos ultimos debido al proceso de sulfatacion usado en la produccion

del azicar [29].

Vinazas de sorgo dulce.

Esta materia prima contiene dos tipos de carbohidratos, sacarosa y almidén, pero
es considerado como una fuente de sacarosa debido a que la proporcion que contiene es
mayor que la del almidon [20]. La vinaza del sorgo dulce, posee un mayor valor biolégico
gue el bagazo de azlcar de cafia cuando es usado como alimento para animales, debido
a que es rico en nutrientes y minerales. De igual forma, esta vinaza contiene niveles
similares de celulosa al bagazo de azlcar de cafia y por lo tanto es un buen prospecto
para la obtencion de pulpa [30]. Las caracteristicas de este tipo de vinazas se puede
observar en la Tabla 1.1.

Vinazas de uva.

Es una fuente con alto contenido de azlcar, en los pasos de fermentacion y
clarificacién del vino, las vinazas alcanzan un alto contenido de materia organica
(presencia de bacterias, levaduras vivas o muertas, residuos de uva) y nitrégeno total

(Tabla 1.1), sin embargo, el contenido de nitrégeno total es bajo en comparacién con otras
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fuentes como azlcar de cafia, remolacha, papa y cebada. Los niveles de potasio son
elevados debido a su presencia en sales tartaricas utilizadas durante la difusién acida de
las vinazas para la produccién de acido tartarico. También presentan alto contenido de
magnesio debido a sales de magnesio solubles presentes en los productos utilizados en
la industria del alcohol. La concentracién de manganeso en el vino esta entre 1 y 3 mg/L,
debido a que se encuentra en la semilla de la uva. El uso de hexacianoferrato de potasio
para la eliminacién de hierro en el vino genera precipitacién de zinc, por lo cual, esta
presente en las vinazas, de igual forma, el pH acido de las mismas hace que se favorezca
la solubilidad del plomo (metal pesado) tanto en las tinas fermentadoras como en los
equipos destiladores del etanol [8, 20, 31, 32].

Los acidos organicos generalmente encontrados en este tipo de vinazas son: acido
lactico, acido tartarico, acido succinico, acido acético y acido malico. Los compuestos

fendlicos se encuentran entre 29 y 474 mg/L [33].

Tabla 1.1. Caracterizacion de vinazas de diferente fuente rica en sacarosa
S(total)

BOD COD N(total) P(total) K

Fuente @@L (L) (mgl) (mgl) (mglL) ( rr?;ﬁ) pH  Referencia
Jugo de cafa Nd nd 102 71 1,733 nd 4.60 [34]
16.7 304 628 130 1,952 1,356 4.04 [20]
Melazas de cafia Nd nd 408 102 4,893 nd 4.80 [34]
Nd nd 153 1 9,073 nd 4.50 [34]
39 84.9 1,229 187 5,124 3,478 4.46 [20]
50 95.0 1,000 40 11,000 1,500 4.50 [35]
39 84.9 1,230 190 5,100 3,480 4.46 [36]
Melazas de remolacha 449 911 3,569 163 10,030 3,716 5.35 [20]
Nd 80.5 1,800 nd nd nd 5.20 [6]
449 911 3,570 160 10,000 3,720 5.35 [36]
275 555 4,750 nd nd 3,500 4.30 [37]
Uvas (vino) 145 50.2 105 118 354 nd 4.20 [8]
16.3 27.5 650 65 118 120 4.20 [32]
Uvas (cognac) Nd 26.0 nd nd 800 nd 3.00 [20]
Sorgo dulce 46.0 79.9 800 1990 nd nd 4.50 [20]

nd= no disponible

1.1.2. Inulina

Vinazas de agave.

El Agave tequilana Weber variedad azul, es la principal fuente de materia prima

10
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para la produccion de Tequila, una de la mas importantes agro-industrias productoras de
etanol en México. Las vinazas producidas por esta materia prima estan compuestas por
sustancias que permanecen en el fondo del destilador cuando el agave fermentado debe
ser destilado [38].

Estas vinazas estan conformadas por pequefias fibras de agave que no son
retenidas en el paso de filtracion del jugo, residuos de levadura, fructosa, glucosa,
aldehidos, trazas de alcohol y elementos como calcio, sodio, magnesio, y hierro son
encontrados en baja concentracion [38, 39]. Otros compuestos presentes son los furanos,
piranos, compuestos nitrogenados y sulfurados, metil 2-furuato, 5-hidroximetil furfural y
acidos grasos de cadena larga y corta que no son digeridos por las levaduras [38]. Se ha
demostrado que las vinazas de agave poseen un menor contenido de sulfatos y potasio
en comparacion de las obtenidas de azlcar de cafia y de remolacha, lo que las hace mas
faciles de degradar (Tabla 1.2) [40].

Tabla 1.2. Caracterizacién de vinazas de agave
S(total)

BOD COD N(total) P(total) K .
Fuente SO H  Referencia
@L) @Y (mgL) (mgh) (mgn) ot P
Agave (tequila) 20.6 66.3 na 41 290 880 3.4 [40]
Agave (tequila 100%) Na 66.3 na na 240 875 3.4 [38]
Agave (tequila) Na 55.2 na na 345 780 3.4 [38]

nd= no disponible

1.1.3. Almidén

Vinazas de maiz.

Actualmente, las vinazas que se obtienen a partir del maiz se utilizan como
alimento para animales como el ganado. La fraccién sélida y liquida que se obtiene
directamente después del proceso de destilacion se le conoce como vinaza entera, la
cual, esta compuesta principalmente por fibra, aceite, compuestos proteicos del grano y
almidon sin fermentar [41]. La vinaza entera es centrifugada para separar los sélidos
insolubles presentes, obteniéndose de este proceso la “vinaza delgada” y los granos
himedos, ambas corrientes pasan por un proceso de secado obteniéndose el “almibar” y

Granos Secos de Destilacion (DDG por sus siglas en inglés) respectivamente, finalmente

11
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al combinar estas dos corrientes y ser sometidas a secado se obtienen los Granos Secos
de Destilaciéon con Solubles (DDGS por sus siglas en inglés) [41, 42, 43].

El almibar, anteriormente mencionado, es viscoso y tiene alta osmolaridad, lo que
impide que la remocion completa del agua sea dificil de llevarse a cabo por medio de
equipos convencionales de secado. Este contiene entre un 30 y 40% de materia seca,
compuesta por un 40% de proteina, 15% de ceniza, 20% de grasas y el 25% restante por
otros compuestos. Posee altas concentraciones de elementos, como el sodio, potasio y
fésforo [42, 44].

Por otro lado, los DDGS estan compuestos por grasa cruda, fibra, proteina (33% y
67% en peso de soluble y de lenta degradacién respectivamente), altas concentraciones
de elementos como el fésforo y potasio y un contenido de sulfuro no muy elevado (Tabla
1.3) [42]. Ademas, se ha observado que la mayor cantidad de nitrégeno se encuentra en
aminodacidos y péptidos mas que en proteinas, ya que existen altos niveles de alanina y

prolina [20].

Tabla 1.3. Caracterizacion de vinazas de maiz
Parametro [44] [45] [42] [43]
DDGS Almibar DDGS DDGS Almibar Almibar
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) ( mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

Proteina Nd nd 274,000 250,000 197,000 75,000
Potasio (K) 11,200 23,200 6,500 4,400 23,200 nd
Fosforo (P) 8,520 15,200 7,200 7,100 15,200 3,100
Azufre (S) 5,770 7,400 nd 3,300 7,400 nd
Nitrogeno total Nd nd nd nd nd 12,000

nd= no disponible

Vinazas de cebada.

Al igual que las de trigo, pasan por el mismo proceso al que se somete las de
maiz, es decir, se producen vinazas delgadas y granos de destilacion. La vinaza de
cebada tiene una gran cantidad de nitrégeno, debido al alto contenido de proteinas, que
puede producir niveles inhibitorios de amonio/amoniaco en los efluentes de este tipo de
destilerias; de igual forma, se ha observado que poseen una menor cantidad de proteina
cruda comparada con la del trigo [20, 46]. La presencia de pentosas, beta-glucanos,
cenizas y subproductos del proceso de fermentacion como el glicerol y acidos organicos

han sido encontrados en este tipo de vinaza [47].

12
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Como se puede observar en la Tabla 1.4, el contenido de almidén es bajo pero
poseen un alto contenido de fibra [47]. Asi mismo, los granos de destilacién tienen un alto
contenido de proteina cruda, sin embargo, ésta es menor que la presente en las vinazas
delgadas [46].

Vinazas de trigo.

Los granos de destilacion de trigo contienen menos del 2% de almiddn, presenta
mayores niveles de proteina y de fibra; pero menores contenidos de lipidos [48]. Al igual
gue las vinazas de cebada presentan un alto contenido de nitrégeno (4.09-8.8 g/L), debido
al contenido proteico (Tabla 1.4) [36].

Tabla 1.4. Caracterizacion de vinazas de cebada y trigo

, [46] [48] [47]
Parametro - -
Vinaza delgada Granos de Granos de Vinaza Granos de
(mg/Kg de MS) oo S S
destilacion destilacion  delgada  destilacion
Trigo Cebada Trigo Cebada Trigo Trigo Cebada
Carbohidratos 522,000 555,000 663,000 707,000 nd nd nd
totales
Fibra 352,000 367,000 739,000 700,000 363,000 163,000 362,000
Almidén 30,000 13,000 24,000 6,000 14,000 0 4,000
Proteina Cruda 366,000 308,000 275,000 201,000 452,000 223,000 240,000
Proteina Soluble 237,000 174,000 40,000 36,000 nd nd nd

(g/ Kg de PC)

MS: Materia Seca, PC: Proteina Cruda.
nd= no disponible

1.1.4. Lignocelulosa

Las principales fuentes lignocelulésicas para la produccién de etanol son la
biomasa herbacea y la madera (dura y suave), al igual, que los desperdicios sélidos
industriales y municipales de origen organico [20, 49]. Estas estan compuestas
principalmente por una mezcla de carbohidratos en forma de biopolimeros (celulosa y
hemicelulosa), lignina, extractivos y cenizas. La lignina, es una molécula muy compleja
conformada por unidades de fenilpropano unidas en una estructura tridimensional.
Generalmente las maderas suaves contienen mas lignina que las maderas duras [50].

13
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El principal residuo presente en estas vinazas es la lignina, debido a su resistencia
a la degradacion quimica y enzimatica. La cantidad de ésta depende del tipo de fuente
lignoceluldsica empleada en el proceso de fermentacion. Otros compuestos presentes
son: acido acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF), azlcar residual entre otros
componentes [50]. Generalmente, las caracteristicas de este tipo de vinazas son
comparables a las que se obtienen de azlicar o almidon [20] con dos posibles
excepciones, contener un mayor nivel de metales pesados por el proceso de hidrélisis
acida que se aplica y la presencia de inhibidores inusuales, como los extractivos (terpenos
y esteroides, grasas y componentes inorganicos) y compuestos fendlicos presentes en la

fuente de alimentacién [50].

1.2. Propuestas de tratamiento para vinazas

Desde los comienzos de los 70's, estos residuos han sido directamente
depositados sobre suelos debido a que poseen un cierto valor como fertilizante, sin
embargo, el aumento de la carga organica, la putrefaccién y los malos olores producidos
son los principales problemas que se generan al realizar esta practica. Ademas, recientes
investigaciones han demostrado que la disposicién directa al suelo provoca contaminacion
de las aguas subterraneas [33].

Las diferentes tecnologias que han sido exploradas para reducir las caracteristicas
contaminantes de las vinazas se clasifican en dos principales grupos, los tratamientos
bioldgicos y los fisico-quimicos (Tabla 1.5).

Los tratamientos bioldgicos consisten en la introduccién de microorganismos que
utilizan los compuestos organicos presentes como sustrato y de esta forma reducir el
aspecto contaminante. Estos tratamientos pueden ser clasificados dependiendo del tipo
de microorganismo utilizado como aerobios o0 anaerobios, siendo aerobios los
microorganismos que necesitan de oxigeno para su crecimiento y los anaerobios los que
crecen en ausencia del mismo. El alto contenido organico de las vinazas hace al
tratamiento anaerobio mas atractivo en comparacién con el tratamiento aerobio [7, 12],
ademas de que este Ultimo necesita un insumo de energia para la aireacion y el 50% de
la DQO se transforma en lodo. Mientras que en la digestion anaerobia una porcion

significante de la DQO (>50%) puede ser transformada en una fuente de energia
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renovable (biogas), la produccién de lodo es baja y requiere menor cantidad de nutrientes
[12, 20].

Por otro lado, los tratamientos fisico-quimicos generalmente utilizan diversos
reactivos para oxidar los contaminantes organicos presentes [20]. Estos al igual, que el
tratamiento aerobio son empleados como pretratamientos o postratamientos de
afinamiento para incrementar la reduccion de DQO y color [13, 14, 15, 16] de igual forma,
pueden ser aplicados como Unico paso de tratamiento cuando las vinazas se encuentran
diluidas [15, 17, 18, 19].

Tabla 1.5. Diferentes opciones de tratamiento para  vinazas
%remocion  %remocion

Tratamientos vinaza DQO color Referencia
RANMAL
Anaerobio Lecho fijo Concentrada 60-82.5 dg [14, 51, 52, 53]
Lecho fluidizado
Bacteriano pretratamiento 45274 733.912  [54, 55,56 ]
anaerobio
. Fangico Diluida 99 48-86.33 [17, 57, 58]
Aerobio Pretratamiento
Cultivo mixto Anaerobio 51 67 [14]
Algas Diluida 61 52-60 [7, 59, 60]
Absorcién Pretratamiento ¢ gg 93-95 [61]
Anaerobio
L L Pretratamiento
Coagulacion-floculacién . 74 87 5, 62
Fisico-quimico g Anaerobio [5 62]
QOzonizacion Diluida 27-62 35-87 [19, 63]
Oxidacion electroquimica Diluida 40-92 83-99 [15, 18, 64]
Electrocoagulacion Diluida 63-76 98-99 [16, 65]

dg: dificil de degradar

1.3. Conceptos basicos de la digestion anaerobia

La digestién anaerobia es el proceso de descomposicién de materia organica por
un consorcio de microorganismos en un ambiente libre de oxigeno [66]. El esquema
general de la conversién de los sustratos organicos a metano esta indicado en la figura
1.1. y consta de cuatro etapas:

1. Hidrdlisis. En esta etapa los biopolimeros como polisacaridos, proteinas, acidos
nucleicos y grasas son inicialmente hidrolizados, por enzimas extracelulares

segregadas por microorganismos hidroliticos, a unidades mas pequefias como
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carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga. Dependiendo de la
estructura de la pared celular de los microorganismos, las enzimas tienen diferentes
localizaciones y éstas a su vez tienen un impacto sobre la degradacién del sustrato
[67, 68].

