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RESUMEN

Durante la produccion de etanol es generada la vinaza. Los compuestos fendlicos y las
melanoidinas contribuyen a su color caracteristico y convierten a la vinaza en un agua
residual de dificil degradacion. Aunque la digestién anaerobia es factible, la presencia de
estos compuestos inhibitorios afecta severamente a este proceso. Una opcién para la
eliminacion de compuestos fendlicos y melanoidinas es el uso de microorganismos
ligninoliticos. En la literatura se ha encontrado que Trametes versicolor es capaz de eliminar
el 82% de color y 77% de demanda quimica de oxigeno (DQO) en vinazas cuando son
afiadidos nutrientes, sin embargo, estos autores no presentan datos sobre la degradacién
de fenol. Esta informacién hace de T. versicolor una opcién prometedora para el tratamiento
de vinazas, sin embargo, para una aplicacién industrial es necesario evaluar el desempefio
de degradacion en un biorreactor.

Este estudio demostré la posibilidad de usar un BILEF para la eliminacion de compuestos
fendlicos (67 + 19%) y DQO (38 = 5%) en condicién no estéril por T. versicolor, sin embargo,
la eliminacién de color no fue posible, probablemente debido a la ausencia de otras enzimas
clave involucradas en este proceso. La operacién en continuo del BILEF fue llevada a cabo
exitosamente por 26 dias, siendo este el mayor valor encontrado respecto a lo existente en
la literatura. Cuando el BILEF fue acoplado al reactor UASB se registré una mejor calidad
de efluente para disposicion al ambiente y un mayor contenido de metano (74 + 6%) en el
biogas producido, sin embargo, el rendimiento de metano fue menor (0.18 m® CH4/ kg
CODremovida) que el sistema sin acoplar el BILEF (0.28 m® CH4/ kg CODremovida), POSiblemente
debido a una menor disposicion de materia organica de facil degradacion o inhibicion
microbiana en la digestion anaerobia.

El acoplamiento de un BILEF a un reactor UASB es una tecnologia prometedora ambiental
para el tratamiento de las vinazas de etanol hidratado y para la produccion de un

biocombustible como el metano.
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ABSTRACT

Vinasse is a byproduct generated in the production of ethanol. Phenolic compounds and
melanoidins contribute to its characteristic color and make vinasse a difficult wastewater for
degradation. Although anaerobic digestion is feasible, the presence of these inhibitory
compounds severely hinders this process. An option for the elimination of phenolic
compounds and melanoidins is the use of ligninolityc microorganisms. Previously it was
found that Trametes versicolor is able to eliminate 82% of color and 77% of chemical oxygen
demand (COD) in vinasse when nutrients were added. The authors do not present data
regarding phenol degradation. This information makes T. versicolor a promising option for
the treatment of vinasse. Nevertheless for an industrial application it is necessary to evaluate
the performance of degradation in a bioreactor.

This study demonstrates the possibility of using a fluidized bed reactor for the elimination of
phenolic compounds (67 = 19%) and COD (38 * 5%) at non-sterile conditions by T.
versicolor. The elimination of color was not possible probably due to the absence of other
key enzymes involved in this process. Continuous operation of the fluidized bed bioreactor
was carried out successfully for 26 days, being this period the higher value found in the
literature. When the fluidized bed bioreactor was coupled to the UASB reactor it was
registered a better quality of effluent for disposal and higher methane content (74 £ 6 %) in
the biogas produced. The methane yield (0.18 m® CH4/ kg CODremoval) Was less than in the
system without coupling the fluidized bed bioreactor (0.28 m® CH4/ kg CODemova) possibly
due to a microbial inhibition in the anaerobic digestion.

The coupling of fluidized bed bioreactor to UASB is a promising environmental technology

for the treatment of hydrous ethanol vinasse and the production of methane as a biofuel.
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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 2013 esta
produccién alcanzo los 88.6 billones de litros, siendo Estados Unidos de América el mayor
productor, seguido por Brasil y la Unién Europea [1]. En México el 2 de febrero de 2008
entrd en vigor la Ley de Promocién y Desarrollo de los Bioenergéticos, la cual tiene como
objetivo la diversificacion de las fuentes de energia renovable y crear condiciones que
permitan de manera sustentable el crecimiento econdémico y la proteccion de los
ecosistemas. De acuerdo a la Secretaria de Energia (SENER), ante la situacién actual del
sector cafiero, y con el animo de contribuir al desarrollo rural del pais, existe la disposicion
en la Direccién General de Petroleos Mexicanos (PEMEX) de adquirir el etanol para permitir
desarrollar un mercado para este biocombustible en el pais. Se propone ejecutar un
esquema regional de introduccién de etanol anhidro al 5.8% (E6) en gasolinas magna para
impulsar algunos proyectos que abastezcan cantidades moderadas de etanol en
Terminales de Almacenamiento y Reparto (TAR) aptas para tal efecto, y asi generar
experiencia en el manejo de este combustible. Se pretende que en Chiapas, Colima,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz, a través
de 19 TAR puedan recibir y utlizar etanol como componente de gasolina, con
requerimientos aproximados para el ailo 2020 de hasta 498 millones de litros anuales. Cabe
mencionar que en funcién de las cartas de intencion de ventas recibidas, en una primera
etapa Unicamente se licitaran 8 TAR ubicadas en Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas
y Veracruz con requerimientos aproximados para el afio 2020 de hasta 190 millones de
litros anuales. Dependiendo de los resultados de esta primera etapa se decidira si se
procede 0 no a una licitacion de las 11 TAR restantes [2]. En México, en el afio 2013 se
produjeron 17 millones de litros de alcohol hidratado (96% de concentracién), por lo tanto,
para alcanzar el objetivo propuesto por la SENER se necesita incrementar la produccién en
los préximos afios [3].

La produccién de etanol en las destilerias consiste principalmente de cuatro pasos:
preparacion del sustrato, el cual depende de la fuente de insumo, fermentacion, destilacion
y almacenamiento [4]. Durante todo este proceso se generan grandes cantidades de

residuos conocidos como vinazas, cuyas caracteristicas dependen en gran medida de la



materia prima utilizada en la obtencion del etanol. En el caso del uso de granos de maiz,
cebada y trigo existe una gran parte de sélidos insolubles, los cuales son separados por
centrifugacion y mezclados con un almibar obtenido de los sélidos solubles. Esta mezcla
es posteriormente deshidratada y al producto final se le conoce como granos secos de
destilacion con solubles (DDGS por su abreviatura en inglés), los cuales son utilizados
como alimento en la ganaderia. En el caso de la cafia de azucar, remolacha, uva, agave y
sorgo dulce, las vinazas generalmente contienen una gran cantidad de sélidos solubles. De
este tipo de materia prima se pueden obtener entre 9 a 14 litros de vinazas por cada litro
de alcohol hidratado obtenido, las cuales poseen un pH acido (3.5 - 5) y una demanda
quimica de oxigeno (DQO) entre 50-150 g/L. Ademas, la presencia de compuestos
fendlicos (8,000 — 10,000 mg/L), melanoidinas (resultantes de la reaccién de los azucares
y las proteinas por la reaccion de Maillard), caramelos y furfurales contribuyen a su color
café oscuro y convierten a la vinaza en un residuo de dificil degradacion [5-9]. En la literatura
se ha encontrado que las vinazas tienen un alto valor de fertilizante, debido a su contenido
de materia organica y micronutrientes, por lo tanto, es frecuentemente reutilizada en ferti-
irrigacién de cultivos. Sin embargo, cuando es usada en grandes cantidades, las vinazas
pueden saturar el suelo con compuestos recalcitrantes como los fenoles y polifenoles que
producen efectos negativos sobre los microorganismos y las plantas de las zonas de
descarga, ademas la alta coloracion café, no permite el paso de luz, evita la fotosintesis y
produce condiciones anaerobias [10-14]. En México, se ha observado que la aplicacion de
vinaza cruda a los cultivos de cafia de azucar deteriora el crecimiento de los cultivos sin
reducir la cantidad de fertilizante, por lo tanto es necesario diluir las vinazas a 10% v/v con
agua para poder ser utilizadas en ferti-irrigacion [15]. Recientemente, Gonzalez y Mejia [16],
determinaron el efecto de la ferti-irrigacién con vinaza durante 50 afios sobre la calidad de
un acuifero en el este central de la region de México, indicando que este acuifero tiene el
potencial de estar contaminado por la profunda percolacién de la vinaza irrigada. Todos
estos problemas convierten a las vinazas en un grave pasivo ambiental; por lo tanto, es
necesario un tratamiento de acondicionamiento de estos residuos antes de su disposicion.
Existen diferentes tecnologias para el tratamiento de las vinazas, entre las cuales, el
tratamiento anaerobio se ha considerado como la mejor opcion debido su capacidad de
procesar altas cargas organicas (hasta 100 kg DQO/m3.dia), obteniendo ademas la
produccion de un biocombustible como es el metano [5, 17, 18]. La digestion anaerobia

puede ser llevada a cabo en una amplia variedad de reactores, pero los principalmente



utilizados en el tratamiento de vinazas son: Reactor de Pelicula Fija (RPF), Reactor de
Lecho Fluidizado (RANLEF) y Reactor Anaerobio de Manto de Lodos (UASB por sus siglas
eninglés). Las principales ventajas que presenta el UASB con respecto a los otros reactores
son un menor costo de inversion y al no tener un material de soporte, como es el caso del
RPF y el RANLEF, se elimina la posibilidad de obstrucciones; esto lo convierte en una de
las mejores opciones para el tratamiento anaerobio de las vinazas [6, 19]. Sin embargo,
Jiménez et al. [5], mencionaron que aunque la digestion anaerobia de muchos tipos de
vinazas es factible y totalmente atractiva desde el punto de vista energético, la presencia
de sustancias inhibitorias tales como los compuestos fendlicos y las melanoidinas
obstaculizan severamente al proceso de la digestién anaerobia. Esto disminuye la cinética
y reduce la produccién de metano y los coeficientes de rendimiento, por tal motivo, ellos
propusieron eliminar estos compuestos complejos antes de la digestion anaerobia. Ademas,
la presencia de compuestos fendlicos en las aguas de irrigacion y para beber representa
un problema para la salud y el medio ambiente [20].

Una opcién para la eliminacion de compuestos fendlicos y melanoidinas es el uso de
organismos lignoceluldsicos, entre los cuales se encuentran los hongos de podredumbre
blanca. Estos microorganismos, bajo condiciones apropiadas, producen fenol oxidasa
extracelular, llamada lacasa [21]. La lacasa cataliza la oxidacion de varios compuestos
aromaticos, especificamente compuestos fendlicos (orto- y para- difenoles, aminofenoles y
polifenoles), anilinas, poliaminas y aril diaminas al igual que algunos iones inorganicos,
mientras simultdneamente reduce el oxigeno molecular a agua [22, 23].

T. versicolor es un hongo de podredumbre blanca capaz de degradar y/o mineralizar un
amplio rango de contaminantes resistentes a otros microorganismos, tales como colorantes,
policlorobifeniles, hidrocarburos aromaticos policiclicos, pesticidas, pentaclorofenoles y
disruptores endocrinos [24-26]. Benito et al. [27] probaron que T. versicolor en matraces es
capaz de eliminar el 82 % de color y 77 % de DQO en vinazas cuando fue afladido sacarosa
y KH2PO,, sin embargo estos autores no presentan datos sobre la degradacién de fenol.
Esta informacion convierte a T. versicolor en una opcién prometedora para el tratamiento
de vinazas, sin embargo, para una aplicacion industrial es necesario evaluar el desempefio
de la degradacion de vinazas en un biorreactor. Blanquez et al. [28] mencionaron que su
grupo de investigacion desarrollé un proceso continuo para la degradacion del colorante

textil Gris Lanaset G y ademas de una amplia experiencia en la degradacion de otros tipos



de contaminantes, como son disruptores endocrinos, tricloroetileno y tetracloroetileno

usando T. versicolor en forma de pellet en un biorreactor de lecho fluidizado.
Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un proceso de tratamiento integrado utilizando un biorreactor de lecho fluidizado
(BILEF) inoculado con un microorganismo ligninolitico para degradar compuestos fendlicos
y color presentes en vinazas de etanol hidratado y posteriormente aplicar un tratamiento
anaerobio en un reactor UASB para la produccion de biogas.

Objetivos especificos

1. Comparar la capacidad de eliminacién de los compuestos fendlicos y el color
presentes en vinazas de etanol hidratado a nivel matraz de T. versicolor (ATCC
42530) con respecto a un conjunto de organismos ligninoliticos preseleccionados
en el CICY u obtenidos de bancos de coleccion.

2. Evaluar la degradacion de los compuestos fendlicos y decoloracién en el BILEF
operado en lote en condiciones estériles y no estériles.

3. Operar en forma continua el BILEF de acuerdo a los parametros obtenidos en la
operacion en lote.

4. Realizar el acoplamiento del BILEF+UASB y evaluar la recuperacion de energia en
forma de metano y calidad del efluente obtenido durante el tratamiento de vinazas

de etanol hidratado.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1. Caracterizacion de vinazas de diferentes fuentes de materia prima

El etanol posee diferentes usos y dependiendo de éstos varia su grado de pureza. En el
tipo combustible se necesita un 99.9% de pureza, mientras que, en una bebida alcohélica
se encuentra en un intervalo de 5 al 40%. Las caracteristicas de las vinazas generadas
durante la produccién de un alcohol hidratado o tipo combustible son quimicamente mas
complejas que las producidas en las bebidas alcohdlicas. Esto se debe a que durante el
proceso de destilacion, las melanoidinas, cetonas, compuestos aromaticos, ésteres, entre
otros, se encuentra en las vinazas en una mayor cantidad, mientras que en el caso de las
bebidas alcohdlicas una parte de estos compuestos permanecen en las bebidas,
contribuyendo al sabor y al aroma [29].

Las caracteristicas de las vinazas también dependen de la procedencia de la materia prima
utilizada para la produccién de etanol, las cuales son clasificadas en 4 principales fuentes
[30-32].

1. Sacarosa, una de las mas atractivas debido a que los azlUcares se encuentran en
una forma mas simple. Esta se encuentra en cafia de azcar, remolacha, uva y
sorgo dulce.

2. Inulina, es un polisacarido compuesto de fructosa y se encuentra en varias plantas
como bardana y diversas especies de Agave y Dioscorea.

3. Almidén, es un carbohidrato que presenta mayor complejidad molecular que los
anteriores, por lo que necesita ser transformado en azlcares mas simples, lo que
requiere un paso inicial adicional. Los 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, es la mas abundante, pero su complejidad estructural hace que su
conversion a carbohidratos fermentables sea dificil. Entre sus fuentes se encuentra
la madera, residuos agricolas y forestales.

En general en la literatura se describe que un gran problema de las vinazas son los
colorantes, los cuales presentan un tono café oscuro. Esto se debe principalmente a la
presencia de caramelos de azUucares sobrecalentados, furfurales generados en la hidrdlisis

con acidos, compuestos fenélicos como el acido tanico y himico y melanoidinas resultantes



de la reaccion de Maillard, en la cual los azlcares (carbohidratos) se conjugan con los
grupos amino de las proteinas [6, 30]. En la Figura 1.1 se presentan algunos ejemplos de
melanoidinas. Estos productos de la reaccion de Maillard presentan efectos de inhibicion
del crecimiento microbiano debido al secuestro de amonio, aminoacidos y péptidos; de igual
forma, impiden la formacién de enlaces en las cadenas polipeptidicas y secuestran cationes
metalicos esenciales [33].
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Figura 1.1. Estructuras de melanoidinas de bajo peso molecular y su enlace con proteinas
[34].

Asimismo, los compuestos fendlicos pueden afectar negativamente las actividades
enzimaticas y por lo tanto la actividad microbiana. Por ejemplo, en ambientes acuosos, los
acidos carboxilicos y los polifenoles son ionizados e interactian con el grupo amino
protonado de las proteinas, confiriéndoles un caracter méas hidrofébico, lo que ocasiona su
precipitacion y pérdida de actividad enzimatica [5, 12, 35]. Desafortunadamente, estas
caracteristicas de las melanoidinas y los compuestos fendlicos representan una importante
limitante en las propuestas del tratamiento biol6gico de las vinazas, lo que hace que sea un

reto tecnoldgico.



Con base en el interés de este trabajo solo se describirdn las caracteristicas de las vinazas
generadas en la produccién de etanol a partir de fuentes ricas en sacarosa.

1.1.1. Vinazas de azUcar de cafa.

Los jugos frescos de la cafia de azlcar tienen un alto contenido de sacarosa; este
disacérido puede ser descompuesto por las levaduras durante el proceso de produccién del
etanol por lo que no se requiere de una hidrdlisis previa a la fermentacion. De igual forma,
el etanol se puede producir a partir de las melazas, las cuales al igual que el jugo de cafa
presentan un alto contenido de sacarosa; las melazas son un subproducto generado
durante la concentracion y precipitacion del aztcar en el proceso de cristalizacion [12, 30,
32].

