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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo la caracterizacion fisicoquimica de las vinazas
provenientes de la destilacion de una bebida alcohdlica tipica de la region del estado de
Chiapas, para ser evaluadas como fuente de nutrientes para la produccion de biogéas. Las
vinazas son aguas residuales consideradas como el producto de cola de la destilacion del
alcohol etilico, estas contienen una alta carga organica expresada en términos de demanda
bioguimica de oxigeno y demanda quimica de oxigeno, debido a este perfil presentan un
alto potencial energético. En la caracterizacion se emplearon las técnicas autorizadas por
APHA, AWWA, WPCF-1992para el tratamiento de aguas residuales y los métodos de la
AOAC para los andlisis proximales, obteniéndose una DQO de 114.650 g de O,/L, pH de
3.8, ST de 71.691 g/L, STV de 62.890 g/L, SST de 9190 mg/L y una concentracion de
azucares reductores de 6.18g/L. Posteriormente para llevar a cabo la evaluacién de la
produccidén de biogas, se estandarizaron dos tipos de indculos; estiércol de ganado vacuno y
lodos anaerobios, ambos alimentados con vinazas en un reactor por lote en iguales
condiciones de operacion; las variables monitoreadas fueron pH, DQO y temperatura. Al
final, se selecciono el inéculo de mayor capacidad de remocién de materia orgéanica y
menor tiempo de adaptacion, para ser inoculado en un reactor UASB modificado y evaluar

la produccion de biogas en funcion de la DQO removida.

Palabras claves: Vinazas, biogas, fermentacion anaerobia, DQO.
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l.- INTRODUCCION

Hoy en dia, existe un creciente interés en el mundo en cuanto al desarrollo de
tecnologias para la produccion de energias renovables a partir de biomasa.

Esta energia generada es reconocida como biocombustible y ocupa el cuarto lugar como
fuente de energia, proporcionando aproximadamente el 14 % de las necesidades energéticas
en el mundo (Demirbas, 2003).

Dentro de estas energias renovables se encuentra el biogas, cuya produccion se
lleva a cabo por una digestion anaerdbica de los desechos de la materia orgénica. De
acuerdo a la ley de promocion y desarrollo de los bioenergéticos, considera al biogas como
un gas que se produce por la conversion bioldgica de la biomasa como resultado de su
descomposicion, el cual es una mezcla de gases principalmente constituida por metano,
dioxido de carbono, &cido sulfhidrico, amonio y oxigeno. En una digestion anaerobica, un
consorcio de microorganismos anaerobios convierten los compuestos organicos en biogas
en un ambiente libre de oxigeno, el principal componente combustible es el gas metano,
que es facilmente quemado con oxigeno o aire para producir agua y dioxido de carbono asi
como calor. El metano es una fuente de energia limpia y de completa combustion. Mediante

calculos, se sabe que un metro cibico de metano produce 8570 kcal (Cheng, 2009).

Dentro de los principales residuos organicos generados en la industria de la
destileria ricos en materia organica, se encuentran las vinazas, las cuales son consideradas
como el producto de cola de la destilacion alcohdlica. Estas a su vez, son aguas residuales
de naturaleza recalcitrante, con un alto contenido de cargas organicas y nutrientes. También
son denominados como los residuos que se obtienen después de haber realizado la
destilacion de azucares fermentados provenientes de la cafia de azucar, piloncillo, uvas y

diferentes especies de agave (Robles-Gonzalez, et al., 2011).

Estudios realizados a la vinaza de cafia de azicar han mostrado que es un residuo
altamente corrosivo y contaminante de las aguas por presentar contenidos altos de materia

organica (Orlando y Leme, 1984) y nutrientes como nitrégeno y fésforo. Sin embargo, la



composicion quimica dependera de la materia prima utilizada, de las condiciones

climéticas, del suelo y del proceso de elaboracién del alcohol (Rodella, et al., 1981).

La vinaza presenta altos niveles de compuestos organicos, en términos de demanda
bioguimica de oxigeno (DBOs) y demanda quimica de oxigeno (DQO) (Borja et al.,1993;
Vlissidis y Zouboulis 1993; Wilkie et al,. 2000).

Contiene principalmente materia organica, potasio (K), azufre (S), magnesio (Mg),
nitrégeno (N) y calcio (Ca); sin embargo, esta composicion es variable segun provenga de
melaza, jugo o la mezcla de ambos (Gloria y Orlando, 1983).

Los altos contenidos de nitrogeno en la vinaza son suficientes para producir niveles
inhibitorios de amoniaco/amonio en los efluentes de las destilerias (Vlissidis y Zouboulis
1993; Wilkie et al., 2000).

La concentraciéon de materia organica depende en gran medida del disefio y las condiciones
de funcionamiento de cada destileria y el origen de la vinaza(Wilkie et al.2000). La vinaza
se produce en una proporcion de 13:1, es decir, por cada litro de alcohol se obtienen 13
litros de vinaza (Ferreira - Montenegro, 1987),esta proporcion puede variar entre 10:1 'y
15:1. Por lo tanto, las vinazas son desechos residuales dificiles de tratar, no sélo debido a
sus caracteristicas, sino también a su gran volumen y su fluctuacion estacional considerable
(Buhlert et al., 1981).

Debido a lo anterior, el objetivo de este proyecto es llevar a cabo un estudio para la
caracterizacion y evaluacion de las vinazas provenientes de la destilacion alcohodlica de una
bebida espirituosa denominada comiteco, originaria de la meseta comiteca de Chiapas,
como una fuente de nutrientes para la produccién de biogas a partir de una fermentacion
anaerdbica utilizando un reactor UASB, y con ello contribuir a la generacion de fuentes

alternativas de energia en el Estado.
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I1.- ANTECEDENTES

11.1.Biocombustibles

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir
de materias producidas recientemente por seres vivos, denominadas “biomasa”. Pueden ser
liquidos, sdlidos o gaseosos, cuya finalidad es liberar la energia contenida en sus
componentes quimicos mediante una reaccion de combustion (Maciel, 2009).

Para hacer frente a los problemas del cambio climatico y seguridad energética, se
necesitan sustitutos para los combustibles de transportes derivados del petréleo, ademas del
gas y la electricidad. Los biocombustibles se estan convirtiendo en una importante clase de
sustitutos, hoy dominado por el etanol que se produce a partir del maiz y cafia de azucar,

por ello para el futuro muchas alternativas estan siendo exploradas.

11.1.1.Tipos de biocombustibles

Existen varios tipos de biocombustibles, a los cuales se les clasifica de acuerdo al
insumo o materia prima, y a la tecnologia empleada para producirlos. Debido a los avances
en la tecnologia, esta clasificacion segln la agencia internacional de energia IEAse realiza
por generaciones (Maciel, 2009).

Biocombustibles de primera generacién: son los que en la actualidad ya han alcanzado una
etapa de produccién comercial. Proceden generalmente de cosechas que son cultivadas con
técnicas similares a las cosechas agricolas alimenticias convencionales.

Biocombustibles de segunda generacion: aquellas que no compiten por la utilizacion de
suelos agricolas, ya que son producidos a partir de biomasa lignocelulésica como la
contenida en la paja, hierba, tallos, cafias, raices, madera, cascaras, etc.

Biocombustibles de tercera generacion: principalmente los aceites, procedentes de algas y

el hidrogeno procedente de la biomasa.



Los biocombustibles pueden encontrarse en forma solida, liquida y gaseosa. Los primeros
biocombustibles en utilizarse fueron los sélidos, un ejemplo de ello es el uso de lefias para
producir energia, hoy en dia contintia su uso. Dentro de los biocombustibles en forma de
gas se encuentra el biogas, que se produce cuando la biomasa es colocada en reactores en
condiciones anaerobicas y es digerida por microorganismos encargadas de degradar la
materia orgénica, obteniendo como producto final el biogés. Los biocombustibles liquidos
se elaboran a partir de materias primas de plantas, dentro de ellos se encuentran el etanol y
biodiesel, estos a su vez pueden ser considerados sustitutos mas cercanos de los
combustibles fosiles. Para su obtencidn se utilizan procesos enzimaticos, transformaciones
quimicas o procesos de fermentacién, estos biocombustibles pueden ser usados solos 0

mezclados con combustibles fdsiles (Chauvet-Gonzélez, 2008).

11.1.1.1. Biogés

El biogés es otra fuente de energia renovable, producido cuando la biomasa es
sometida a una gasificacion bioldgica, es un gas rico en metano obtenido de una digestion
anaerébica de compuestos organicos (Ofoefule, 2010). La materia prima para su
produccion es la biomasa, materia organica renovable, que generalmente son desechos en
grandes cantidades, generados de industrias de diversos procesamientos (Ezeonu, 2002).

El biogas generalmente esta compuesto de 50 a 70% de metano, didxido de carbono
de 30-40%, hidrdgeno de 1-10% y nitrogeno de 1-3% (Hashimoto G y Varriel H, 1978). La
composicion también dependera del tipo de sustrato utilizado y las condiciones de

operacion en las que se lleve a cabo, como se muestra en la siguiente tabla.



Tablal. Componentes del biogas en funcién del sustrato utilizado.

Componente Residuos Lodos Residuos Gas de
agricolas depuradora industriales vertedero
Metano 50-80% 50-80% 50-70% 45-65%
Dioxido de 30-50% 20-50% 30-50% 34-55%
carbono
Agua Saturado saturado saturado saturado
Hidrogeno 0-2% 0-5% 0-2% 0-1%
Sulfuro de 100-700 ppm 0-1% 0-8% 0.5-100 ppm
hidrégeno
Amoniaco Trazas Trazas Trazas Trazas
Mondxido de 0-1% 0-1% 0-1% Trazas
carbono
Nitrégeno 0-1% 0-3% 0-1% 0-20%
Oxigeno 0-1% 0-1% 0-1% 0-5%
Compuestos Trazas Trazas Trazas 5 ppm
organicos (terpenos,
ésteres etc.)

Fuente: (Coombs, 1990)

11.1.1.2.Importancia del biogas

En el mundo millones de toneladas de residuos sélidos que se generan cada afio proveniente
de fuentes como la municipal, industrial y los que son utilizados en la agricultura. Estos
residuos organicos procedentes de la agricultura, la industria y municipios se descomponen
en el ambiente, lo que resulta en gran escala la contaminacidn de la tierra, el agua y el aire.
Estos residuos no sélo representan una amenaza para la calidad del medio ambiente, sino
que también poseen un valor de potencial de energia que no se utiliza por completo a pesar
del hecho de que son baratos y abundantes en la mayoria de las partes del mundo. El
metano (CH;) y dioxido de carbono (CO;) emitido como resultado de la actividad
microbiana bajo condiciones incontroladas anaerdbicas, son liberados en la atmdsfera y
contribuye al calentamiento global (Baldasano y Soriano, 2000; Chynoweth et al., 2001).
México llega a la era de la produccién de los agrocombustibles en circunstancias en las que
no se han hecho evaluaciones criticas por parte del gobierno federal y de los sectores
involucrados sobre los costos ambientales, sociales y econdmicos de su uso (Juarez-
Sanchez, 2007).




A pesar de ello México tiene gran potencial en el aprovechamiento de los
bioenergéticos para la produccion de biogéas utilizando residuos organicos provenientes de
los rellenos sanitarios, residuos ganaderos y aguas residuales, y utilizarse como fuente de
energia eléctrica y térmica. El adecuado aprovechamiento de los 186 rellenos sanitarios en
todo el pais podria generar entre 1,629 y 2,248 toneladas al afio de metano, y producir entre
652 y 912 MW de energia eléctrica. México cuenta con un amplio potencial de unidades
productivas susceptibles de incorporar sistemas de biodigestion en diferentes niveles
(CONAGUA, 2010).

11.2. Descripcion general del agave

Los agaves representan un grupo de plantas suculentas originadas en América
tropical y subtropical incluyendo los paises del caribe (Lock, 1969; Wienk, 1976, Grayum,
2006). Su distribucion abarca del sur de los Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela;
incluyendo todas las islas del Caribe, desde Bahamas hasta Aruba, Curazao, Trinidad y
Tobago, y frente a las costas sudamericanas. Las tierras altas de Mesoamérica parecen ser

el nacleo original de los agaves cultivados (Kirchhoff, 1943).

11.2.1.Etimologia

Proviene del griego Agave, esposa de Kadmos y hermana de Semejen en la mitologia
griega y madre de Pentheus. Proviene también de la palabra Agavos, del griego ilustre y
noble, pero igualmente por la ferocidad de los dientes del margen foliar.