2. Acidogénesis. Los aminoacidos, carbohidratos y acidos grasos de cadena larga son
utilizados por organismos fermentativos o por anaerobios oxidativos. Los productos
carbdnicos de estas reacciones son acetato, hidrégeno o compuestos intermediarios,
como el propionato y butirato, los cuales después seran convertidos a acetato e
hidrégeno [67, 69].

Hidrolisis

idos grasos de ca
larga

Amoniaco

Acidogénesis

Acetogénesis

Hidrégeno
i6xido de carbc

oxido de carb

Figura 1.1. Representacion esquematica simplificada de la digestién anaerobia [70].
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3. Acetogénesis. El acetato es uno de los intermediarios mas importantes en la digestion
anaerobia, durante esta etapa las bacterias fermentativas, acetogénicas sintroficas y
homoacetogénicas son las principales contribuidoras para su produccion. Las bacterias
fermentativas y las acetogénicas sintréficas convierten los acidos grasos en acetato,
biogas (H, y CO,) y otros subproductos, mientras que las homoacetogénicas pueden
utilizar H, y CO, para producir acetato (Tabla 1.6). La acumulacién de H, disuelto en el
liquido o altas presion parcial de H, puede alterar el flujo de electrones en las rutas
bioquimicas de los microorganismos y llegar a inhibir la fermentacion y acetogénesis
[67, 71, 72]

Tabla 1.6. Estequiometri a de reacciones acetogénicas [72, 73, 74, 75 ]

Reacciones acetogénicas sintroficas:

1 Propionato

C,HsC00~ +3H,0 - CH3;C00~ + HCO3 + H* + 3H,
2 Butirato

C3H,C00™ + 2H,0 - CH;CO00~ + H* + 2H,
3 Propionato

C,HsC00™ 4+ 2HCO3 - CH3;C00~ + 3CHOO™ + H*
4 Butirato

C3H,C00~ 4+ 2HCO; — 2CH;C00~ + 2CHOO™ + H*
5 Acido propidnico

C,HsCOOH + 2H,0 — CH;COO0H + 3H, +CO0,
6 Acido butirico

C3H,COOH + 2H,0 — 2CH3CO0H + 2H,
7 Acido butirico

2C3H,COO0H + CO, + 2H,0 — CH, + 4CH;COOH
8 Glucosa

CeH1206 + 2H,0 = 2CH;COOH + 2C0, +4H,
Homoacetogénesis:
9 2C0, + 4H, » CH;COOH + 2H,0

4, Metanogénesis. Los metandgenos son microorganismos anaerobios estrictos los

cuales producen metano como parte de su metabolismo energético. En 1990, se
propuso el Dominio Archaea para éstos, debido a sus propiedades Unicas [76]. La lista
de sustratos para su crecimiento puede ser dividida en tres grupos (Tabla 1.7). En el
primer grupo, el donador de electrones es H,, formato (CHOO") o algunos alcoholes y
el aceptor de electrones es CO,, el cudl es reducido a metano. A los microorganismos
metandgenos capaces de utilizar al H, como un donador de electrones para reducir al
CO, se le conocen como hidrogenotroficos [67, 76, 77, 78]. El formato también puede

ser un sustrato importante, aungque su concentracion en ambientes metanogénicos es
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bajo, debido a que es rapidamente producido y consumido [67]. En el segundo grupo,
el sustrato es una variedad de compuestos que contienen grupos metilos, los cuales
son reducidos a metano [66, 77]. Finalmente, en el tercer grupo, la sintesis de metano
procede de una reaccién acetoclastica, en la cual el carbono metil del acetato es
reducido a metano y el carbono carboxil es oxidado a CO,, la capacidad de catabolizar
este sustrato estd limitado a las especies Methanosarcina y Methanosaeta
(“Methanothrix™) [77].

Tabla 1.7. Estequiometria de reacciones metanogénicas [67, 77 ]
Primer grupo:
Hidrégeno
4H2 +C02 g CH4 + 2H20
Formato
4CH;C00~ - CH, + 3C0, + 2H,0
2-Propanol
4C3H,0H + CO, - CHy + 4C3HgO + 2H,0
Etanol
CzHSOH + COZ d CH4 + 2CH3C00_
Metanol
CH30H + HZ d CH4 + H20
Metanol
4CH30H - 3CH, + CO, + 2H,0
Segundo grupo
Metilamina
Dimetilamina
2(CH3),NH + 2H,0 — 3CH, +CO, + 2NH;
Trimetilamina
4(CH3)3N + 6H,0 — 9CH, +3C0, + 4NH;
10 Dimetilsulfuro
2(CH3),S + 2H,0 — 3CH, +C0, + 2H,S
Tercer grupo
Acetato

Y eH.cooH - cH, + co,

La conversién del acetato a metano por las poblaciones metanogénicas es el paso
limitante en la produccion de biogas, debido a que los microorganismos metandgenos
poseen una baja velocidad de crecimiento, que da como resultado un tamafio de
poblacion relativamente bajo [78]. Se ha mostrado que a condiciones normales, cerca
del 70% del metano es formado por los metandégenos acetoclasticos y el 30% restante
por los hidrogenotroéficos [23, 67]. La clasificacion de las arqueas metanogénicas y

algunas caracteristicas de sus familias se encuentran en la Tabla 1.8.
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1.4. Factores que afectan la digestién anaerobia

1.4.1. Temperatura

Tiene un importante efecto sobre las propiedades fisico-quimicas de los
componentes encontrados en la digestion del sustrato, de igual forma, domina sobre la
velocidad de crecimiento y metabolismo de los microorganismos [79, 80]. La digestion
anaerobia puede ser realizada en 3 intervalos de temperatura: psicrofilica (10-20C),
mesofilica (25-45C) o termofilica (45-65<C) [81].

Varios estudios afirman que a condiciones termofilicas se presentan diferentes
beneficios, entre los cuales se encuentran: incremento en la solubilidad de los
compuestos organicos, mejora en velocidad de reaccién bioldgica y quimica e incremento
en la tasa de muerte de patoégenos [79, 82]. Por otro lado, Dinsdale et al. [83], encontraron
gue en el tratamiento anaerobio de un agua residual, proveniente de la produccion de café
instantaneo, a condiciones mesofilicas existe un mayor porcentaje de remocién de
materia organica al compararse con condiciones termofilicas. Una desventaja que
presenta las condiciones termofilicas es que al aplicar altas temperaturas se incrementa el
nitrégeno amoniacal libre, el cual es inhibitorio para los microorganismos [79], se ha
mostrado que una reduccion en la temperatura de 55 a 46T durante la digestion
anaerobia, proporciona un incremento en el rendimiento de biogas en reactores con alto
contenido de nitrégeno amoniacal [82].

A condiciones psicrofilicas, el crecimiento maximo especifico y la tasa de
utilizacion de sustrato decrece, las reacciones hioldgicas y quimicas ocurren a una
velocidad menor que a condiciones mesofilicas. Se ha demostrado que a bajas
temperaturas la produccion de biogas, la actividad metanogénica y la composicion de la

comunidad microbiana se ven afectados [80, 84].

1.4.2. pH y alcalinidad

Dentro de la digestion anaerobia se encuentran diferentes especies de
microorganismos y cada una tiene un intervalo de pH, en el cual su crecimiento es mejor y
la funcion de sus procesos metabdlicos se encuentra a un nivel éptimo [85]. Las arqueas
metanogénicas son extremadamente sensibles al pH, encontrandose su valor 6éptimo
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entre 6.5y 7.2, por otro lado, las bacterias fermentativas son menos sensibles y pueden
funcionar en un intervalo mas amplio entre 4.0 y 8.5 [79]. Como se indicd anteriormente,
el grupo limitante para la produccién de biogas son las metanogénicas acetoclasticas, por
lo que es necesario asegurar la neutralidad del pH para una operacién y control exitoso de
la digestién anaerobia [86].

Dos factores asociados con el pH son la alcalinidad del sistema y la produccion de
Acidos Grasos Volatiles (AGVs). Durante la produccion de AGVs en la digestion
anaerobia el pH tiende a disminuir. Esta reduccién puede ser controlada por la actividad
de microorganismos metandgenos, los cuales producen compuestos con capacidad buffer
como: dioxido de carbono, amonio y bicarbonato [79]. La alcalinidad en un digestor
anaerobio es una medida de esta capacidad buffer dentro del contenido en el reactor. Una
alcalinidad alta puede ser un indicador de que el sistema esta seguro contra fluctuaciones
de pH, mientras que una alcalinidad baja indica que un incremento repentino en la
concentracion de AGVs puede disminuir el pH e inhibir a los microorganismos [85]. Esta
alcalinidad puede incrementarse con la adicion de buffers comerciales como: carbonato

de calcio, bicarbonato de sodio, hidréxido de sodio, entre otros [86].

1.4.3. Toxicidad

Una amplia variedad de sustancias que inhiben el crecimiento microbiano o
producen otro efecto negativo sobre la digestion anaerobia, como la disminucién de
produccién de metano y la acumulacion de acidos grasos, han sido indicadas en estudios
previos. Existe una gran variacion en los niveles de inhibicion/toxicidad, debido
principalmente a la complejidad del proceso de digestion anaerobia, donde mecanismos
como el antagonismo, el sinergismo y la aclimatacién pueden afectar significativamente el
efecto de inhibicion [87].

A continuacién se discuten algunos efectos téxicos comunes en la digestién

anaerobia.

Acidos grasos volatiles (AGVs)

Es bien conocido, que cuando los AGVs son acumulados, el proceso de digestién
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puede llegar a una total inhibicién. Existe controversia sobre la concentracién permisible
de éstos en un digestor, sin embargo, se puede asumir que un incremento en la
concentracion de los mismos sera un indicador de la posible falla del proceso como
resultado de condiciones no balanceadas [85].

Se ha demostrado que los AGVs poseen efectos negativos a bajas
concentraciones sobre microorganismos gram positivos pero no para microorganismos
gram negativos. Las arqueas metanogénicas pueden ser afectadas debido a su pared
celular, la cual es similar a la de las bacterias gram positivas. Los AGVs muestran una
fuerte toxicidad hacia el consorcio anaerobio debido a su adsorcidn sobre la pared celular,
lo cual interfiere con el transporte o su funcién protectora, ademas de tender a formar una
capa flotante con el lodo, lo que trae como consecuencia un lavado del mismo [70, 87,
88].

Varias sustancias, como la albumina, el almidon, los acidos biliares y el colesterol,
pueden reducir el efecto de toxicidad, debido a la formacién de complejos o adsorbentes
que compiten en la pared celular. La bentonita y el calcio también son sustancias que
pueden prevenir la inhibiciéon. La bentonita debido a su capacidad floculante y el calcio

debido a su capacidad de formar precipitados e incrementar la tensién superficial [70].

Nitrégeno amoniacal

Es producido durante la degradacién de la materia nitrogenada, principalmente
proteinas y urea. EI amonio (NH;") y el amoniaco libre (NHs;) son las dos formas
predominantes de nitrdgeno inorganico presente durante la digestion anaerobia. Se ha
indicado que el amoniaco libre es el mas téxico de ambos, debido a que éste puede pasar
a través de la membrana celular de los microorganismos, causando un desbalance de
protones y deficiencia de potasio [79, 87].

Estudios han mostrado efectos inhibitorios del NH; sobre el metabolismo de
microorganismos metandgenos. Al afiadir amoniaco a un digestor, el pH se incrementa
hasta alcanzar un equilibrio quimico. Sin embargo, como el amoniaco inhibe al
metabolismo de los metan6genos, los AGVs son acumulados resultando en la
disminucion del pH. Si la alcalinidad dentro del digestor es adecuada, ésta tiende a

estabilizar el proceso de digestion a cierta concentracion de AGVs y pH. Con una
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alcalinidad insuficiente, el digestor tiende a acidificarse, deteniéndose de esta forma la
produccion de metano [89].

Se cree que concentraciones cercanas a los 200 mg/L de amoniaco son benéficas
para el proceso de digestion anaerobia, debido a que el nitrégeno es un nutriente esencial
para los microorganismos anaerobios. Un intervalo amplio de concentraciones de
amoniaco para la inhibiciébn ha sido indicado en la literatura. La concentracion de
Nitrégeno Amoniacal Total (NAT) para una reduccion del 50% en la producciéon de metano
se encuentra en el intervalo de 1,700 a 14,000 mg/L. La diferencia entre estas
concentraciones puede ser atribuida a la variedad entre sustratos e inéculo, condiciones
ambientales (temperatura y pH), y periodos de aclimatacion (adaptacién de los
microorganismos metandgenos a altas concentraciones de amoniaco) [87].

Sulfuro

El sulfato es comiUnmente encontrado en muchas aguas residuales. Bajo
condiciones anaerobias, es utilizado como un aceptor de electrones y como consecuencia
es reducido a sulfuro por Bacterias Reductoras de Sulfato (BRS) [87]. Dos etapas de
inhibicion existen como resultado de la reduccion del sulfato: inhibicién primaria debido a
la competencia por sustratos organicos o inorganicos, lo que disminuye la producciéon de
metano; inhibicién secundaria, la cual resulta de la toxicidad del sulfuro a varios grupos
microbianos [79, 87].

La reduccién del sulfato es realizado por dos grupos de BRS por medio de
oxidacion incompleta, las cuales reducen los compuestos a acetato y CO,, y por oxidacién
completa, en la cual se convierte el acetato a CO, y HCO; , durante ambos procesos se
produce el sulfuro de hidrégeno [87, 90, 91].