Como se puede observar en la Tabla 1.1, las vinazas generadas cuando se usan melazas
de cafia poseen un mayor valor de demanda bioquimica de oxigeno (DBO), de demanda
quimica de oxigeno (DQO), nitrégeno, fésforo, potasio y sulfatos, en comparacion con las
vinazas generadas cuando se usa el jugo de cafia. Esto se debe a que las melazas poseen
un alto contenido de compuestos organicos no fermentables, procedentes del proceso de
cristalizaciébn del azucar, que permanecen en las vinazas después del proceso de
fermentacion y recuperaciéon del alcohol [30].

La informacién disponible en la literatura sugiere que los compuestos organicos mas
abundantes en las vinazas provenientes de la fermentacion de sacarosa son glicerol, etanol,
acido lactico, acido acético, oxalato, malato y un alto contenido de compuestos fenélicos
[12]. 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 [30].

1.1.2.Vinazas de azUcar de remolacha.

Al igual que la cafia, la remolacha es utilizada para la produccién de sacarosa y el etanol
es generalmente producido a partir de las melazas del azGcar de remolacha. La remolacha
contiene un compuesto rico en nitrdgeno llamado betaina, el cual tolera una temperatura
de hasta 200 °C y es considerado como un compuesto dificil de degradar, por lo tanto, éste
se convierte en el principal componente de las vinazas cuando se produce etanol a partir
de la fermentacion del aztcar de remolacha [12]. Se han proporcionado datos de que las
vinazas de remolacha poseen un mayor contenido de proteinas que las vinazas de cafia de
azucar, y los principales acidos organicos presentes son oxalato, lactato, acetato, malato y

piruvato [12, 36]. Como se puede observar en la tabla 1.1, estas vinazas presentan altas



concentraciones de nitrogeno total, donde aproximadamente el 40% corresponde a
nitrdgeno organico [12, 30]. De igual forma, presentan un alto contenido de potasio y
sulfatos, éstos ultimos debido al proceso de sulfatacion usado en la produccién del aztcar
[36].

1.1.3. Vinazas de sorgo dulce.

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

1.1.4. Vinazas de uva.

En los pasos de fermentacion y clarificacion del vino las vinazas alcanzan un alto contenido
de materia organica (presencia de bacterias, levaduras vivas o muertas, residuos de uva) y
nitrogeno total (Tabla 1.1). Sin embargo, el contenido de nitrégeno total es bajo en
comparacion con otras fuentes como azucar de cafia y remolacha. Los niveles de potasio
son elevados debido a la presencia de tartrato 4cido de potasio, el cual se encuentra en el
zumo de la uva. También presentan un alto contenido de magnesio debido a sales solubles
de magnesio presentes en los productos utilizados en la industria del alcohol. La
concentracion 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 precipitacion de zinc, por lo cual, esta presente en las vinazas. El pH &cido
de las vinazas hace que se favorezca la solubilizacién del plomo (metal pesado) tanto de
las tinas fermentadoras como en los equipos destiladores del etanol [10, 30, 38, 39]. Los
acidos organicos generalmente encontrados en este tipo de vinazas son: acido lactico,
acido tartérico, acido succinico, acido acético y acido malico. Los compuestos fendlicos se

encuentran entre 29 y 474 mg/L expresado en acido cafeico [10].

1.2. Propuestas de tratamiento para vinazas
Desde el inicio de los 70’s estos residuos han sido depositados directamente sobre suelos,

debido a que poseen un cierto valor como fertilizante. Sin embargo, esta practica genera



aumento de la carga organica, putrefaccion y malos olores [39]. Chandra et al. [40]
estudiaron el efecto de fertilizar semillas de Phaseolus mungo L con diferentes
concentraciones de vinaza, encontrando que la vinaza puede ser utilizada como fertilizante
cuando se encuentra en una concentracion de 10%, mientras que, a mayor concentracion

produce un efecto dafiino sobre las plantas y el suelo.

Tabla 1.1. Caracterizacion de vinazas procedentes de la fermentacion de diferentes

sustratos.
Fuente de materia prima

Jugo de cafia  Melaza de cafia  Melaza de remolacha  Sorgo dulce Uvas (Vino)
pH 4.04 -4.6 446 -4.8 4.3-5.35 4.5 3-4.2
DBO (g/L) 16.7 39.5 27.5-44.9 46 14.54 - 16.3
DQO (g/L) 30.4 84.9-95 55.5-91.1 79.9 26 - 50.2
Nt (mg/L) 102 - 628 153 - 1230 1800 — 4750 800 104.9 - 650
Pr (mg/L) 71-130 1-190 160 — 163 1990 65 -118.4
K (mg/L) 1733 - 1952 4893 - 11000 10000- 10030 nd 118 — 800
St (mg/L) 1356 1500 - 3480 3500 - 3720 nd 120
Cu (mg/L) 4 0.27-1.71 2.1-5* 37 0.2-3.26
Cd (mgl/L) nd 0.04 - 1.36 <1* nd 0.05-0.08
Pb (mg/L) nd 0.02-0.48 <5* nd 0.55-1.34
Fe (mg/L) 16 12.8 -157.5 203 - 226* 317 0.001 - 0.077
Fenoles (mg/L) nd 34 - 10000 450* nd 29 - 474
RV (L/Letanol) 13 12 - 20 9-15 14.3-16 11.6
Referencia [30, 41-43] [30, 41, 44-47] [5, 30, 47-50] [30, 43, 51] [10, 30, 52]

NT, nitrégeno total; P, fésforo total; St, sulfato total; RV, rendimiento de vinaza, nd, dato no disponible.

*Unidades en mg/Kg

Las diferentes tecnologias que han sido exploradas para reducir las caracteristicas
contaminantes de las vinazas se clasifican en dos principales grupos, los tratamientos
biol6gicos y los fisico-quimicos (tabla 1.2).

Los tratamientos biol6gicos consisten en la introduccién de microorganismos que utilizan
como sustrato a los compuestos organicos presentes y de esta forma reducen el aspecto
contaminante. Estos tratamientos pueden ser clasificados como aerobios 0 anaerobios,
dependiendo del tipo de microorganismo utilizado. El alto contenido organico de las vinazas
hace al tratamiento anaerobio mas atractivo en comparacién con los otros tratamientos [6,

19], debido a que una porcion significante de la DQO (>50%) puede ser transformada en



una fuente de energia renovable (biogéas), la produccion de lodo es baja y requiere menor
cantidad de nutrientes [19, 30]. Sin embargo, se ha observado que los compuestos que le
confieren la coloracion a las vinazas (fenoles, furfurales y melanoidinas de la reaccion de
Maillard), son dificiles de degradar por digestién anaerobia y muchos de estos compuestos
pueden llegar a ser toxicos e interferir con la actividad de los microorganismos

metandgenos [6].

Tabla 1.2. Diferentes opciones para el tratamiento de vinazas.
%remocion  %remocion

Tratamientos Vinaza DOO color Referencia
UASB
Anaerobio Lecho fijo Concentrada 60-82.5 dg [53-56]
Lecho fluidizado
Bacteriano Pretratamiento 46-77.4  7.33912  [29,57, 58]
anaerobio/Diluida
Aerobio Fungico Pretgl;ﬁ?ento 99 48-86.33 [59-61]
Cultivo mixto Anaerobio/Diluida 51 67 [53]
Algas Diluida 61 52-60 [6, 62, 63]
o Pretratamiento
Absorcion Anaerobio/Diluida 76-88 93-95 [64]
Coagulacion- Pretratamiento
Fisico- floculacion Anaerobio/Concentrada & 87 [65, 66]
quimico Ozonizacién Diluida 27-62 35-87 [67, 68]
Oxidacion Diluida 40-92 83-99 [69-71]
electroquimica
Electrocoagulacion Diluida 63-76 98-99 [72, 73]

dg: dificil de degradar.

En el caso de los compuestos fendlicos, éstos inhiben el gradiente electroquimico de
protones desarrollado en la membrana celular, resultando en una reduccion del transporte
de electrones y de produccion de energia. Esta toxicidad es influenciada por la auto-
oxidacion, apolaridad, tipo, tamafio y nUmero de sustituciones en el anillo aromético de la
molécula. Por lo tanto, los fenoles perturban la cadena trofica establecida entre los
microorganismos, afectando la produccion de 4&cidos grasos, hidrégeno vy
consecuentemente, metano [35]. Como consecuencia, se han implementado los
pretratamientos fisico-quimicos o post-tratamientos de afinacion para la reduccién de DQO
y color [53, 69, 72, 74]; de igual forma pueden ser aplicados como Unico paso de tratamiento
cuando las vinazas se encuentran diluidas [59, 67, 69, 70]. Sin embargo estos procesos de
tratamiento fisico-quimicos presentan desventajas debido a los altos costos de operacion,

consumo de agentes quimicos y la produccion de un gran volumen de residuos. Por lo tanto,
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muchas investigaciones se han enfocado en la blusqueda de procesos biol6gicos aerobios
qgue sean mas amigables con el medio ambiente y competitivos en costos con respecto a

los tratamientos fisico-quimicos [6, 75, 76].

1.2.1. Tratamiento anaerobio de vinazas
Existe una gran variedad de reactores anaerobios para el tratamiento de vinazas. A

continuacién se presentan los mas comunes.

1.2.1.1. Reactor de pelicula fija (RPF)

También es conocido como de lecho fijo, consiste en la inmovilizacién de microorganismos
sobre un soporte inerte para limitar la pérdida de biomasa e incrementar la actividad
microbiana por unidad de volumen de reactor. Como consecuencia se puede obtener una
mayor remocion de DQO en menores tiempos de retencién hidraulico (TRH) y se tiene mejor
tolerancia a cargas organicas toxicas [4, 19]. El soporte inerte o empaquetado dentro del
reactor proporciona una mayor area de superficie de contacto para el crecimiento
microbiano. El afluente 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 nhombre. En estos reactores se han empleado una gran variedad
de materiales de soporte entre los que se encuentran poliuretano, ceramica, carbén
activado granular, cloruro de polivinilo y medio plastico [4, 19]. Algunas caracteristicas
ideales para estos materiales son que posean una alta porosidad, una gran area superficial,
propiedades de superficie adecuadas para la adherencia de pesos ligeros y que sean
econémicos [54].

Acharya et al. [54] investigaron tres tipos de empaque (carbdn, fibra de coco y fibra de
nylon), con el fin de identificar el soporte que permita mantener la mayor biomasa bacteriana
dentro de un reactor anaerobio de pelicula fija de flujo ascendente operado a 37 °C, y por
lo tanto mejorar la eficiencia de biodegradacién de vinazas procedentes de la produccion
de etanol hidratado a partir de melaza de cafa. Los resultados demostraron que el empaque
realizado con fibra de coco presenté una mayor estabilidad en el reactor, obteniendo una
remocién de DQO de 60% y una produccién de biogas de 7.25 m3m3ecactordia, con un
contenido de metano de 52%, al aplicar una carga organica de 23.25 kg DQO/m3.dia. Por
otro lado, el empaque de carbdn con esta misma carga obtuvo una remocion de DQO de

16% y una produccion de biogas de 1.8 m3/m3eacior.dia con un contenido de metano de 28%,
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mientras que utilizando el empaque de nylon, el reactor no presentd produccién de biogas
ni remocion de DQO. Estos autores registraron que el desarrollo de la biopelicula fue
visiblemente mas notable sobre el soporte de coco y carbon, pero no sobre nylon. Esta
diferencia en el desarrollo de la biopelicula fue atribuida a la naturaleza hidrofobica y a la
superficie lisa del material de las fibras de nylon, lo que evita que el sustrato se adhiera a
la superficie. Por otro lado, la alta porosidad y mayor area superficial de la fibra de coco
ayudaron al predominio de los microorganismos metanogénicos y favorecer la produccion
de metano.

Bories y Ranyal [55] investigaron a escala piloto el comportamiento de un reactor de pelicula
fijla con un volumen de 10 m3, en el cual se utilizaron anillos corrugados de PVC con un
indice de porosidad de 95% como medio de soporte para el tratamiento de vinazas de
melaza de cafia de azlcar. Este reactor fue operado en flujo descendente a 37 °C por 220
dias y se incrementé la carga organica de 9.2 kg DQO/™3.dia hasta un valor de 20.4 kg
DQO/md.dia. Este incremento en la carga organica no perturbé el sistema y las
concentraciones de acetato y propionato permanecieron bajas a lo largo del experimento.
Se observé que la remocién de DQO fue de 71 a 73.8 % a una carga organica de 9.2 kg
DQO/m3-dia y ésta decrecié a 61.9% al aumentarla a 20.4 kg DQO/m?3.dia. Sin embargo, a
lo largo de todo el experimento la produccion de biogas fue 21.4 m® por m® de vinaza; el
biogas estaba compuesto por 50-55% de metano y 40-45% de dioxido de carbono. Al
finalizar el experimento se realiz6 la cuantificacion de la biopelicula, encontrando 0.8 g de
sélidos totales por gramos de material de soporte, lo que es equivalente a una
concentracion de 47 g de sélidos totales por litro de reactor, comprobando que la retencién
de los microorganismos sobre el material de soporte fue éptima.

Cho et al. [77] estudiaron el efecto de la forma de inoculacién sobre el desempefio de un
reactor empacado con particulas de polietileno y operado a 35 °C para el tratamiento de
vinaza sintética, la cual estaba compuesta por alcohol (etanol), acidos volatiles (acido
acético), azucar (sacarosa) y nutrientes (K:HPO4, KH2PO4, (NH4)2SO4, (NH4)HCOs,
NaHCO; y extracto de levadura). Estos autores realizaron una division de un in6culo inicial
de 1.7 L, obtenido de una planta para el tratamiento de aguas residuales sanitarias, en 1,
2, 3y 4 inoculaciones, registrando una produccion de metano de 9.8, 14.6, 18.9y 19.0 L/dia
y una eficiencia final de remocion de DQO de 50, 75, 84 y 84% respectivamente, empleando
una carga organica de 6.6 kg DQO/m3.dia. En este trabajo al comparar entre 1y 4

inoculaciones con la misma cantidad de lodo, claramente se pudo apreciar que la
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acumulacién de biomasa en los reactores se increment6 con el nimero de inoculaciones y
como consecuencia se registrd un aumento en la eficiencia de produccion de biogas asi
como la de remocién de DQO.

En un estudio comparativo entre un reactor de pelicula fija con un medio plastico como
material de soporte y un UASB para el tratamiento de vinazas diluidas de melaza de cafia,
se observé que el UASB pudo operar a una carga organica maxima de 20.4 kg DQO/m?3.dia,
alcanzando una remociéon de DQO de 58%, una producciéon de biogas de 0.42 m3kg
DQOremovido Y UN contenido de metano de 55%. Mientras que, el RPF solamente pudo operar
a una carga organica maxima de 12.3 kg DQO/m3.dia, con una remocién de DQO de 56%,
una produccién de biogas de 0.40 m3/kg DQOremovido Y UN contenido de metano de 66%.
Estos autores concluyeron que el UASB fue capaz de tolerar una mayor carga organica
comparado con el RPF, debido a que el UASB desarrollé lodo granular durante la etapa
inicial de funcionamiento, ademas de que el RPF presenté problemas de incrustaciones en

el medio de soporte [78].

1.2.1.2. Reactor anaerobio de lecho fluidizado (RANLEF)

Este tipo de reactor contiene un medio inorganico (roca, arena, carbon activado, resinas de
intercambio aniénico o catiénico) denominado transportador, en el cual se adhieren los
microorganismos y permanecen en crecimiento. Este transportador se mantiene en estado
fluidizado debido a las fuerzas de resistencia producidas al introducir el sustrato al reactor
y como consecuencia se provee de una mayor area superficial para la formacién de
biopelicula en el mismo [17]. Por lo tanto, este reactor es considerado como un sistema
microbiano mezclado completamente, que puede alcanzar altas concentraciones de
biomasa (cerca de 40 kg/m?®) y altas velocidades de flujo (10-50 m/h) [79, 80], lo que permite
gue puedan ser operados a mayores cargas organicas y presentar una mayor resistencia a
inhibidores [4, 17, 19]. Buffiere et al. [81], enfatizan el papel que ejerce el desarrollo de
biopelicula en este tipo de reactor, sefialando que la biomasa adherida en el transportador
afecta la hidrodindmica del lecho, modificandolo en tamafio y densidad aparente, lo que ha
permitido observar un arreglo de las bioparticulas (estratificacion) de acuerdo a su velocidad
terminal.