11.2.2. Taxonomia

La delimitacion genérica de agavey el numero de especies que lo componenha variado a lo
largo del tiempo (Garcia- Mendoza, 2003). Berger en 1915 reconocia 274 especies
ubicadas en los subgéneros manfreda, littaca y euagave.Breitung (1968) lo considera

formado por aproximadamente 110 especies de los subgéneros littaea y euagave. Irish
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(2000) menciona que puede tener entre 200 y 250 especies. Garcia—Mendoza (2003), indica
que Agave (subgéneros Agave y Littaea) posee alrededor de 200 especies y mas de 47
categorias infraespecificas, lo que da un total de 247 taxones. Otros autores indican 197

taxones, que corresponde a 136 especies (Gentry, 1982; Castorena -Sanchez et al., 1991).

11.2.3. Descripcion

Desde el punto de vista morfologico, en general poseen hojas alargadas en espiral
sobre un corto y a menudo invisible tallo, formando una roseta. Esta morfologia es una
adaptacion destinada a captar agua por las hojas que es transportada a la zona radical. Las
hojas en general son duras, o al menos rigidas y muy fibrosas.. EI nimero de hojas por
roseta varia de 20 a 200, dependiendo de la especie. Las hojas son gruesas Yy suculentas,
poseen células especializadas para el almacenamiento de agua. Pueden ser rigidas o laxas
(Arizaga, et al., 2000).Las hojas en general son glabras y cuentan con fibras alargadas en
toda su longitud, siendo este cardcter importante en especies como A. sisalana perr. yA.

fourcroydes Lem. son utilizadas para la produccion de fibras (Irish y Irish, 2000).

Figura 1.Inflorescencia de una planta de Agave americana



11.2.4.Produccion de agave en México

En México las grandes casas productoras de tequila tienen sus necesidades de agave
cubiertas con produccién propia o contratos de aparceria celebrados con anticipacion. El
importe comprometido de la cosecha es de apenas el 40%. Existe un excedente de agave
significativo de productores no vinculados a empresas tequileras (60% de los productores)
que no encuentran mercado. En 2008, el Consejo Regulador del Tequila (CTR 2008)
report146 destilerias de tequila entre grandes, medianas, pequefias y micros.

La industria tequilera es de gran importancia en la economia de Meéxico y
principalmente en Jalisco, donde se localiza la mayoria de las empresas certificadas para la
fabricacion de este tipo de bebidas, sin embargo la creciente produccion de tequila trae
consigo el aumento de subproductos como el bagazo y las vinazas (Cedefio, 1995).

En México existen varias especies de agave importadas para la produccion del
pulque: Agave americana, desde Nuevo Ledn y Durango hasta Oaxaca y Veracruz; A.
atrovirens, en la sierra madre oriental; A. ferox, en Puebla y en el norte de Oaxaca; A.
mapisaga, en Michoacan, Morelos, Aguascalientes y San Luis Potosi (Lobalto,1984). En la
actualidad el cultivo de la especieA. mapisagaes el mas importante para la produccién del
pulque (Herrera, et al., 1994).

La principal zona de cultivo de agave se localiza, en términos generales, por el sur
desde el extremo meridional del Distrito Federal y en los puntos que se sitdan a la misma
altura en los estados de México y Puebla hasta las llanuras de San Luis Potosi y Saltillo en
la Mesa del Norte, y desde Tehuacan, Perote y Teziutlan por el Oriente hasta Zitdcuaro y
Morelia por el occidente. La zona de mayor importancia del cultivo se encuentra en los
estados de Hidalgo, Tlaxcala y México, parte de Puebla, Querétaro, Michoacan y el Distrito
Federal. Su cultivo es mas intenso en la zona limitrofe de los estados de Hidalgo, México y
Tlaxcala (Loyola 1956).

11.2.5.Uso del agave

El agave tiene mdultiples usos tales como Jarabe, sustitutode la miel,

aguamiel y pulque bebida muy nutritiva que, a diferencia del mezcal, tiene un porcentaje de

10



alcohol muy bajo. , con las fibras de las hojas, se fabrican hilaturas para tejidos, hamacas y
empaques, asi como obtencion de papel del bagazo residual, tejas en techumbres hechas de
las pencas (hojas), vigas del tallo, punzones y agujas con las espinas de las pencas, y vallas

0 cercas con las plantas en hilera para guardar las propiedades (Garcia-Mendoza.2012)

11.3. Descripcion general de la vinaza

La vinaza es un residuo que se genera durante el proceso de destilacion del alcohol.
Estda compuesta en su mayor parte de materia organica, potasio y en menor cantidad, de
otros elementos (Subirds, 1995).Segin Robles-Gonzalez en el 2011, las vinazas contienen
una variedad de sustancias organicas tales como &cido acético, lactico, glicerol, fenoles,
polifenoles, melanoidinas, asi como especies inorganicas, tales como sulfatos y sales de
fosfato(Robles-Gonzalez, et al., 2011). Constituyen un liquido de color oscuro, que puede
variar desde pardo hasta casi negro, de olor fuerte, pH medianamente acido y una demanda
bioguimica de oxigeno (DBO) que oscila entre 70 y 80 g/L. Estan compuestas por un 93%
de agua, 2% de compuestos inorganicos (potasio, calcio, sulfatos, cloruros, nitrogeno,
fosforo, etc.) y un 5% de compuestos organicos que volatilizan al ser calentados a 650°C
(Luna- Bedolla et al., 1990).

11.3.1.Usos de las vinazas

El tratamiento de las vinazas genera valor afiadido a los productos obtenidos y reduce
los costos de control sobre la contaminaciéon, tales como la bioenergia y las enzimas, se
encuentran en distintas etapas de desarrollo. La digestion anaerdbica de las vinazas es
atractiva y ya es una tecnologia comercial con los costos reportados de 5000-25,000 dls\m®
de digestor 0 0.52 dls\m® de vinaza tratada (Moletta, 2005; Lucas et al., 2010).El compostaje
de la vinaza con los desechos solidos agricolas y agroindustriales, aunque es atractivo y
viable, no es una practica comin. Sin embargo, vale la pena investigar y aplicar, ya que
puede proporcionar una tecnologia de tratamiento de bajo costo adecuado para las regiones
rurales en los paises subdesarrollados donde las tecnologias mas sofisticadas son dificiles de

adoptar, debido a los altos costos y requerimientos de personal calificado. Por otra parte, el
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producto final de compostaje, seria muy valioso para mejorar la calidad de los suelos, el
aumento de rendimiento de los cultivos, y en general para lograr la sostenibilidad de las
précticas agricolas en las regiones antes mencionadas (Diaz et al., 2002). El compostaje es
comunmente utilizado para reciclar materiales organicos y mantener la fertilidad de los
suelos (Maynard 1994, Golueke y Diaz 1996, Abdelhaimid, et al., 2004).

Las vinazas pueden ser filtradas para dar dos corrientes principales: vinazas y sélidos
ricos en levaduras y la biomasa microbiana. Esta ultima puede ser procesada para generar
una fuente de proteina alternativa para animales y otros usos. La vinazas filtradas podrian
ser sometidas a una variedad de procesos biotecnoldgicos a fin de dar diversos bioproductos
(Diaz et al., 2011; Nuissier et al., 2008), tales como enzimas (Acharya et al., 2010; Ferreira
et al., 2010; Kahraman y Yesilada, 2001; Pantalén y Adholeya, 2007; Singh et al., 2010;
Fuerte y Burgess, 2007), proteinas (levadura, algas, bacterias y hongos) (Barrocal et al.,
2010; Duran-Bazua et al.,1991; Morimura et al., 1994; Nitayavardhana y Khanal, 2010;
Tauk, 1982) y acondicionadores del suelo por el compostaje de las vinazas con residuos

agroindustriales y otros (Diaz et al., 2002; Madejon et al., 2001).

Los efluentes procedentes de estos procesos de fermentacion, podrian ser alimentados
a la rama de la bioenergia (biogés, etanol, butanol y biodiesel). En paralelo, las vinazas
filtradas podrian ser utilizadas para la produccion de metano y biohidrégeno (Borja et al.,
1993; Duran-Bazua et al., 1991; Escamilla-Alvarado et al., 2011; Espinoza-Escalante et al.,
2009; Harada et al., 1996; Hamoda y Kennedy, 1986; Jiménez et al., 2003; Lay et al., 2010;
Lo y Liao, 1986; Moletta, 2005; Mufioz-Paez et al., 2011; Pérez et al., 1997; Shivayogimath
y Ramanujam, 1999; Valdez-Vazquez et al., 2006), asi como la generacién de
bioelectricidad a través de células de combustible microbianas (Mohanakrishna et al., 2010;
Poggi-Varaldo et al., 2009; VVazquez-Larios et al., 2010; Zhang et al., 2009).
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11.3.2.Caracterizacion fisicoquimica de la vinaza

La composicion quimica de la vinaza es variada; esta influenciada por la naturaleza
y la composicion de la materia prima del sistema usado en la preparacion del mosto, del
método de fermentacion, del tipo de levadura, entre otros. En promedio, las cantidades de
vinaza producidas a partir de la miel aportan cerca del doble de potasio si se compara con el
obtenido a partir del jugo de cafia. Por cada litro de alcohol que se produce, se obtienen
entre 12 y 15 litros de vinaza, lo que representa un volumen importante (Subirds - Molina,
1992). En la tabla 2 se muestran las caracteristicas fisico-quimicas de dos tipos de vinazas

mezcaleras del estado de Oaxaca.

Tabla2. Caracteristicas fisico quimicas de vinazas mezcaleras en diferentes

industrias del estado de Oaxaca, México

PARAMETROS IM1 TIM

pH 3.7 3.8
Alcalinidad (mg de CaCO,/L) ND ND
Conductividad (mS/cm) 2.6 +£0.02 4.2+ 0.05
Color (475nm) 46+ 0.3 106 £ 0.5
DQO (mg O,/L) 56,230 +162 122,860 + 2270
DBO, (mg O,/L) 26,500 £710 33,600 + 2260
Fenoles (mg acido galico/L.) 478 + 24 542 + 48
Fructosa (mg/L) 148 + 2.3 50.0 +6.4
Nitrogeno Kjeldahl (mgNH,-N/L) 660 + 37 5,650 + 503
Sélidos Totales (mg/L) 26,830 + 1120 94,713 £ 4055
Sélidos Suspendidos Totales (mg/L) 3130 + 168 8400 + 504
Sélidos Suspendidos volatiles (mg/L) 1130 + 88 6850 + 411
Fosfato (mg/L) 290 +5 1150 + 93
Sulfatos (mg/L) 308 + 14 842 + 14

IM = INDUSTRIA DEL MEZCAL; TIM = INDUSTRIA TRADICIONAL DEL MEZCAL

Fuente: (Robles-Gonzalez, 2011;Duran-Bazla et al., 1991; Jiménez et al., 2006; Garcia et al., 1997, Harada et al., 1996; Benitez et al.,
2003; Martin et al., 2002; Sangave et al., 2007; Madejo6n et al., 2001;Beltran et al., 1999)
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Las vinazas contienen generalmente altas concentraciones de solidos disueltos,
hasta el 50% de este parametro pueden ser azUcares reductores (Sangave et al., 2007). Los
compuestos no volatiles procedentes de la fermentacion del caldo, compuestos fendlicos y
polifendlicos (Sales et al., 1987; Capasso et al., 1992; Robles-Gonzélez et al., 2010), las
concentraciones relativamente altas de sales minerales que se reflejan en una alta
conductividad electrolitica (250-300dSm™), y ceniza. Su pH oscila por lo general entre 3.5
y 5, y tiene un color oscuro (marrén, debido a la presencia de melanoidinas) (Garcia et al,
1997; Jiménez et al., 2003; Coca et al., 2005). La carga de contaminantes organicos es muy
elevada, con valores de DBO de 35,000-50,000 mg O,/L, y la DQO de 70,000-150,000
mg/L. Los indices de biodegradabilidad en el rango de 0.2-0.5 mg DBO / mg DQO son
muy comunes (Robles-Gonzalez et al., 2010; Nandy et al, 2002; Sangave et al, 2007;
Madejon et al., 2001). Debido a este perfil que presentan, las vinazas son efluentes muy
agresivos y recalcitrantes, cuya descarga directa a cuerpos de agua y el suelo puede causar

un impacto ambiental grave.