Las BRS pueden metabolizar un gran nimero de sustratos como, alcoholes,
acidos organicos, compuestos aromaticos y acidos grasos de cadena larga. De igual
forma, compiten con las bacterias fermentativas, acetogénicas o arqueas metanogénicas
por acetato, H,, propionato y butirato. Normalmente, la inhibicion a través de la
competencia no ocurre en la primera etapa de la digestion debido a que las BRS no son
capaces de degradar biopolimeros, por lo tanto, dependen de microorganismos
fermentativos para degradar estos compuestos y metabolizar los productos de la

degradacién. Por otro lado, los microorganismos acetogénicos y metanogénicos son
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afectados por la presencia de BRS debido a que compiten por los mismos productos de
fermentacién [79]. El sulfuro de hidrégeno puede interferir con el metabolismo de
asimilacién de sulfuro afectando el pH intracelular. En sistemas anaerobios, metanégenos
y bacterias sintréficas que degradan propionato son generalmente mas sensibles a la
inhibicién por sulfuro. Los valores de concentracion de sulfuro para que ocurra inhibicion
sobre metandgenos estan generalmente dentro del intervalo de 30 a 250 mg/L [92].

1.5. Ventajas y desventajas del tratamiento anaerob o

La digestion anaerobia presenta varias ventajas con respecto a otros tipos de
tratamiento de residuos organicos, entre las que se encuentran [21, 23, 93]:

» Alta eficiencia. Buenas eficiencias de remocion son alcanzadas en estos sistemas,
incluso a altas cargas organicas y bajas temperaturas.

e Simplicidad. La construccién y operacion de reactores para digestion anaerobia son
relativamente simples.

» Flexibilidad. El tratamiento anaerobio puede facilmente ser aplicado a pequefa o gran
escala.

* Bajo requerimiento de espacio. Los espacios son menores comparados con los
sistemas convencionales.

» Baja produccion de lodo. La cantidad es baja en comparacion con las tecnologias de
tratamiento aerobio, debido a las velocidades de crecimiento de los metandgenos.
Ademas, este lodo puede ser preservado por largos periodos de tiempo sin una
reduccion significante en su actividad, por lo que, puede ser utilizado como in6culo
para la puesta en marcha de nuevos reactores.

» Bajo consumo de energia. A menos que el influente del reactor requiera ser calentado,
el consumo de energia es minimo. La recuperacion de energia es producida durante
el proceso de digestion anaerobia en forma de biogas, el cual estd compuesto por 55-
80% CH,, 20-45% CO.,, trazas de sulfuro de hidrégeno (H,S) y otras impurezas, sus
propiedades fisicas y quimicas son semejantes a las del gas natural; por lo tanto,
puede ser utilizado para procesos de calentamiento, iluminacién, produccién de
energia eléctrica y remplazar al diesel o la gasolina en vehiculos de transporte (Figura
1.2).
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Figura 1.2. Principales usos del metano [21]

Entre las principales desventajas se encuentran [93]:

Baja remocion de patdégenos y nutrientes. Los patégenos son parcialmente removidos
al igual que los nutrientes y por lo tanto un tratamiento de afinamiento es necesario.
Posible largo periodo de arranque. Cuando no hay un buen in6culo disponible, el
arranque de un reactor anaerobio puede requerir mas tiempo que el arranque de un
aerobio, debido principalmente a la baja velocidad de crecimiento de los
microorganismos metandgenos.

Posibles malos olores. El sulfuro de hidrogeno (H,S) es producido durante el proceso
anaerobio, especialmente cuando existe una alta concentraciéon de sulfato en el
influente, por lo que se requiere de un manejo apropiado del biogas para evitar malos
olores.

1.6. Bioreactores anaerobios para el tratamiento de  vinazas

En la actualidad existe una gran variedad de reactores anaerobios para el

tratamiento de vinazas. A continuacion se presentan los mas comunes.
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1.6.1. Reactor de pelicula fija (RPF)

También es conocido como de lecho fijo, consiste en la inmovilizacion de
microorganismos sobre un soporte inerte para limitar la pérdida de biomasa e incrementar
la actividad microbiana por unidad de volumen de reactor (Fig. 1.3). Como consecuencia
se puede obtener una mayor remocién de DQO a menores Tiempos de Retencién
Hidraudlico (TRH) y mejor tolerancia a cargas organicas toxicas [4, 12]. El soporte inerte o
empaguetado dentro del reactor proporciona una mayor area de superficie de contacto
para el crecimiento microbiano. El influente pasa a través del medio y los
microorganismos anaerobios se fijan por si mismos creando una capa delgada de
bacterias anaerobias llamada biopelicula, la cual le da al digestor su nombre [94, 95]. En
estos reactores se han empleado una gran variedad de materiales de soporte entre los
qgue se encuentran: poliuretano, ceramica, carbén activado granular, cloruro de polivinilo y
medio plastico [4, 12]. Algunas caracteristicas importantes para estos materiales son la
alta porosidad, gran area superficial, propiedades de superficie adecuadas para la
adherencia de pesos ligeros y la economia [51]. El carbén activado granular como medio
de soporte es relativamente caro, pero debido a sus propiedades adsorbentes contribuyen

a incrementar la estabilidad del proceso [12].

salida del gas \\<
medidor de gas
— efluente

/— medio de soporte

almacén de biogas

tangue de alimentacion

r distribuidor

bomba /— Indo recirculado

Figura 1.3. Esquema del reactor de pelicula fija [96]

Bhavik et al. [51] investigaron tres tipos de empaque (carbon, fibra de coco vy fibra

de nylon), con el fin de identificar el que permita mantener la mayor biomasa bacteriana
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dentro del reactor y por lo tanto mejorar la eficiencia de biodegradacion de vinazas. Los
resultados demostraron que el empaque realizado con fibra de coco presenta una mayor
estabilidad en el reactor, obteniendo una remocion de DQO de 60% y una produccion de
7.25 m® de biogas por m*® de reactor al dia (m*m?*-dia) al aplicar una carga organica de
23.25 Kg DQO/ midia. El empaque de carbon con esta misma carga obtuvo una
remocién de DQO del 16% y una produccién de biogas de 0.5 m*m?3-dia; mientras que el
empague de nylon no mostré una reduccidn apreciable de DQO vy la produccién del
biogas fue de 0.2 m*m?3-dia; con lo que se puede concluir que la fibra de nylon y carbon
como materiales de empaque no son capaces de soportar altas cargas organicas.

Bories y Ranyal [52] investigaron el comportamiento de un reactor de pelicula fija a
escala laboratorio para el tratamiento de vinazas de cafa de azlcar, operandolo por 220
dias e incrementando la carga orgéanica hasta 20 Kg DQO/m*-dia. Se observo que la
remocién de DQO fue de 71 a 73.8% a una carga organica de 11.4 Kg DQO/m®-dia y ésta
decrecié a 61.9 % al aumentarla a 20.4 Kg DQO/m®-dia.

Cho et al. [97] estudiaron el efecto de la forma de inoculacién sobre el desempefio
de un reactor de lecho fijo para el tratamiento de vinazas sintéticas. Realizaron una
division de un indéculo inicial de 1.7 L en 1, 2, 3 y 4 inoculaciones, obteniéndose una
produccién de biogés de 0.4-0.6, 0.5-0.8, 0.7-1.0 y 0.8-1.1 L/dia y una eficiencia final de
remocién de DQO de 66.5, 84.2, 90.4 y 94.2% respectivamente. Con lo que concluyeron
que tanto la eficiencia de produccién de biogas como la de remociéon de DQO aumentan
directamente con el nimero de inoculaciones realizadas al reactor.

En un estudio comparativo entre un reactor de pelicula fija y un Reactor Anaerobio
de Manto de Lodos (RANMAL) para el tratamiento de vinazas, se observé que cuando la
carga organica se encontraba por arriba de los 9.5 Kg DQO/m3-dia, la eficiencia de
remocién de la misma decrecié de manera lenta en el reactor de pelicula fija y de manera
rapida en el RANMAL, debido a que el RANMAL perdi6 mas facilmente a los
microorganismos comparado con el reactor de pelicula fija [98].

1.6.2. Reactor de lecho fluidizado (RLF)

Consiste de un recipiente vertical que contiene un medio inorganico (roca, arena,
carbén activado, resinas de intercambio aniénico o cationico). En este tipo de reactor el
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medio inorganico se encuentra de forma fluidizada, con el objetivo de inducir una
inmovilizacion celular y por lo tanto mantener una mayor cantidad de biomasa en el
reactor e incrementar el tiempo de residencia celular [4, 12]. El residuo a tratar puede
pasar de modo ascendente o descendente sobre la poblacién de microorganismos que se
encuentran en los espacios dentro de los transportadores y sobre la superficie. (Fig. 1.4)
[94, 95].

bomba de alimentacion

medidor de gas
{ /:

tanque de almacenamiento
! gas

[ T | nivel del liquido

distribuidor
/_
|- —‘ / — efluente

colector de efluente

influente

material de soporte —\

,

Figura 1.4. Esquema del reactor de lecho fluidizado [92]

Fernandez et al. [99] demostraron que la carga organica y el nivel de fluidizacién
tienen una fuerte influencia sobre la remociéon de DQO y por lo tanto con la tasa de
produccion de metano, también observaron que la remocién de DQO fue mayor cuando el
diametro del material de soporte era mayor .

El tratamiento de vinazas en reactores de lecho fluidizado a condiciones
termofilicas ha sido investigado, en estos sistemas se puede alcanzar una reduccion de
DQO mayor a 82.5%, carga organica de 32.3 Kg DQO/m?-dia correspondiente a un TRH
de 0.46 dias [14].

En un estudio comparativo, para el tratamiento de vinazas de uva, entre un reactor
de pelicula fija y uno de lecho empacado, se obtuvo que la tecnologia de éste ultimo es
mas efectiva, debido fundamentalmente a que favorece el transporte de los
microorganismos en el volumen del reactor, por lo tanto aumenta el contacto entre los

microorganismos y el sustrato [100].
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1.6.3. Reactor Anaerobio de Manto de Lodos (RANMAL)

El RANMAL es el digestor mas popular de alta tasa de velocidad que ha sido
utilizado para el tratamiento de varios tipos de residuos, debido principalmente a las
siguientes ventajas [7, 96]:
 Este tipo de tecnologia requiere menor inversién cuando es comparada con un sistema
de pelicula fija o de lecho empacado.

» Las fermentaciones acidas, metanogénesis y la sedimentacion tienen lugar en el mismo
tanque, por lo que los sistemas de tratamiento son muy compactos.

« No existe un empaque de relleno, por lo tanto se elimina la posibilidad de
obstrucciones.

» El consumo de potencia es baja, debido a que se puede utilizar el biogas producido
para cubrir con los requerimientos energéticos del sistema.

El éxito del RANMAL se debe a la estabilizacion de una cama de lodos densa en el
fondo del reactor, en la cual los procesos bhioldgicos se llevan a cabo. Este lodo se forma
basicamente por la acumulacién de sélidos suspendidos y el crecimiento microbiano [93].
Otra caracteristica de este tipo de reactor es la presencia de un separador sélido-gas (Fig.

1.5), el cual tiene la funcion de retener el lodo anaerobio dentro del reactor [96].

Salida del gas
separador solido-gas

)W e
zona de acumulacian |

de lodos

_....__/-Duertus de muestreo

zona ﬂuidizada—//; :

;;/ lodo granular

3 :/— cama de lodos

entrada

/- bomba

RANMAL

Figura 1.5. Esquema del Reactor Anaerobio de Manto de Lodos [96]
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La cantidad y la actividad de la poblacién metanogénica son muy importantes para
incrementar la capacidad de proceso del RANMAL. Por lo tanto, un nivel adecuado de
retencion de microorganismos metandgenos en el reactor proporcionara un buen
comportamiento del digestor en términos de remocion de DQO vy eficiencia de metano,
ademas de una mayor calidad del efluente [101]. Una forma para incrementar el tiempo de
retenciéon celular en este tipo de reactores es mediante la formacion de lodo granular.
Estos granulos son biopeliculas esféricas (Fig. 1.6) desarrolladas por la auto-agregacion
de las células microbianas presentes en el reactor. Con la presencia de lodo granular el
reactor es capaz de soportar mayores cargas organicas [102, 103]. Se ha observado que
cuando los granulos poseen un diametro entre 1-5 mm el reactor RANMAL puede
soportar cargas organicas por arriba de los 40 Kg DQO/m?*-dia, sin embargo, el control del
tamafio del granulo dentro del reactor es muy dificil, ademas de que la formacién del
granulo es afectada por el cambio en la calidad del influente al reactor [104].

B,

Figura 1.6. Granulos Anaerobios de un reactor RANMAL [103]

Harada et al. [53], trabajaron con el tratamiento de vinazas diluidas (10 g DQOIL)
utilizando una carga organica de 28 Kg DQO/m?*-dia en un reactor RANMAL operado de
forma termofilica, obteniendo una remocién de DQO entre 39-67%, mayor de 80% para la
remocion de DBO y una produccion de metano de 0.29 m® /Kg DQO,m; durante este
estudio se pudo observar que el lodo es capaz de adquirir mayor actividad en degradar
las vinazas después de un largo periodo de aclimatacion.
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Las vinazas de la destilacion de whisky fueron tratadas usando un digestor
RANMAL operado a temperatura mesofilica, el reactor se desestabiliz6 a cargas mayores
de 15 Kg DQO/m?*-dia cuando las vinazas no fueron diluidas y a una carga de 12
DQO/m?-dia alcanzaron un remocién de DQO de aproximadamente 90% [105].

Uzal et al. [106] investigaron el efecto de administrar y suprimir nutrientes sobre el
potencial de produccion de metano a partir de vinazas de whisky. Se observd que la
produccion de biogas no fue afectada, ya que ésta se mantuvo en un valor constante de
0.020 m*Kg DQO,em. Ademaés se presencié una disminucion en la calidad del efluente a
una concentracién de DQO de 20.92 g/L en el influente, debido a la reduccion de la
actividad metabdlica por los efectos téxicos de la vinaza sobre la biomasa granular.