Fernandez et al. [82], investigaron la influencia de la carga organica, el nivel de fluidizacion
y el diametro de particula del transportador (D), sobre el desempefio de dos reactores de

lecho fluidizado a escala laboratorio. Estos autores estudiaron el tratamiento de vinazas de
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melaza de cafa, utilizando zeolita natural como material de soporte y operados a una
temperatura de 30 °C. Durante la parte experimental se evaluaron en cada reactor dos
diferentes cargas organicas (2.5 kg DQO/m3.dia y 3.5 kg DQO/m3.dia), y dos valores de
nivel de fluidizacion (20% y 40%). El reactor R1 oper6 con particulas de zeolita entre 0.2 'y
0.5 mm en diametro (Dy), mientras que el reactor R2 us6 particulas con D, entre 0.5y 0.8
mm. Este trabajo mostré que el aumento en la carga organica ocasiond un mayor gradiente
de concentracién entre el liquido y la biopelicula, lo que favorecié el incremento de la
remocién de materia organica (de 40% hasta 70% de remocion de DQO). De igual manera,
el incremento en el nivel de fluidizacion mejoré el contacto entre los microorganismos
adheridos en el soporte y el sustrato, lo que ocasiond que la remocion de DQO aumentara
de 40% hasta 60%. Finalmente, R2 operd con una mayor remocion de DQO (40% - 75%)
comparado con R1 (40% - 65%); esto se atribuyé a que el incremento en D, redujo la
posibilidad de una pérdida de biomasa del reactor. Por otro lado, estos autores observaron
que la mayor produccion metano (1 L/dia) fue alcanzada cuando el reactor fue operado a
la mayor carga organica (3.5 DQO/m?3.dia) y el mayor nivel de fluidizaciéon (40%), con lo que
concluyeron que la produccién de metano esté influenciada por estos dos parametros, pero
no por el diametro de la particula.

Andalib et al. [80] investigaron el tratamiento de vinazas, obtenidas en la produccion de
alcohol hidratado a partir de maiz, usando un RANLEF con zeolita de didmetro promedio
de 425-610 um como transportador. En este reactor el medio fue fluidizado a una velocidad
de 1.4 cm/s y operado a una temperatura de 37 °C. Se sefialé que en general, el proceso
de acumulacion de biomasa dentro del reactor comprende de dos pasos: la fijacion de
biomasa durante el periodo de aclimatacion y el crecimiento de biomasa durante el proceso.
En este trabajo, la concentracion inicial de biomasa fijada fue 12.5 mg de sélidos volatiles
suspendidos (SVS) por gramo de zeolita, la cual fue incrementando lentamente durante los
120 dias que tard6 la puesta en marcha del reactor. El coeficiente de variacion de la
biomasa fijada entre el dia 140 y 170 fue de 2%, lo que indicé que se alcanzé una biopelicula
estable y por lo tanto una excelente capacidad de mantener biomasa activa en el medio.
Esto origin6 que el RANLEF a una carga organica de 29 kg DQO/m3.dia registrara una
remocién de DQO de 88% y una produccion de metano de 160 L/dia equivalente a 40 litros

de metano por litro de vinaza.
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1.2.1.3. Reactor Anaerobio de Manto de Lodos (UASB por sus siglas en inglés)
El reactor UASB es el digestor mas popular en el tratamiento de varios tipos de residuos,
debido principalmente a las siguientes ventajas [6, 17]:

+ Este tipo de tecnologia requiere menor inversion cuando se compara con un sistema

de pelicula fija o de lecho empacado.

* 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 los requerimientos energéticos del sistema.
El UASB consiste de dos partes: una columna cilindrica o rectangular y un separador de
gas-liquido-solido. El lodo semilla se introduce en la parte inferior del reactor y bajo
condiciones apropiadas, las particulas ligeras saldran mientras que los componentes mas
pesados seran retenidos. Por consiguiente, se forman granulos o fléculos que consisten de
materiales inorganicos, organicos inertes y pequefios conglomerados de bacterias que se
encuentran en el lodo semilla. Después de cierto periodo (usualmente entre 2 y 8 meses),
dependiendo de las condiciones de operacion y las caracteristicas del agua residual y el
lodo semilla, se desarrolla un lecho de lodos muy denso y con altas propiedades de
sedimentacion que puede ser granular o floculento. Por encima del lecho denso de lodos,
hay una zona de manto de lodos con crecimiento més difuso y menores velocidades de
sedimentacion de particula. Las reacciones bioldgicas se llevan a cabo tanto en el lecho de
lodo altamente activo y en la zona del manto. Debido a que el flujo de alimentacion es
ascendente, el biogas producido y el lodo que flota debido a las burbujas de gas son
separados del efluente por el separador gas-liquido-sélido, en el cual se evita la pérdida de
los microorganismos o lodo granular flotante debido a la sedimentacién de estos sélidos
[17, 83].
La efectividad y estabilidad del UASB depende fuertemente de la puesta en marcha, la cual
es afectada por numerosos factores fisicos, quimicos y biol6gicos, tal como el tipo de agua
residual, las condiciones de operacion y disponibilidad de poblaciones microbianas activas
en el lodo semilla. Se requiere un periodo de aclimatacion antes de aplicar altas cargas
organicas, este periodo dura tipicamente entre 2 y 8 meses, e incluso puede ser de mayor
tiempo en un UASB para aplicaciones industriales. Aunque un UASB puede funcionar
eficientemente sin granulos, la formacion de éstos durante el arranque permite alcanzar una

alta eficiencia de remocion de DQO en menor periodo de tiempo y por lo tanto el tratamiento
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de mayores volimenes de aguas residuales. Estos granulos son biopeliculas esféricas
desarrolladas por la auto-agregacion de las células microbianas presentes en el reactor y
se ha observado que éstos poseen un didmetro de 1-5 mm; el UASB puede soportar cargas
organicas por arriba de los 40 kg DQO/m3.dia. El desarrollo de estos granulos puede ser
dividido en cuatro pasos; (1) Transporte de las células a un sustrato; (2) Adsorcion inicial
reversible al sustrato por fuerzas fisico-quimicas; (3) Adhesion irreversible de las células al
sustrato por apéndices microbianos y/o biopolimeros; (4) Multiplicacién de las células y
desarrollo de granulos. Se ha observado que la adicién de cationes multivalentes (Fe?*,
Ca?*, AP*"), de polimeros naturales (Quitosano, extracto de semillas de Moringa oleifera,
Carbén de bambu), asi como de polimeros sintéticos y comerciales y polimeros hibridos
organicos-inorganicos, han mejorado el arranque y granulacién de los UASB. También se
ha reportado que el metanégeno acetotréfico Methanosaeta juega un papel clave sobre la
granulacion, por lo tanto, la presencia de este microorganismo en el lodo semilla y su
crecimiento adecuado puede incrementar la formacion de granulos en el UASB [83-85].
Jhung y Choi, operaron un UASB a una temperatura de 35 °C para el tratamiento de vinazas
concentradas de melaza de cafia. Con la finalidad del desarrollo de granulos se
suministraron cargas organicas bajas (0.5 a 1.0 kg DQO/m?3.dia) durante el arranque, pero
después de un afio el lodo granular no se habia desarrollado. Posteriormente, se evaluaron
diferentes cargas organicas y encontraron que a 7.2 kg DQO/m3.dia se registr6 una
remocion de DQO de 71%, una produccién de biogas de 0.42 m3kg DQOremovido Y UN
contenido de metano de 57%. Al incrementar la carga organica a 12.5 kg DQO/m?3.dia, tanto
la remocién de DQO, como la produccion de biogéas y el contenido de metano disminuyeron
a52%, 0.32 m3/kg DQOremovido Y 49%, respectivamente. Estos autores atribuyen que el buen
desempenfio del UASB solamente a bajas cargas organicas fue debido a que funcion6é como
un reactor en suspension, ya que el lodo granular no se desarroll6 y como consecuencia se
presentd un lavado de los microorganismos al incrementar la carga organica.

Harada et al. [56] trabajaron con el tratamiento de vinazas diluidas de melaza de cafia (10
g DQOI/L) utilizando una carga organica de 28 kg DQO/m3.dia en un UASB operado de
forma termofilica (55 °C). Estos autores obtuvieron una remocion de DQO entre 39 - 50%,
una remociéon de DBO entre 80-95% y una produccion de metano de 0.29 m® /kg
DQOremovido- EN este estudio se realizé una prueba de biodegradabilidad que revel6 que solo
el 10% del DQO afiadido fue convertido en metano en este tipo de vinaza, mientras que en

vinazas de whisky més del 60% es convertido. Esto sugiere que la biodegradabilidad de las
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vinazas varia considerablemente de acuerdo con el origen de los materiales de
fermentacion y el proceso de destilacion. Algunos compuestos organicos, como los fenoles,
producidos por oxidacion y causantes de una coloracién café oscuro, son reportados como
recalcitrantes y toxicos para los metandgenos. Estos compuestos fueron probablemente la
causa de los bajos rendimientos en la remocién de DQO.

Goodwin y Stuart [86], estudiaron el desempefio de dos UASB operados a temperatura
mesofilica (35 °C) para el tratamiento de vinazas de la produccion de whisky. Durante este
trabajo se emplearon diferentes cargas organicas, modificando el TRH y/o la proporcion de
vinaza en la alimentacién. Durante los primeros 99 dias de operacién se incremento la carga
organica de 1.7 kg DQO/m3.dia hasta 9.3 kg DQO/m3.dia y la eficiencia de remocién de
DQO fue aumentando gradualmente hasta alcanzar un valor de 90%. En este periodo la
concentracion de propionato en el efluente se estabiliz6 en 200 mg/L y el acetato en 300
mg/L. Sin embargo, cuando fue introducida al reactor una carga organica de 18.2 kg
DQO/m3.dia utilizando un afluente con una concentraciéon de 70% de vinaza, se observé un
decaimiento en el desempefio de ambos reactores, lo que fue seguido por un incremento
sustancial de los Acidos Grasos Volatiles (AGVs) en el efluente (1,500 - 2,300 mg/L). Esto
fue atribuido a la alta concentracion de vinaza y a la reduccion del pH en el afluente.
Posteriormente, utilizando bicarbonato de sodio como buffer para mantener el pH neutro
dentro del reactor, se fue aumentando la concentracion de vinaza de 40 hasta 90%,
manteniendo una carga organica entre 10.3 y 15.2 kg DQO/m?3.dia; durante toda esta etapa
ambos reactores presentaron un desempefio estable. Sin embargo, cuando se aumento la
carga organica a 22.8 kg DQO/m3.dia, manteniendo el 90% de vinaza en el influente, uno
de los reactores colapsé mientras que otro tolerd el incremento sin ningun efecto de
intoxicacion. Esto probablemente se debié a que el Gltimo desarroll6 una mayor actividad
metanogénica, lo que previno la acumulacion de AGVs en el efluente. El andlisis indico que
mucha de la DQO en el efluente estaba presente como AGVs durante aquellas etapas
donde se vio una disminucién en el desempefio del reactor, indicando que la eficiencia del
tratamiento estd limitada por la velocidad de degradacion de los AGVs. El tratamiento de
las vinazas de whisky con este reactor durante el periodo estable tuvo una eficiencia de
remocién de DQO de 90% en un intervalo de 10.3 a 15.2 kg DQO/m3.dia; a mayores cargas
organicas se producia inestabilidad y decaimiento en el reactor. Uzal et al. [87] emplearon
dos UASB conectados en serie y en condiciones mesofilicas (35 °C) para el tratamiento de

vinazas de whisky; estos reactores fueron inoculados con lodos granulares provenientes de
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una planta de tratamiento de aguas residuales. Durante la parte experimental, la carga
organica en el sistema UASB de dos etapas se incremento de 0.6 a 27.5 kg DQO/m?3.dia de
manera progresiva. En este periodo, la concentracion de DQO del afluente fue elevada de
1,000 a 33,866 mg/L en la primera etapa. En el dia 29, el TRH y la carga organica de la
primera y segunda etapa del sistema UASB fueron 5.2 hy 15.3 kg DQO/m3.diay 5.2 hy
3.7 kg DQO/m?3.dia, respectivamente. La remocién de DQO en la primera etapa fue 76% y
en la segunda etapa fue 39%. En el dia 45, el TRH y la carga organica de la primera y
segunda etapa fueron 9.7 h y 27.5 kg DQO/m3.dia y 9.7 h y 13.3 kg DQO/m3.dia,
respectivamente. La remocion de DQO en la primera etapa fue 52% y en la segunda etapa
fue 47%. A partir de este momento, la calidad del efluente de la primera etapa comenzo a
deteriorarse. Se observd un cambio de coloracion en el lodo granular de negro a café, que
se atribuy6 a la reduccién de la actividad metabdlica debido al efecto toxico del agua
residual y al incremento en el potencial de oxidacion-reduccién. Por otro lado, en la segunda
etapa del reactor no se observaron efectos negativos debido al incremento de la carga
organica en la primera etapa del sistema UASB.

La tecnologia de Manto de Lodo Granular Expandido (MLGE) es una forma modificada del
UASB, en donde se aplica una mayor velocidad de liquido superficial (5-10 m/h comparado
con 3 m/h para aguas residuales solubles y 1-1.25 m/h para aguas residuales parcialmente
solubles en un UASB). Debido a esta velocidad de ascension, una parte importante 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 [17, 53]. El
tratamiento anaerobio a 20 °C en un reactor MLGE a escala piloto, con volumen de 225.5
L de vinazas procedentes de la produccién de bebidas alcohdlicas (550-825 mg/L de DQO),
removio arriba del 80% de la DQO, aplicando una carga organica de 12.6 kg DQO/m3.dia,
un TRH de 1.2 h y una velocidad de ascension de 7.2 m/h. Estos resultados mostraron que
el tratamiento de aguas residuales con bajo contenido de materia organica puede llevarse
a cabo en este tipo de reactores a una temperatura relativamente baja (20 °C) y que un
factor importante para alcanzar altas eficiencias de remocion de DQO es el mezclado
hidraulico, el cual se puede conseguir al disminuir el TRH y aumentar la velocidad de
ascension [53].

En el CICY se realizé un estudio para el tratamiento de vinazas en un UASB, estas vinazas
fueron obtenidas de la produccion de etanol hidratado a partir de melaza de cafiay el reactor

presentd una carga organica de operacion 6ptima de 17.05 kg DQO/m3.dia con una
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remocién de DQO de 69% y un rendimiento de metano de 0.26 m® CH4/kg DQOanadido cUando
las vinazas fueron suministradas sin diluciéon previa [88]. Al igual que lo encontrado por
Kumar et al. [89], cuando se aplicaron cargas organicas mayores (18.55 - 22.16 kg
DQO/m?.dia), disminuyd la eficiencia del reactor, lo cual fue atribuido a la acumulacién de
sulfuro [90]. En la Tabla 1.3., se compara el desempefio de cada uno de los reactores
utilizados para el tratamiento de vinazas, en términos de remocion de DQO y produccién
de metano.

Tabla 1.3. Tratamiento anaerobio de vinazas en diferentes tipos de reactores y diferentes
procesos

Produccién
Qe meaor  CuSioEes TR DQOmow | melie  TEMEALS goenga
DQOemovigo)
Vinaza UASB 28.00 2.8 67.0 0.29 55 [56]
Cerveza UASB 0.48 5.0 50.0 0.31 19-24 [91]
UASB 1.53 0.8 91.0 0.32 19 - 24 [91]
UASB 2.91 0.5 85.0 0.34 19 - 24 [91]
UASB 15.00 2.1 90.0 nd nd [4]
Whisky UASB 5.46 2.1 80.0 nd 35 [86]
MLGE 12.60 0.1 80.0 nd 20 (53]
Cerveza RPF (nylon) 6.20 30.0 62.0 2.90 * 37 [54]
Vinaza RPF (carbon) 23.25 8.0 16.0 0.50 * 37 [54]
RPF (carbon) 6.20 30.0 80.0 2.40 * 37 [54]
RPF (fibra de 23.25 8.0 60.0 7.25 * 37 [54]
€0CO)
RPF (fibra de 6.20 30.0 80.0 2.90 * 37 [54]
€0CO)
RPF (PVC) 11.40 4.0 71.6 5.60 * 37 [55]
Vinaza®™**  RpF (PVC) 20.40 2.7 61.9 8.00 * 37 [55]
RANLEF 20.00 nd 80.0 nd 30 [82]
RANLEF 4.50 3.3 85.0 nd 35 [4]
Vinaza RANLEF 32.30 0.5 82.5 nd 55 (53]
Vinaza UASB 17.05 7.5 66.0 0.26** 30 [92]

* m¥m3-dia, ** m® CH4/ kg DQOuanadido *** Material de empaque entre paréntesis, nd= dato no disponible

1.2.2. Tratamientos bioldgicos paralaremocion de color en vinazas

En el caso de las vinazas y otros residuos que presentan coloracion, se debe prestar
atencion a la eliminacién o reduccion de color, ya que éste es considerado una forma de
contaminacion y genera un impacto sobre los ecosistemas donde los residuos son

descargados [93]. Los compuestos que contribuyen a la coloracion café oscuro de las
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vinazas son las melanoidinas formadas en la reaccion de Maillard de azucares
(carbohidratos) con proteinas (aminoacidos), asi como los fenoles y furfurales [6, 76, 93].
Como se mencioné anteriormente, estos compuestos no son degradados durante la
digestiobn anaerobia de las vinazas, por lo que se necesita utilizar un tratamiento de
afinamiento para la remocién del color [53].