11.4.Digestion anaerobica y aerobia

Los procesos de tratamientos bioldgicos de los materiales organicos se pueden
clasificar en dos grupos principales; aerdbicos y anaerébicos. La fermentacion anaerdbica
puede ser definida como un proceso bioldgico en ausencia de oxigeno, para la
descomposicion de materia organica mediante la conversién a metano, didéxido de carbono
y otros gases tales como hidrégeno, mondxido de carbono, nitrégeno, oxigeno, &cido

sulfarico y un residuo casi estable (Rajeshwari, 1999).

11.4.1.Digestion anaerobia

Para asegurar el correcto disefio y aplicacion de sistemas de tratamiento anaerébicos
es esencial conocer y entender el proceso y los aspectos tecnolégicos, la bioquimica y la
microbiologia de la digestion anaerobia (Lema y Omil, 2001).La digestion anaerobia

implica la degradacién y estabilizacion de materiales organicos bajo condiciones
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anaerdbicas por organismos microbianos y conduce a la formacion de biogas (una mezcla

de dioxido de carbono y metano, una renovable fuente de energia) y la biomasa microbiana
(Kelleher et al., 2000).

tratamiento de aguas residuales.

Tabla 3.Comparacion de los residuos bioldgicos aerobios y anaerobios en el

Digestion aerdbica

Digestion anaerobia

Tiempo de Periodo corto Periodo largo
arranque
Proceso Eliminacion de nitrégeno integrado y de | No requiere la eliminacién significativa de
fésforo. nitrégeno o de fésforo.
Produccién en exceso de altas cantidades | La produccién de lodos es muy pequefia
de lodos. (5-20%).
Necesita volimenes grandes del reactor. Se utilizan volimenes pequefios del
Necesidades altas de nutrientes. reactor.
Bajos requerimientos de nutrientes.
Balance de | 50-60% incorporado en COj; 40-50% | ElI 95% es convertido en biogas, un 5%
carbono incorporado en la biomasa. incorporado en biomasa microbiana.
Balance de | El 60% de la energia disponible se utiliza | El 90% se mantiene como CHy, el 5% se
energia en la nueva biomasa formada, el 40% son | pierde en forma de calor, y de 5 -7% se
pérdidas en forma de calor del proceso utiliza para la formacién de nueva
biomasa.
Residuos Hay exceso de produccion de lodos. Biogas, nitrégeno mineralizado en
No hay necesidad de post-tratamiento amoniaco.
Requiere un post-tratamiento para
eliminacion de la materia organica y los
compuestos malolientes.
Costos Bajos costos de inversion. Costos de inversion moderados
Costos operativos altos para aireacion, Bajos costos operativos debido a la baja
nutrientes adicionales y la eliminacion de | potencia en el
lodo, y el mantenimiento. consumo de nutrientes adicionales
Estado de Tecnologia establecida AUn en fase de desarrollo para aplicaciones
desarrollo especificas

Fuente: Adaptaciones de Lepisto y Rintala, 1997; Banerjee et al, 1999;. Zoutberg y Eker, 1999; Gijzen, 2001; Lettinga et al, 1984;.
Lettinga, 2001).
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11.5. Aspectos bioquimicos y microbiologicos

La digestion anaerobia es el proceso biolégico mediante el cual la materia orgénica,
susceptible de ser biodegradada, es transformada por la actividad metabdlica bacteriana en
ausencia de oxigeno libre, obteniéndose como productos finales: metano y dioxido de
carbono, principalmente, y algunos otros gases en menor cantidad; como resultado de la
actividad metabolica se obtiene también un incremento de las células microbianas. (Mejia,
1996).

Este proceso ha sido estudiado desde los puntos de vista bioquimico y
microbioldgico y se sabe que en él participan una amplia variedad de bacterias de tipo
tanto facultativas como anaerobias estrictas. En el desarrollo del proceso se han establecido
dos etapas sucesivas, conocidas como la fase no metanogénica y metanogénica; en la fase
no metanogénica se inicia la transformacion de las moléculas que conforman la materia
organica, obteniéndose asi compuestos mas simples; en esta fase del proceso se consideran
dos etapas, una de hidrolisis seguida por la acidogénesis. Los productos de estas primeras
actividades bacterianas sirven de sustrato paro los microorganismos que se desarrollan en
la siguiente fase (metanogénica) la que se caracteriza por ser en la que se produce el metano
(Mejial996).
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Materia organica
Polimeros complejos
Proteinas. Polisacaridos

Bacterias celuloliticas e hidroliticas Hidrdlisis.
v

Monémeros
Azlcares y aminoacidos

Bacterias fermentativas il Acidogénesis Acido grasos volétiles.

o .| Acido propionico, butirico,
+ < Lai
Hz + CO, Acetato Succinico. Alcohol
Acetogénesis Oxidacion de .
¥ acidos grasos Acetogenesis
Acetato Metanogénesis l
A
Acetato Hz + CO;
A A
> CH,4 l
Metanogénesis Metanogénesis

Figura 2. Etapas de la digestion anaerobia(adaptado de Bouallagui et al., 2005)

I11.5.1.Hidrolisis

La hidrolisis es el primer paso y, a menudo la etapa limitante de la velocidad
(Vavilin et al., 2008). En esta etapa, los compuestos poliméricos son convertidos por las
enzimas extracelulares a moléculas méas pequefias solubles del sustrato. Los componentes
poliméricos en el sustrato que necesitan ser hidrolizados se pueden encontrar en diferentes
estados fisicos, en particulas, disueltos o emulsionados. Las particulas son las mas
comunmente encontradas. Saunders, et al., (2000) mostraron que la tasa de hidroélisis de los
sustratos de particulas estad limitado por la cantidad de superficie disponible para las
enzimas hidroliticas. Reacciones hidroliticas generalmente limitan la cantidad de metano
producido durante la digestion anaerobia de la biomasa (Chynoweth, et al., 1987).

Como resultado de la hidrolisis se producen compuestos solubles (aminoéacidos,
azlcares y éacidos grasos de cadena larga) que son fermentados por las bacterias

acidogeénicas dando lugar, principalmente, a &cidos de cadena corta, alcoholes hidrogeno,
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diéxido de carbono y otros productos intermedios. Los acidos de cadena corta son
transformados en acido acético, hidrégeno y dioxido de carbono, mediante la accion de
microorganismos acetogenicos. Por Gltimo los microorganismos metanogénicos producen

metano a partir del acetato, hidrogeno y dioxido de carbono (Marti, 2006).

11.5.2.Acidogénesis

Durante esta etapa se lleva a cabo la fermentacion de las moléculas organicas
solubles obtenidas de la etapa de la hidrolisis, en compuestos que pueden ser utilizados
directamente por las bacterias metanogénicas (acido acético, acido formico e hidrogeno), y
compuestos organicos mas reducidos Yy los cuales son oxidados en la siguiente etapa del
proceso (Marti, 2006).

La acidogénesis (bacterias fermentadoras) convierte la materia organica soluble
principalmente a acetato, propionato, butirato, H, y CO,. Algunas reacciones fermentativas
proceden sélo a bajas concentraciones de H, y dependen de la eliminacion de H, por
bacterias oxidantes (metanogénesis). El resultado de las concentraciones bajas de H,
acomparia la formacion de acetato como el principal producto soluble. Cuando la remocion
de H, por metanogénesis es menos eficiente, el H, bloquea la eliminacion de electrones por
reduccion de protones, y las bacterias fermentadoras deben canalizar los electrones a otros
sitios disponibles (Chynoweth, et al., 1987).

La principal ruta metabdlica para la degradacién de la glucosa para formar acidos
orgénicos es la de Embden-Meyerhof, que tiene como principal intermediario el piruvato.
La fermentacion de azUcares se realiza por diversos tipos de microorganismos. En funcion
de cada organismo, la ruta metabolica y los productos finales son diferentes, los principales
microorganismos asociados a la degradacion de la glucosa son el género Clostridium y
convierten la glucosa en butirico, acético, CO, y H,, la glucosa se convierte en piruvato
mediante la ruta de Embden-Meyerhof, y el piruvato se desdobla a Acetil- CoA 'y CO,. El
acetil CoA se reduce en los productos de fermentacion empleando como transportador de
electrones el NADH reducido, derivado de las reacciones glucoliticas de la ruta de
Embden-Meyerhof (Marti, 2006).
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11.5.3. Acetogénesis

La acetogénesis se lleva a cabo por los organismos acetogénicos que son el vinculo
vital entre la hidrolisis/acidogénesis y la produccién de metano en la digestion anaerobia.
Esta etapa proporciona los dos principales sustratos para el Gltimo paso en la conversion
metanogénica del material organico, el hidrégeno y el acetato. Tanto la acidogénesis y
acetogénesis producen los sustratos para la etapa metanogénica, el acetato y H,-CO,. La
distincion importante entre los microorganismos es que las bacterias fermentadoras tienen
la posibilidad de utilizar varios aceptores de electrones para la eliminacién de estos. La
acetogénesis es un obligado protdn-reductor y pueden utilizar protones s6lo como aceptores
de electrones y sélo cuando la concentracion de H; es baja. A concentraciones muy bajas de
H,, sin embargo, la metanogénesis de H, y CO; se vuelve desfavorable (Chynoweth, et al.,
1987). Las oxidaciones catalizadas por reductores de protones obligados, producen sélo
pequefias cantidades de energia, siempre que la concentracion del hidrogeno producido se
mantenga baja (Zehnder, 1988).

Algunos productos de la fermentacidn pueden ser metabolizados directamente por los
organismos metanogénicos (H, y acético), otros como el etanol, &cidos grasos volatiles
valeriato, butirato, propionato, etc. y algunos compuestos aromaticos, deben ser
transformados a productos mas sencillos, acetato e H,, a través de las bacterias
acetogénicas, como Syntrophomonas wolfei y Syntrophobacter wolini.

Un tipo especial de microorganismos acetogénicos, son los llamados
homoacetogénicos. Este tipo de bacterias son capaces de crecer heterotréficamente en
presencia de azlcares o0 compuestos monocarbonados (como la mezcla H,/COy)
produciendo Unicamente acetato. Al contrario que las bacterias acetogénicas, estas no
producen hidrégeno como resultado de su metabolismo, sino que lo consumen como
sustrato, por ello el resultado neto del metabolismo homoacetogénico permite mantener
bajas presiones parciales del hidrdgeno y, por tanto, permite la actividad de las bacterias
acidogénicas y acetogénicas, los principales microorganismos acetogénicos que han sido

aislados son Acetobacterium woodi o Clostridium aceticum (Marti, 2006).
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Tabla 4. Reacciones acetogenicas y metanogeénicas: energias libres a pH 7, 1 atm mas

todos los reactivos y los productos a una concentracién de 1 M

Reacciones Acetogénicas Energia libre por reaccion (AG’° kJ)
Propionato Acetato
CH3CH,COOH + 2H,0 CH3COOH + C0, +3H,  +76.1
Butirato Acetato
CH3CH; CH,COOH + 2H,0 2CH3COOH +2H, +48.1
Etanol Acetato
CH3CH,0OH + H,0 > CH3;COOH +2H, +9.6
Lactato Acetato
CH3CHOHCOOH+ 2H,0 CH3COOH +2H, + CO, -4.2
+ H,0
Reacciones metanogénicas
Acetato Metano
CH3COOH + H,0 > CH; + CO;, + Hy0 -31.0
Didxido de carbono + hidrégeno Metano
CO, +4H, > CH,4 + 2H,0 -135.6
Reaccion sintréfica
2CH3CH,CH,COOH+ 4H,0 > 4CH3COOH +4H, +96.2
CO0, +4H, CH4 +2H,0 -135.6
Reaccion neta -39.4

Fuente: Adaptado de Fox y Pohland, 1994; Garcia et al., 2000; Sekiguchi et al., 2001

11.5.4.Metanogeénesis.

La metanogénesis es la Ultima etapa del proceso de la digestion. Los dos principales
productos intermedios que utiliza esta etapa son el acetato y CO»-H,. Aproximadamente el
70% del metano proviene de la fermentacion del acetato y el resto de la reduccion, de
emisiones de CO;, a CH,. En esta etapa, los microorganismos son bacterias estrictamente
anaerobias. Sin embargo, existen marcadas diferencias en la sensibilidad de oxigeno entre
la produccion de metano. El potencial de oxidacion-reduccion que se requiera para la
produccién de metano puede ser tan bajo como -300 mV o incluso inferior (Grande, 1983).