La tecnologia de Manto de Lodo Granular Expandido (MLGE), es una forma
modificada de RANMAL en donde una mayor velocidad de liquido superficial es aplicado
(5-10 m/h). Debido a las altas velocidades de ascension una parte significante del manto
de lodo granular se encontrara expandido o en estado fluidizado en las regiones mas altas
del mismo, ocasionando un mejor contacto entre el residuo y el lodo [14, 96]. El
tratamiento anaerobio de vinazas de bebidas alcohdlicas, fue investigado en un reactor
MLGE a escala piloto a 20C y con un volumen de 225 .5 L. La eficiencia de remocién de
la DQO estuvo por arriba del 80% a una carga organica de 12.6 Kg DQO/m®-dia. Los
valores de TRH y velocidad de ascensién de liquido aplicados fueron 2.1 a1.2 h,y 4.4 a
7.2 m/h respectivamente [14].

También pueden existir reactores hibridos, que resultan de la combinacion de dos
tipos de sistemas en un solo reactor. Un estudio a escala laboratorio de un reactor hibrido,
combinando un RANMAL y un RPF, fue operado de forma continua para la
biodegradacion de vinazas. Este estudio mostré6 que a un TRH de 5 dias y una carga
organica de 8.7 Kg DQO/m3-dia, la eficiencia de remocién de DQO fue del 79%
alcanzando una produccién de metano de 0.34 m%Kg DQO,em [107]. En la Tabla 1.9 se
compara el desempefio de cada uno de los reactores utilizados para el tratamiento de
vinazas, en términos de remocion de DQO y produccion de metano.
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Tabla 1.9. Datos de literatura del tratamiento  anaerobio de vinazas
O.rigen de Reactor Carga orgésniga TI’QH DQOrem Prgoduccién metano Referencia
Vinaza (Kg DQO/m°-dia)  (dias) (%) (m* CH4/ Kg DQOrem)
Vinaza RANMAL 28.00 2.80 67.0 0.29 [53]
Cerveza RANMAL 0.48 5.00 50.0 0.31 [108]
RANMAL 0.75 3.00 83.0 0.33 [108]
RANMAL 1.53 0.75 91.0 0.32 [108]
RANMAL 2.91 0.50 85.0 0.34 [108]
Whisky RANMAL 15.00 2.10 90.0 nd [4]
RANMAL 5.46 2.10 80.0 nd [105]
Cerveza MLGE 12.60 0.09 80.0 nd [14]
Vinaza RANMAL+ filtro 8.70 5.00 79.0 0.34 [107]
Vinaza** RPF (nylon) 23.25 20.00 nd 0.20 * [51]
RPF (nylon) 6.20 30.00 62.0 2.90 * [51]
RPF (carbdn) 23.25 8.00 16.0 0.50 * [51]
RPF (carbén) 6.20 30.00 80.0 2.40* [51]
RPF (coco) 23.25 8.00 60.0 7.25* [51]
RPF (coco) 6.20 30.00 80.0 2.90 * [51]
Vinaza* RPF (PVC) 11.40 4.00 71.6 5.60 * [52]
RPF (PVC) 20.40 2.70 61.9 8.00 * [52]
RPF 10.50 4.04 76.8 nd [99]
Vinaza RLF 20.00 nd 80.0 nd [99]
Vino RLF 4.50 3.30 85.0 nd [4]
Vinaza RLF 32.30 0.46 82.5 nd [14]
*m°im*-dia

** Material de empague entre paréntesis

nd= no disponible

1.6.4. Tipo de flujo en el reactor

El estudio del tipo de flujo que existe dentro de un reactor para el tratamiento de

las vinazas es importante para verificar si existe el contacto adecuado entre los

microorganismos y el sustrato. La técnica para analizar el flujo estd basada en la

introduccion de un trazador dentro del influente del reactor, seguido por la observacion de

una sefial de salida en el efluente [109]. Los distintos elementos del fluido, al seguir

diferentes caminos a lo largo del reactor, tardaran tiempos diferentes en pasar a través del

mismo. La distribucidon de estos tiempos en la corriente del fluido se le denomina
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distribucién de la edad a la salida (E), o distribucién del tiempo de residencia del fluido
(E(t)). Este se obtiene de dividir la concentracién a la salida en el tiempo t entre la
superficie total del area bajo la curva [110]. Al comparar la curva E(t) obtenida con los
datos experimentales del reactor estudiado con las curvas E(t) para flujo de mezcla
completa o piston (Fig. 1.7), se puede concluir que tipo de flujo predomina.

E(t) - mCsalida (t)
[, Canaa (et
Flujo en pistdn Flujo en mezcla completa
A
‘-I-I"‘ Area =1 | d

Ancho =0
— ¢
t

Figura 1.7. Curvas E (t) para flujo piston y mezcla completa [109]
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1.7. Diversidad microbiana en reactores anaerobios

La digestién anaerobia de la materia organica compleja es llevada a cabo por un
consorcio microbiano compuesto por los integrantes de los Dominios Bacteria y Archaea.
Conforme ha progresando la investigacién en la Microbiologia Molecular, la comunidad
cientifica ha notado que los microorganismos encontrados en ambientes anaerobios son
extremadamente diversos y sus interacciones y funciones metabdlicas ain no son
entendidas a detalle [111]. Para comprender la diversidad microbiana en ambientes
anaerobios, la secuenciacién del gen ADNr 16S ha sido la técnica molecular mas utilizada
[112, 113, 114]. ElI gen ADNr 16S se transcribe a una secuencia de nucleétidos que
forman parte de la subunidad menor (16S) de la molécula del ARN ribosomal (ARNTr). La
funcion del ARNr ha sido conservada a través de la evolucion, de tal forma que las
secuencias de los genes ADNr 16S proveen informacion filogenética y taxonémica. Esta
molécula presenta tanto regiones conservadas (comunes a varios microorganismos) como
regiones variables (Unicas para microorganismos particulares), las cuales pueden ser
utilizadas para la identificacion microbiana. Las secuencias que aparecen en todos los
miembros de un determinado grupo filogenético y que no estdn presentes en otros
grupos, pueden ser utilizadas para el disefio de iniciadores utilizados en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), permitiendo asi ubicar a cada microorganismo dentro de
un determinado grupo microbiano, género, especie o subespecie [115].

En términos generales, la diversidad microbiana que se observa cominmente en
digestores anaerobios, esta representada por las Divisiones: Proteobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Spirochaetes y Bacteroides. El grupo de las proteobacterias presenta 4
subdivisiones: alpha, beta, gamma y delta (Tabla 1.10) [111]. Ademas de encontrarse
microorganismos gram positivos bajos en GC y altos en GC. La designacion de GC se
refiere a la propiedad de que miembros de un particular subgrupo bacteriano, tienen en su
ADN, la relacién de bases guanina (G) y citosina (C) muy por encima (alto en GC) o muy
por debajo (bajo en GC) del 50% (Tabla 1.10) [116]. En el Dominio Archaea, las clases
Methanomicrobia, Methanobacteria, Methanosarcinales y Thermoplasmata son
encontradas. De igual forma, en condiciones psicrofilicas se ha observado la presencia de

Crenarchaeota, la cual es un filo de las arqueas [111, 114, 117].
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Tabla 1.10. Géneros representativos de las Division  es Proteobacterias y gram
positivas

Grupo bacteriano Género bacteriano

Proteobacterias alpha (P. alpha) Rhodospirillum?, Rhodopseudomona?, Rhodobacter?,
Rhodomicrobium?®, Brucella abortus, Ehrlichia erwingii, Rickettsia
typhi,  Rhizobium, Nitrobacter, Agrobacterium, Acetobacter,
Gluconobacter, Paracoccus, Pseudomonas.

Proteobacterias beta (P. beta) Rhodocyclus®, Rhodoferax®, Spirillum, Nitrosomonas, Sphaerotilus,
Thiobacillus, Alcaligenes, Pseudomonas, Bordetella, Neisseria,
Zymomonas.

Proteobacterias gamma (P. gamma) Chromatium® Thiospirillum?® Beggiatoa, Leucothrix, Escherichia,
Legionella, Azotobacter, Pseudomonas vibrio, Salmonella, Shigella.

Proteobacterias delta (P. delta) Desulfomonas, Myxococcus, Bdellovibrio, Desulfovibrio,
Desulfuromonas, Desulfobulbus.

Gram positivas altas en GC Actinomyces, Arthrobacter, Corynebacterium, Frankia,
Micrococcusluteus,  Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Streptomyces.

Gram positivas bajas en GC Aerococcus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Listeria, Mycoplasma, Streptococcus.

& organismos fototréficos

Debido a que la digestion anaerobia es regida por diversos factores (tipo de
sustrato, temperatura, pH, entre otros), al cambiar uno de ellos la diversidad microbiana
varia (Tabla 1.11). Se puede observar que cuando un reactor se encuentra en un periodo
de intoxicacién, los géneros/especie dominantes de arqueas son Methanobacterium y
Methanosaeta concilli. La presencia de Methanosaeta concilli, la cual es una arquea
metanogénica acetoclastica, es mayor que el de Methanobacterium, debido a los altos
niveles de acidos grasos, especialmente de acido acético y al ir disminuyendo la
concentracion de los AGVs el género Methanobacterium comienza a predominar [118].

Sarti et al. [119] sugirieron que las bacterias acidogénicas, arqueas
metanogénicas, bacterias sulfato-reductoras y oxidadores de acetato muestran un
potencial de interaccion fisiol6gica, con lo cual se obtienen altas tasas de remocion de
sulfatos cuando estos se encuentran en altas concentraciones. Sin embargo, al
incrementar la concentracion de sulfato a 3 g/L, los microorganismos metandgenos son
inhibidos y la diversidad microbiana disminuye.

Se puede observar en la Tabla 1.11 que a condiciones psicrofilicas se encuentra
una divisién caracteristica del Dominio Archaea, la denominada Crenarchaeota, la cual
esta conformada por arqueas capaces de crecer a condiciones extremas y generalmente

se encuentra en aguas marinas.
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1.8. Hipoétesis

El desempefio en cuanto a la produccion y porcentaje de metano en el biogas por
Kg de DQO removido en el tratamiento de vinazas de alcohol hidratado, quimicamente
mas complejas, utilizando un RANMAL modificado sera semejante al tratamiento de

vinazas de bebidas alcohdlicas.
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2.1. Disefio del RANMAL modificado

Para el proceso de digestién anaerobia de vinazas provenientes de la produccion
de etanol hidratado, se disefi6 y construy6 en acrilico un RANMAL con un volumen util de
3 L. En la parte superior se colocé un sedimentador de alta tasa, el cual tuvo la funcién de
retener la mayor cantidad de sélidos suspendidos presentes y posteriormente ser
recirculados por medio de wuna bomba, a la parte inferior del RANMAL donde se
encontraba el manto de lodos. Esta recirculacién paso por un bafio térmico para mantener
condiciones de temperatura mesofilicas (30 + 5 C) dentro del reactor.

Se adaptaron dos salidas en la parte superior del prototipo, las cuales tuvieron las

siguientes funciones:

* Recoleccién del efluente. Esta salida fue conectada a un recipiente de vidrio
para la coleccién del efluente obtenido del reactor.

*  Cuantificacion del biogas. Por medio de esta salida se midié el volumen del
biogas producido mediante un gasémetro con un volumen total de 20 litros.

En la parte inferior, se colocé un punto de muestreo y una conexién en T para la
alimentacion del reactor. Para realizar la instalacion se utilizd una tuberia de 3/8”. En la

Figura 2.1 se presenta el esquema del reactor y el sistema instalado.

2.2. Tipo de flujo dentro del reactor

La identificacion del tipo de flujo por medio del tiempo de residencia hidraulica E(t),
se realiz6 cuando se concluyeron las respectivas pruebas de estanqueidad (ausencia de
fugas) dentro del reactor. Se utiliz6 una solucién de cloruro de sodio (NaCl) con una
concentracion de 200 g/L como trazador, el cual fue inyectado con un pulso de 10 ml a
través del punto de muestreo. Se midi6 la conductividad eléctrica inicial dentro del reactor
(t=0) y se monitored6 la conductividad del efluente por 23 horas, hasta alcanzar un valor

semejante a la inicial (t=0). El TRH de operacién del reactor fue de 24 horas.
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Sa[ida del Salida del Salida del Salida del
biogas efluente Gasoémetro biogas efluente
Sedimentador
de alta tasa
Recirculacion
RANMAL
modificado

Influente

Punto de Alimentacién
muestreo

Figura 2.1. a) Esquema del RANMAL modificado, b) Sistema instalado

Se calculd el tiempo de residencia hidraulica mediante la siguiente férmula [109]:
C:sa.lida (t)

EMt) =
[ Caa ()t

Donde:

Csatiaa(t) = Conductividad eléctrica en el efluente del reactor al tiempo t.

f0°° Csatiaa(H)dt = Area bajo la curva de la conductividad del efluente con respecto

al tiempo.

La Curva de residencia hidraulica se obtuvo graficando E(t) con respecto al tiempo

y se compardé con las curvas correspondientes a flujo de mezcla completa y pistén.
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Para comprobar visualmente el tipo de flujo, se colocé una solucion colorante
(pintura vegetal) a la alimentacion y se registré fotograficamente a los 3 y 5 minutos. Se
analizé la dispersion del trazador colorante dentro del reactor y se comparé con fotos de
la dispersién de colorantes dentro de reactores de mezcla completa y pistén.

2.3. Obtencion de vinazas y caracterizacion fisico-  quimica

Las vinazas de este estudio se obtuvieron de la fermentacion de melazas de cafia
de azlcar para la produccion de etanol hidratado, es decir, el etanol obtenido presento

una concentracion igual al 96%.