La decoloracién biolégica es una alternativa mas amigable con el medio ambiente y més
econdmica con respecto al tratamiento fisico-quimico, por lo que se han estudiado una gran
diversidad de microorganismos como hongos y bacterias. Los microorganismos capaces
de realizar la decoloracion biol6gica contienen un sistema enzimatico ligninolitico, donde un
complejo enzimatico extracelular de peroxidasas y lacasas, es capaz de degradar lignina,
melanoidinas y compuestos aromaticos que no pueden ser degradados por otros

microorganismos [6, 75, 76].

1.2.2.1. Remocién de color por bacterias

En el tratamiento de las vinazas con bacterias, se sugiere que las melanoidinas son
oxidadas por la actividad de especies reactivas de oxigeno (O2, H.02) producidas por
reacciones enzimaticas [6]. Células inmovilizadas de Pseudomonas fluorescens sobre un
medio de celulosa, bajo condiciones estériles fueron capaces de decolorar el 90% de un
agua residual de melaza de cafia en un periodo de 4 dias; solamente el 76% de la
decoloracién fue observada bajo condiciones no estériles. El pH del medio disminuyé de
6.0 a 3.5 en 5 dias. La diferencia entre estos porcentajes se atribuy6 a que la estabilidad
de las melanoidinas cambia con respecto a la temperatura, y por lo tanto a mayor
temperatura durante la esterilizacion, las melanoidinas se descomponen en compuestos de
bajo peso molecular [94].

Sirianuntapiboon et al. [76] evaluaron la cepa de la bacteria acetogénica No. BP103 en la
degradacion de color en vinazas de melaza de cafia crudas (U-MWW por sus siglas en
inglés) y en vinazas previamente tratadas en una laguna anaerobia (An-MWW por sus
siglas en inglés). Esta bacteria se cultivd 5 dias a 30 °C en un medio con solamente vinaza
(U-MWW o An-MWW) y otro medio donde ademas de las vinazas se afiadié glucosa (3.0%),
extracto de levadura (0.5%), KH,PO4 (0.1%) y MgS0O47H,0 (0.05%). La cepa No. BP103
mostré una mayor actividad de decoloracion en U-MWW y An-MWW cuando los nutrientes
fueron suplementados. La decoloracion de esta cepa en este caso fue 32.3% y 73.5% en,
U-MWW y An-MWW respectivamente, en comparacion con 9.75% y 44.36% en U-MWW y
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An-MWW sin nutrientes, respectivamente. Esta cepa requiri6 de glucosa para la
decoloracion de vinazas, lo que sugiridé que la actividad de decoloraciéon puede ser una
oxidasa de azUcar como se ha observado en Coriolus sp. Posteriormente, estos autores
realizaron una cromatografia de filtracion en gel con la finalidad de comparar la distribucion
de las fracciones de peso molecular en las vinazas (U-MWW y An-MWW) tratadas por la
bacteria acetogénica No. BP103. Se registro, que las fracciones de menor peso molecular
en U-MWW fueron rapidamente decoloradas mientras que las fracciones de mayor peso
molecular permanecieron en el medio de cultivo. Pero en el caso de An-MWW, esta cepa
pudo remover todos los tipos de fracciones de peso molecular, Io que hace a An-MWW mas
adecuada para la decoloracién utilizando este microorganismo.

Santal et al. [95] estudiaron la capacidad de una cepa de Alcaligenes faecalis para degradar
la coloracion en vinazas obtenidas en la produccién de etanol hidratado, que previamente
pasaron por un tratamiento primario (digestion anaerobia) y un tratamiento secundario
(aerobio). Encontrando que la maxima decoloracién fue de 46% cuando las vinazas se
encontraban diluidas al 5% en volumen, e incrementando a 63% cuando se utilizdé sacarosa
o glucosa como fuente adicional de carbono. Posteriormente, se evalud la toxicidad de las
vinazas tratadas y sin tratamiento con A. faecalis mediante su efecto en la germinacion de
Vigna radiata, encontrandose que las semillas que fueron embebidas con vinazas tratadas
con A. faecalis mostraron un inicio de germinacioén al tercer dia. Las semillas embebidas
con vinazas sin tratamiento no presentaron germinacion. Como consecuencia, los autores
concluyeron que un proceso de decoloracion en los efluentes de vinazas, disminuy6 el
efecto toxico sobre la germinacion de semillas. Estos autores sefialan que la inhibicién de
la germinacion es debido a la elevada cantidad de sélidos disueltos en los efluentes sin
tratar, ademas de la presencia de compuestos téxicos como, escatol, indol, fenol y
compuestos de sulfuro, los cuales se han observado que afectan el contenido de clorofila,
proteina y biomasa en las plantas. Por lo tanto es necesario un proceso de degradacion
microbiano como una etapa secundaria o terciaria para el tratamiento de las vinazas, antes
de su descarga al ambiente.

Bajo condiciones facultativas, Lactobacillus plantarum No. PV71-1861 mostré un alto
potencial para la decoloracion de vinazas obtenidas de la produccion de etanol hidratado a
partir de melaza de cafa. En ese estudio, se evalué vinaza cruda y vinaza tratada en una
laguna anaerobia operada a un TRH de 60 dias. Ambas vinazas fueron diluidas con agua

destilada hasta alcanzar un valor de densidad 6ptica de 3.5 a 475 nm. Se ajust6 el pH a 5.0
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y se adicion0 glucosa (2%), extracto de levadura (0.4%), KH2PO4 (0.1%) y MgSO4+7H,0
(0.05%). La bacteria fue incubada por 8 dias a 30 °C en estas soluciones. Tanto en las
vinazas crudas como en las tratadas por digestion anaerobia, el crecimiento celular y los
rendimientos de decoloracién de la cepa incrementaron a mayor tiempo de incubacion, de
igual forma, se pudo observar que el pH del efluente disminuy6 a un valor de 3.0. La mayor
remocién de color fue de 76.6% y se obtuvo cuando la cepa fue inoculada sobre vinazas
previamente tratadas por digestion anaerobia. Las vinazas crudas solamente alcanzaron
una remocién de color de 55%, lo que lleva a concluir que el tratamiento anaerobio previo
de las vinazas favorece la eliminacién de color utilizando esta cepa [57].

Bharagava et al. [96] aislaron tres bacterias aerobias degradadoras de melanoidinas a partir
de suelo contaminado por vinazas obtenidas en la produccion de cerveza (RNBS1, RNBS3
y RNBS4). De acuerdo a la informacion del ARNr 16S, RNBS1 correspondia a Bacillus
licheniformis, RNBS3 a Bacillus sp. y RNBS4 a Alcaligenes sp. Las cepas RNBS1, RNBS3
y RNBS4 presentaron una eficiencia de remociéon de 52.69, 48.92 y 59.64 %
respectivamente en la degradacion de melanoidinas en las vinazas procedentes de la
produccién de cerveza. Cuando se realizd un cultivo mixto con estas cepas se encontré una
eficiencia de remocién mayor (69.83%). Los datos obtenidos del cultivo mixto revelaron que
la presencia de cada cepa bacteriana en el medio de cultivo tuvo un efecto de incremento
acumulativo sobre el crecimiento y la degradacion de melanoidinas en lugar de presentar
una inhibiciobn. En este estudio, la degradacién de melanoidinas fue llevada a cabo
principalmente por la actividad de dos enzimas, manganeso peroxidasa (MnP) y peroxidasa
independiente de manganeso (MIP). El orden de la actividad de MnP y MIP que presentaron
los cultivos bacterianos fue: cultivo mixto > RNBS1 > RNBS4 > RNBS3.

La degradacioén del color en las vinazas utilizando bacterias ha sido menos estudiada en
comparacion con la degradacion por hongos, por lo tanto, existe una gran variedad de
bacterias que podrian ser evaluadas para este fin. Bugg et al. [97] sefialaron que una cepa
de Rhodococcus erythropolis aislada de los intestinos de la termita Reticulitermes speratus
es capaz de degradar compuestos aromaticos, constituyentes del petréleo (n-alcanos, iso-
alcanos y ciclo alcanos) y realizar el mecanismo ligninolitico, por lo que se podria evaluar

su capacidad para degradar compuestos recalcitrantes y color en las vinazas.
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1.2.2.2. Remocion de color por hongos

Desde 1980 se ha propuesto el uso de los hongos de la podredumbre blanca como una
alternativa para la decoloracién de efluentes, debido a que poseen un sistema enziméatico
extracelular no especifico, capaz de romper una gran cantidad de enlaces quimicos [93].
En el caso de las vinazas, un amplio nimero de hongos como Phanerochaete
chrysosporium, Flavodon flavus, Trametes versicolor, Geotrichum candidum, Aspergillus
niger y Aspergillus fumigatus han mostrado la capacidad de degradar el color [59].
Ferreira y Aguiar [93] evaluaron la degradacion de color en vinazas de jugo de cafia de
azucar que poseian un valor total de DQO de 42 g/L, por medio de dos diferentes grupos
de hongos: basidiomicetos (Pleurotus sajor-caju, Phanaerochaete chrysosporium,
Pleurotus sp. 068, Pleurotus shimeji y Ganoderma sp.) y ascomicetos (Aspergillus niger,
Trichoderma reesei y Mucor pusilus), encontrando que aquellos que pertenecian al grupo
basidiomiceto lograban mejor decoloracion (98 — 65%) comparada con los ascomicetos (65
— 48%), cuando fueron incubados 12 dias en vinaza al 100%. Debido a que Pleurotus sajor-
caju demostro el mayor porcentaje de remocion del color (98%) se estudiaron las enzimas
que produjo, encontrando que no mostré produccién de lignina peroxidasa, pero si de
lacasa y de manganeso peroxidasa, alcanzando la méaxima produccién de lacasa (400 U/L)
al noveno dia después de su incubacion y al doceavo dia esta produccion bajé a un valor
de 40 U/L. Sin embargo se observl que en este dia (12) la produccion de manganeso
peroxidasa alcanz6 su mayor valor (60 U/L).

Por otro lado, con la finalidad de encontrar hongos capaces de tolerar altas temperaturas
para el tratamiento de decoloracién de las vinazas, Chairattanamanokorn et al. [59]
evaluaron 38 cepas de hongos, seleccionando 13 que fueron capaces de crecer a 43 °C.
Estos hongos, produjeron mayor cantidad de manganeso peroxidasa y peroxidasa
independiente de manganeso en comparacion con la lacasa, y no fue detectada actividad
de lignina peroxidasa. En este trabajo, la cepa Pycnoporus coccineus fue la que presentd
el mejor porcentaje de remocion de fenol total (20%) y color en las vinazas (45%),
aumentando a 70 y 55% respectivamente en un periodo de 13 dias, cuando el micelio fue
inmovilizado sobre poliuretano. La méxima produccién de manganeso peroxidasa,
peroxidasa independiente de manganeso y lacasa fue registrada al noveno dia, alcanzando
los valores de 16, 16 y 0.8 U/L respectivamente; esta produccién aument6 a 69.5, 68.5y
17.7 U/L respectivamente cuando el micelio se inmovilizé sobre poliuretano. En este trabajo

se observd que el color y los fenoles disminuyeron cuando aument6 la actividad de
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manganeso peroxidasa, lo que sugiere que esta enzima juega un papel importante en la
degradacion de color en las vinazas.

Vahabzadeh et al. [98] estudiaron la decoloracion con el hongo Phanerochaete
chrysosporium de vinazas provenientes de la produccion de etanol hidratado a partir de
melaza de cafia. En este trabajo se encontrd que en vinazas diluidas al 10%, el porcentaje
de remocion de color al tercer dia de incubacion fue de 60%, y la actividad de las enzimas
lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa fueron detectadas a partir del dia 2 y 3 de
incubacion. Los niveles de la actividad enzimatica se incrementaron a su maximo valor el
dia 4, con valores de 20 y 210 U/L para manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa
respectivamente. Al quinto dia, la actividad de la lignina peroxidasa comenzé a decaer (185
U/L) mientras que la manganeso peroxidasa permanecio constante con un valor de 20 U/L,
alcanzando para este dia la maxima decoloracion con un valor de 75%. De igual forma se
evalué el efecto sobre la decoloracion al afiadir glucosa como una fuente adicional de
carbono, encontrdndose un considerable decremento en la decoloracién y la actividad de
lignina peroxidasa, alcanzando valores de 38% y 40 U/L respectivamente. Esto demostrd
que para el caso particular de este hongo, una fuente adicional de carbono no es
favorecedora. Sin embargo, existen otros estudios donde se ha demostrado que la adicion
de una fuente de carbono incrementa el porcentaje de remocion de color en las vinazas.
Pant y Adholeya [6] reportaron que Coriolus versicolor obtuvo una remocién de color de
48% en vinazas diluidas al 30% y sin ninguna fuente adicional de carbono, y esta

increment6 a 71% cuando se afadié una fuente de carbono.

1.3. Tipos de reactores empleados para el tratamiento de aguas residuales
utilizando hongos

Uno de los factores importantes para llevar a cabo el tratamiento de las vinazas por medio
de microorganismos ligninoliticos es el tipo de reactor a utilizar. En el caso de las vinazas,
existe muy poca informacion sobre sistemas de reactores; en la literatura generalmente se
realizan a escala de matraz de Erlenmeyer. Por lo tanto, en este apartado se describiran
algunos reactores empleados en el tratamiento fangico de distintos tipos de aguas
residuales.

Yang et al. [99] utilizaron un reactor con un sistema de biopelicula (figura 1.2) para la
degradacion de colorantes sintéticos azo y para el tratamiento de aguas residuales

provenientes de la industria textil. El reactor fue construido en una columna de vinilo y se
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colocaron unos discos de fibra de polietileno, presentando un volumen efectivo de 4.5 L.
Para la operacion del reactor se inoculé 1 L de un consorcio microbiano obtenido de madera
podrida y suelo, posteriormente fueron afiadidos 3 L de un medio enriquecido para el cultivo
de hongos, el cual estaba compuesto por glucosa, (NH4)>.SO4, MgSO.+7H,0 y extracto de
levadura. Durante la formacion de la biopelicula sobre los discos de polietileno, el reactor
fue operado con un flujo de aire de 40 L/min y fue suplementado cada 3 dias con un lote de
medio fresco. Estos autores registraron que con este tipo de reactor solo era necesario 24
horas para la decoloracién del agua residual estudiada, y que durante los tres meses de
operacién del reactor, la relacibn de hongos y bacterias (hongo:bacterias) sobre la
biopelicula se encontraba entre 6.8:1 y 51.8:1. Por medio de andlisis moleculares se
identificd que las levaduras pertenecientes al género Candida ocuparon cerca del 70% de
los hongos predominantes sobre la biopelicula. Este microorganismo ha sido ampliamente
estudiado en la degradacion de diversos colorantes y puede producir peroxidasa

dependiente de manganeso.

Figura 1.2. Reactor con un sistema de biopelicula: (1) influente; (2) bomba de liquidos; (3)
reactor de biopelicula; (4) medidor de flujo de aire; (5) bomba de aire; (6) controlador de

temperatura; (7) efluente [99].

Ortega-Clemente et al. [100] evaluaron el post-tratamiento de un efluente recalcitrante
anaerobio (licor negro débil) por medio de un proceso aerobio. Para ello, el efluente tratado
(denominado efluente anaerobio; EAn) de un RANLEF fue alimentado a un reactor aerobio
de lecho empacado de flujo ascendente (RLE) construido con una columna de vidrio de 1.5
L de volumen total. El medio de empaque que se utilizé fue 0.75 L de pequefios cubos de

madera de Encina de 5 mm de lado, “biocubos”, sobre los cuales el hongo Trametes
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versicolor fue inmovilizado (Figura 1.3). ElI RLE fue operado 60 dias a un TRH de 5 dias
(Etapa 1) y posteriormente por 30 dias a un TRH de 2.5 dias (Etapa 2), presentando una
remocién de DQO promedio de 30% y 32%, respectivamente. De igual forma, en ambas
etapas se obtuvo una remocion de color de 60% y el contenido de ligninoides fue reducido
en un 52%. El RLE pudo mantener este desempefio por 90 dias en operacién continua, sin
afadir fuentes de carbono solubles. La actividad de manganeso peroxidasa y lacasa fue
encontrada durante todo el periodo de operacién del reactor, mientras que la actividad de

la lignina peroxidasa practicamente desaparecio en la etapa 2.