En presencia de aceptores de electrones tales como Oxidos de metal [Fe (OH), MnO,],

Oxidos de nitrogeno (NOsz, NO;), o compuestos de azufre oxidado (SO4 SO3), la
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metanogénesis puede ser inhibida y/o alterada (Zehnder, et al., 1982). Las bacterias
metanogénicas son mas sensibles a los cambios de temperatura que otros organismos
presentes en el digestor. Esto es debido a la tasa de crecimiento méas rapido de los otros
grupos, tales como acetdgenos, que pueden alcanzar catabolismo sustancial, incluso a baja
temperatura. EI amoniaco actla como un potente inhibidor de la formacion de metano a
partir de H, y CO,. Solo tiene un efecto menor en la formacién de metano a partir de
acetato. La inhibicion de consumo de hidrégeno conduce a una inhibicion de la degradacion
del propionato, que actia como un inhibidor de los metandgenos que consumen acetato
(Wiegant y Zeeman, 1986). Entre los cuatro tipos de microorganismos anaerobios, los
metandgenos son los menos tolerantes y los mas propensos a cesar el crecimiento debido a
la inhibicién de amoniaco (Kayhanian, 1994).

Se pueden definir dos microorganismos en funcion del sustrato principal que
metabolizan: hidrogenotréficos, que consumen CO, / H,O 'y acido férmico vy
acetoclasticos, que consumen etanol, metanol y algunas aminas. Se ha demostrado que un
70% del metano producido en los reactores anaerobios se forman a partir de acetato a pesar
de que, todos los microorganismos metanogénicos son capaces de utilizar el H, como
aceptor de electrones, s6lo dos géneros pueden utilizar el acetato. Los dos géneros que

tienen especies acetotroficas son Methanosarcina y Methanothrix (Marti 2006).

11.6.Factores ambientales que afectan el proceso de digestion anaerobia

La utilizacion de la digestién anaerobia, en la depuracién de la materia organica
contenida en las aguas residuales, es una operacion que debe ser controlada para lograr
optimos resultados, ya que el proceso bioquimico, que en ella tiene lugar, esta influenciado
por diversos factores como son el pH, la temperatura, el tiempo de retencién hidraulica

(TRH), los acidos grasos volatiles (AGV) , nutrientes, entre otros .

11.6.1.pH

El pH es uno de los principales factores que indican la inhibicion en los reactores

anaerobicos. El pH optimo para la digestion anaerobia es normalmente en el intervalo de 7 -
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8 (Chynoweth, et al., 1987). Los bajos niveles de pH, por ejemplo, puede ser una sefial de
desequilibrio en el digestor. Con el aumento de la concentracion de los acidos volatiles, el
pH en el digestor disminuye. A niveles de pH por debajo de 6, las condiciones &cidas
producidas pueden ser toxicas para las bacterias metanogénicas. Sin embargo, un pH alto
también puede convertirse en un problema, si se generan altos niveles de amonio se genera
la inhibicion del crecimiento de las bacterias (Braun, 1982).El control de pH dentro del
Optimo crecimiento de los microorganismos puede reducir la toxicidad del amoniaco
(Bhattacharya y Parkin, 1989).

11.6.2. Temperatura

La temperatura es una condicién determinante para la actividad de cualquier
microorganismo, y las bacterias que se desarrollan bajo condiciones anaerobias no son la
excepcion. Existen diferentes intervalos de temperatura en la que las bacterias anaerobias
llevan a cabo sus funciones metabdlicas. Se han clasificado en tres los valores dptimos en
tales funciones: termofilico (50-65°C); mesofilico (20-45°C) y psicrofilico (>20°C). En
todos los sistemas se observa que al incrementar la temperatura, se incrementa también la
actividad microbiana y esa condicion también influye sobre el desarrollo de las células
bacterianas. Los digestores convencionales son comunmente disefiado para operar tanto en

el rango mesofilico o termofilico (Donoso-Bravo et al., 2009).

11.6.3. Acidos grasos volatiles

La concentracion de acidos grasos volatiles, productos intermedios mayoritarios del
proceso anaerobio, es uno de los pardmetros que mas eficazmente puede indicar la
evolucion del proceso. De hecho este parametro es uno de los mas utilizados en los
sistemas de control debido a su rapida respuesta ante variaciones del sistema. Un ejemplo

de ello es la acumulacion de &cidos grasos volatiles (AGV) que tiene lugar en el sistema
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cuando la velocidad de degradacion de eéstos, por parte de los microorganismos
responsables, disminuye por alguna causa adversa. Por tanto, un aumento en la
concentracion de &cidos volatiles en el sistema, siempre significa una desestabilizacion del
proceso Yy, en consecuencia, una disminucion de la produccién de biogas. (Bjornsson et al.,
1997).

La disminucion en la acumulacién de pH que acompafia AGVs es la causa principal
de la toxicidad y el fracaso del reactor en el proceso de digestion anaerobia (Ahring et al.,
1995). Los AGVs son toxicos a valores de pH bajos, ya que estos pueden penetrar la
membrana celular. Cuando estan dentro de la célula, donde el pH es alrededor de 7, son
ionizados y el ion hidrdgeno liberado causa una disminucion en el pH intracelular
(Bjornsson, 2000). El gradiente de pH a través de la membrana es esencial para la
formacion de ATP y por lo tanto el crecimiento bacteriano

11.6.4. Nutrientes

Todos los organismos necesitan ingredientes esenciales para su crecimiento
macronutrientes y oligoelementos, y la falta de estos nutrientes afectaria negativamente su
crecimiento (Lettinga, 1995). Nutrientes tales como nitrégeno y fésforo, y los elementos
traza (azufre, potasio, calcio, magnesio, hierro, niquel, cobalto, zinc, manganeso y cobre)
son necesarias para la degradacion anaerobica eficiente y estas son por lo general presente
en cantidades suficientes en la mayoria de los residuos que se tratan en los digestores
anaerobicos (Rajeshwari et al., 2000).

Los nutrientes mas importantes para rendimientos altos en la obtencion de metano
son el nitrogeno y el fosforo, y la éptima C: N:P en una relacion 100:3:1 (Rajeshwari et al,
2000.). Si la relacion C / N es alta, existe el riesgo de deficiencia de nutrientes y una
capacidad de amortiguacion baja dara como resultado un proceso mas sensible (Nyns,
1986). Si el contenido de nitrégeno es alto, el problema de la inhibicién de amoniaco

pueden surgir debido a la degradacion de los compuestos nitrogenados liberando amonio.
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Se han reportado en varios estudios los efectos inhibidores y toxicos de metales
pesados en la etapa de digestion anaerobia acidogénica (Demirel y Yenigun, 2002). Segln
Lin (1993) el cobre y zinc son los méas toxicos, mientras que el plomo es menos tdxico en
esta etapa. Yenigun et al. (1996) reportaron efectos inhibitorios de cobre y zinc en los
digestores discontinuos en el intervalo de 1-10 mg/dm?® para el cobre y 5-40 mg/dm® para el
zinc, lo cual muestran que el cobre es mas toxico que el zinc. Los metales pesados también
se han reportado como inhibidores en la degradacion de los AGVs a metano en la digestion
anaerobia (Lin, 1992).

11.6.5. Velocidad de carga orgénicay tiempo de retencion

En el tiempo de retencion, junto con la velocidad de carga orgéanica determinada por
el tipo de sustrato, son los principales parametros de disefio, definiendo el volumen del
digestor. En los sistemas de mezcla completa, el tiempo de retenciéon hidraulica (TRH)
coincide con el celular, por lo que el tiempo de retencién debera suficiente largo como para
asegurar el crecimiento de la poblacién microbiana, al aumentar el TRH, aumenta el grado
de materia degradada asi como la produccion de metano, aunque este ultimo valor empieza
a disminuir una vez alcanzado el optimo. El tiempo de retenciéon usual en el rango
mesofilico para lodos de depuradora esta entre 15 y 20 dias, aunque esto dependera del tipo
de digestor s utilizar (Marti, 2006).Este tiempo de retencién se calcula dividiendo la
capacidad total del tanque de la digestion por la velocidad a la que se alimenta de materia
organica en él. Si el tiempo de retencion es demasiado corto, las bacterias en el digestor se
lavan mas rapido de lo que pueden reproducirse, por lo que la fermentacién practicamente
se paraliza. Cuanto mas tiempo un sustrato se mantiene bajo condiciones de reaccion
adecuadas, se llevara a cabo una degradacion mas completa. Pero la velocidad de reaccion
disminuye con el tiempo de residencia en aumento. La desventaja de un tiempo de
conservacion mas largo es el aumento de tamafio del reactor necesario para una cantidad
dada de substrato a tratar (Zhang et al., 2006).
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11.6.6. Téxicos e inhibidores

El proceso de digestion anaerdbica puede ser inhibido por la presencia de toxicos en
el sistema. Estas sustancias pueden ser subproductos de la actividad metabolica de los
microorganismos anaerobios o pueden formar parte del influente. Se ha comprobado que la
magnitud del efecto toxico de una sustancia puede ser reducida significativamente por
aclimatacion de la poblacién de microorganismos al toxico, por otra parte, muchas de estas

sustancias a bajas concentraciones pueden ser estimuladoras del proceso (Ortega, 2006).

11.6.7. Tipo de sustrato

La composicion del sustrato es un factor importante que afecta el proceso anaerdbico,
el rendimiento de metano y las tasas de produccién. Las poblaciones microbianas que
intervienen en la digestion anaerobia requieren nutrientes para crecer y multiplicarse. Los
principales nutrientes necesarios para el crecimiento de los microorganismos son el carbono
el nitrogeno y el fosforo y una serie de elementos minerales como: S, K, Na, Ca, Mg y Fe
que deben estar presentes a nivel traza. Diversos autores han estudiado la relacion necesaria
entre los nutrientes mayoritarios considerando una relacion C:N entre 15-30:1 y C:P entre
75-113:1 (Speece,1987).

Segun Weiland (2001), una relacién muy importante en la composicion del sustrato
con respecto a los nutrientes es la de C:N:P:S ya que estos son nutrientes esenciales para
que los microorganismos puedan crecer y multiplicarse, debido a esto los nutrientes
suficientes se deben encontrar a una tasa de relacion de 600:15:5:3, ya que las necesidades
de nutrientes son muy bajas debido a la baja formacion de la biomasa. Al mismo tiempo, el
balance de carbono y nitrégeno en materia de alimentacion es importante. A menudo se
sugiere que una optima relacion entre C:Nsea entre 20:1 y 30:1. Si estd presente poco
nitrégeno, las bacterias no seran capaces de producir las enzimas que son necesarias para
utilizar el carbono. Si hay demasiado nitrogeno, entonces se puede inhibir el crecimiento de

las bacterias a través de concentraciones toxicas de NH3 (Braun, 1982).
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11.6.8. Mezclado

La experiencia ha demostrado que una adecuada mezcla del contenido del digestor es
esencial y persigue objetivos, descritos por Noone, 1990: Poner en contacto el sustrato
fresco con la poblacion bacteriana y eliminar los metabolitos producidos por los
microorganismos metanogénicos al favorecer la salida de los gases. Prevenir la formacion
de espacios muertos que reduciran el volumen efectivo del reactor y la formacion de
camino preferenciales. Prevenir la formacion de espumas y sedimentacion en el reactor.
Eliminar la estratificacion térmica, manteniendo una temperatura uniforme en todo el
reactor. El sistema de agitacion puede ser: mecanico, hidraulico y neumatico, la velocidad
debe ser suficientemente fuerte para asegurar una correcta homogenizacion pero sin romper

los agregados bacterianos.
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CAPITULO Il
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111.- JUSTIFICACION

El agotamiento inminente de las reservas petroleras y la contaminacién ambiental
generada por los combustibles fosiles ha impulsado la busqueda de fuentes alternas de
energia limpia, la cual ha despertado el interés en la produccion mundial de
biocombustibles (biogas, biodiesel, bioetanol y biohidrdgeno) el cual se ha duplicado en los
ultimos afios. Razon por la que en muchas partes del mundo se han venido estableciendo
monocultivos a gran escala de diversas plantas para obtener fuentes alternativas de

biocombustibles.

En México se estd promoviendo el interés para la generacion de estos, debido a la
necesidad de fuentes alternativas de energia mas limpias, para reducir los efectos
contaminantes generados por los combustibles fosiles e incursionar en el area de la
sustentabilidad. Por tal razon, se cred la nueva ley de promocion y desarrollo de los
bioenergéticos en el pais, para apoyar la generacion de nuevas fuentes alternativas de

energia.

En el estado de Chiapas y en particular en la regién de la meseta comiteca, se
encuentran grandes cultivos de agave los cuales son utilizados para obtener una bebida
alcoholica tipica de la regidn, actualmente la elaboracién de esta bebida produce del2-15 L
de vinaza/L alcohol, los cuales son arrojados a los cuerpos de agua superficiales sin un
tratamiento previo, generando un problema ambiental muy grave puesto que estos efluentes
no cumplen con la NOM-001-ECOL-1996.