2.3.1. Fermentacion de las melazas

La fermentacion se realiz6 en lotes de 2 L de melaza de cafia de azucar diluida
hasta obtener un valor de 20° Brix, el cual represe nta la concentracion de azlcares
presentes. El volumen de in6culo necesario para cada lote fue del 10% del volumen total
a fermentar (200 ml), el cual se prepardé en melazas diluidas a 6° Brix y se someti6 al
siguiente proceso de activacion:

» Se adicion6 0.3 g de sulfato de amonio [(NH,4),SO4]

* Se calent6é a 30C

* Una vez alcanzada la temperatura se agregd 1 g de levadura Sacharomyces
cerevisiae

» Se dej6 en aireacién por 24 horas a una temperatura de 30C, para favorecer el

crecimiento de la levadura.

Posteriormente se adicionaron a cada lote de 2 L de melaza diluida, previamente
calentado a 30C, el in6culo y 3 g de (NH 4).S0O,4. Se dej6 en incubacion por 3 dias a 30C
en un cuarto de cultivo. Al terminar este periodo de tiempo se determinaron los grados
brix de la fermentacion y al existir una amplia reduccion de los mismos se consideré como

exitosa.
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Para la determinacién de azlcares reductores por el método de acido 3-5 dinitro
salicilico (DNS) y azucares totales por el método de fenol, se tomaron muestras del lote al
inicio y al final de cada fermentacion

Figura 2.2. a) Indculo activado, b) Lote de 2L de fermentacion

2.3.2. Obtencion de etanol hidratado

Los dos litros de fermentacion se sometieron a un proceso de destilaciéon en un
intervalo de temperatura de 75-85 < utilizan do una columna vigreux (Fig. 2.3). Durante
esta etapa se obtuvo en el destilado una mezcla de etanol, agua y otros compuestos de
punto de ebullicién dentro del intervalo de temperatura. El residuo que se forma se le
conoce como vinaza y durante esta etapa se obtiene la mayor cantidad.

Posteriormente, para obtener un mayor grado de pureza en el etanol, el destilado
fue sometido a una segunda destilacion, en la cual a 75C se obtuvieron todos los
compuestos con menor punto de ebullicién que el etanol y a 79C se obtuvo el etanol con
un grado de pureza de 96% (Fig. 2.3). Esta pureza se evalué por medio de un
cromatdgrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500, equipado con un Detector de lonizacién
de Flama (FID). La columna utilizada fue EC™ — WAX (30 m de longitud y 0.53 mm de
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diametro); se utilizé nitrdgeno como gas acarreador, el horno fue operado en una rampa
de temperatura de 50, 100 y 200<C, la temperatura e n el detector fue de 200C y en el
inyector 200<C.

Los compuestos obtenidos a los 75T y los fondos en la segunda destilacion se
mezclaron con la vinaza de la primera destilacion, siendo esta mezcla la vinaza de etanol
hidratado.

Figura 2.3. Obtencion de etanol hidratado. a) Primera destilacién, b) Segunda destilacion

2.3.3. Caracterizacion de las vinazas

Se realiz6 la caracterizacion fisico-quimica de las vinazas mediante la medicion de
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Nitrogeno total (N1), Nitrgeno amoniacal (N-NHs),
Fésforo total (PO,*), Sulfatos (SO,%) y Sulfuro (S%), utilizando un colorimetro Hach
DR/890 (Hach Company, Loveland, CO, USA) siguiendo las instrucciones del kit (Tabla
2.1). El potencial de hidrégeno (pH), Nitrégeno orgénico (Nog) Yy Potasio (K') se
determinaron de acuerdo a procedimientos estandarizados [123]. Los Acidos Grasos
Volatiles (AGVs) y etanol fueron determinados por cromatografia de gases; para esto se
prepararon las muestras por filtracion (papel filtro whatman No. 41) y fueron analizadas en
el cromatégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500, equipado con un detector de
ionizacién de flama (FID) empleando la columna EC™ — 1000 (30 m de longitud y 0.32
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mm de diametro), se utilizé6 nitrbgeno como gas acarreador y las temperaturas de

operacion fueron 240, 160 y 250 C para el inyector , horno y detector respectivamente.

Tabla 2.1. Caracterizacién fisico -quimica de vinazas de etanol hidratado

Parametro Instrumento/Método
pH Potenciometro/Método estandarizado
DQO Colorimetro Hach DR-890/8000
Nt Colorimetro Hach DR-890/10072
N-NHs Colorimetro Hach DR-890/10031
PO Colorimetro Hach DR-890/8190
S0, Colorimetro Hach DR-890/8051
s* Colorimetro Hach DR-890/8131
Norg Método estandarizado
K" Absorcién atémica/Método estandarizado
AGVs Cromatografia de gases

2.4, Inoculacion y arranque del reactor

La inoculacion del reactor se realiz6 con 2.5 L de lodos granulados (Figura 2.4)

provenientes de un RANMAL operado para el tratamiento de vinazas obtenidas de la

produccién de etanol a partir de residuos de platano, 1 L de Agua Residual Sintética

(ARS) como fuente de sustrato, cuya composicidbn se encuentra en la Tabla 2.2 y el

volumen faltante fue completado con agua de llave.

Figura 2.4. Lodo granular utilizado en la inoculaciéon
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Tabla 2.2. Formulacion del A gua Residual Sintética [124]

Componente Cantidad
Azlcar comestible 5g/L
Acido acético glacial 0.5¢g/L
NaHCO3; comercial 1lg/L
NH4CI 1lg/L
K2HPO4 0.2 g/L
Agua de llave 1000 ml

Después de la inoculacion se alimenté 200 ml de ARS por 6 dias. Durante esta
etapa se mantuvo el pH del reactor por arriba de 6.6, utilizando bicarbonato de sodio
(NaHCO3) como buffer. Al observar la producciéon de biogas se comenz6 a alimentar con
150 ml de vinaza y se cuantificé la produccién de biogas, mediante un gasémetro, el cual
esta basado en el desplazamiento de un volumen de solucion salina acidificada
equivalente solo al biogas que desplaza el espacio ocupado por el liquido del recipiente
[125]. El porcentaje de metano en el biogas se cuantificd en el cromatografo de gases
Perkin Elmer Clarus 500, equipado con un Detector de Conductividad Térmica (TCD)
empleando la columna Molesieve (30 m de longitud y 0.53 mm de diametro), utilizando
nitrégeno como gas acarreador y las temperaturas de operacién fueron 75, 30 y 200
para el inyector, horno y detector respectivamente. De igual forma, se realizd la

cuantificaciéon de remocion de DQO por acuerdo a la siguiente férmula:

DQOin - DQOeflu X

100
DQOin

%DQO0rerm =

Donde: %DQO0,.,, = Porcentaje de remocion de DQO
DQO;,, = DQO del influente
DQO.s = DQO del efluente

2.5. Operacion del reactor con vinazas de etanol hi  dratado

Se evalud la operacion del reactor a partir de las siguientes cargas organicas:
7.27, 9.60, 11.67, 14.74, 17.05, 18.55, 22.16 Kg DQO/m?*-dia, con el objetivo de encontrar
la 6ptima para el reactor. Estas cargas fueron obtenidas fijando un caudal inicial de 150 ml
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de vinazas crudas al dia y aumentando 50 ml de las mismas hasta observar un deterioro
en la operacién del reactor (Fig. 2.5).

El RANMAL se operé a condiciones mesofilicas y a un pH mayor a 6.6, afiadiendo
NaHCO; de ser necesario para mantenerlo. Se cuantifico la presencia de AGVs mediante
titulacion de acuerdo a procedimientos estandarizados [123]; la alcalinidad intermedia,
parcial y total, al igual que el coeficiente alfa se determinaron segun procedimientos
publicados por Poggi et al. [126]. Se cuantifico el volumen de biogas producido
diariamente mediante el gasémetro y se obtuvo el porcentaje de metano en el biogas,
mediante cromatografia de gases con las condiciones mencionadas anteriormente. El
monitoreo de estos parametros nos permitié evaluar el correcto desempefio del reactor.

Al efluente obtenido para cada carga organica se le realizd la caracterizacion
fisico-quimica que se encuentra en la Tabla 2.3, de acuerdo a los métodos mencionados

previamente.

Caudal

Caracterizacion
isica -quimica

A 4

Andlisis de
datos

Afadir SOm

caudal

¢Es la carga
optima?

Si

Fin de
axperimentacié n

Figura 2.5. Evaluacién de la carga organica 6ptima
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Tabla 2.3. Caracterizacion fisico -quimica de | efluente

Parametro Instrumento/Método
pH Potenciometro/Método estandarizado
DQO Colorimetro Hach DR-890/8000
Nt Colorimetro Hach DR-890/10072
N-NH3 Colorimetro Hach DR-890/10031
P04~ Colorimetro Hach DR-890/8190
S04~ Colorimetro Hach DR-890/8051
s* Colorimetro Hach DR-890/8131
Norg Método estandarizado
K" Absorcién atémica/Método estandarizado
AGVs Cromatografia de gases

2.6. Identificacién de grupos bacterianos y arqueas metanogénicas

2.6.1. Extraccion de ADN

Al alcanzar la carga 6ptima del reactor se colecté una muestra de sedimento (50 g
peso humedo) del puerto de muestro localizado en el RANMAL. Esta muestra fue
almacenada a -80<C.

El ADN fue extraido utilizando el método comercial PowerSoil™ DNA Isolation Kit
(MOBIO Laboratories Inc.), siguiendo las instrucciones proporcionadas. Para ello se
pesaron 0.25 g de sedimento en un tubo PowerBead®, se afiadié una solucién de SDS y
se agitdé por 10 min a maxima velocidad en un vortex, con el fin de homogeneizar la
muestra y lisar las células microbianas. Los tubos fueron centrifugados a 10000 x g por 30
segundos a temperatura ambiente y el sobrenandante se transfirio y se tratd con dos
soluciones que precipitaron el material organico e inorganico, se centrifugé por 1 min a
10,000 x g a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié una solucién con alta
concentracion de sales y la mezcla se transfirié a un filtro, el cual fue centrifugado a
10,000 x g por 1 min, descargando el liquido que pasa por el filtro y quedando el ADN en
el filtro. Se lavé el ADN del filtro con una solucion de etanol, centrifugando a 10,000 x g
por 1 min y descargando el liquido que pasé por el filtro, por Gltimo este filtro se coloc6 en
un tubo eppendorf nuevo y se obtuvo el ADN colocando 100 ul de agua libre de
nucleasas sobre el centro del filtro.

Para la visualizacion del ADN se prepar6 un gel de agarosa al 1.2% con bromuro
de etidio (0.25 pg/ml). La electroforesis se realiz6 con un buffer de Tris-Borato-EDTA (TBE

1X). Posteriormente, la muestra de ADN fue mezclada con buffer de carga (0.25% azul de
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bromofenol, 0.25% xilencianol, 30% glicerol v/v en agua) y se corri6 a 80V durante 70

minutos. El gel fue visualizado y fotografiado bajo un transiluminador de luz UV.

Tabla 2.4. Composicion del buffer de electroforesis [127]

Buffer Solucién de Trabajo Solucién Stock Concentrada (por litro)
Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x: 0.089 M Tris-Borato 10 x : 54 g Tris Base
0.002 M EDTA 27.5 g é&cido bérico

20 ml 0.5 M EDTA

2.6.2. Amplificacion por PCR
Para la identificacién de grupos pertenecientes a los Dominios Bacteria y Archaea,
se realizaron amplificaciones por PCR de las secuencias del gen ADNr 16S, utilizando

iniciadores que han sido indicados en trabajos previos (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Grupos microbianos evaluados por PCR

Grupo Tamafio molecular (pb) Referencia
Dominio Archaea

Archaea 273 [128]
Metandgenos 500 [128]
Methanobacteriales 343 [128]
Methanosarcinales 354 [128]

Dominio Bacteria

Proteobacterias alpha 510 [129]
Proteobacterias beta 600 [129]
Proteobacterias gamma 800 [129]
Proteobacterias delta 230 [129]
Bacterias gram + altas en GC 700 [129]
Bacterias gram + bajas en GC 1270 [129]
Bacillus 647 [129]
Bacterias reductoras de sulfato 100 [129]
Clostridium 1200 [130]
ADNr 16S Bacteria - [130]

Donde pb: pares de bases

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen de reaccién de 50 ul
conteniendo: 1 uM de cada uno de los iniciadores Dominio-, grupo- o especie- especificos
correspondiente, 50 ng de ADN, 68 mM de buffer de PCR 10X [10 mM (NH,),SO,, 670
mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% Tween-20], 1.5 mM de MgCl,, 1U de la enzima Tagq ADN
polimerasa (Bioline, USA, Inc.) y 250 uM de cada desoxinuclétido (dATP, dCTP, dGTP y
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dTTP). Se utilizé6 un termociclador Apollo ATC 201 programado bajo las condiciones que
se encuentran en la Tabla 2.6. En cada reacciéon de PCR se incluyeron controles
negativos, sustituyendo el ADN por 5 ul de agua libre de nucleasas. Los oligonuclettidos

fueron sintetizados comercialmente (Alpha DNA).

Tabla 2.6. Condiciones del termociclador

Etapa Ciclos Temperatura () Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 1 04 5
Amplificacién Desnaturalizacion 94 1
30 Alineamiento Especmc_a_ para cada par de 1
iniciadores
Extension 72 2
Extension final 1 72 10
Mantenimiento 4 Indefinido

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5% (p/v),
previamente tefiidos con bromuro de etidio (0.25 pg/ml). La electroforesis se llevé a cabo
utilizando buffer TBE 1X y a 80 V por 70 min. Se utilizaron marcadores de peso molecular
de 1,000 pb y de 10,000 pb (HyperLadder | y IV Bioline, USA, Inc.). La visualizacion de las
bandas se realizé bajo un transiluminador de luz UV (302 nm, LMS 20E, UVP Inc.) y los
geles fueron fotografiados con camara digital para el registro electrénico de los resultados.
Se consider6 como un resultado positivo la presencia de bandas en el peso molecular

esperado para cada grupo.
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Los resultados en este capitulo se obtienen de los promedios de los parametros

evaluados.

3.1. Tipo de flujo dentro del reactor

Al realizar la curva del tiempo de residencia hidraulica con los valores de
conductividad obtenidos en el efluente del RANMAL propuesto en este estudio (figura
3.1), se puedo observar un tipo de flujo semejante al de mezcla completa cuando se

comparé con las curvas de residencia hidraulica proporcionadas por Levenspiel [109].