RLE

Biogas — EAr.i . EPT
B0 FR  RER LE

Figura 1.3. Secuencia de tratamiento anaerobio/aerobio. RANLEF: Reactor Anaerobio de

—

Lecho Fluidizado; RLE: Reactor de lecho empacado (cubos de madera con Trametes
versicolor inmovibilizado); EPT: Efluente del post-tratamiento; EAn: Efluente anaerobio
[100].

Hai et al. [101] evaluaron el desempefio de un reactor fingico de membrana sumergida por
un periodo de 170 dias, mientras un agua residual sintética que contenia dos diferentes
colorantes azo (Naranja Il y Poly S119) fue continuamente alimentada. El biorreactor
consistié de un cilindro de PVC con un volumen util de 11.8 L, dentro del cual se coloc6 una
membrana (didmetro=4.5 cm, altura=22 cm) de micro-poro (0.4 um) obtenida de Mitsubishi
Rayon, Japon (Figura 1.4.). El aire fue continuamente suplementado desde el fondo del
reactor a través de un difusor con un flujo de 5 L/min, con el objetivo de obtener una mezcla
completa y suplementar el oxigeno disuelto a los microorganismos. El sistema fue inoculado
con 2.5 g de Coriolus versicolor (peso seco) crecido previamente por dos semanas en
matraces de Erlenmeyer. El reactor fue mantenido bajo aireacién por 2 semanas y después

fue operado de manera continua con un TRH de 1 dia. En estudios previos realizados por
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estos autores reportaron que en cultivos puros operado en lote, la decoloracién de Poly
S119 era mucho més lenta que la del colorante Naranja Il. Bajo una carga de colorante de
0.1 g/L-dia se registré una remocion de 99% de Poly S119 en el reactor de membrana
sumergida. Posteriormente, se calculd la remocién del colorante en el sobrenadante del
reactor y en el permeado de la membrana encontrandose con valores de 63.8% y 99.9%
respectivamente. Esto mostro la importante contribucién de la membrana sobre la remocion
de color en el sistema. Por otro lado, el colorante Naranja Il present6 una remocién de 93%.
La calidad de sobrenadante del reactor (82%) fue mejor que en el caso de Poly S119
(63.8%), indicando que la degradacién de Naranja Il ocurre de manera mas rapida en el
reactor. Sin embargo, como éste mostré6 una menor adsorcion sobre la biomasa, la

membrana no pudo retener este colorante tan efectivamente como al Poly S119.

Controlador de nivel =
Permeado

Agua residual
concentrada

Figura 1.4. Esquema del reactor. A, bomba de aire; R, retiro del flujo de aire; V, control de
vacio; B, bomba [101].

Blanquez et al. [102] desarrollaron un reactor para el tratamiento en continuo de aguas
residuales textiles a través de “pellets” de Trametes versicolor. El biorreactor contd con un
volumen util de 10 L y estaba compuesto de tres zonas: La parte inferior, el aire fue
introducido por medio de un difusor con un tamafio de poro de 1 mm; para retener los
“pellets” fungicos dentro del reactor fue colocada una zona cilindrica central; y en la parte

superior del reactor para facilitar la separacion de la fase gas-liquido y minimizar la
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formacion de espuma un diametro mayor que al anterior se implement6 (Figura 1.5.).
Durante este experimento se obtuvo una decoloracion del 90% de una solucion estéril del
colorante Grey Lanaset G de concentracion 150 mg/L, en un TRH de 48 horas.
Posteriormente, se realizaron cambios operacionales en el reactor, con el objetivo de
adaptar el proceso a condiciones industriales como la utilizacién de una solucion no estéril
del colorante, el uso de agua de grifo en lugar de agua destilada para las diluciones y el
empleo de macronutrientes y micronutrientes grado industrial en lugar de grado reactivo.
Bajo estas condiciones, el reactor fue capaz de operar de manera continua durante 3

meses, alcanzando un 70% de decoloracion.
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Figura 1.5. Esquema del Biorreactor de lecho fluidizado (BILEF). Las dimensiones estan en
cm:a,7;b,9;c,35;d,95; e, 33;f,3;,g,9; h, 6; @i (diAmetro interno), 18; &j (diametro
interno), 10; @k (didmetro interno), 140 [102]

Nitayavardhana y Khanal [103] evaluaron la produccion de biomasa de Rhizopus
microsporus en vinaza obtenidas de la fermentacion de melazas de cafia. Este hongo tiene
un 43% de contenido de proteina (peso seco) con varios aminodcidos esenciales,
incluyendo 1.8% de lisina, 1.8% de metionina, 1.5% de treonina y 0.3% de triptéfano, motivo
por el cual es utilizado como un insumo para el alimento de peces en acuacultivos. Los
experimentos en lote fueron llevados a cabo en un biorreactor de 5 L BioFlo 110 (Figura

1.6.) con un volumen de trabajo de 2 L. El biorreactor fue operado a 30 °C con una velocidad
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de agitacién de 150 rpm, una tasa de aireacion de 1 vvm (volumenaire/vVolumeniiquido/minuto)
y un tiempo de cultivo de 3 dias. En este trabajo se obtuvo un rendimiento de produccién
de biomasa fungica de 0.21 g de biomasa incrementado/g inicial x g de DQO soluble
removido, obteniendo una remocion de 42.02% de DQO soluble por cada experimento en
lote.

Figura 1.6. Reactor BioFlo 110, New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ.

Con base en lo encontrado en la literatura y en la experiencia previa obtenida en la digestion
anaerobia de las vinazas, este trabajo investigé un proceso para el tratamiento de vinazas
generadas industrialmente en la produccion de etanol hidratado a partir de melaza de cafia.
El proceso consté de un biorreactor de lecho fluidizado inoculado con un microorganismo
ligninolitico (Trametes versicolor) acoplado a un reactor UASB, donde en el primero se llevé
a cabo la remocion de compuestos fendlicos y color, que no son degradados en un reactor
anaerobio. Obteniendo al mismo tiempo un efluente amigable al medio ambiente y una

fuente renovable de produccién de metano como biocombustible.

HIPOTESIS

El proceso de tratamiento de vinaza, proveniente de la produccion de etanol hidratado a
partir de melaza de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), constituido por dos etapas:
una aerobia utilizando a un microorganismo ligninolitico y otra etapa anaerobia, mejorara la
produccion de metano asi como la calidad del efluente, en cuanto a coloracién y

compuestos fendlicos.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Procedenciay caracterizacién de las vinazas de etanol hidratado

Las vinazas empleadas en este estudio fueron proporcionadas por el ingenio azucarero “La
Gloria”, localizado en el municipio Ursulo de Galvan, Veracruz, México. “La Gloria” produce
al afno aproximadamente 30 millones de litros de etanol hidratado a partir de la fermentacion
de melaza de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), generando aproximadamente 1

millén de litros de vinaza por dia (Figura 2.1).

Figura 2.1. Instalaciones del ingenio “La Gloria”: a) Planta de produccion de etanol

hidratado, b) Recepcién y almacenamiento de vinazas

Para la caracterizacion de las vinazas, las concentraciones de DQO, nitrégeno total (NT),
nitrégeno amoniacal (N-NHs), fésforo total (PO.*) y sulfato total (SO4*) fueron determinadas
por métodos colorimétricos (Hach Company DR-890), mientras el pH fue determinado de
acuerdo al Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [104]. Para la
medicién de color, las muestras fueron centrifugadas a 1,037 g por 10 minutos y diluidas a
10% v/v con agua destilada, posteriormente se encontré la longitud de onda dominante (475
nm) de acuerdo al método de longitud de onda multiple [104], por lo tanto el color fue
representado como la absorbancia a 475 nm [93].

El contenido total de compuestos fendlicos se estimo utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteau de acuerdo a una modificacion de los métodos reportados por Box [105] y de
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Albuquerque y Ferreira [106]; para ello se colocaron 20 pl de la muestra y 1.58 ml de agua
destilada en un frasco de color &mbar, posteriormente se afiadié 300 pl de una solucion de
carbonato de sodio (20% peso/volumen) e inmediatamente se agreg6 100 pl del reactivo
de Folin-Ciocalteau, se mezclé y se dejé reaccionar por 60 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Terminado el tiempo de reaccion se midié en un espectrofotdbmetro
Cole Parmer S2100-UV + (Cole Parmer, USA) a una longitud de onda de 765 nm. Se realiz6
una curva de calibracién utilizando acido galico como estandar a concentraciones de 500,
1000, 1500, 2000, 2500 y 3000 mg/L.

Los acidos grasos volatiles (AGVs) en las vinazas se determinaron por medio de
cromatografia de gases. Para ello, las muestras fueron filtradas en papel filtro Whatman No.
41 (20-25 pm) y fueron analizadas en un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 500,
equipado con un detector de ionizacién de flama (FID) y una columna EC™-1000 (30 m de
longitud y 0.32 mm de diametro), se utiliz6 nitrégeno como gas acarreador y las
temperaturas de operacion fueron 230, 250 y 230 °C para el inyector, horno y detector,

respectivamente.

2.2. Microorganismos ligninoliticos

2.2.1. Rhodococcus erythropolis

Se evalu6 la capacidad de remocion de color en vinazas de etanol hidratado de la cepa
bacteriana Rhodococcus erythropolis (4277), la cual se obtuvo de la American Type Culture
Collection (ATCC) y se realiz6 la reactivacion de acuerdo a las instrucciones de la ATCC.
Para ello, se disolvié la pastilla en 600 ul de extracto de malta y levadura estéril y
posteriormente se transfirié a un tubo Falcon con 10 ml del mismo medio. A partir de esta
dilucién, se tomo6 1 ml para inocular 5 tubos con 10 ml de caldo estéril de extracto de malta
y levadura, y se incubaron por 2 dias a 26 °C. Terminado el periodo de incubacion, las
bacterias se transfirieron a cajas Petri conteniendo el medio de extracto de malta y levadura
gelificado (Figura 2.2). La cepa se preservé a —25 °C en medio de extracto de malta y
levadura con 10 % en volumen de glicerol; de igual forma se realizaron subcultivos cada 3

semanas en cajas Petri.
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Figura 2.2. Reactivacion de la cepa bacteriana Rhodococcus erythropolis: a) Pellet obtenido

de la ATCC, b) Medio liquido de extracto de malta y lavadura, c) Rhodococcus erythropolis.

2.2.2. Hongos ligninoliticos

Se evalué la capacidad de degradacién en vinazas de etanol hidratado, utilizando 7 hongos
de la coleccidon perteneciente a la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (Laboratorio de la Dra. Blondy Canto), clasificados como B13-6, B19-
01-7(7), B10-2-(4), B10-3(1)EN, Ccentl, Ccent2, y Ccent3. Estos hongos fueron aislados
de muestras de residuos de platanos colectadas en el estado de Tabasco, México y
previamente fueron seleccionados por producir enzimas ligninoliticas como lignina
peroxidasa, lacasa y manganeso peroxidasa [107]. De igual forma se incluyé un hongo
modelo del tratamiento de vinazas, Trametes versicolor (ATCC#42530), el cual fue
proporcionado por la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma de
Barcelona (Laboratorio de la Dra. Teresa Vicent). Este microorganismo ha sido utilizado
para degradar una amplia variedad de contaminantes, tales como colorantes textiles,
fenoles, clorofenoles e hidrocarburos arométicos ciclicos, entre otros [108]. EI medio
utilizado para la preservaciéon de todos los hongos fue papa-dextrosa-agar (PDA) a

excepcion del T. versicolor, para el cual se utilizé extracto de malta al 2%.

2.3. Evaluacion a nivel matraz de la degradacion de vinazas empleando
microorganismos ligninoliticos

Se realiz6 un ensayo utilizando a B13-6, B19-01-7(7), B10-2-(4), B10-3(1)EN, Ccentl,
Ccent2, Ccent3 y Rhodococcus erythropolis con el objetivo de seleccionar a la mejor cepa
para la biodegradacién de las vinazas de etanol hidratado.

En el caso de Rhodococcus erythropolis se realizé un pre-cultivo en un matraz de 250 ml
utilizando 100 ml de caldo de extracto de malta y levadura. Se colocaron 5 colonias de la

bacteria y se incub6 a 30 °C y 100 rpm por dos dias. Al finalizar los dias de incubacién se
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midi6 la densidad 6ptica a una longitud de onda de 600 nm, con la finalidad de observar el
crecimiento bacteriano [109]. Posteriormente, se colocaron en matraces de 250 ml, 100 ml
de vinaza concentrada y diluida a 10 y 50%, utilizando agua destilada como diluyente. El
pH fue ajustado a un valor de 7 afiadiendo una solucién de bicarbonato de sodio (1M). Los
matraces se esterilizaron a 121 °C por 15 min y fueron inoculados con 10 ml del pre-cultivo
de Rhodococcus erythropolis. Se incluy6 un testigo adicionando 10 ml de agua estéril en
lugar del pre-cultivo. Los matraces se incubaron a 30 °C bajo condiciones de agitacion a
150 rpm por 7 dias. El cambio de coloracién se evalu6 al dia 0, 5y 7, tomando una muestra
de 10 ml, la cual fue centrifugada a 1,037 g por 10 min, con la finalidad de precipitar las
bacterias y sélidos suspendidos de la muestra [110]. La decoloracién fue calculada de
acuerdo a la férmula utilizada por Sirianuntapiboon et al. [111], en donde las mediciones de

absorbancia fueron registradas a 475 nm:

Absorbancia inicial — Absorbancia final

Decoloraciéon (%) = ] x 100

Absorbancia inicial

Por otro lado el ensayo con los hongos ligninoliticos consistié en utilizar vinaza diluida a
50% con agua destilada. Para ello en tubos Falcon de 50 ml se afiadieron 20 ml de vinaza
y se esterilizaron a 121 °C por 15 min. Posteriormente, los tubos fueron inoculados con una
muestra de 0.17 cm? del hongo respectivo, el cual fue macerado en un tubo Eppendorf con
1 ml de la diluciéon correspondiente de vinaza. Se incubaron a 30 °C en condiciones de
agitacion de 150 rpm por 7 dias. Se midi6 la variacion de color alos 0, 5y 7 dias, de acuerdo
al procedimiento previamente descrito. Para cada uno de los ensayos, se utilizaron
controles abidticos, en los cuales se emplearon las diluciones correspondientes de vinaza
pero sin inoculacion del microorganismo.

Debido a que B19-01-7(7) fue el Gnico microorganismo que presentd crecimiento en una
dilucién de vinaza de 50%, se realiz6 su identificacion molecular, la cual fue llevada a cabo
por el M. C. Miguel Tzec, perteneciente a la unidad de Biotecnologia del Centro de
Investigaciéon Cientifica de Yucatan, a través de la secuenciacion del ITS y siguiendo la
metodologia de Conde-Ferrdez et al. [112].

Se comparo la capacidad de degradacion de vinaza de B19-01-7(7) con respecto a T.
versicolor ya que se ha observado en la literatura que éste ultimo es capaz de degradar una

amplia variedad de compuestos téxicos y es un hongo modelo para el tratamiento de
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vinazas [100, 102, 108]. El ensayo se llevé a cabo en matraces de 250 ml se afiadieron 60
ml de vinaza diluida a 10% utilizando agua destilada como diluyente y se esterilizaron a 121
°C por 15 min. Posteriormente, fueron inoculados con 3 “discos” de 0.17 cm? del hongo
respectivo. Los matraces se incubaron a 30 °C bajo condiciones de agitacion a 150 rpm por
12 dias. Se evaluo la variacion de color, fenol total y DQO al dia 7 y 12 de incubacion.

2.4. Ensamble del biorreactor de lecho fluidizado (BILEF)

Un biorreactor de lecho fluidizado (BILEF), el cual ha sido descrito y reportado por Blanquez
et al. [102] como un biorreactor adecuado para el tratamiento de aguas residuales con alto
contenido de color utilizando “pellets” de T. versicolor, fue seleccionado para este estudio.
Este biorreactor, posee un volumen util de 2 L (Figura 2.3a); el aire es introducido en la
parte inferior de manera constante y es distribuido por una placa porosa (Figura 2.4b). En
la parte superior el BILEF cuenta con varias boquillas, las cuales son utilizadas para la
introduccion de la sonda de pH, del afluente, de la soluciébn &cida o basica para la
estabilizacion del pH dentro del reactor, salida de aire, toma de muestras y renovacion de

biomasa.