Debido a la naturaleza de su origen estos efluentes contienen grandes cantidades de
biomasa, materia organica (disuelta, en suspension y coloidal) e inorganica (N,, SOg4, P
entre otros), las cuales tienen un potencial energético muy alto para ser aprovechadas. Por
ello este trabajo de investigacion tiene por objetivo evaluar a las vinazas residuales del
proceso de destilacion del comiteco, para ser usado como sustrato eficiente en un reactor

de flujo de digestion anaerobica para la produccion de biogas.
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CAPITULO IV
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IV.-OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el contenido de nutrientes presentes en las vinazas provenientes de la industria de

la destilacion alcoholica del comiteco para su empleo, en la generacién de biogés.
Obijetivos especificos

e Caracterizar mediante pruebas fisicoquimicas a las vinazas.
e Cuantificar el contenido de nutrientes presentes en las vinazas.
e Evaluar y seleccionar un indculo a partir de dos tipos de consorcios microbianos

para la mejor remocion de DQO en vinazas.
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CAPITULO V
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V.-MATERIALES Y METODOS

V.l Obtencién de materia prima

El proyecto de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios del polo tecnologico
Nacional de Pruebas Analiticas en Biocombustibles del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla,
ubicado en la Ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México

La materia prima a utilizar fueron vinazas obtenidas de la destilacion de la industria
de agave comiteco, la cual es un desecho obtenido en la produccion de una bebida
alcohdlica llamada comiteco, originario de la ciudad de Comitan de Dominguez. Esta
materia prima se obtuvo de un solo lote, la cual proviene del proceso de estandarizacion de
produccion de esta bebida alcohdlica, cuyo proceso se llevd a cabo en los laboratorios de
investigacion del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.  Las muestras fueron

almacenadas en refrigeracion a 4°C como lo indica la norma NMX-AA-003.

El primer complejo microbiano proveniente del estiércol de ganado vacuno fue
obtenido del ganado estabulado del rancho del Tzu-Tzu municipio de Ocozocoautla de
Espinoza, Chiapas.

El segundo complejo microbiano se obtuvo de los lodos anaerobios de la planta de
tratamientos de aguas residuales de la empresa Coca Colag FEMSA, ubicada en el estado

de Tlaxcala.
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V.2.Caracterizacion de materia prima

A las vinazas seles realizaron las siguientes determinaciones: Demanda quimica de oxigeno
(DQO), demanda bioquimica de oxigeno (DBO5) (método de reflujo cerrado/método
espectrofotométrico NMX-AA-030), (NMX-AA-028-SCFI-2001), Nitroégeno total (método
de Kjeldahl NMX-AA-026-SCFI-2001), sélidos suspendidos totales (NMX-AA-034-SCFI-
2001), Alcalinidad y Acidez (NMX-AA-036-SCFI-2001), sulfatos totales (Método
gravimétrico NMX-AA-074-1981), pH (NMX-AA-008-SCFI-200), determinacion de
grasas (NMX-AA-051-SCFI-2000), iones metalicos (NMX-AA-051-SCFI-1981). También
se llevaron a cabo analisis proximales para la determinacion de humedad, cenizas,

nitrogeno total y grasas, todos los analisis se llevaron a cabo con tres repeticiones.

V.3. Analisis Proximales

V.3.1.Humedad

Se pusieron a peso constante 3 capsulas de porcelana, posteriormente en una balanza
analitica se pesaron 35 g de vinaza, la cual se depositd en la cépsula de porcelana
previamente a peso constante, las muestras fueron colocadas en una estufa de vaci6 a 70
°C, hasta peso constante; y asi determinar la humedad por diferencia de pesos,
considerando que la pérdida de masa es agua (AOAC, 2005.950.46b).

V.3.2. Cenizas

Se depositaron 2 g de vinaza seca procedente de la determinacion de humedad, en un crisol
a peso constante, el crisol con la muestra se colocaron en un incinerador marca
Electrothermal hasta que dejo de emitir humo, esto para la eliminacion de los componentes
organicos contenidos en la muestra, posteriormente el crisol se colocd en una mufla a 550
°C durante 2 h y finalmente las cenizas fueron determinadas por diferencia de peso
(AOAC, 1990.942.05).
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V.3.3. Grasas

Para la determinacion de grasas, la vinaza fue deshidratada en una estufa de vacio a 70 °C
hasta peso constante, posteriormente se tomaron 5 g de muestra seca y se depositaron en
un cartucho Whatman de 25 mm de didmetro interno por 90 mm de longitud, puesto
previamente a peso constante; después fue colocado en el sifén del equipo soxhlet,
afiadiendo previamente 150 mL de hexano al matraz colector. Se dejo el equipo montado
sobre una parrilla de calentamiento a 80°C, a partir del primer reflujo se esperaron 4 horas.
Posteriormente, el cartucho fue colocado en una estufa marca Lab—Line, hasta llegar a peso
constante, para finalmente determinar el porcentaje de grasa contenida en la muestra por
diferencia de pesos (AOAC 960.39B).

V.3.4. Nitrogeno Total

Se pesaron 0.05 g de vinaza seca procedente de la etapa V.3.3, se coloco en papel arroz y
se depositd en un matraz micro Kjeldahl y se agregaron 0.5 g de mezcla catalizadora, 0.3
g de K;SO,4y 3 mL de H,SO,. Posteriormente el matraz se colocé en un digestor y se dejo
calentar girando el matraz ocasionalmente hasta obtener una solucion azul o verde claro,
al término se espero6 que el matraz se enfriara en la campana de extraccién. Posteriormente
la muestra se vacié en un matraz de destilacion de 300 mL y se agregaron cuidadosamente
200 mL de agua destilada, 1 mL de Na,SO, al 10 %, y lentamente se adiciond 15 mL de
NaOH al 40 %. EIl matraz se adapt6 al equipo de destilacion, en la salida del refrigerante se
puso un matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 10 mL de &cido borico al 4 % y unas
gotas de una mezcla de indicador rojo de metilo con azul de metileno (proporcién 1:1). Las
primeras gotas del destilado viraron el color del indicador de violeta a un verde amarillento,
de lo contrario se deja enfriar el matraz de destilacion y se agrega mas NaOH al 40 %. La
destilacion se detuvo hasta que unas gotas del destilado evidenciaron alcalinidad con el
papel tornasol. Se retir6 el matraz receptor, apagando la fuente de calor, se lavo el
refrigerante con agua destilada vaciando los residuos sobre el destilado y se titul6 con HCI
0.1 N (AOAC, 2005.928.08).
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V.4. Andlisis fisicoquimicos

V.4.1.Acidez y alcalinidad

Se recolectaron por lo menos 500 mL de vinaza en frascos de vidrio, se conservé a una
temperatura entre 0°C a 4 °C hasta su analisis. El tiempo maximo de almacenamiento

previo al andlisis es de 24 h.

Se prepararon las siguientes soluciones: hidréxido de sodio 0.1 N, se pesaron
aproximadamente 4,0 g de hidroxido de sodio, se disolvié y aforé a 1 L con agua destilada,
hidroxido de sodio 0.02 N. Se transfirieron 200 mL de la solucion de NaOH 0.1 N a un

matraz volumétrico de 1L y se diluy6 a 1L con agua destilada.

Valoracion de las disoluciones

Valoracién del hidréxido de sodio (0,02 N). Se pesaron con precision 0,102 g de biftalato
de potasio secado a 105°C, se afiadieron unos 25 mL de agua y unas gotas de la disolucién
de fenolftaleina posteriormente se tituld con la disolucion de hidroxido de sodio hasta el
vire del indicador (de incoloro a rosa) y se calculd la normalidad del hidroxido con la

siguiente férmula:

N=_—2 %1000

Bx204,2
Donde:

N: es la normalidad del hidréxido de sodio, equivalentes/L

A: son los gramos de biftalato de potasio

B: son los mL de hidréxido de sodio utilizados, y 204,2: son los gramos por equivalente de
biftalato de potasio.

Se transfirieron 100 mL de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con 2 gotas de
disolucién indicadora de fenolftaleina, y se tituld con disolucion de hidroxido de sodio
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valorada hasta el vire del indicador (de incoloro a rosa), y se registré el volumen empleado
en la titulacion (acidez total).
Calculos

Acidez total como CaCos en mg/L

[(A X B) — (C x D)](50) (1000)
100

CaCozenmg/L =

Donde:

100 es el volumen de la muestra en mL;

A es el volumen de NaOH utilizado al vire de la fenolftaleina;

B es la normalidad de la disolucion de NaOH;

C son los mL de H,SO, utilizados en el tratamiento con perdxido;
D es la normalidad del H,SO, utilizado;

50 es el factor para convertir eq/L a mg CaCOg3/L, y

1 000 es el factor para convertir mL a L.

V.4.2.Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs)

El método se basa en medir la cantidad de oxigeno que requieren los microorganismos para
llevar a cabo la oxidacion de la materia organica presente en aguas residuales y se
determina mediante la diferencia de oxigeno disuelto inicial y el oxigeno disuelto al cabo
de cinco dias de incubacion a 20°C.

La determinacion se llevé a cabo por el método de respirometria. La respirometria es una
técnica basada en la medicion de consumo de oxigeno por parte de los microorganismos
que trabajan sobre un sustrato organico, el cual es degradado y oxidado a CO,. Este método
mide el consumo de oxigeno mas o0 menos continuamente en el tiempo y es Util para
evaluar biodegradacion de sustancias quimicas especificas, tratabilidad de residuos

organicos residuales.
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V.4.3. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

(Método a reflujo cerrado/ método espectrofotométrico)

Para este proyecto se determin6 la DQO por el método de reflujo cerrado, debido a la gran
cantidad de carga organica presente en nuestras muestras. Para esta determinacion se
prepararon las siguientes soluciones:

Disolucion de digestion A:

Se pesaron aproximadamente 10.216 g de dicromato de potasio, previamente secado a
103°C por 2 horas, y se aforaron con 500 mL de agua destilada

Disolucion de sulfato de plata en &cido sulfarico:

Se pesaronl5 g de sulfato de plata y se disolvié en 1 litro de acido sulfarico concentrado,
esta solucion se dejé en reposo por 2 dias antes de utilizarse debido a que el sulfato de
plata requiere tiempo para su completa disolucion y finalmente se mantuvo en la
obscuridad para evitar su descomposicion. Para la curva de calibracion se prepararon
cinco disoluciones de biftalato de potasio de concentraciones conocidas con DQO
equivalentes a una concentracion de 20 mg O,/L a 900 mg O,/L, se ajustd el volumen con
agua destilada. Se prepararon concentraciones de 0, 200, 400, 600,800 y 1000 mg O./L.
Preparacion de la muestra

Se precalent6 a 150°C el digestor para DQO de marca HACH modelo DRB 200

Se colocaron en los tubos de reaccion 2 mL de la disolucion de digestion A.

Se tomaron 2 mL de muestra, previamente diluida en una proporcion de 1:100 ml de
vinaza aforado con agua destilada a 100mL, y se colocaron en los tubos de reaccion,
después se afiadieron cuidadosamente 3 mL de la disolucién de digestidn respectiva, para el
blanco se utilizd agua destilada, posteriormente los tubos fueron colocados en el digestor a
150°C vy digeridos por 2 h, una vez pasado ese tiempo se retiraron los tubos del digestor y
se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Finalmente se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro de la marca HACH modelo
DRB 200 a una longitud de onda de 620 nanometros, previamente calibrado.

Se calculo la DQO en la muestra en miligramos por litro (mg/L) directamente de la curva
de calibracion, con la ecuacion:Y = mX + b

Reportar los resultados en mg/L.
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V.4.4. Solidos sedimentables

Se colocaron 3 muestras bien mezcladas en conos Imhoff hasta la marca de 1litro. Se
dejaron sedimentar 24 h, una vez transcurrido este tiempo se agitaron suavemente los lados
del cono con un agitador o mediante rotacion, se mantuvo en reposo 15 min mas y se
registr6 el volumen de solidos sedimentables del cono como ml/L. Si la materia
sedimentable contiene bolsas de liquido y/o burbujas de aire entre particulas gruesas,

evaluar el volumen de aquellas y restar del volumen de solidos sedimentados.