Flujo en pistén Flujo en mezcla completa

§I-|> Area =1

[*]
Ancho =0

0.09

0.08

0.07

0.06

0.05

E(®)

0.04 4

0.03
] 4
0.02 4
m

0.01 4 4

o.oo-] ———
0 2

T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (h)

Figura 3.1. Comparacion de la curva del tiempo de residencia (E(t)) dentro del RANMAL propuesto

con las curvas proporcionadas por Levenspiel.

El incremento y la reducciéon repentina de E(t) en los primeros minutos del
muestreo, nos indica la presencia de una zona de corto circuito, es decir, al introducir un
pulso en la alimentacion una pequefia parte de ésta tiende a pasar directamente hacia la
salida y posteriormente distribuirse de manera homogénea dentro del reactor.
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También se pudo observar que el TRH experimental fue mayor al TRH teérico (1
dia), debido a que después de 23 horas de monitoreo la conductividad no habia
regresado a su estado inicial, lo que indica que este prototipo presentdé una mayor
retencién del sustrato, debido a la presencia del sedimentador de alta tasa colocado en la
parte superior del RANMAL.

Al observar la distribucion del colorante vegetal dentro del reactor (figura 3.2c), se
verificé la presencia de un tipo de flujo de mezcla completa como se puede observar en la
figura 3.2a, debido a que este colorante se distribuyd homogéneamente en todo el
reactor, a diferencia del flujo tipo piston, el cual, mostraria una distribucion no uniforme
como se observa en la figura 3.2b.

Figura 3.2. Visualizacion del tipo de flujo de reactor utilizando un colorante. a) Flujo de mezcla
completa [110] b) Flujo pistén [110] c) Tipo de flujo en este estudio.
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El comportamiento dindmico del flujo dentro de este tipo de reactores, donde las
fases solida, liquida y gaseosa interactian, esta relacionado con distintos factores como
la intensidad de mezclado, el grado de segregacion de la materia, tipo de entrada del
influente, velocidad de ascension, profundidad del manto de lodos y la velocidad de
produccion de biogas. Por lo tanto, existen estudios donde se ha descrito mejor la
hidrodinamica de un RANMAL por el modelo de mezcla completa con algunos cortos
circuitos y zonas muertas [131, 132, 133] y por otro lado por medio de un modelo flujo
pistén [134].

En este estudio, el prototipo propuesto presenté un comportamiento dindmico de
mezcla completa atribuyéndolo a la forma concéntrica de la entrada del influente, este tipo
de flujo favorece el contacto adecuado entre el sustrato y los microorganismos. Factores
como la profundidad del manto de lodos, la velocidad en la produccién de biogas, entre
otros, son los que pueden ejercer influencia en el cambio del comportamiento dinamico
del prototipo propuesto, sin embargo para la evaluacion de esto se necesitaria utilizar
trazadores inertes en la digestion anaerobia como el cloruro de litio o rodamina [110, 131,
134, 135].

3.2. Obtencién de vinazas de etanol hidratado

Cada lote de melaza diluida a 20° brix contenia en promedio 104.01+6.7 g/L de
azUcares totales, de los cuales 70% eran azucares reductores. Al terminar la fermentacion
se obtuvo una reduccién de 93 y 87 % para los azlcares reductores y totales
respectivamente. La concentracion del etanol hidratado obtenido mediante la doble
destilacion fue 96%.

Las caracteristicas de las vinazas obtenidas en comparacién con otros estudios se
encuentran en la Tabla 3.1. Se pudo observar que las vinazas de nuestro estudio
presentaron un pH acido (4.0) y debido a que éstas se obtuvieron de la produccion de
alcohol hidratado una mayor complejidad quimica se vio reflejada en el contenido de DQO
(121 g/L) encontrandose por arriba de los valores proporcionados por investigaciones
previas y siendo hasta 3 veces mayor en comparacion con las obtenidas durante la

produccién de una bebida alcohdlica como el vino. De igual forma, la concentracion de
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sulfato (5,336 mg/L) se encontr6 fuera del intervalo de la literatura, lo cual se atribuye al

(NH,),S0, afiadido como fuente de nitrégeno para las levaduras durante la fermentacion.

Tabla 3.1. Caracterizacion de vinazas de diferente s fuente s

DQO Nt PO~ K S04~ .
Fuente (L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) pH Referencia
Jugo de cafia nd 102 71 1,733 nd 4.6 [34]
30.4 628 130 1,952 1,356 4.0 [20]
Melazas de cafia nd 408 102 4,893 nd 4.8 [34]
nd 153 1 9,073 nd 45 [34]
84.9 1,229 187 5,124 3,478 4.5 [20]
95.0 1,000 40 11,000 1,500 4.5 [35]
84.9 1,230 190 5,100 3,480 4.5 [36]
Melazas de remolacha 911 3,569 163 10,030 3,716 5.4 [20]
80.5 1,800 nd nd nd 5.2 [6]
91.1 3,570 160 10,000 3,720 5.4 [36]
55,5 4,750 nd nd 3,500 4.3 [37]
Uvas (vino) 50.2 104.9 118 354 nd 4.2 [8]
27.5 650 65 118 120 4.2 [32]
26.0 nd nd 800 nd 3.0 [20]
Sorgo dulce 79.9 800 1,990 nd nd 4.5 [20]
Melaza de cafa 121.0 1,341 141 7,262 5,336 4.0 Este estudio

nd= no disponible

El nitr6geno total presente se encontrd en el valor superior del intervalo para las
vinazas de melazas de cafia y por encima de las obtenidas durante la produccién de vino.
Sin embargo, este permanecié por debajo de las obtenidas de remolacha debido a la
ausencia del compuesto betaina en la cafia de azucar. El nitrégeno y el sulfato presente
en residuos son degradados por el consorcio bacteriano durante la digestién anaerobia
produciendo nitrégeno amoniacal y sulfuro respectivamente, los cuales poseen efectos
inhibitorios sobre la digestion anaerobia afectando de esta forma el rendimiento de
metano. Segun datos en la literatura valores cercanos a 200 mg/L de nitrdgeno amoniacal
son benéficos para la digestion anaerobia mientras que el intervalo inhibitorio se
encuentra entre 1,700 a 14,000 mg/L [87]. Para el sulfuro la concentracion de inhibicion se
encuentra entre 30 y 250 mg/L [92]. Estos valores mencionados pueden variar
dependiendo del sustrato utilizado y las condiciones a la que es operado el reactor.

Debido a que las vinazas de este estudio presentan altas concentraciones de
nitrégeno total y sulfato se monitore6 la concentracion de nitrogeno amoniacal y sulfuro

obteniendo 160 mg/L y 169 mg/L respectivamente. Con lo que podemos observar que en
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el caso del nitrdgeno amoniacal se encuentra dentro de los valores benéficos para la

digestion anaerobia, mientras que para el valor del sulfuro es inhibitorio.

En la Figura 3.3, se representa los principales componentes presentes en las
vinazas utilizadas en este estudio y en la Tabla 3.2, se muestran las concentraciones de
cada uno de estos compuestos.

20— Etanol
o (1.76)
15—
s
E —
@ |
(]
(k]
a = ]
2 10— Acido acético
i (2.40)
= Acido propi6nico
N (2.69)
— / Acido butirico
] M o (317

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Tiempo (min)

Figura 3.3. Tiempos de residencia en un cromatograma de vinazas de etanol hidratado.
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Tabla 3.2. Concentracion de AGVs y etanol en vinaza s de etanol hidratado

Parametro Valor® Tiempo de residencia®
Acido acético 2,237 2.40
Acido propiénico 4,304 2.69
Acido butirico nd 3.17
Etanol 21,007 1.76

nd= valor no detectado (0 mg/L)
2 Todos los valores en mg/L.
® Tiempo en el cromatograma en min

La informacién disponible en la literatura sugiere que el etanol y el acido acético
son unos de los mayores componentes organicos que se encuentran en las vinazas,
debido a que, son producidos por las levaduras durante el proceso de fermentacion [10,
136]. Nitayavardhana y Khanal [137], evaluaron la concentracion de etanol en vinazas de
la produccién de etanol hidratado a escala laboratorio a partir de melazas de cafa;
encontrando un valor de 15,750 mg/L. Al comparar la concentracion alcanzada en nuestro
estudio (21,007 mg/L) podemos observar que es ligeramente mayor al valor
proporcionado por estos autores, lo cual se atribuye al proceso de destilacién utilizado, ya
gue para asegurar una pureza de 96% en el alcohol producido, una parte de éste se
perdi6 en la destilacion de compuestos mas volatiles, los cuales fueron introducidos en la
vinaza de este trabajo. Sin embargo, durante la digestion anaerobia este etanol puede ser
transformado de forma directa a metano mediante arqueas metanogénicas capaces de
utilizarlo como donador de electrones [67, 76, 77, 78], y por lo tanto, puede llegar a ser
benéfico e incrementar el rendimiento de metano.

Se ha encontrado en la literatura que la presencia de acido acético es mayor en
comparacion con el acido propionico y el butirico en distinto tipos de vinazas. Bories y
Raynal [52] obtuvieron una concentracién de 1,600, 120 y 660 mg/L para acido acético,
acido propidnico y acido butirico respectivamente en una vinaza de la producciéon de
alcohol a partir de melaza de cafia. Robertiello [138], al analizar una vinaza de remolacha
encontré un valor de 2,690 mg/L para el acido acético presente, mientras que para el
propiénico solamente registré trazas. De igual forma, Parnaudeau et al. [10], encontraron
que el acido acético, en una vinaza de melaza de cafia, representaba el 2.6% de la
materia carbonacea mientras que el propiénico y butirico solamente el 0.8 y 0.1%
respectivamente y Benitez et al. [11], encontraron una concentracion de 1,330 mg/L de
acido acético para una vinaza de produccion de vino. En nuestro estudio, se observé que
el acido acético se encuentra dentro del intervalo proporcionado por los estudios de los

autores anteriormente mencionados, sin embargo, el acido propiénico presentd una mayor
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concentracion, esto nos sugiere que durante la fermentacion alcohdlica existié la
presencia de bacterias fermentativas, las cuales utilizaron los azlcares presentes en las
melazas para la produccién de este acido graso volatil.

La presencia de acidos como el acético, el propionico y el butirico proporcionan un
sustrato que se puede integrar facilmente al proceso de digestion anaerobia. Sin
embargo, se ha demostrado que valores por arriba de los 10,000 mg/L de AGVs totales,
puede producir un efecto inhibitorio sobre la digestion anaerobia causando una
disminucion en el pH del sistema, el cual, sin una capacidad buffer suficiente inhibe el
inicio de produccion de metano [139]. Las vinazas de nuestro estudio tienen una
concentracion aproximada de AGVs totales de 7,000 mg/L, por lo que se encuentra cerca
del nivel inhibitorio y fue necesario un control adecuado del sistema anaerobio donde
fueron tratadas.

De acuerdo a la caracterizacion fisico-quimica de las vinazas de este estudio, se
pudo observar que fueron quimicamente mas complejas al compararse con las obtenidas
en investigaciones previas y en bebidas alcohélicas, debido a que presentaron valores

dentro y cercanos a intervalos inhibitorios de la digestién anaerobia.

3.3. Operacioén del reactor

3.3.1. Inoculacion y arranque del reactor

Los reactores anaerobios en estudios previos encontrados en la literatura, son
inoculados con diferentes tipos de lodos, el floculento y el granular, donde el lodo granular
presenta la ventaja de una elevada concentracion de microorganismos, los cuales poseen
alta actividad metabdlica para utilizar los sustratos e incrementar la produccion de
metano, lo que hace que el proceso alcance mejores rendimientos en tiempos cortos,
disminuyendo asi el tiempo de arranque [140].

Molina et al. [141] obtuvieron un tiempo de arranque de 60 dias en un reactor
hibrido (RANMAL + filtro) para el tratamiento de vinazas de vino, utilizando como indculo
lodos floculentos colectados de dos digestores anaerobios para el proceso de aguas
residuales de una industria azucarera y del proceso de produccién de tableros de fibra,

estos autores utilizaron una carga organica inicial de 0.5 Kg DQO/m?*-dia, la cual, fue
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incrementada hasta alcanzar 5 Kg DQO/m?*-dia obteniendo una remocién del 98% de la
DQO y un porcentaje de metano en el biogas entre 70 y 74%. De igual forma, Gao et al.
[101], encontraron un tiempo de arranque de 40 dias en un RANMAL para el tratamiento
anaerobio de vinazas de la produccion de vino a condiciones mesofilicas, para la
inoculacion del reactor utilizaron lodos floculentos del tratamiento anaerobio de aguas
residuales domésticas, el RANMAL fue operado con una carga organica inicial de 0.42 Kg
DQO/m?-dia y fue incrementada hasta 5.6 Kg DQO/m?*-dia, alcanzando una remocién de
DQO de 93.8% y una produccién de metano de 2.3 L CH,/L-dia. Cronin y Lo [108],
obtuvieron un tiempo de arranque de 16 dias en un RANMAL operado para el tratamiento
de aguas residuales de una cervecera, donde el inéculo utilizado fue obtenido de una
planta de tratamiento de lodos activados (floculentos) de aguas residuales, durante este
periodo operé con una carga organica de 7 Kg DQO/m*-dia y consideraron que el
arranque habia terminado al alcanzar una reduccién de DQO de 71% y 41% de metano
en el biogas.

Por otro lado, Wolmarans y de Villiers [142] estudiaron el periodo de arranque de
un RANMAL para el tratamiento de vinazas de melaza de cafia, utilizando como inéculo
un lodo granular obtenido de un RANMAL operado para el tratamiento de aguas
residuales de una industria cervecera, se encontré que el proceso se estabilizé6 en una
semana (7 dias) con una carga organica entre 4 y 8 Kg DQO/m*-dia, obteniendo una
remocién de DQO por arriba del 90%.