Boauillas

Salida
del
efluente
Placa
porosa

Entrada
de aire

Figura 2.3. BILEF utilizado para la decoloracién de vinazas de etanol hidratado: a) BILEF b)

Placa porosa para la distribucion del aire.
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2.4.1. Operacion en lote del BILEF inoculado con “pellets” de T. versicolor

La operacion en lote fue llevada a cabo en condiciones estériles y no estériles. Para ello, la
vinaza fue diluida a 10% con agua destilada, debido a que los cultivos en México son
actualmente irrigados a esa concentracion [15], y por cada litro de vinaza diluida fue afiadido
cuatro gotas de antiespumante (Braun Biotech DF7960). El BILEF fue inoculado con 64 g
de “pellets” humedos del microorganismo, equivalente a una concentracién de 2.4 g de peso
seco de “pellets” por litro en ambas condiciones (estéril y no estéril). La formacion de los
“pellets” se llevd a cabo de acuerdo al procedimiento reportado por Blanquez et al. [113]. El
cual consistié en generar una suspension micelial de T. versicolor mediante la inoculacién
en matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 150 ml del medio de extracto de malta y
levadura con 4 “discos” de 1 cm? de micelio crecido en placas con el mismo medio con agar.
Los matraces fueron colocados en un agitador (130 rpm) a 25 °C. Después de 4-5 dias, se
form6 una masa micelial gruesa, la cual fue homogenizada utilizando un homogenizador
HG-300D (HSIANGTAI). La suspension micelial resultante fue guardada en una solucion
salina estéril (0.80% NaCl) a 4 °C. Esta suspension fue utilizada para obtener “pellets”,
inoculando 1 ml de la suspension en 250 ml de medio de extracto de malta y levadura
(ajustando el pH a 4.5 con HCI 4M) en un matraz Erlenmeyer de 1 L. El matraz fue incubado
en un agitador (130 rpm) a 25 °C por 5 - 6 dias. Los “pellets” obtenidos fueron guardados
en una solucion salina estéril (0.8% NacCl) a 4 °C, donde pueden mantenerse activos hasta
dos meses, sin perder su morfologia.

Dentro del BILEF la biomasa fungica fue mantenida con un flujo de aire de 10 L/h generado
por una bomba de aire. El pH no fue controlado y la temperatura fue mantenida a 25 °C.
Para condiciones estériles el biorreactor y la vinaza diluida fueron esterilizados en un
autoclave a 121 °C por 20 min. Muestras de 20 ml fueron recolectadas diariamente durante
los primeros dos dias y subsecuentemente cada segundo dia durante los 15 dias de
experimentacion. Las muestras fueron usadas para medir pH, DQO, fenol total y color de
acuerdo a las técnicas mencionadas en el apartado de caracterizacién de las vinazas. De
igual forma, se cuantifico la actividad de lacasa, mediante un ensayo espectrofotométrico
continuo, siguiendo la oxidacion del compuesto cromogeno ABTS. La mezcla de reaccion
(1 ml de volumen total) contenia 600 pl de agua destilada, 100 pl de amortiguador de
acetato (100 mM a pH 5.0) y 300 pl del extracto enzimético. La mezcla se preincubé durante
un minuto a 37 °C y la reaccién se inicié con la adicion de 100 pul de ABTS 5 mM como

sustrato. Se midi6 el incremento de la absorbancia a 420 nm en un espectrofotémetro Cole
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Parmer S2100-UV+ (Cole Parmer, USA); las reacciones se monitorearon durante 4 min,
tomando lecturas cada 15 segundos. La actividad enzimatica se expres6 como unidades
internacionales, equivalente a la cantidad de enzima necesaria para oxidar un pmol del
sustrato por minuto bajo las condiciones de ensayo y en funciéon del volumen (U/L). El
coeficiente de extincién molar del ABTS a 420 nm es de 36,000 M* cm™ [114].

2.4.2. Operacion en lote del BILEF inoculado con “discos” de B19-01-7(7)

Debido a que no se observé un crecimiento de B19-01-7(7) en el BILEF al ser inoculado en
“pellets” se procedié a inocular este microorganismo en forma de “discos” de micelio para
el tratamiento de vinazas diluidas a 10% y estériles. Para ello se colocaron 60 “discos” de
un area de 0.17 cm? en 2 L de vinaza. Las condiciones de operaciéon del biorreactor fueron
idénticas a las de operacion en lote con T. versicolor. Muestras de 20 ml fueron recolectadas
diariamente durante los primeros dos dias y subsecuentemente cada segundo dia durante
los 15 dias de experimentacion. Las muestras fueron usadas para medir pH, DQO, fenol

total, color y actividad de lacasa.

2.4.3. Operacion en continuo del BILEF inoculado con “pellets” de T. versicolor

El biorreactor fue operado en continuo con vinaza diluida a 10% (v/v) en condiciones no
estériles por 26 dias. El pH fue mantenido a 4.5 utilizando un controlador de pH (ALPHA
PH 560, Thermo Scientific), el cual activd unas bombas peristélticas (Inceltech) para afiadir
una solucion de HCI (1M) y NaOH (1M). El tiempo de retencion hidraulico (TRH) fue de 6
dias, el cual fue establecido con base a los resultados obtenidos en el experimento en lote.
Con el objetivo de extender el tiempo de operacién fue utilizada la metodologia de
renovacion de biomasa reportada por Blanquez et al. [115], esta estrategia debe permitir
una operacién en continuo prolongada para mantener porcentajes de degradacion
satisfactorios y produccién enzimatica extracelular. La cantidad de in6culo suministrado, el
flujo de aire y la temperatura fueron los mismos al del experimento en lote. Muestras de 20
ml fueron cosechadas diariamente durante los primeros seis dias y subsecuentemente cada
segundo dia. Las muestras fueron utilizadas para medir DQO, fenol total, color y actividad

de lacasa.
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2.5. Reactor UASB para el tratamiento de vinazas de etanol hidratado

Como se puede observar en la Figura 2.4a, la digestion anaerobia se llevo a cabo en un
UASB construido de PVC de 4.2 L de volumen util, con una salida para el biogas en la parte
superior conectada a un sistema de milligascounter® (Figura 2.4b), el cual posee la
capacidad de medir un flujo maximo de gas de 4 L/h.

Salida del
biogéas

Recirculacién
y salida del
efluente

Influente

Figura 2.4. Equipos empleados durante la digestion anaerobia de las vinazas de etanol

hidratado: a) Reactor Anaerobio de Manto de Lodos, b) Milligascounter®

Para el tratamiento de las vinazas se propusieron dos procesos, los cuales son descritos a

continuacion.

Sistema 1: Vinaza diluida

El reactor UASB fue inoculado con una mezcla de consorcios microbianos no anaerobio
conformado por suelo profundo (30 g/L), excreta vacuna (300 g/L) y excreta porcina (150
g/L) [116]. El reactor UASB fue operado en condiciones mesofilicas (30 £ 5 °C) y con un
TRH de 6 dias. Fue alimentado diariamente con 700 ml de vinazas de etanol hidratado

diluidas a 7% utilizando agua destilada, equivalente a una carga orgénica de 1.2 kg
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DQO/m3.dia. Un pH cercano a 7 fue mantenido utilizando bicarbonato de sodio (NaHCOs3)
como amortiguador. El UASB fue operado por 26 dias consecutivos (4 veces el TRH) y
durante este tiempo las concentraciones de DQO, compuestos fendlicos, color, NT, N-NHs,
PO.*, SO.* fueron medidas cada segundo dia, se considerd que el reactor se encontraba
en estado estable cuando los valores de DQO y compuestos fendlicos presentaron una
variacion igual o menor a 5% [117]. La produccion del biogéas fue registrada diariamente por
medio del milligascounter®. De igual forma el contenido de metano en el biogas fue medido
diariamente, mediante un 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 didametro), utilizando nitrégeno como gas acarreador y las
temperaturas de operacion fueron 75, 30 y 200 °C para el inyector, horno y detector
respectivamente. Los AGVs fueron determinados diariamente de acuerdo al método

reportado por Jobling et al. [118].

Sistema 2: Acoplamiento BILEF-UASB

El mismo reactor UASB fue operado en condiciones idénticas al sistema 1, en cuanto a
TRH, pH y temperatura. La Unica diferencia fue la alimentacion diaria, la cual fue 700 ml del
efluente obtenido del BILEF inoculado con T. versicolor para el tratamiento de vinazas
diluidas al 10%, esta cantidad es equivalente a una carga organica de 1.2 kg DQO/m3.dia.

La adquisicién de los parametros de monitoreo del sistema fue similar al sistema 1.

2.6. Analisis estadistico
Los muestreos fueron realizados por triplicado y las diferencias estadisticas fueron
determinadas usando un andlisis de varianza de una via (ANOVA) con una prueba de

rangos multiples utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de vinazas

Los resultados de la caracterizacion de la vinaza utilizada en este estudio se encuentran en
la tabla 3.1. En general, los valores de cada uno de sus componentes se encuentran en los
limites superiores reportados en la literatura. La concentracion de la DQO fue de 110,065 +
11,486 mg/L, este valor es tres veces mayor en comparacion con los obtenidos de la
produccion de bebidas alcohdlicas como el vino [10, 30, 52]. En la literatura se encuentra
que la concentracién de fenoles en vinazas de melazas de cafia de azucar es muy variable.
Jiménez et al. [5] registraron una concentracion de 450 mg/L expresado en acido galico y
Acharya et al. [54] reportaron un valor entre 8,000 y 10,000 mg/L expresado en fenol. En la
tabla 3.1, se puede observar que la concentracion de fenol total en las vinazas de este
estudio se encuentra en el rango descrito por Acharya et al. [54], lo que la clasifica como
un agua residual muy contaminante, ya que la presencia de compuestos fenélicos en agua

para consumo e irrigacion de cultivos representa problemas de salud y ambientales [20].

Tabla 3.1. Caracterizacion fisica-quimica de las vinazas
empleadas en el estudio

Parédmetro Vinaza de “La Gloria”
pH 4.39 + 0.006
Color * 1.30+0.12
Compuestos fendlicos ** 10,834 + 1,476
DQO 110,065 + 11,486
SO4* 5,300 £ 1,416
S 241 + 114
Nrotal 1,720 £ 217
N-NH3 68+9

Norg 1652 + 219
PO4s* 415 + 67
Acido acético 433 £ 100
Acido propidnico 36+9
Acido butirico 301 + 49

2Todos los valores en mg/L a excepcion del pH y color
* Absorbancia a 475 nm
**Expresado en &cido galico
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Los compuestos fendlicos como el acido cafeico, acido gdlico, acido vanilico, tirosol,
catecol, 4cido protocatecuico y 4-hidroxibenzoico, pueden inhibir la actividad microbiana y
por lo tanto causar dificultades en la bioremediacion para las aguas residuales que los
contenga [35]. FitzGibbon et al. [119], estudiaron el efecto inhibitorio de los compuestos
fendlicos sobre la remediacion de vinazas de melaza de cafia utilizando diferentes hongos.
Se encontrd que Coriolus versicolor resiste concentraciones arriba de 1,700 mg/L de &cido
vanilico, mientras tiene un notorio efecto inhibitorio del crecimiento de Phanerochaete
chrysosporium cuando el acido vanilico excedia 840 mg/L y cuando el acido galico se
encontraba sobre 4,000 mg/L.

Los acidos carboxilicos como el acético y el propidnico son sustratos para el proceso de
digestiébn anaerobia. No obstante, Parawira et al. [120] han demostrado que valores por
arriba de 10,000 mg/L de AGVs pueden causar un efecto inhibitorio debido a la reduccién
del pH del sistema, lo que impide la produccién de metano si no se cuenta con un
amortiguador del pH. Las vinazas en este estudio poseen una concentracion total de AGVs
de aproximadamente 1,000 mg/L, valor por debajo al inhibitorio (10,000 mg/L) sefialado por
Parawira et al. [120], sin embargo, registra un pH acido (4.39 + 0.006), por lo que se tendra
que valorar la adicion de un amortiguador (NaHCO3) para prevenir una disminucién del pH
en el sistema durante el tratamiento anaerobio de este tipo de aguas residuales. Asimismo,
se ha reportado que el &cido propidnico posee actividad antimicética, ya que se observé un
incremento en los valores de indice de inhibicién sobre Aspergillus parasiticus cuando se
aumento en placa la concentracién de acido propiénico de 129 a 516 ppm al ser cultivado
[121]. Esta inhibicion se atribuye a que las formas no disociadas de muchos acidos débiles
son liposolubles y pueden estimular el flujo de H* dentro de la célula, incrementando la
permeabilidad de la membrana plasmatica y afectando su funcién biolégica [122]. Todas
estas caracteristicas que poseen las vinazas de etanol hidratado hacen que su tratamiento

sea un verdadero reto biotecnoldgico.

3.2. Evaluacion de la degradacion de vinazas empleando microorganismos

ligninoliticos a nivel matraz

Rhodococcus erythropolis

El pre-cultivo de Rhodococcus erythropolis al finalizar los dias de incubacion alcanzé una

densidad Optica de 1.834 a una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente, se procedio
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a evaluar la degradacion de color en vinaza en dos diferentes diluciones (10 y 50%). Los
valores de densidad Optica a 475 nm de las vinazas al inicio y al final del experimento son
presentados en la figura 3.1. Para medir la absorbancia de las muestras en el
espectrofotdmetro se realiz6 una dilucion de 1:10 v/v utilizando agua destilada como
diluyente.
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Figura 3.1. Absorbancia a 475 nm (determinacion de color) en dos diferentes diluciones de

vinaza (10 y 50%) inoculando a Rhodococcus erythropolis

Como se puede observar en la figura 3.1, al dia 5 de incubacién con la bacteria, no se
observo decoloracion de la vinaza diluida a 10% ni diluida a 50%. Por lo contrario, se
observd un aumento de absorbancia de 68 y 35 % respectivamente para las
concentraciones de 10 y 50% de vinaza. Un resultado semejante fue observado por
Krzywonos y Seruga [123], quienes evaluaron la decoloracion producida por cuatro cepas
bacterianas (Weisella soli, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus parvulus y Lactobacillus
plantarum) sobre vinazas de remolacha (25% v/v) diluida en un medio con extracto de
levadura (5.31 g/L), KH2PO. (5¢/L), MgS04.7H,0 (0.75 g/L) y glucosa (50 g/L); observaron

gue mientras P. parvulus y L. plantarum decoloraron las vinazas desde el primer dia de
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incubacién, P. pentosaceus y W. soli causaron que el color del efluente incrementara, lo
gue indica que estos microorganismos transformaron a los compuestos presentes en las
vinazas en metabolitos mas ricos en color.

Por otro lado, Yadav y Chandra [124] reportaron que la adicién de fuentes de nitr6geno a
un consorcio bacteriano, incrementa su capacidad de decoloracion sobre las melanoidinas
de la melaza. Sin embargo, una concentracion mayor de 0.1% (peso/volumen) de nitrégeno
organico mostro un efecto inhibitorio. De igual forma, Mohana et al. [75], encontraron que
una concentracién de 0.05% de nitrégeno organico produjo un efecto supresor sobre la
decoloracién y degradacién de efluente de destileria tratado anaerdbicamente. En nuestro
estudio la concentracién de nitrégeno total (peso/volumen) en vinaza diluida 10 y 50% es
de aproximadamente 0.02, y 0.09 % respectivamente, valores cercanos a los reportados
por los anteriores autores como inhibidores. Las cepas de Rhodococcus erythropolis
poseen un gran conjunto enzimatico capaz de llevar a cabo un enorme numero de
reacciones bio-cataliticas y degradaciones. Se ha encontrado que es capaz de metabolizar,
como Unica fuente de carbono y energia, altas concentraciones de alcanos, terpenos,
alcoholes y compuestos aromaticos [125]. Sin embargo, en nuestro estudio no se pudo
apreciar una degradacion de color en las vinazas. Probablemente esto fue debido a que la
cepa no se encontraba adaptada para las condiciones a las que se sujet6 al ser inoculada
en vinaza. Carvalho [125] durante su estudio logré adaptar a R. erythropolis para degradar
n-alcanos y alcoholes bajo condiciones extremas (4 — 37 °C, pH 3 — 11 y un porcentaje
mayor de 7.5% de cloruro de sodio), logrando de esta forma degradar compuestos a

condiciones que antes no lo hacia.

Hongos ligninoliticos de la coleccion CICY

A partir del quinto dia se aprecié visualmente el crecimiento de las cepas Ccentl, Ccent3y
B19-01-7(7) en 50% de vinaza. Como se puede observar en la figura 3.2 el hongo B19-01-
7(7) fue el que registré la mayor decoloracion, con un valor de 11%; los hongos restantes
solamente alcanzaron una remocion de color entre 8 y 9%. Estos valores se encuentran por
debajo del intervalo de 48 y 95% de decoloracién que ha sido reportado por diversos autores
en el tratamiento de vinazas [6, 59, 93, 98].

La capacidad de B19-01-7(7) de crecer sobre una concentracion de vinaza de 50% de
etanol hidratado y presentar el mayor porcentaje de remocion de color, lo hizo atractivo para

continuar con el estudio.
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Figura 3.2. Absorbancia a 475 nm (determinacién de color) en vinazas inoculadas con

hongos ligninoliticos en vinaza 50%.