V.4.5.S6lidos y sales disueltas

Se pusieron a peso constante 3 capsulas de porcelana, y se registraron como peso G.
Preparacion de crisoles Gooch

Para esté método se tuvo que sustituir la fibra de vidrio por papel filtro wattman namero
cuatro para la filtracion, debido a que los poros de la fibra eran muy pequefias y no
permitian el filtrado , debido a que los s6lidos de la muestra son particulas muy finas del
mismo tamafo del poro.

Se coloco el papel filtro en el crisol con la cara rugosa hacia arriba, el papel filtro se
humedecid con agua para asegurar que se adhiriera al fondo del crisol.

Los crisoles se introdujeron a la mufla a una temperatura de 550°C + 50°C, por 20
minutos como minimo. Después se transfirieron a la estufa a 103°C - 105°C por 20 minutos
aproximadamente.

Se sacaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente dentro de un desecador,
posteriormente los crisoles se pesaron Y se repitio el ciclo hasta alcanzar el peso constante,
el cual se obtuvo hasta no haber una variacion en el peso mayor a 0.5 mg, este peso se

registr6 como peso  G3.
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V.4.6.S0lidos totales (ST)

Se transfirieron 35 mL de muestra homogenea a cdpsulas de porcelana previamente a peso
constante a una estufa de vacio a 70 °C, hasta peso constante. Se dejo enfriar en el
desecador hasta temperatura ambiente y hasta alcanzar peso constante. Se registré como

peso G1.

V.4.7.S0lidos totales volatiles (SVT)

Se introdujeron las capsula conteniendo el residuo de los solidos totales a la mufla a 550°C
+ 50 °C durante 15 a 20 min, se transfirieron las capsula a la estufa a 103°C - 105°C
durante 20 minutos aproximadamente, se sacaron las capsulas, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente en un desecador y se determinaron sus pesos hasta alcanzar peso

constante. Registrar como peso G2.

V.4.8.Determinacion de los sélidos suspendidos totales (SST)

Se midieron aproximadamente 50 ml de vinazas homogeneizada y se filtr6 a través del
crisol Gooch previamente a peso constante, se lavé el disco tres veces con 10 mL de agua,
dejando que el agua drenara totalmente en cada lavado.

Se suspendio el vacio, se dejo secar el crisol en la estufa a una temperatura del103°C a
105°C durante 1 h aproximadamente. Se dejo enfriar en un desecador a temperatura
ambiente y se determind su peso hasta alcanzar peso constante, el cual se registr6 como

peso G4.
V.4.9.Determinacion de solidos suspendidos totales (SSTV)
Se introdujeron los crisoles Gooch que contenian los SST y el disco a la mufla, a una

temperatura de 550°C+ 50°C durante 20 minutos, se sacaron Y se introdujeron a la estufa a

una temperatura de 103°C -105°C durante 20 minutos aproximadamente. Se sacaron Yy
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dejaron enfriar a temperatura ambiente en un desecador y se determinaron los pesos hasta

alcanzar peso constante. Se registré como peso G5.

V.4.10.Sales disueltas totales (SDT)

La determinacidn de las sales disueltas totales es por diferencia entre los sélidos totales
menos solidos suspendidos totales.

Célculos

Calcular el contenido de solidos totales de las muestras como sigue:

T_(Gl—G)xlOOO
B v
Donde:

ST son los s6lidos totales, en mg/L;

G1 es el peso de la capsula con el residuo, después de la evaporacién, en mg;
G es el peso de la capsula vacia, en mg a peso constante, y

V es el volumen de muestra, en mL.

Calcular el contenido de solidos totales volatiles de las muestras como sigue:

(G1 - G2) x 1000

SVT =
4

Donde:

SVT es la materia organica total, en mg/L;

G2 es el peso de la capsula con el residuo, después de la calcinacion, en mg, y
V es el volumen de muestra, en mL.

Calcular el contenido de solidos suspendidos totales de las muestras como sigue:

(G4 — G3) x 1000

SST =
|4

Donde:
SST son los solidos suspendidos totales, en mg/L;
G3 es el peso del crisol con el disco a peso constante, en mg;
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G4 es el peso del crisol con el disco y el residuo seco, en mg, y

V es el volumen de muestra, en mL.

Calcular el contenido de solidos suspendidos totales Volatiles de las muestras como sigue:

(G4 — G5)
SST = ——— % 1000

Donde:

SST son los solidos suspendidos totales, en mg/L;

G5 es el peso del crisol con el residuo, después de la calcinacion, en mg;
V es el volumen de muestra, en mL.

Calcular el contenido de sales disueltas totales de las muestras como sigue:

SDT = ST — SST
Donde:
SDT son las sales disueltas totales, en mg/L
ST son los s6lidos totales, en mg/L
SST son los solidos suspendidos totales, en mg/L

Reportar los resultados, en mg/L.

V.4.11.Determinacion de pH

Se tomaron 3 muestras de 50 mL de vinaza a temperatura ambiente y se midio el pH con la
ayuda de un potenciémetro HACH modelo SenSion 3, previamente calibradas con
soluciones Buffer de pH 4,7y 10.

V.4.12.Factores de alcalinidad

Se tomaron 10 mL de muestra y se titulé con HCI a 0.1N

Titular hasta alcanzar un pH de 5.75; este volumen titulado (V1) corresponde a la

alcalinidad bicarbonatica. Se sigui6 titulando hasta alcanzar un pH de 4.3, este segundo

41



volumen titulado (V2) corresponde a la alcalinidad debida a los acidos grasos volatiles
(AGV).

La alcalinidad total se calculd con la suma de V1y V2.

El indice tampon (IB) corresponde a la relacion entre la alcalinidad debida a los AGV vy la
alcalinidad total (Rojas, 1987), asi:

V2

IB = ——
V1+V2
El indice Al / AP es la relacion entre la alcalinidad debida a los AGV vy la alcalinidad

bicarbonatica (Ripley et al., 1986), asi:

Al V2
AP V1
El indice a es la relacion entre la alcalinidad bicarbonatica y la alcalinidad total (Jenkins et

al., 1983) asi:

o
=i+ V2

V.4.13. Acidos grasos volatiles

Para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV) por titulacién. Se tomaron 30 ml
muestra de efluente y se colocaron en tubos falcon de 50 ml de capacidad y se centrifugd
por 5 minutos a 4000 rmp en una centrifuga, se decantd y del sobrenadante se tomaron 25
mL y se afor6 a 100 mL con agua destilada.

Cuando la muestra presentd un pH mayor a 6.5 se titul6 con HCI 0.1N hasta lograr el pH
6.5. Se titul6 con &cido clorhidrico 0.1N hasta pH 3 (el consumo se registré como A). A
este pH el bicarbonato es convertido en CO2 vy los acidos grasos volatiles estan presentes

en solucion en su forma no ionizada.

Posteriormente la muestra se colocé en un matraz balén de digestién con conexion de

vidrio esmerilado, se afiadieron algunas perlas de ebullicion y se coloco al condensador. De
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esta forma se eliminan por calentamiento el bicarbonato como CO2 mientras que se

preservan los AGV.

Se dejo calentar la muestra hasta ebullicion por 3 minutos aproximadamente. Se
interrumpio el calentamiento y se esperd 2 minutos, se titul6 inmediatamente hasta que se
logré un pH 6.5 con NaOH 0.1N (este consumo se registra como B), no es necesario enfriar

el liquido (Field, 1987). Los meq/L de AGV se calcularon de la siguiente manera:
meq AGV = Volumen de base gastada (B) * 0.1 meq

meg/L AGV = meq AGV/ volumen de muestra(mL)*1000

V.4.14. AzUcares reductores

Para la cuantificacion se elabor6 una curva de calibracion aplicando la técnica de Miller
DNS (&cido dinitrosalicilico) reactivo que tiene la capacidad de oxidar a los azlcares
reductores generando resultados colorimétricos proporcionales a su concentracion 'y

medidos en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm.
Preparacion del DNS

Se pes6 2.65g de DNS, 4.95 de NaOH, 2.03g de fenol, 2.075g de metabisulfito de sodio,
76.5 g de acetatos para la solucion reguladora y se diluyeron en 354 mLde agua destilada.
Para comprobar la reactividad de la solucién se titul6 con HCI al 0.1N, con volumenes de 5

a 7 ml de HCI 0.1N gastados se considera reactiva la solucién de DNS.
Curva patron

Se pes6 1g de glucosa y se diluyd en 1 litro de agua destilada, de esta solucion se

prepararon concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1g/L de glucosa.

Se prepararon 3 tubos para cada concentracion de glucosa respectiva de las soluciones de la
curva, se adicionaron a cada tubo 0.5 mL de solucion de glucosa respectiva y un tubo con
0.5 ml de agua como blanco a cada tubo se adicion6 1.5 mL de DNS, después se agitaron

todos los tubos en un vortex por 1 minuto.
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Pasado este tiempo los tubos se pusieron a bafio maria por 10 minutos a 100°C,
posteriormente se dejo enfriar y se diluyé con 8 ml de agua, se volvid agitar en el vortex
por un minuto y finalmente se leyd en el espectrofotometro a una longitud de onda de 540

nm. EI mismo procedimiento se emple6 para las muestras problema.

V.4.15. Fenoles totales.

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas ampliamente distribuidas en el reino
vegetal. Sintetizados como metabolitos secundarios con funciones de defensa, son en gran
medida responsables de las propiedades del color, la astringencia y el flavor (sabor vy
aroma) de los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas. Su estructura quimica es
propicia para secuestrar radicales libres (Kuskoski et al., 2005). El contenido de fenoles
totales se expresa en equivalentes de acido galico, miligramos de acido galico por litro de

muestra.
Curva de calibracion

Se prepar6 una solucion de acido galico a 1200 ppm, a partir de esta se prepararon
concentraciones de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm de acido
galico. De cada concentracion se tomaron 0.1 ml y se colocaron en tubos de ensaye con 0.5
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N), 1 mL de carbonato de sodio al 20%, 8.4mL de
agua, para obtener un volumen final de 10 mL, posteriormente se agité en vortex, se dejo
reposar por durante 60 minutos en un lugar oscuro, pasado este tiempo se tomo lectura en
un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 765 nm, el mismo procedimiento se repitid

para la muestra problema.

V.4.16. Fosforo total

Se utilizo el método de molibdovanadato (HACH 19127) adaptado al método estandar para
el andlisis de agua y aguas residuales (NMX-AA-029-SCFI-2001).
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Se prepararon las siguientes soluciones: acido clorhidrico (1:1) se agreg6 cuidadosamente
100 mL de &cido clorhidrico concentrado a 100 mL de agua, lentamente. Disolucion A: se
pesaron25g de heptamolibdato de amonio y diluyé en 300 mL de agua. Disolucion B: 1.25
g de metavanadato de amonio y se diluyé en 300 mL de agua destilada, se calentd hasta
ebullicidn. Se dej6 enfriar y se afiadieron 330 mL de acido clorhidrico y se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

Disolucion reactivo vanado-molibdato: se adicion6 la disolucion A a la disolucion B se
mezcld y se afor6 a un volumen final de 1 L con agua destilada.

Disolucion de hidroxido de sodio (1N): se pesaron 40 g de hidréxido de sodio y se diluyé
con 500 mL de agua destilada y se aford a un volumen final de 1 litro con agua destilada.
Curva de calibracion

Se prepard una solucion madre en un intervalo de trabajo entre 1 mg/L a 20 mg/L: se
prepararon las disoluciones estandar con concentraciones de 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L y 20
mg/L en matraces volumétricos de 100 mL y se desarrolld la reaccion de la siguiente
manera: Se us6 50 mL de muestra y se agreg6 una gota de fenolftaleina. Posteriormente se
adicion6 1 mL de disolucion de acido fuerte y 0.4 g de persulfato de amonio o0 0.5 ¢
persulfato de potasio. Se dejo Calentar hasta ebullicion y se mantuvo sobre la placa de
calentamiento, por 30 min hasta que el volumen final alcanzado fue de 10 mL. Se enfrio y
diluy6 a 30 mL con agua destilada, adicionando una gota de fenolftaleina, y se neutraliz6
hasta desvanecer a un color rosa palido con la disolucion de hidroxido de sodio.
Alternativamente, se calentd por 30 min en una autoclave a 137 kPa. Se dejo6 enfriar, y se
afiadié una gota de fenolftaleina y se volvi6 a neutralizar hasta desvanecer a un color rosa
palido con la disolucién de hidréxido de sodio. Finalmente se afor6 a 100 mL con agua

destilada.