En nuestro estudio, el RANMAL fue inoculado con lodos granulares procedentes
de un reactor anaerobio operado anteriormente para el tratamiento de vinazas de la
produccion de alcohol a partir de residuos de platano. Durante los primeros 6 dias
después de la inoculacién, se introdujo una carga organica de 0.34 Kg DQO/m*-dia
utilizando un agua residual sintética, mediante la cual se produjo 418 ml en promedio de
biogas. A partir del séptimo dia se aumenté la carga organica a 5.9 Kg DQO/m?3-dia
correspondiendo a 150 ml de vinaza de etanol hidratado y la produccion de biogas
aumento6 a 2 L por dia en promedio. Al noveno dia, con igual carga, la concentracion de
metano en el biogas fue 58% y remocién de DQO 97%, con estos Ultimos valores y
basados en la literatura se considerd que el reactor habia alcanzado su fase de arranque
y se encontraba listo para su proceso de operacion.

Los tiempos de arranque mencionados por Molina et al. [141] y Gao et al. [101], se

encontraron por arriba del alcanzado en nuestro estudio, esto se debid a que estos
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autores consideraron como finalizada su etapa de arranque cuando se lograron apreciar
pequeios granulos en el manto del RANMAL. Singh et al. [140], sefialaron que el tiempo
de formacion de estos granulos durante el arranque de un RANMAL, varia con el tipo de
agua residual que va a ser tratada, mencionaron que para el tratamiento de vinazas de la
produccién de bebidas alcohdlicas se encuentra en el intervalo de 30 a 44 dias, el cual es
semejante al obtenido por los autores anteriormente mencionados, mientras que para
vinazas de la produccién de alcohol hidratado puede tardar 180 dias, debido a la
complejidad que presentan estas Ultimas.

Por otro lado, se puede observar que nuestro tiempo de arranque de 9 dias es
cercano a los 16 dias obtenidos por Cronin y Lo [108], sin embargo, el porcentaje de
metano (58%) en el biogads de nuestro estudio es mayor al 41% alcanzado por estos
autores, lo que nos indica que las arqueas metanogénicas presentes en el indculo
utilizado por nosotros poseian una mayor actividad metabdlica que las que se
encontraban en el estudio de estos autores. Esto también se puede atribuir al estado
granular que presentd nuestro indculo, ya que estudios como el de Stronach et al. [143]
han demostrado que un RANMAL inoculado con lodos granulares presentan una alta
eficiencia de remocion de DQO y elevado contenido de metano en un lapso de tiempo
entre 5y 10 dias. Otro factor que puede estar relacionado con el bajo tiempo de arranque,
es la procedencia del in6culo, como se puede observar, Wolmarans y de Villiers [142] y
nuestro estudio, presentaron los mas bajos tiempos de arranque y en ambos estudios se
utilizaron como in6culos lodos provenientes de reactores anaerobios para el tratamiento
de vinazas. Vadlani y Ramachandran [144] demostraron que al utilizar como inéculo lodos
provenientes del tratamiento anaerobio de vinazas en el arranque de un RANMAL, el
tiempo puede reducirse en un 40% comparado con lodos anaerobios del tratamiento de
aguas residuales domésticas, debido a que la actividad metanogénica especifica es
mayor en los lodos de tratamiento de vinazas.

3.3.2. Desempefio del RANMAL y evaluacion de la carg  a organica 6ptima

El comportamiento del RANMAL modificado en cada una de las cargas organicas

evaluadas se muestra en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Valores obtenidos para cada carga organica evaluada: a) Porcentaje de remocién de
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metano en m® de metano por Kg de DQO removido (m3 CH,; / Kg DQOem), €) Concentracién de
sulfuro (mg/L).
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Durante este estudio la vinaza introducida no fue sometida a un proceso de
dilucién para alcanzar las cargas organicas anteriormente mencionadas. Los valores del
desempeno del reactor al igual que las alcalinidades y los AGVs fueron determinados de
acuerdo a los procedimientos publicados por Poggi et al [126] y se encuentran en la Tabla
3.3.

Tabla 3.3. Pardmetros evaluados a diferentes cargas organicas

Parametro® Cargas Organicas Evaluadas (Kg DQO/m"-dia)

7.27 9.60 11.67 14.74 17.05 18.55 22.16
TRH (dias) 15 12 10 9 7.5 7 6
DQOinf (g/L) 109.10 115.20 116.70 126.34 127.89 123.66 132.94
DQOefl (g/L) 45.70 47.70 46.60 48.43 43.45 36.80 54.80
% DQOrem 58 58 58 62 66 69 59
V.B. (L) 7.28 9.14 11.60 13.86 16.00 20.74 18.46
% CHa 74 71 75 75 84 56 32
R.M (m*Kg DQOrem) 0.43 0.39 0.42 0.38 0.40 0.30 0.15
pH del reactor 7.87 7.80 7.57 7.47 6.96 6.83 6.57
Aparcial (Mg/L) 5,750 4,300 3,920 3,080 3,020 1,880 2,100
Aintermedia (M@/L) 2,940 2,235 1,860 1,920 1,890 2,530 2,080
Avotal (Mg/L) 5,815 4,385 3,820 3,460 3,400 3,470 3,130
AGVs (mg/L) 4,791 3,780 3,000 3,144 3,072 3,942 3,000
Coeficiente alfa 0.51 0.52 0.47 0.62 0.63 1.35 0.99

%V.B.: Volumen de Biogas producido; R.M.:Rendimiento de Metano; Apacia: Alcalinidad parcial; Ainermeda: Alcalinidad
intermedia; Awwi: Alcalinidad total. Todas las alcalinidades estan expresadas en mg/L de NaHCO; y los AGVs en mg/L
de H;COOH.

Como se puede observar en la Figura 3.4 a) y b), el mayor contenido de metano
en el biogds (84%) se encontr6 en la carga organica de 17.05 Kg DQO/m3-dia,
alcanzando una produccién de 16 litros de biogas al dia y un rendimiento de metano de
0.40 m® CH4/ Kg DQO\em.

En las cargas organicas de 7.27 y 11.67 Kg DQO/m3-dia se registraron
rendimientos de metano ligeramente mayores al alcanzado en la de 17.05 Kg DQO/m?-dia
(0.43 y 0.42 CH4/ Kg DQO, respectivamente), sin embargo, los tiempos de retencion
hidraulica son 15 y 10 dias respectivamente, lo que se traduce en la necesidad de
reactores con un mayor volumen para el tratamiento de un caudal especifico de vinazas y
por lo tanto un mayor costo y tiempo para llevar a cabo el proceso de digestién anaerobia
de este tipo de residuo. De igual forma, en estas cargas organicas el porcentaje de
remocion de DQO fue de 58% y el contenido de metano fue 74 y 75% para 7.27 y 11.67
Kg DQO/m-dia respectivamente, los cuales son valores menores a los alcanzados en
17.05 Kg DQO/m?*-dia.

En la Figura 3.4 a) se aprecia que el porcentaje de remocién de DQO en las tres
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primeras cargas organicas empleadas se mantuvo en un valor constante de 58% y fue a
partir de 14.74 Kg DQO/m?dia cuando un incremento en la remocién fue observado,
obteniéndose como valores maximos 69% y 66% correspondiendo a 18.55 y 17.05 Kg
DQO/m?®-dia respectivamente. Posteriormente, al alcanzar un valor de 22.16 Kg DQO/m?®-
dia la remocion descendié a 59%, indicando un deterioro en el proceso. En la Figura 3.4
b), se puede ver que la produccién de biogas presenté un comportamiento de incremento
lineal hasta la carga orgéanica de 17.05 Kg DQO/m?dia y fue a partir de 18.55 Kg
DQO/m?-dia, cuando se observé un aumento dréastico.

De acuerdo a los valores obtenidos, la carga organica de 18.55 Kg DQO/m?-dia
present6 una mayor remocién de DQO y produccién de biogas en comparacion con 17.05
Kg DQO/m?*-dia, sin embargo, el rendimiento y contenido de metano fue menor, por lo que
se considerd que existid una inhibicién sobre las arqueas metanogénicas presentes en el
reactor pero no sobre los demas microorganismos de la digestiébn anaerobia. El
incremento en la produccién de biogas se atribuyd a la actividad de las bacterias
fermentativas y reductoras de sulfatos, las cuales utilizaron la materia organica presente
en las vinazas para la producciéon de CO; y H,S, por lo tanto, el valor de remocién de
DQO no presentd una disminucién a este valor de carga organica.

Como se puede observar en la Tabla 3.3, el pH del reactor disminuy6 a una carga
organica de 22.16 Kg DQO/m®*-dia hasta alcanzar un valor de 6.57, ademas, se obtuvo
solamente un 32% de contenido de metano en el biogas. Todos estos resultados nos
indican que a partir de una carga organica de 18.55 Kg DQO/m?*-dia se observé la
disminucion del desempefio del RANMAL y a la carga de 22.16 el sistema colapso.

Un aspecto importante en la disminucion del desempefio del reactor puede ser
atribuido a la reduccidn del sulfato, presente en las vinazas, a sulfuro. Este Ultimo tiene la
capacidad de inhibir el metabolismo de las arqueas metanogénicas y como consecuencia
disminuye la remocién de DQO vy el rendimiento de metano [79, 87]. Como se puede ver
en la Figura 3.4 b) y c) el sulfuro esta inversamente relacionado con el rendimiento de
metano, ya que al disminuir la concentracion del sulfuro el rendimiento de metano
aumenta. Es importante resaltar que durante todo el periodo de funcionamiento del
RANMAL, la concentracién de sulfuro presentd valores superiores al intervalo de
inhibicion de 30-250 mg/L encontrado en la literatura [92], donde el mayor contenido de
metano en el biogas (84%) se obtuvo a una concentracién de 275 mg/L y fue hasta 360

mg/L en la Ultima carga organica cuando presentd un importante efecto negativo sobre el
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rendimiento del metano. Por lo que podemos afirmar que los microorganismos presentes
en este estudio son altamente tolerantes al ion sulfuro, presentando buenos rendimientos
incluso a una alta concentracion del mismo.

Al analizar todos los datos obtenidos, podemos asumir que la carga optima es
17.05 Kg DQO/m3-dia, ya que en ésta se encontré el mayor porcentaje de metano en el
biogas (84%), no mostrd inhibicion de las arqueas metanogénicas y presentd un
rendimiento de metano de 0.40 m® CH./ Kg DQO,em, con un menor TRH de 7.5 dias.

Tabla 3.4. Comparacion del tratamiento de vinazas p  or diferentes autores

Caracteristicas del sistema C.0. TRH  %DQOrem % CH4 R.M.  Referencia

Tratamiento de vinazas concentradas de la

produccién de whisky, utilizando un

RANMAL a escala laboratorio, operado a 1225 3.5 920 nd nd [105]
condiciones mesofilicas.

Tratamiento de vinazas de etanol hidratado
d!luldas por medio de un RANMAL a escala 19.00 0.5 40 nd 0.29 53]
piloto, operado a condiciones termofilicas.
Tratamiento de vinazas diluidas de la
produccién de cerveza, utlizando un
RANMAL a escala laboratorio, operado a  1.53 0.75 91 67 0.32 [108]
condiciones mesofilicas.

Tratamiento de vinazas diluidas de la

produccién de cerveza, utlizando un

RANMAL a escala piloto, operado a 7.00 3.5 95 85 0.30 [145]
condiciones mesofilicas.

Tratamiento de vinazas de etanol hidratado

diluidas por medio de un reactor hibrido

(RANMAL-filtro) a escala laboratorio, 8.70 5 79 66 0.34 [107]
operado a condiciones mesofilicas.

Tratamiento de vinazas de vino diluidas por

medio de un reactor hibrido (RANMAL-filtro)

a escala piloto operado a condiciones 13 7 96 74 0.33 [141]
mesofilicas.

Tratamiento de vinazas de etanol hidratado

concentradas por medio de un reactor

RANMAL modificado a escala laboratorio, 17.05 7.5 66 84 0.40
operado a condiciones mesofilicas.

Este
estudio

nd= dato no disponible
C.O= Carga orgénica (Kg DQO/m?*-dia); TRH=Tiempo de retencion hidraulico (dias); DQO,en=DQO removido; R.M.=
Rendimiento de metano (m® CH4/Kg DQO em)
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Los resultados obtenidos referentes a la carga 6ptima del RANMAL en este
estudio se comparan favorablemente con respecto a los estudios de otros autores de
acuerdo a la Tabla 3.4. Debido a que obtuvimos un mayor rendimiento de metano (0.40
m*® CH./ Kg DQO,n) y alto porcentaje de metano en el biogas (84%), el cual solo fue
menor al valor proporcionado por Oktem y Tufekci [145], quienes trabajaron con vinazas
diluidas menos complejas de la produccién de cerveza. El alto rendimiento de metano en
nuestro estudio, se atribuyé a la retencion de sélidos presentes por medio del
sedimentador de alta tasa, lo que evita un lavado del reactor manteniendo de esta forma
los microorganismos involucrados en la digestion anaerobia.

Harada et al [53] utilizaron una carga orgéanica de 19 Kg DQO/m*-dia para el
tratamiento de vinazas de etanol hidratado alcanzando solamente una remocion del 40%
de DQO, muy por debajo a la obtenida en este estudio, aun cuando éste utilizé
condiciones termofilicas, las cuales presenta varios beneficios entre los que se encuentra
un incremento en la solubilidad de los compuestos organicos y mejora en la velocidad de
reaccion biolégica y quimica [79]. Como se puede apreciar en la Tabla 3.4, los trabajos
que presentaron altos rendimientos de remocion de DQO se encuentran en el tratamiento
de vinazas provenientes de la produccion de bebidas alcohdlicas como el vino, whisky y la
cerveza, por lo que podemos asumir que los bajos rendimientos alcanzados en nuestro
estudio son debido a la alta complejidad de las vinazas utilizadas.

El TRH de nuestro estudio se encuentra en los valores superiores de los
proporcionados por estudios previos, debido a que las vinazas fueron alimentadas al
RANMAL sin previa dilucion, lo que hace que la carga organica sea elevada a bajos
gastos introducidos (L/dia). Esto nos permite ahorrar recursos hidricos y reducir los
volumenes del efluente del RANMAL descargados al medio ambiente, durante el
tratamiento de un volumen especifico de vinaza concentrada.