El ADN gendmico fue exitosamente aislado del micelio de B19-01-7(7). Este ADN fue sujeto
a una amplificaciéon por PCR de la regién ITS. El producto de PCR amplificado fue
secuenciado y de acuerdo con el alineamiento con la base de datos de GenBank, la
secuencia presentdé 99% de homologia con el ITS de Aspergillus versicolor (nimero de
accesion JX232271.1). La figura 3.3 muestra a este hongo en su cultivo sobre medio de
vinaza concentrada y sobre medio de PDA. De acuerdo a la informacién depositada en la
base de datos del GenBank este hongo ha sido aislado e identificado como un hongo
endofito de pasto marino tropical; también se ha descrito que puede ser aislado de suelo,
heno, algodon, paredes humedas, pastos, colchones y alimentos comestibles [126].

Investigaciones recientes han demostrado que A. versicolor es capaz de producir
carboximetilcelulasa bajo la induccion de carboximetil celulosa, obteniendo la mayor
actividad enzimatica a pH 4 y 30 °C [127]. De igual forma se ha observado que este

microorganismo es capaz de degradar el 4-nonilfenol, el cual es un compuesto xenobidtico
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gue es formado principalmente de la degradacién microbiana de nonilfenol polietoxilado,
surfactante ampliamente utilizado en la industria y productos domésticos [128].

Se realizé una comparacion en la degradacion de vinaza entre A. versicolor (B19-01-7(7))
y T. versicolor. Para ello, se empled una dilucién de vinaza de 10% v/v utilizando agua
destilada como diluyente y se evalué la eliminacién de color, compuestos fendlicos y DQO.

Figura 3.3. Crecimiento de Aspergillus versicolor, a) en vinaza concentrada b) en PDA.

Como se puede ver en las figuras 3.4 y 3.5, ambos microorganismos lograron crecer a esta
concentracién de vinazas. A. versicolor, fue mejor, removiendo 53% del contenido de
compuestos fendlicos y 48% de la DQO, mientras que T. versicolor removié 50% el
contenido de compuestos fenélicos y 21% de la DQO. Sin embargo, A. versicolor registr
un aumento de color de 20%, el cual es un valor mayor al 14% alcanzado con T. versicolor.
El pH final obtenido en el cultivo de ambas cepas fue cercano a 8.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar claramente que la remocién de
compuestos fendlicos no esta directamente relacionada con el cambio de color, ya que
aunque ambas cepas presentaron una remocién considerable de compuestos fendlicos, el

color (absorbancia a 475 nm) fue incrementando con respecto al tiempo.
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Figura 3.4. Absorbancia a 475 nm (medicion de color) en vinaza 10% tratada con los hongos

A. versicolor y T. versicolor.
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Figura 3.5. Compuestos fendlicos en vinaza 10% tratada con los hongos A. versicolory T.

versicolor.
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Debido a que ambos microorganismos presentaron remocién de compuestos fendlicos se
procedi6é a evaluar su desempefio en el BILEF operado en lote y con el fin de seleccionar

el microorganismo adecuado para el tratamiento aerobio de las vinazas.

3.3. Operacion en lote del BILEF inoculado con “pellets” de T. versicolor en
condiciones estéril y no estéril

El efecto de las condiciones estéril y no estéril sobre el desempefio del BILEF se muestra
en figura 3.6. En ambas condiciones se observé que T. versicolor es capaz de remover
compuestos fendlicos. La concentracion inicial de fenol total en el BILEF fue 1,122 + 59
mg/L y en el dia 6 fue registrado un valor de remocion de 64 = 0.21% y 67 + 19% en
condiciones estéril y no estéril respectivamente, estos valores permanecieron casi
constantes hasta el tltimo dia de experimentacion (dia 15). Un comportamiento similar fue
registrado para la remocién de DQO, la concentracion inicial de DQO fue 12,120 + 496 mg/L
y en el dia 6 en condicion estéril fue observado un valor de remociéon de 41 + 3% y en
condicién no estéril fue 38 £ 5%. Los porcentajes de remocién de ambos parametros, fenol
total y DQO, no mostraron diferencias significativas de acuerdo al andlisis estadistico
ANOVA.

Debido a que el BILEF sera usado como un pre-tratamiento para la digestion anaerobia, es
deseable que mucha de la carga organica sea removida en el reactor UASB, por lo tanto el
pre-tratamiento aerébico debe remover la mayor cantidad de compuestos fendlicos sin
eliminar mucha materia organica. Los resultados obtenidos en ambas condiciones (estéril
y no estéril) son muy interesantes, ya que, el contenido original de fenol fue reducido
sustancialmente con una disminucién de la DQO alrededor de 40%. Un resultado similar
fue obtenido por Garcia-Garcia et al. [129] durante la fermentacion en lote con un reactor
de mezcla completa usando vinaza estéril y a los hongos Aspergillus terreus y Geotrichum
candidum. El grado de remocion, en la fermentacién con A. terreus, de fenol total y o-
difenoles fue 66 y 94%, respectivamente, la disminucion total en DQO fue cerca del 29%.
En el caso de G. candidum, los resultados fueron 70 y 91%. La disminucion de DQO en

este caso fue cerca de 28%.
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Figura 3.6. Desempefio del BILEF en condiciones estéril y no estéril. Remocién de compuestos fendlicos (B), remocién de DQO

(*), remocioén de color (a), y actividad de lacasa ().
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Debido a que el BILEF ser& usado como un pre-tratamiento para la digestion anaerobia, es
deseable que mucha de la carga organica sea removida en el reactor UASB, por lo tanto el
pre-tratamiento aerébico debe remover la mayor cantidad de compuestos fendlicos sin
eliminar mucha materia organica. Los resultados obtenidos en ambas condiciones (estéril
y no estéril) son muy interesantes, ya que, el contenido original de fenol fue reducido
sustancialmente con una disminucién de la DQO alrededor de 40%. Un resultado similar
fue obtenido por Garcia-Garcia et al. [129] durante la fermentacion en lote con un reactor
de mezcla completa usando vinaza estéril y a los hongos Aspergillus terreus y Geotrichum
candidum. El grado de remocion, en la fermentacién con A. terreus, de fenol total y o-
difenoles fue 66 y 94%, respectivamente, la disminucion total en DQO fue cerca del 29%.
En el caso de G. candidum, los resultados fueron 70 y 91%. La disminuciéon de DQO en
este caso fue cerca de 28%.

Por otro lado, La actividad de lacasa (figura 3.6) presenté un comportamiento diferente entre
las condiciones evaluadas; en condicién estéril la lacasa registré un valor de 960 + 23 U/L
en el dia 4, la cual continué incrementando ligeramente hasta el dia 15. Mientras que en
condicion no estéril, el maximo valor fue observado en el dia 6 (1485 + 86 U/L) y luego la
actividad fue disminuyendo en el tiempo. Un dato interesante que se pudo observar en
condicion no estéril es que la remocion de compuestos fendélicos permanecio casi constante
aunque la actividad de la lacasa disminuy0, esto sugiere la posible existencia de otras
enzimas en T. versicolor para la degradacion de fenoles. Yemendzhiev et al. [130], indicaron
que la especie T. versicolor ha sido extensivamente investigada por su notable actividad de
lacasa, realizaron un estudio sobre la capacidad de utilizar fenol como Unica fuente de
carbono y de energia. Reportaron que el metabolismo fangico de los compuestos
aromaticos ocurre via orto-fision, y las enzimas involucradas en este proceso catabdlico
son fenol hidroxilasa y la cis-muconato lactonasa.

Con respecto a la variacion de color (figura 3.6 y figura 3.7), los resultados también fueron
diferentes en ambas condiciones. En condicion estéril, en el dia 2 y 4 fue observado un
incremento del color y fue hasta el dia 6 cuando fue registrado un valor de remocién de 16
+ 4%, alcanzando el maximo en el dia 10, con una remocion de 40 + 14%. Por otro lado, en
condiciones no estériles, se registraron valores negativos lo que significa que hubo un

incremento del color en estas condiciones.
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En la condicion estéril el pH inicial fue 4.07, el cual fue incrementando hasta un valor de 5.6
en el dia 12, permaneciendo constante hasta el dia 15. Por otro lado, en condicion no estéril
el pH se encontrd entre 4 y 6 durante los primeros seis dias de operacion del biorreactor,

incrementando a 8 en los siguientes dias de operacion.
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Figura 3.7. Cambio de coloracion en las muestras del BILEF con respecto al tiempo

utilizando al hongo T. versicolor. a) condicidn estéril, b) condicion no estéril.

Benito et al. [27], realizaron un tratamiento en lote con T. versicolor sobre vinaza de una
fermentacion alcohdlica industrial de melaza de remolacha, la cual ha sido sujeta a un
tratamiento convencional anaerdbico-aerdbico para remover la DQO. Fue afiadido 3 g/L de
sacarosa y 1 g/L de KH,PO, a la vinaza y se ajusto el pH a 5. Ellos registraron una
eliminacion de color de cerca de 82% en el cuarto dia y una remocién de DQO de 77%. Por
otro lado, Watanabe et al. [131] usaron Coriolus sp. No. 20 para decolorar 80% de los
pigmentos de melanoidinas en presencia de 2.5% de glucosa y sorbosa, pH 4.5 y una
temperatura de 35 °C. En otro estudio, durante el tratamiento de agua residual de una
fermentacion alcohdlica de melaza de remolacha, Aspergillus niger alcanz6 una eliminacion
maxima de color de 45% cuando 5 g/L de sacarosa fue afiadida a las vinazas [132]. Estos
valores son mayores a los encontrados en este estudio, el mayor porcentaje de remocion
de color fue 40 + 14% en condicidn estéril y no fue observado remocién de color en
condicion no estéril. Es probable que existi6 una mejor eliminacion de color en condicién
estéril debido a los cambios estructurales de los compuestos cuando el agua residual fue
tratada a una alta temperatura. En nuestro estudio, no se afiadieron nutrientes (por ejemplo
sacarosa) y ésta pudo haber sido una razén en ambos casos por la cual no se registré una

mayor decoloracion. Paradojicamente, los primeros estudios sobre el sistema enzimatico
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involucrado en la decoloracion de vinazas no estaban enfocados en enzimas ligninoliticas.
De hecho, se considerd que enzimas intracelulares como glucosa oxidasas tuvieran un
papel mas importante en la decoloracion [133]. Se demostr6 que la enzima catalizadora de
la decoloracion de melanoidinas fue L-sorbosa oxidasa. Sin embargo, glucosa oxidasa
también decolor6 pigmentos de melanoidinas. Se sugirié que la melanoidina fue decolorada
por el oxigeno activo (O, H202) producido por las reacciones con las oxidasas, porque la
reaccion con la enzima pura fue acompafiada por la oxidacion de la glucosa a acido
gluconico [131]. Es probable que las enzimas oxidantes de azlcar no estuvieron presentes
durante el tratamiento de las vinazas en el biorreactor de lecho fluidizado y que por eso la
decoloracién fue menor con respecto a los otros autores. En ambas condiciones, en el
biorreactor fue apreciada la induccién de la actividad de lacasa pero no se observé una
clara relacion con la decoloracion del efluente.

Otro factor muy importante para la eliminacion del color es el pH, Benito et al. [27]
observaron que cuando la vinaza con nutrientes tenia un valor de pH de 8, T. versicolor casi
no mostrd crecimiento, la remocién de DQO no fue producida y solamente una ligera
eliminacion de color (10%) fue obtenida. En la figura 3.7, se puede ver que la mayor
decoloracion estuvo presente en condicion estéril, este biorreactor mantuvo un valor de pH
entre 4 y 6, a diferencia de la condicién no estéril donde el pH incrementd a un valor mayor
de 8, por lo tanto, se puede sugerir que el pH afect6 la decoloracion en el BILEF en
condicion no estéril. Sun et al. [134] report6é que para el tratamiento de vinazas de melaza
diluidas con Coriolus hirsutus, el pH 6éptimo para la produccién de lacasa fue 4.5, ellos
registraron una remocién de DQO de 63% y un rendimiento de decoloracion de 42%.
Observaron que el incremento del pH del cultivo de 5 a 6 fue desfavorable para la activacion
de la enzima y fue responsable de la disminucién de la produccién de lacasa. Este
descubrimiento podria ser atribuido a la acumulacion de metabolitos fungicos producidos
en el cultivo de crecimiento, los cuales inactivan a la lacasa o inhiben su biosintesis, o
debido a la accién de enzimas proteoliticas. Esto coincide con la decoloracién de vinazas
por Aspergillus-UB2 en matraces, donde la maxima decoloracion fue 84% a las 41 h del
experimento. Después de alcanzar el valor méximo, la eficiencia de decoloracion disminuyo
significativamente, mientras el pH se incrementd. Los autores lo atribuyen a la re-
polimerizacion de las melanoidinas [135]. En el tratamiento de vinazas de Amarula (27 g/L
de DQO y 866 mg/L de compuestos fendlicos) con Trametes pubescens, Strong [136]

obtuvo una remocion de DQO de aproximadamente 73% y una degradacién de compuestos
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fendlicos de 86%; el color se incremento significativamente y después de un lapso de tiempo
disminuyd. El reporté que la concentracién de compuestos fendlicos producia un gran
incremento en el color si el pH era incrementado de 3.8 a neutro. El cambio de color podia
ser atribuido a la conversion de los fenoles a otros compuestos conocidos como quinonas,
las cuales se producen mediante la eliminacion del cation hidrégeno del grupo OH del fenol,
los intermediarios de quinonas pueden reaccionar espontaneamente entre si para formar
oligébmeros coloridos, dependiendo del sustrato y las condiciones ambientales [137]. De
acuerdo a esta informacién, podemos sugerir que en condicidn no estéril, T. versicolor
produce compuestos coloridos que incrementan el color inicial de las vinazas ademas de
gue la lacasa es afectada por el pH. También es conocido que el primer paso para la
degradacién por hongos es la adsorcion [113, 136], y el pH afecta este paso porque la pared
fungica estd compuesta por polisacéaridos (ejemplo, quitina y quitosan), proteinas, lipidos y
melanina con varios grupos funcionales (tales como amino, carboxilos, tiol, y grupos fosfato)
capaces de enlazarse con varias moléculas organicas. Las formas ibnicas de estos
compuestos organicos en solucion y la carga eléctrica superficial de la biomasa dependen
del pH de la solucién. Por lo tanto, la interaccién entre el soluto y el sorbente es
principalmente afectada por los estados de ionizacién de los grupos funcionales de ambos,
la molécula y la superficie del sorbente. En el hongo N. intermedia el pH méas adecuado
para la adsorcion es 3, y existi6 un decremento en el potencial de bio-adsorcién con el
incremento del pH en la solucién [138].

Debido a que en la literatura es mencionado que los compuestos fendlicos son los que
afectan severamente al proceso de digestién anaerobia [5, 129] y se obtuvo una remocién
de compuestos fendlicos similar en ambas condiciones, estéril y no estéril, se decidio
continuar el estudio en condicién no estéril, debido a que esto representa una ventaja en

una futura aplicacién industrial.

3.4. Operacion en lote del BILEF inoculado con “discos” de A. versicolor en vinaza
10% estéril

A. versicolor no fue capaz de crecer en el BILEF en condicion no estéril y en forma de
“pellet”. Por tal motivo, se procedié a inocular en “discos” y en vinaza estéril. Como se puede
observar en la figura 3.8 en el dia 4 se registré una remocion de DQO de 38%, valor que
permanecio casi constante durante la mayoria de todo el experimento y fue hasta el dia 15

cuando se registrd el mayor valor de remocion alcanzando un 46%.
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Figura 3.8. Desempefio del BILEF en condicién estéril utilizando A. versicolor. Remocién de
compuestos fenélicos (m), remocion de DQO (), remocidén de color (a), y actividad de

lacasa (¢).

La degradacién de los compuestos fendlicos presentes en las vinazas estériles utilizando
A. versicolor es menor al ser comparada con los resultados obtenidos por T. versicolor. En
el dia 6 se observo una reduccién del 21% en la concentracion de fenol total, y ésta no
presenté cambio significativo durante los dias restantes de operacion del reactor (figura
3.9). Asimismo, A. versicolor solamente present6 actividad enzimatica de lacasa en los dias
6 y 8 de operacion del BAPA, ademas, los valores registrados fueron inferiores a lo obtenido
previamente con T. versicolor. El pH en el BILEF estuvo entre 4 y 6 durante los primeros 3
dias de operacion del biorreactor, incrementdndose hasta 8 en los dias posteriores. Con
respecto al cambio en la coloracién, como se puede observar en la figura 3.9, no existe una
variaciéon en los primeros tres dias de operacion del reactor y posteriormente se registré un
incremento, alcanzando un valor de 44% por encima del color registrado inicialmente.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el BILEF con A. versicolor se pudo apreciar que
este microorganismo tiene menor capacidad para la degradacién de vinazas de etanol

hidratado al compararse con los valores registrados por T. versicolor. Por lo tanto, se
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procedi6 a evaluar la degradacion de vinazas diluidas a 10% en el BILEF operado de forma

continua y no estéril utilizando a T. versicolor.