Para el desarrollo de color se tomé una alicuota que contenia de 0,05 mg a 1,0 mg de
fosforo, en un matraz volumétrico de 50 mL. Se le Afadié 10 mL de la disolucion reactivo
vanado-molibdato y se diluyd hasta la marca con agua. Aparte se prepar6 un blanco usando
una cantidad de agua equivalente a la alicuota de la muestra.se dejo reposar 10 minutos y

se medid la absorbancia de la muestra contra un blanco a una longitud de onda de 420nm.
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Se calculd la concentracion de la muestra con la ecuacion obtenida de la curva de
calibracién, representada en la siguiente ecuacion:

Y =mX + b. Dénde: m es la pendiente; b es la ordenada al origen; Y es la absorbancia, y
X es la concentracion (mg P/L). mg P/L = concentracion x Factor de dilucién

Los resultados se reportan en mg P/L.

V.4.17. Sulfatos totales

La metodologia se hizo de acuerdo a la NMX-AA-074-1981. Reactivo acondicionador: Se
mezclaron 50 mL de glicerol en una solucion que contenia 30 ml de &cido clorhidrico
concentrado, posteriormente se agregaron 300 mL de agua, 100 mL de alcohol etilico al
95% y 75 g de cloruro de sodio.

Para la preparacion de la solucién estandar de sulfato se pesaron 147.9 mg de sulfato de
sodio anhidro y se afor6 a 1 L con agua destilada.

Preparacion de la curva de calibracion De la solucion estandar de sulfato se prepararon
patrones a incrementos de 5mg/L en los limites de 0 a 40 mg/L.

Formacion de turbiedad de sulfato de bario

Para la formacion de la turbiedad se transfiri6 a un matraz Erlenmeyer de 250 mL una
muestra de 100 ml de vinaza, o una porcién conveniente aforada con agua a 100 mL.
Después se afiadid exactamente 5 mL del reactivo acondicionador y se mezclé con un
agitador magnético. Cando la solucion seguia en agitacion se 3 g de cristales de cloruro de
bario, e inmediatamente se tomé el tiempo y se agité durante un minuto exacto a una
velocidad constante.

Medicion de la turbiedad del sulfato de bario

Inmediatamente después de terminar el periodo de agitacion, se vertid la solucién a una
celda de absorcion del fotometro y se mididé la turbiedad a 420 nm a intervalos de 30
segundos durante 4 minutos. Debido a que la turbiedad méaxima se presenta generalmente
dentro de los 2 minutos y que de ahi en adelante las lecturas permanecen constantes durante
3 a 10 minutos, se considera que la turbiedad, es la maxima lectura obtenida durante el

intervalo de 4 minutos.
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mg 28504 x1000
L

—S04 =

L ml de muestra

V.4.18.Conductividad eléctrica

Se determino la constante celular del multimetro de la marca Mul-040. Para la
determinacion de la constante celular del multimetro, se preparé una solucién de KCI
0.02M. Se sustituyé el valor obtenido de la solucion en la siguiente ecuacion, para conocer

la constante.
C = (0.002767)(Rsolucion)[1 + 0.0191(t — 25)]

Donde: C= constante celular ~ R= resistividad de la muestra t=temperatura

Determinacion de la resistividad de la muestra se colocaron 50 mL de muestra problema en
un vaso de precipitado y se tomd lectura de la resistividad a través del multimetro, el valor

obtenido se sustituyo en la siguiente ecuacion

X (1,000,000)(C)
~ (Rmuestra)[1 + 0.0191(t — 25)]

= uQd/cm

K= Conductividad eléctrica  Conversién: ImS/m = 10 uQ)/cm

Este método se realizd bajo el compendio de métodos para el analisis de suelos y aguas, del

ministerio del ambiente y recursos Naturales renovables (MARNR), Barcelona, 1985
V.4.19. Determinacién de glucosa, sacarosa, etanol y acido acético por HPLC

Para estas determinaciones se utilizé un equipo de HPLC de la marca Perkin Elmer serie
200 NCI 900 equipado con detector de arreglo de diodos, utilizando una columna Hi-plex-
It, a una temperatura de 30°C y a un flujo de 0.4 ml/ min. Las muestras de vinazas fueron

homogenizadas, presentando 6 grados brix y un pH de 4.26, se colocaron en tubos
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ependorf y se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos a 25°C en una centrifuga
Eppendorf (centifuge 5810R). Posteriormente se hicieron diluciones, se tomaron 250 pL
del sobrenadante y se diluyeron con 750 pL de agua. Se inyectaron las muestras en el
cromatografo, previamente diluidas y filtradas con filtros de marca non-pyrogenic, Sterile-
R, N°83.1826.001 de 0.20um. Se dejaron correr las muestras en un tiempo de 50 minutos
para cada una de ellas y se analizaron los resultados, con curvas estandar de glucosa,

fructosa, acido acético, etanol y sacarosa.

V.5. Eleccién del in6culo

Se utilizaron lodos anaerobios proveniente de la planta de tratamientos de agua residual
de la empresa Coca Cola ® FEMSA, y el estiércol del ganado vacuno, quienes
proporcionaron las comunidades microbianas encargadas de utilizar a las vinazas como
sustrato. Cada complejo microbiano fue sometido a un proceso de adaptacion, para ello se

empled una relacion 50:50 de vinazas: complejo microbiano.

El pH y la DQO de esta mezcla fue monitoreada diariamente durante 30 dias. El in6culo se
considerd estandarizado cuando la desviacion estandar de la DQO fuese menor o igual al

10% de la remocion promedio de los dias anteriores.

V.5.1. Eleccién del in6culo en un sistema por lote alimentado

Una vez elegido el indculo, se continuo la alimentacion con vinazas, esta vez utilizando un
sistema por lote alimentado, para ello se hizo uso de un reactor con capacidad de 10 litros,
inicialmente fueron inoculados con lodos anaerobios y vinazas en una relacion 50:50
(V/V), ocupando asi un volumen inicial de 3 litros. Después de la primera alimentacion se
fue monitoreando la DQO y el pH cada tercer dia, hasta que la disminucién de la DQO no
era significativa (menos del 10%) vy se iniciaba el siguiente ciclo de alimentacion con 1
litro de nueva vinaza con un volumen igual, repitiendo el mismo procedimiento hasta

obtener una disminucion de la DQO no tan significativa y asi sucesivamente.
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CAPITULO VI
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VI1.-RESULTADOS YDISCUSION

VI1.1. Materia prima

La materia prima (vinaza) se obtuvo de una serie de lotes del proceso de destilacion de la
bebida denominada “comiteco”

La temperatura de salida del residuo fue en un rango de 80-100°C, después de su
enfriamiento se colocaron en recipientes herméticos y finalmente fueron almacenados a

4°C hasta su analisis como lo indica la norma NMX-AA-003.

V1.2.Caracterizacion de la materia prima

En lo que se refiere a la caracterizacion de las vinazas se realizaron analisis proximales y
fisicoquimicos. De los lotes obtenidos se realizaron las siguientes determinaciones:
Demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioquimica de oxigeno (DBO5) (método
de reflujo cerrado/método espectrofotométrico NMX-AA-030), (NMX-AA-028-SCFI-
2001), Nitrogeno total (método de Kjeldahl NMX-AA-026-SCFI-2001), Sélidos
suspendidos totales (NMX-AA-034-SCFI-2001), alcalinidad y acidez (NMX-AA-036-
SCFI-2001), sulfatos totales (Método Gravimétrico NMX-AA-074-1981), pH (NMX-AA-
008-SCFI1-200), determinacion de grasas (NMX-AA-051-SCFI-2000), iones metalicos
(NMX-AA-051-SCFI-1981). Todos los analisis se llevaron a cabo con tres repeticiones.

V1.3. Analisis proximales

En la tabla 5 se observa la composicion quimica correspondiente a la vinaza proveniente
de los residuos en la destilacion de la bebida del Comiteco, sin un tratamiento previo, a una
temperatura de salida del proceso de 80°C, y después mantenida en refrigeracion a 4°C
hasta su analisis. En el cual destaca bajo contenido de cenizas, presentando una cantidad

considerable de Nitrogeno total y un alto contenido de humedad.
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La mayoria de los compuestos quimicos contenidos en las vinazas son de caracter quelante

por tener grupos aminos, diacidos e hidroxilos (Medina, 2000).

Respecto al valor obtenido de nitrogeno total fue relativamente alto con un valor de 2.6g/L,
comparado con los 3.3 g/L de sulfato de amonio, que se le agrega al mosto como fuente de
nitrdgeno durante la fermentacion del comiteco (Lara,2013), estas incluyen todos los
productos naturales, como las proteinas, los péptidos y aminoacidos entre otros, la
importancia de este parametro se debe a la posibilidad del uso de la vinaza del agave
comiteco como fuente de nutrientes para la produccién de biogas.

Ademas de una fuente de nitrégeno los microorganismos requieren una fuente de carbono,
fésforo y otros factores de crecimiento que tienen efectos complejos, los niveles de
nutrientes deben de estar por encima de la concentracion 6ptima para las metanobacterias,
ya que ellas se inhiben severamente por falta de nutrientes (Contreras, 2006).

Con respecto al porcentaje de cenizas, se obtuvieron porcentajes bajos por lo que es de
suponerse que las vinazas del comiteco presentan un bajo porcentaje de minerales, ya que

el porcentaje de cenizas en el sustrato indica la cantidad de materia s6lida no combustible.

Tabla 5. Composicién quimica de la vinaza del Comiteco

Composicion Resultado
Humedad % 93.76+0.27
Nitrogeno Total mg/L 2666.67
Cenizas % 7.11+0.13

V1.4.Analisis fisicoquimicos

En los analisis fisicoquimicos todos los analisis se llevaron a cabo con tres repeticiones, las
muestras fueron tomadas de un lote al azar, homogenizada y mantenida en refrigeracion
hasta su analisis. Se ha estudiado que para obtener una digestion dptima, tienen que estar
presentes todos los elementos esenciales en forma facil de asimilar por los

microorganismos presentes en el sistema, se han logrado resultados satisfactorios con
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concentraciones mayores a 15% de solidos, los requerimientos nutritivos de DBO:
nitrdgeno: fosforo en la digestion anaerdbica estdn en la relacion 700:5:1, para la
optimizacion de la digestion anaerdbica (Wheatley, 1990).

A continuacion se muestran en la tabla 6 los resultados obtenidos de los analisis
fisicoquimicos. Se observa que las muestras de vinazas en general, presentan caracteristicas
similares a los valores de pH, fenoles totales sulfatos, DQO, Nitrégeno total y fosforo total
reportados por varios autores en estudios realizados en vinazas procedentes de la
destilacion de cafia de azucar y la destilacion de alcohol de uva (Duran-de-Bazua et al.,
1991; Jimenez et al., 2006; Garcia et al., 1997; Harada et al.,1996; Benitez et al., 2003;
Martin et al., 2002;nSangave et al., 2007; Madejon et al., 2001; Beltran et al., 1999).

VI1.4.1.pH

En lo que se refiere al pH de la vinaza, estas presentaron un valor bajo (3.89), por lo que el
vertido de las vinazas directamente al suelo puede ocasionar su deterioro, ya que un pH
acido puede desestabilizar el pH que presentan los suelos, por lo consiguiente se veria
afectado la disponibilidad de los elementos nutritivos, al igual que en cuerpos de agua.
Este pH acido se debe a que durante la fermentacion del mosto para la obtencién del
Comiteco, el pH se mantiene acido, debido al ambiente dptimo que las levaduras necesitan
para llevar a cabo la fermentacion, debido a ello en el proceso de destilacion las vinazas
salen a un pH similar ya que solo sufre un tratamiento fisico. EI pH de la vinaza del
comiteco es similar a las vinazas obtenidas de materia prima de otros tipos como cafia de

azlcar que presenta pH 4, (Gémez, 1996) o de remolacha con pH 5.1 (Robertiello, 1981).

Asi mismo se observa que las vinazas del comiteco no presentan alcalinidad, debido a que
el pH se encuentra en el limite inferior de la determinacion, no obstante algunos autores

reportan dicho parametro (Duran-de-BazUa et al., 1991; 2 Jiménez et al., 2006).
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V1.4.2. Sélidos totales

En el caso de los sélidos totales su contenido en las vinazas puede variar de acuerdo a la
materia prima que es utilizada para la elaboracion de la bebida, asi como el proceso
utilizado para la destilacion de la misma, cuando el sistema es operado a presion
atmosférica las vinazas son mas concentradas(Araujo, 1976). Los procesos de destilacion
realizados a baja presion en promedio estan alrededor del 50% (Robertiello, 1981).