3.3.3. Caracterizacion del efluente obtenido alac arga 6ptima

La caracterizacion fisico-quimica de las vinazas empleadas y el efluente obtenido
después del tratamiento anaerobio en la carga 6ptima se encuentra en la Tabla 3.5,
donde se puede observar que la mayoria de los parametros evaluados presentaron un

porcentaje de remocién. La concentracion de nitrdgeno amoniacal y sulfuro fueron los
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parametros que mostraron un incremento, debido a que éstos provienen de la
degradacién del nitrégeno organico y sulfatos respectivamente [87, 107], por lo tanto el
incremento en el efluente era esperado.

Tabla 3.5. Caract erizacién de vinaza y efluente en la carga organica 6ptima
de este estudio

Parametro Vinaza® Efluente® Porcentaje de remocion®
pH 4.59 7.22 -
DQO 127,892 43,450 66
S04~ 5,315 0 100
S 172 275 -
Nt 1,361 1,160 15
N-NH3 118 230 -
Norg 1,243 930 25
PO,> 142 117 18
K" 6,742 6,838 -
Etanol 20,467 232 99
Acido acético 2,602 331 87
Acido propidnico 2,965 2,283 23
Acido butirico 0 0 -

#Todos los valores en mg/L a excepcion del pH.
® El simbolo (-) corresponde a los parametros que no presentan un porcentaje de remocién o no puede ser
calculado.

De acuerdo a la informacién encontrada en la literatura, las vinazas poseen una
alta concentracién de potasio y ésta no es reducida por procesos de tratamiento tipicos
como el aerobio y el anaerobio [146]. Como se puede observar en la Tabla 3.5 el potasio
(K) no present6é un porcentaje de remocion, lo cual corroboré que durante la digestion
anaerobia la remocion de este elemento no es favorecida. Sirianuntapiboon et al [54], en
un efluente del tratamiento anaerobio de vinaza encontraron una concentracioén de potasio
de 6,000 mg/L el cual es muy cercano a 6,838 mg/L obtenido en nuestro estudio.
Informacion acerca del efecto del potasio presente en vinazas sin y con tratamiento
anaerobio sobre suelos es limitada, pero en general, el potasio de estas aguas residuales
se ha utilizado como fertilizante encontrandose una mejora en las propiedades fisicas del
mismo. Sin embargo, la influencia sobre la estructura del suelo al disponer efluentes con
un alto contenido de potasio no se entiende con claridad y mas investigacién sobre este
tema es necesario [146]

Una completa remocién de sulfatos (SO,%) se obtuvo en nuestro reactor. Kumar et
al [107], mostraron que al alcanzar una remocion de 80% del sulfato presente en vinazas
de etanol hidrato, la concentracion de sulfuro se elevé a 400 mg/L, lo cual, produjo

inhibicién de los microorganismos y como resultado una disminucién en el rendimiento de
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metano. Sin embargo, en este estudio aunque la remocion de sulfatos fue del 100%, la
cantidad producida de sulfuro fue 275 mg/L, sin tener un efecto negativo sobre los
microorganismos y el rendimiento del metano.

La remocion de etanol y acido acético fueron mayores a la del acido propiénico,
debido a que estos compuestos poseen una tasa de conversion a metano de 3.56 y 3.92
mmol CH,; por gramo de solidos volatiles introducidos al dia (mmol CH,/g SV-dia)
repectivamente, a diferencia del acido propionico cuya tasa de conversion es 0.55 mmol
CH,/g SV-dia [147]. Esto indica que el acido propidnico es uno de los AGVs dificiles de
degradar por los microorganismos durante la digestion anaerobia. Harada et al [53] en un
RANMAL operado a 19 Kg DQO/m3-dia, obtuvieron una concentraciéon méxima de 300
mg/L de acido acético y 1,200 mg/L de acido propidnico, durante esta etapa se alcanz6 un
rendimiento de metano de 0.29 m* CH4/Kg DQOem Y Una remocion de DQO de 40%. Por
otro lado, Goodwin y Stuart [105] durante el tratamiento de vinazas de whisky,
encontraron que a una carga organica de 18 Kg DQO/m*-dia los niveles de acético y
propiénico excedieron 1,000 mg/L y 2,000 mg/L, respectivamente, y la producciéon de
biogas se redujo en un 20% respecto a lo generado cuando el reactor oper6 a una carga
organica de 12 Kg DQO/m*-dia. En nuestro estudio durante la carga organica Optima
(17.05 Kg DQO/m?-dia), se obtuvo una concentraciéon de 331 mg/L de &cido acético y
2,283 mg/L de acido propibénico. Se puede observar que el nivel de acético es similar al
obtenido por Harada et al [53], sin embargo, nuestro rendimiento de metano fue 0.40 m®
CH4/Kg DQO,em Y alcanzéd una mayor remocion de DQO (66%), lo que nos indica, que la
mayor cantidad del acido acético presente fue transformado a metano. De igual forma, es
evidente que el nivel de propidnico esta por arriba de lo reportado por las dos
investigaciones anteriormente mencionadas, sin embargo, esto no caus6 una disminucion
en la producciéon de biogéas, por el contrario, un incremento del 12% fue alcanzado al
compararse con el volumen producido a 14.74 Kg DQO/m3-dia, por lo que podemos
afirmar que éste no produjo inhibicién sobre las arqueas metanogénicas.

En la Tabla 3.6, se encuentra la caracterizacion de efluentes de distintos trabajos
de investigacion. Donde, nuestros valores estan dentro de los limites inferiores a
excepcion del potasio. Sin embargo, éste al igual que el nitrégeno total y fosfato han sido
utilizados como fertilizantes de suelos y por lo tanto un posible uso de estos como

fertirrigantes podria ser evaluado en futuras investigaciones.
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Tabla 3.6. Caracterizacion de efluentes del tratamiento anae

robio de vinazas por
otros autores

Parametro Referencias®

[14] [54] [55] [148] Este estudio
pH 7.8 7.9 8.2 7.5 7.2
DQO 48,500 39,700 54,000 48,500 43,450
S0~ 4,000 nd 180 3,875 0
Nr 4,100 1,670 1,250 4,284 1160
PO~ 1,600 70 46 1,625 117
K* nd 6,000 4,500 nd 6838

#Todos los valores en mg/L a excepcion del pH
nd= dato no disponible

3.4.

Los grupos bacterianos y metandgenos presentes en el

Identificacion de grupos bacterianos y arqueas

metanogénicas

RANMAL fueron

identificados al alcanzar la carga Optima. En la Tabla 3.7 se muestran los resultados

obtenidos mediante la amplificacion del ADNr 16S de los Dominios Bacteria y Archaea.

Tabla 3.7. Grupos micr obianos evaluados por PCR

Grupo Tamafio molecular (pb) Presencia (+)
Ausencia (-)
Dominio Archaea
Archaea 273 +
Metandgenos 500 +
Methanobacteriales 343 +
Methanosarcinales 354 +
Dominio Bacteria
Proteobacterias alpha 510 +
Proteobacterias beta 600 +
Proteobacterias gamma 800 +
Proteobacterias delta 230 +
Bacterias gram+ altas en GC 700 -
Bacterias gram+ bajas en GC 1270 +
Bacillus 647 +
Bacterias reductoras de sulfato 100 +
Clostridium 1200 +

pb: pares de bases

Los microorganismos encontrados en digestores anaerobios son muy diversos y

pueden variar dependiendo del sustrato y las condiciones de operacion empleados en

estos bioreactores. Sarti et al.

[119], realizaron la caracterizacibn de arqueas

metanogénicas en un reactor anaerobio a condiciones mesofilicas para el tratamiento de
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aguas residuales ricas en sulfatos (3,000 mg/L) encontrando que el género Methanosaeta
(arquea acetoclaticas) y Methanobacterium (arquea hidrogenotréfica) son los
microorganismos que favorecen la produccion de metano. De igual forma, Oude et al.
[73], hallaron que los mismos géneros mencionados anteriormente favorecieron la
produccion de metano en el tratamiento de un agua residual que presentaba una relacion
de DQO/SO,* de 9.5. En nuestro estudio, como se puede observar en la Figura 3.5, el
Dominio Archaea estuvo representado por miembros de los 6rdenes Methanobacteriales y
Methanosarcinales, a los cuales corresponden las especies Methanobacterium vy
Methanosaeta respectivamente, por lo que se sugiere la presencia de éstas. Este
resultado se compara con lo obtenido por Sarti et al [119] y Oude et al [73], por lo que se
atribuye a la presencia de sulfato en las vinazas de alcohol hidratado de nuestro estudio,
debido a que presentaron una concentracién de 6,742 mg/L, lo que las hace un agua

residual rica en sulfatos.

ARC  ME MBT  MSL
PM  273pb 500pb 343pb 354 pb

500
400 ¢
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Figura 3.5. Deteccion del gen ADNr 16S del Dominio Archaea en la carga organica Optima. La
longitud aproximada de los productos de PCR esperados se muestra en la parte superior del gel
(en pares de bases). Carriles: P.M, marcador de peso molecular (Bioline, 100-1000 pb); ARC:
Dominio Archaea; ME: metandgenos; MBT: Methanobacteriales; MSL: Methanosarcinales.
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Delbes et al [118], estudiaron la diversidad microbiana de un reactor anaerobio
mesofilico durante un periodo de intoxicacion por AGVs y observaron la presencia de las
arqueas metanogénicas Methanobacterium y Methanosaeta concilii, las cuales,
pertenecen a los 6rdenes encontrados en este estudio. Aunque nuestro RANMAL no se
encontraba en estado de intoxicacion, se puede atribuir que la presencia de estos
ordenes de arqueas metanogénicas se debié a la alta carga organica a la que fue operado
en condiciones 6ptimas.

Los grupos bacterianos encontrados en este estudio fueron semejantes a los
obtenidos en investigaciones previas de identificacion microbiana en digestores
anaerobios [24, 73, 114, 117, 118, 119, 120, 121]. Donde el grupo de bacterias gram +
bajas en GC incluyen al filo Firmicutes, el cual, esta conformado por un gran nimero de
géneros bacterianos como Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, entre otros. Estos géneros son muy importantes en la digestion anaerobia
ya que son los que realizan las etapas de hidrélisis y acidogénesis, por lo tanto en
ausencia de los mismos ésta no se podria llevar a cabo [24, 121].

Debido a que las vinazas utilizadas en nuestro estudio eran ricas en sulfatos se
pudo observar la presencia de Proteobacterias delta, grupo en el cual se incluyen géneros
bacterianos capaces de utilizar al sulfato como fuente de sustrato (bacterias reductoras de
sulfato) [119, 73]. La presencia de este grupo bacteriano se esperaba, debido a que
durante el desempefio del reactor existieron porcentajes de remocion mayores al 95% de
los sulfatos presentes en las vinazas, sin embargo, no se mostrd un efecto inhibitorio
sobre las arqueas metanogénicas ya que se obtuvieron buenos rendimientos de metano y
altas concentraciones del mismo en el biogas.

La presencia de Proteobacterias gamma, las cuales provienen de fuentes
entéricas e incluyen patdégenos y patdgenos oportunistas [149], se atribuyd al inéculo
utilizado, ya que aunque éste provino de un reactor anaerobio para el tratamiento de
vinazas, inicialmente fue una mezcla de excretas porcinas, vacunas y suelo profundo.

La ausencia de bacterias gram positivas altas en GC, conocidas por ser
principalmente patégenas, dentro del reactor resulta ser benéfico para futuros usos del

efluente obtenido de este proceso.
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De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo se pudo apreciar los siguientes puntos:

1. El prototipo RANMAL empleado en este estudio, puede ser exitosamente
empleado para el tratamiento de vinazas de etanol hidratado. Alcanzando una
carga optima de 17.05 Kg DQO/m?-dia.

2. La carga 6ptima obtenida en este estudio, demostré que el porcentaje de remocion
de DQO fue 66%, produciendo un biogas con 84% en metano y alcanzando un
rendimiento de metano de 0.40 m*® CH,/ Kg DQOem. El cudl es superior a los

rendimientos proporcionados por investigaciones previas.

3. El tipo de flujo dentro del prototipo RANMAL de este estudio fue de mezcla
completa, lo que favorecio al contacto entre microorganismos y sustrato.

4. Las vinazas de etanol hidratado obtenidas, presentaron una caracterizacion fisico-
guimica mas compleja al compararlas con los datos de caracterizacion de vinazas
obtenidas del proceso de bebidas alcohdlicas.

5. El RANMAL modificado presentd un tiempo de arranque de 9 dias, el cual se
considera corto al ser comparado con otros estudios, debido a las caracteristicas y
procedencia del lodo de inoculacion.

6. El efluente obtenido del tratamiento anaerobio, presentd una reduccion en la DQO,
sulfato, nitrégeno total, nitrégeno organico, fosfato, etanol, acido acético y acido
propiénico en comparacion con la vinaza utilizada como sustrato. Por lo tanto, este
efluente presenta mejores caracteristicas para su posible utilizacion como
fertirrigante en un futuro.

7. Se sugiere que la produccién de metano en el RANMAL fue favorecida por la
presencia de los 6rdenes Methanobacteriales y Methanosarcinales detectados
mediante PCR.
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8. El grupo de las bacterias gram positivas altas en GC no fue detectado en este
trabajo, lo que favoreceria a futuro el uso de dicho efluente en actividades de
fertirrigacion.
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Aunque los resultados obtenidos en este estudio fueron buenos, se proponen los

siguientes puntos para mejorar en futuras investigaciones:

1. Identificar, cuantificar y determinar la actividad metabdlica del consorcio
microbiano presente en el RANMAL a condiciones Optimas de operacién a partir
de vinazas de etanol hidratado, con el propésito de disminuir los tiempos de

arranque y mejorar el desempefio de operacion.

2. Evaluar la posible aplicacion del efluente del RANMAL en fertirrigacion de cultivos
para la produccion de etanol y de esta forma generar un proceso integral en el
ciclo de produccién del mismo.

3. Realizar un escalamiento a escala real, utilizando una alimentacién en continuo.
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