3.5. Operacion en continuo del BILEF inoculado con T. versicolor en condicién no
esteril

Con el objetivo de obtener el afluente para el reactor UASB, el BILEF fue operado en modo
continuo empleando vinaza diluida a 10% y se renovo la biomasa cada 5 dias, retirando un
tercio del contenido del reactor y siguiendo la metodologia de Blanquez et al. [115]. En la
figura 3.9 se muestra el desempefio del biorreactor. La concentracion inicial de los
compuestos fendlicos en el BILEF fue 1,247 + 31 mg/L y en el dia 3 fue registrada una

remocién de 66 * 5%, este valor permanecidé casi constante hasta el Ultimo dia de

experimentacion (dia 26).
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Figura 3.9. Desempefio del BILEF en condicidon no estéril operado en continuo. Remocién de
compuestos fenolicos (M), remocion de DQO (¢) remocidn de color (a), y actividad de
lacasa (¢).*Ren Bio 1, 2, 3y 4, se refiere alas renovaciones de biomasa de T. versicolor

dentro del BILEF.

La concentracion inicial de DQO en el BILEF fue 10,095 + 31 mg/L, alcanzando al tercer

dia una remocién de 37 + 0.8%; esta remocion continu6 incrementandose ligeramente hasta
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alcanzar un valor mayor a 50%. La remocion de DQO es diferente a lo encontrado en la
operacion en lote, sugiriendo que la operacion en continuo favorece la degradacion de este
parametro.

Con respecto a la variacion de color, el comportamiento es similar a la operacion en lote
debido a que no se observo un alto valor de remocion durante todo el experimento (figura
3.9). La actividad de lacasa registr6 un méaximo valor de 550 + 53 U/L en el dia 6, el cual
disminuyd en el tiempo. Este valor no increment6 aunque la biomasa fungica fue renovada.
De nuevo, los resultados obtenidos sugieren la posible existencia de otras enzimas en T.
versicolor para la degradacion de fenoles [130].

Existe poca informacién sobre la degradacion de vinazas con hongos en un biorreactor
operado en modo continuo y muchos de los trabajos estan enfocados a la eliminacién de
color y DQO. Por ejemplo, Shayegan et al. [74], durante la decoloracién continua de vinazas
digeridas previamente en un reactor UASB, suficientes microorganismos de Aspergillus-
UB2 fueron cultivados y transferidos a un tanque de aeracién y alcanzé un maximo nivel de
decoloracién de 84%. La eficiencia cay6 drasticamente después de 96 horas de operacion.
Una evaluacién microscépica demostré que debido a contaminacion microbiana la actividad
de UB2 disminuyd. Estos autores concluyeron que era imposible trabajar con tal reactor por
mas de 3 dias y mantener el sistema sin contaminacion. En otro estudio, un reactor de
burbujeo de columna operado en continuo fue utilizado para tratar vinazas. Este reactor fue
inoculado con “pellets” de Coriolus versicolor y se afiadio glucosa (0.5%) y peptona (0.05%);
con estas condiciones se alcanzd una eficiencia de decoloracion de 75% en 20 horas de
operacion, sin embargo, esta condicion no pudo mantenerse por mas tiempo y la eficiencia
de decoloracion disminuyé gradualmente después de 25 horas de reaccion. El micelio se
redujo en tamafio debido al estrés del burbujeo y fue lavado del reactor o experimento
autolisis [139]. Miranda et al. [132], investigaron la degradacion de vinaza en un reactor
tubular enchaquetado, la operacién comenzé en lote y cuando la remocion de color estaba
alrededor de 40% (3 dias), el reactor fue alimentado continuamente con el agua residual y
los nutrientes determinados en un flujo de 1 L/dia (TRH de 5 dias). La maxima remocién de
color durante el proceso continuo fue 37% y se mantuvo constante entre 3y 4 dias; después
de este tiempo la absorbancia del efluente se incrementd y la remocion de DQO estuvo
alrededor de 69%. Por lo tanto, los resultados obtenidos por estos autores en la operacion

en continuo sefialan una remocion de color pero solamente por un periodo corto de tiempo.
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En nuestro estudio, el BILEF inoculado con T. versicolor en condiciones no estériles no
mostro valores altos de actividad de lacasa. La inhibicién de la lacasa puede ocurrir por la
modificacion del residuo aminoécido, quelacién del cobre o cambios conformacionales de
la enzima. De igual forma, puede ser inhibida por aniones pequefios que se enlazan a los
atomos de cobre T2y T3, y afectan la transferencia interna de electrones. Aunque algunas
sustancias pueden inhibir a la actividad de lacasa, la adicion de ciertos compuestos puede
incrementar su eficiencia. Por ejemplo (NH4)2SO4, K2SO4 y Na,SO4 han demostrado mejorar
la actividad de lacasa producida por Sinorhizobium meliloti CE52G [140]. Sin embargo, en
nuestro estudio, aunque no hubo mucha actividad de lacasa (183 U/L en promedio), el
biorreactor fue capaz de mantener altas remociones de compuestos fendlicos (66 + 5%) y
DQO (41 + 11%) por 26 dias, el cual es un valor de operacién de reactor mayor a los datos

encontrados en la literatura.

3.6. Reactor UASB para el tratamiento de vinazas de etanol hidratado

La tabla 3.2 muestra la caracterizacion de afluentes y efluentes obtenidos en el sistema 1y
2. De acuerdo al andlisis estadistico (ANOVA), el efluente generado en el reactor UASB en
cada sistema presenté diferencias significativas en todos los parametros a excepcion de la
DQO y PO.*, sugiriendo que el efluente del UASB del sistema 2 posee mejor calidad para
disposicién ambiental debido a que presenta valores menores de los parametros medidos

en el sistema 1.

Tabla 3.2. Caracterizacion del influente y efluente en los sistemas 1y 2.

Sistema 1 Sistema 2

Parametro Vinaza Efluente del Vinaza Efluente del Efluente del

(diluida 7%) UASB (diluida 10%) BILEF UASB
DQO 7,704 £ 800 4,000 £570% | 11,000 £ 1,000 7,000 £ 93 3,940 + 422
Fenol total 758 £ 100 840 * 422 1,083 + 150 460 * 40 729 + 38P
Color* 0.10 +.001 0.11 + 0.003? 0.13+£0.012 0.13 £ 0.003 0.14 + 0.005P
SO4* 371 +£90 200 + 562 530 + 141 540 + 50 70 + 40P
Nrotal 120+ 15 723 + 522 172 £ 21 688 + 79 408 + 91°
N-NHs 5+0.6 57 £ 12 7+1 5+0.7 31 +4b
PO4* 29+5 49 + 62 41 +7 22+2 46 + 72

* Color es la absorbancia a 475 nm
Aungue no existe una diferencia significativa en la DQO presente en los efluentes de los

reactores UASB de ambos sistemas, de la tabla 3.2 se puede calcular que el sistema 1 tuvo

una remocion de DQO de 48 + 2%, mientras que, en el sistema 2 se registré una remocion
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de DQO total de 64 *+ 3%, esto concuerda con lo reportado en otros estudios, donde se
sefiala que acoplar otras técnicas de tratamiento con el proceso de digestion anaerobia
mejora la eficiencia de remocion de DQO [141].

Strong [142] estudid, a nivel matraz y en condiciones estériles, las caracteristicas de 14
vinazas de vino distintas y el uso de Trametes pubesces MB 89 para disminuir el contenido
de DQO, compuestos fendlicos y color, posteriormente tratd estos residuos por medio de
digestion anaerobia. Este autor obtuvo una concentracion de compuestos fendlicos arriba
de 95 mg/L y valores de DQO entre 665y 12,600 mg/L en las vinazas estudiadas y observé
que el tipo de vinaza afecta el tratamiento fungico de la misma, obteniendo remociones de
DQO entre 45 y 84%. El pretratamiento fungico antes de la digestion anaerobia
aparentemente no ofreci6 una ventaja con respecto a la post-digestion de las
concentraciones de DQO, debido a que al final de la digestién anaerobia, la concentracién
promedio de DQO fue 484 mg/L para las muestras no tratadas y 359 mg/L para la muestras
tratadas previamente con T. pubescens. Esto es semejante a lo obtenido en el sistema 1y
2 de nuestro estudio, ya que no hubo diferencia significativa en el contenido de DQO en los
efluentes finales de cada sistema.

Con respecto a los compuestos fendlicos, el sistema 1 no removié compuestos fendlicos.
Strong [142], encontr6 que la digestion anaerobia removié compuestos fendlicos tanto en
vinazas previamente tratadas con T. pubescens como vinazas no tratadas. Las eficiencias
de remocion finales fueron generalmente mejores para la digestién anaerobia que para el
tratamiento fungico. Sin embargo, es evidente que T. pubescens disminuy6 la
concentracion de compuestos fendlicos en dos dias mientras que la digestion anaerobia lo
realizd en dos semanas. Cervantes et al. [143], sefial6 que el fenol puede ser degradado
anaerdbicamente por cultivos puros utilizando aceptores de electrones alternativos como el
sulfato, y en el caso de sedimentos organicos el humus puede servir como aceptor de
electrones. Por tal motivo, estos autores estudiaron, en botellas de suero de vidrio, la
capacidad de dos diferentes tipos de lodos granulares anaerobios para la oxidacién de
compuestos fendlicos (fenol y p-cresol) con 2-6-disulfonato de antraquinona (AQDS),
presente en el humus, como aceptor de electrones. Ellos observaron que después de 30
dias el lodo granular comenzé a consumir los compuestos fendlicos. Segun lo reportado
por Strong [142] y Cervantes et al. [143], para que exista una degradacion de los
compuestos fendlicos por medio de la digestion anaerobia, es necesario un lapso de tiempo

largo, en el cual se produce el crecimiento de las bacterias responsables de la degradacion
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y el desarrollo de los sistemas enziméticos involucrados en la ruta de degradacion. A partir
de esta informacion podemos sugerir que en el sistema 1 no se pudo apreciar una
degradacion de los compuestos fendlicos debido a que el reactor estuvo en operacion 26
dias, tiempo en el cual, probablemente no fue el suficiente para desarrollar las bacterias y
procesos enzimaticos necesarios para la degradacion de los compuestos fendlicos.

Por otro lado, el sistema 2 alcanz6 una remocién de compuestos fendélicos de 33 + 5%, sin
embargo se pudo detectar que el efluente del UASB mostré mayor cantidad de compuestos
fendlicos comparado con el efluente del BILEF. Kumar et al. [144], mencionaron que la
biomasa fungica y bacteriana ha sido utilizada para la remocién de compuestos fenélicos a
través de la adsorcidn, por lo tanto, investigaron el uso de micelio muerto de T. versicolor
polyporus para la remocién de compuestos fendélicos en soluciones acuosas. Estos autores
obtuvieron un maximo porcentaje de remocién de fenol de 90% a un pH cercano a 6 y
observaron que la capacidad de adsorcidén de estos compuestos sobre el micelio disminuyo
al incrementarse el pH, esto fue atribuido a la repulsién entre los iones fenolatos formados
y los grupos de carga similar sobre la superficie de los hongos. Probablemente, ocurrié algo
similar en el sistema 2 de nuestro estudio, es decir, durante la alimentacién del reactor
UASB micelio de T. versicolor fue introducido y al someterse a un cambio de pH (4.5 a 7),
los compuestos adsorbidos sobre el micelio fueron liberados dentro del UASB reflejandose
en un incremento de los compuestos fendlicos en el efluente. De igual manera, pudo existir
una lisis celular del micelio introducido como fue observado por Strong [142].

Con respecto al color, en nuestro estudio, en ambos sistemas permanecio constante entre
el afluente y efluente (tabla 3.2), sugiriendo que la digestion anaerobia a nuestras
condiciones de operacion no tiene un efecto sobre el color de las vinazas. Este resultado
es contrario a lo obtenido por Strong [142], donde reportd que las muestras tratadas
fungicamente tenian un valor inicial de color bajo y que al ser tratadas con digestion
anaerobia este color se incrementd. Este autor atribuye ese incremento de la coloracion a
la re-polimerizacion de los compuestos que fueron des-polimerizados por el tratamiento
fungico o posiblemente debido al incremento en el pH, porque como se menciond
anteriormente este parametro es muy importante en la remocién de color.

En la figura 3.10 se presenta la produccion de biogas y contenido de metano para ambos
sistemas. El sistema 1 registr6 la mayor produccion de biogas (2,370 + 149 ml/dia)
comparado con el sistema 2 (1,102 = 83 ml/dia), sin embargo, el sistema 2 alcanz6 un

mayor contenido de metano (74 = 6%) que el sistema 1 (65 + 5%), el andlisis estadistico
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demostré que estos valores presentan diferencias significativas. Con estos resultados
encontramos que el rendimiento de metano fue 0.28 y 0.18 m® CH4/ kg DQOremovida para el
sistema 1y 2 respectivamente. La cantidad de AGVs total (expresado en CH3;COOH) fue
423 + 93y 347 + 86 mg/L para el sistema 1y 2 respectivamente.

Jiménez et al. [5], empleando vinazas de melaza de remolacha, demostraron que el
pretratamiento de las vinazas con Penicillium decumbens reduce el 67.7% del contenido
inicial de compuestos fendlicos, disminuyendo de esta forma su bio-toxicidad.
Posteriormente sometieron a digestion anaerobia, en un reactor de agitaciéon continua, las
vinazas previamente tratadas con P. decumbens y no tratadas. Estos autores obtuvieron
un rendimiento de metano de 0.2 m® CHa/kg DQOasadidco €mpleando un TRH de 53 dias y
una carga organica de 1.5 kg DQO/m3.dia de vinaza no tratada; asi mismo, al utilizar esa
misma carga organica pero con vinazas previamente tratadas, obtuvieron un rendimiento
de metano de 0.225 m® CHakg DQOamadgico €n Uun TRH de 15 dias. Registrando un
incremento del 12% en su rendimiento. En nuestro estudio, empleando una carga organica
similar a la de Jiménez et al. [5] (1.2 kg DQO/m3.dia) se obtuvo mejores rendimientos de
metano para ambos sistemas (0.28 y 0.18 m® CH4/ kg DQOremovida para el sistema 1y 2
respectivamente) y a un TRH menor (6 dias). Sin embargo, a diferencia de estos autores
nuestro rendimiento de metano no aumentd en el sistema 2, debido a que existi6 una
disminucion en la produccion de biogas, probablemente debida a que la materia organica
de féacil degradacion fue eliminada en el BILEF, interrumpiendo de esta forma la cadena
trofica precedente a la metanogénesis y por lo tanto a la produccion de biogas [35, 145]. No
obstante, cabe recalcar que el biogas obtenido en el sistema 2 posee una concentracion de
metano de 74 + 6%, convirtiéndolo en un gas con mayor poder calorifico que el obtenido en

el sistema 1y por lo tanto ser utilizado para la produccion de energia eléctrica [146, 147].
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Sistema 2: BILEF - reactor UASB

Sistema 1: reactor UASB
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Conclusiones

A nivel matraz se observé que las cepas que presentaron una mayor remociéon de
fenoles sobre vinaza diluidas fueron B19-01-7(7) y T. versicolor. Sin embargo al ser
operadas en el reactor BILEF, T. versicolor alcanzé mayores valores de remocion de
fenol y DQO comparado con B19-01-7(7).

La Cepa B19-01-7(7) fue identificada como Aspergillus versicolor, un microorganismo
que ha sido reportado como apto para degradar compuestos recalcitrantes como el 4-
nonilfenol.

Nuestros resultados demuestran que los fenoles no son necesariamente los
responsables del color.

Ademas, este estudio demostro la posibilidad de usar un BILEF para la eliminacién de
compuestos fendlicos (67 + 19%) y DQO (38 = 5%) en condiciones no estériles
utilizando T. versicolor. Sin embargo al igual que en los experimentos realizados a nivel
matraz, la eliminacion de color no fue posible. La operacién en continuo del BILEF fue
llevado a cabo exitosamente por 26 dias, el cual es el mayor tiempo de operacion
logrado en un reactor aerobio para el tratamiento de vinazas respecto a lo encontrado
en la literatura.

En los dos sistemas evaluados para el tratamiento de vinazas, el sistema 2
(BILEF+UASB) tuvo una mejor calidad de efluente para la disposicién al ambiente y un
mayor contenido de metano en el biogas. Esto lo convierte en una tecnologia
prometedora para la obtencién de un biocombustible (metano) a partir de una fuente

renovable como lo son las vinazas.
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