Segun Underkofler y Hickey esta materia organica interpolando en una vinaza de 55% en
solidos podria estar distribuida, aproximadamente, de la manera siguiente: (1) Azucares
entre 6% y 7%, (2) Proteinas + aminoécidos entre 5% y 7%, (3) gomas entre 11% y 12%,
(4) ligninas y compuestos de estructura fenolica entre 9% y 11% y (5) compuestos de bajo
peso molecular entre 9% y 10%. No obstante, haber sido concentrada hasta un 55%

contiene compuestos muy volatiles.

V.4.3.DBOs Y DQO

Respecto a la DQO, un parametro importante para medir el grado de contaminacién en
aguas residuales, los resultados obtenidos muestran valores superiores, comparado con las
vinazas mezcaleras (Robles-Gonzalez, 2010) que oscilan entre 56230-65457 g de O,/L esto
se debe probablemente al proceso de fabricacion y a los insumos que se utilizan durante su
fermentacion. Por lo que hace de la vinaza un residuo altamente toxico para ser desechado
al medio ambiente, sin ningun tratamiento previo y de igual manera un residuo con alto

potencial energético para ser llevado a un tratamiento anaerobico y producir Biogas.

Podemos mencionar en términos generales que las muestras presentaron: alta carga
organica medidas como DQO y DBO, son fuertemente &cidas, contienen altos valores de
conductividad eléctrica, presentan un color intenso obscuro esto debido a la formacién de
las melanoidinas, producido cuando una molécula de hidrato de carbono y un aminoacido
reaccionan la cual se forma en la fase final en las reacciones de Maillard, a pesar de que su

concentracion es baja, ejercen un efecto muy marcado en la apariencia del alimento. El
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color se debe a una amplia absorcion del espectro visible por parte de diversos cromoforos.
(Rufién et al., 2009).

Reaccién de Maillard

OH — o
R-NH, NH-R§l

Glucosa
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Sacarosa o — ™ Polimeros, malerial
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Levoglucosenona

° h AV
5-(nidroximetil)-2-furaldehido

Fructosa

Figura. 3. Vias de la termdlisis de la sacarosa y formacién de melanoidinas durante el
procesamiento de la cafia de azUcar (Shafizadek et al., 1979)

V1.4.4.AzUcares reductores

Se determino el contenido de azUcares reductores presentes en la vinaza del comiteco, cabe
aclarar que durante la preparacion del mosto se agrega miel de agave y miel de panela
como sustrato para las levaduras y asi propiciar una fermentacion éptima de la bebida, por
ello es de esperarse concentraciones de azucares en las vinazas , para la determinacion de
azlcares reductores se utilizd el método de DNS (Miller 1959)el cual se basa en la
reduccion del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro azlcar reductor al &cido 3-
amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo) (Chaplin, 1986), cuya presencia puede
detectarse por lectura de la absorbancia a 540 nm. Utilizando este método colorimétrico
se obtuvo una concentracién de 8.243 g/L de azUcares reductores.

Por otra parte utilizando el método de HPLC, se encontraron en las vinazas
concentraciones de azucares reductores; glucosa con 3.02 g/L, fructosa con 3.48¢g/L , asi
como también se encontré sacarosa un azlicar no reductor en una concentracion de
7.44g/L. Comparando los resultados de azUcares reductores por el método de DNS (Miller)

y los resultados del HPLC, se observa que las concentraciones son semejantes si se toma

54



en cuenta que son metodos distintos, ya que el método de DNS es una método
colorimétrico que reacciona con todos los azUcares reductores, a diferencia del método del
HPLC que es més especifico, en este caso para la glucosa y fructosa, tomando en cuenta
esto se puede suponer que por el método del HPLC no todos los azUcares reductores fueron
detectados y por ello existe una minima diferencia en los resultados de ambos métodos.

Estos azUcares representan parte de la fuente de carbono presentes en la vinaza del
comiteco, para ser utilizados por los microorganismos en la digestion anaerobia y asi

Ilevar a cabo finalmente la produccion de biogas.

V1.4.5.Fenoles totales

Los compuestos fenolicos tienen su origen en el mundo vegetal donde tienen funciones
diversas: desde la coloracion de flores y frutos hasta la impregnacion de lignina de las
paredes pecto-celulésicas (Champagnol, 1984; Ribéreau-Gayon, 1964). Ademas se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza principalmente en las hojas de los
arboles, arbustos y leguminosas (McLeod, 1974), y en general en especies que se
desarrollan en zonas tropicales, aridas y semiaridas. Por ello en las vinazas del comiteco la
presencia de fenoles se puede justificar por la presencia del pigmento de color café oscuro,
lo cual se debe a la presencia de las melanoidinas, caramelo y melanina, propios del licor
de destilerias de melazas (Sirianuntapiboon et al. 1988, Godshall 1999, Kalavathi et al.
2001. Ademas de tener un origen vegetal ya que provienen de la miel del agave, obtenida
de la penca sometida a una maduracién. Segun (Sales et al., 1987) los fenoles son
compuestos no volatiles procedentes de la fermentacion del caldo, en la vinaza del
comiteco se obtuvieron 356 mg de fenol representados como &cido galico / L, los cuales
son valores poco lejanos a los reportados en las vinazas de origen mezcalero, que oscila

entre 478.4-541.8 mg de acido galico.

Estos compuestos dificilmente pueden ser degradados por los microorganismos presentes
en la digestion anaerobia debido a que estos compuestos fendlicos constan de estructuras

ciclicas de un anillo bencénico, que contiene uno o diversos grupos hidroxilo, en la
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mayoria de los casos combinadas con un acido organico, un azlcar o bien, con ellas
mismas para formar un polimero, por ello se sugiere considerar el tipo de fenoles presentes
en el efluente ya que el proceso se hace méas lento cuando existen compuestos fendlicos
complejos. Aunque se ha reportado que la degradacion de los compuestos fenolicos puede
ser llevada a cabo por organismos procariotas y eucariotas, tanto en condiciones aerdbicas
(oxigeno como aceptor final de electrones) como anaerdbicas (nitrato, sulfato, iones
metalicos o didxido de carbono como aceptores finales de electrones (Ruiz et al., 2001). En
este sentido, algunos investigadores han demostrado que cultivos de Pseudomonas sp.
y Spirillum sp., degradan fenol en ausencia de oxigeno libre. También ha sido reportada la
fermentacion metanogeénica de fenol bajo estas condiciones de oxigenacion (Colberg-
Young, 1995). Segun su estructura quimica, estos compuestos se pueden subdividir en
flavonoides o no flavonoides figura 12, segin sean o no derivados de la estructura basica de
fluoroglucinol, caracterizada por un esqueleto de 2 anillos bencénicos unidas por una

cadena de 3 4tomos de carbono ciclada en un heterociclo oxigenado (Brunet, 1999).

Flavonol

o @ o ....\O
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OH

Figura 4. Clasificacion de compuestos fendlicos.
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V1.4.6.Fo6sforo total

La vinaza al ser un residuo industrial liquido de origen vegetal contiene nutrientes,
compuestos en promedio por un 93% de agua, 2% de compuestos inorganicos (potasio,
calcio, sulfatos, cloruros, nitrogeno, fosforo, etc.) y en un 5% de compuestos organicos que
volatilizan al ser calentados a 650°C (Luna, N et al., 1990). El fosforo es un nutriente
esencial para el crecimiento de organismos en una digestién anaerobia, por ello la
importancia de su presencia en las vinazas ya que también son utilizadas para la sintesis de
energia de los microorganismos en forma de ATP.

El contenido de fosforo total que se obtuvo de la vinaza del comiteco fue de 1033.33 mg/L
una cantidad ligeramente moderada, lo cual se encuentra en los rangos obtenidos en las

vinazas mezcaleras que oscilan entre 290.0-1705 mg/L.

V1.4.7.Sulfatos totales

La presencia de sulfatos en la vinaza se debe a que en la preparacion del mosto se le agrega
un porcentaje relativamente pequefio de sulfato de amonio, como elemento traza y fuente
de nitrogeno (Lara, 2013), por lo que en el residuo es de esperarse cantidades
relativamente moderadas de este compuesto inorgénico, obteniendo un valor promedio de
3772.872 mg/L, lo cual si es comparado con las vinazas mezcaleras esta presenta valores
mas bajos, entre 308.3 841.7 mg/L (Robles-Gonzéalez, 2011).

También los altos niveles de sulfatos pueden afectar alin mas el tratamiento y disposicion
de la vinaza (Colleran et al. 995; Ranade et al., 1999; Wilkie et al., 2000).

Se ha estudiado que la presencia de elevadas concentraciones de sulfatos puede inhibir el
proceso anaerobio, especialmente en la etapa de la metanogénesis. En concentraciones
altas, las bacterias metanogénicas compiten con las sulfato-reductoras por los mismos
sustratos (acetato e hidrogeno), el resultado de esta competicion determinara la proporcion

de sulfhidrico y metano en el biogas producido (Marti, 2006).
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V1.4.8. Conductividad eléctrica.

En cuanto a los valores de conductividad eléctrica se observa que estos son relativamente
altos, lo cual indica que las vinazas del comiteco presentan un porcentaje alto de sales
inorganicas disueltas, asi como también de sdlidos totales disueltos ya que de la misma
manera la conductividad esta directamente vinculada con esté parametro, esta caracteristica
podria deberse a la utilizacion de aguas con altos contenidos de sulfatos, en la elaboracion
de esta bebida en la region. Asi mismo estos valores obtenidos se asemejan a los obtenidos
de las vinazas del mezcal obtenidas de manera industrial y artesanal encontrandose en un

rango de (2.6-4.2 mScm-1), esto reportados por Duarte et al., 1997.

Tabla 6.Caracteristicas fisicoquimica de la vinaza

Parametro Resultados

pH 3.89+0.01

Densidad 1.00mg/ml =

Acidez mg CaCO; 79.333 £ 4.907

Conductividad Eléctrica 3.605+ 0.0158

puS/cm

ST mg/L 62500mg/L+ 2500

STV mg/L 62890.47+172.68

SD ml/L 105 +7.07

SST 9190 + 95.786

SD 62501.09 + 92.63

SSTV 8971.66 *76.37

SS 100 +14.14

DQO mg 0, /L 114599.63
+2045.32

DBO mg/L 102.80

IDB 0.89

Humedad % 93.76+0.27

Cenizas % 7.11+£0.13

Nitrogeno total mg/L 2666.67

Fenoles mg acido Galico/ L | 356.70+ 5.29

Sulfato total mg/L 3772.87 £102.042

Fosforo total mg/L 1033.33

AzUcares Reductores g/L 8.24 £0.956

Sacarosa g/L 7.44+0.04

Glucosa g/L 3.02+ 0.02

Acido acético g/L 30.45+0.78

Etanol g/L 6.44+0.946

Fructosa 348+ 0.17
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V1.5.Eleccion del inéculo

Muchos factores, como el sustrato y su concentracion, tipo de reactor, inéculo, pH vy
temperatura pueden influenciar en la fermentacion anaerdbica para la produccion de biogés.
(Wang et al., 2008). La estabilizacion de los inoculos dependera del origen y tipo de
consorcios microbianos presentes en ellos, asi como también de la composicion del sustrato
y las condiciones de operaciones del reactor (Lopez et al, 2000).
La identificacion de las bacterias anaerobias es dificil ya que dentro de los consorcios,
algunos grupos como las metandgenas hidrogendfilas y las productoras obligadas de
hidrogeno, mantienen una estrecha relacion fisioldgica conocida como sintrofia. Por ello, su
aislamiento es complicado, y se requiere de técnicas sofisticadas de la biologia molecular,
como es el uso de herramientas de inmunologia (Macario et al., 1986).
En este trabajo se utilizaron 2 tipos de indculos; el estiércol de ganado y lodos anaerobios
obtenidos de la empresa Coca Cola FEMSA, ubicada en la ciudad de Tlaxcala, México.
Para su estandarizacion los inoculos fueron alimentados en un reactor tipo Batch
con vinaza del comiteco ajustado a pH 7 y pretratada a 70°C por 10 minutos, se midié la
DQO antes de alimentar y cada tercer dia después de la alimentacion . Se tom6 la DQO
como el factor determinante. Estableciéndose como inoculo estandarizado cuando la
desviacién estandar de la remocién de la materia organica medida como DQO fue menor o
igual al 10% de la remocion promedio de los dias anteriores. Segin Monroy (1992)
menciona que para que un reactor anaerobio se considere estable es necesario que exista
un ambiente que permita la mejor actividad de la biomasa y que el tiempo de retencion de
solidos sea adecuado. Por ello después de alimentarse por 1mesaproximadamente se
considero estable el reactor ya que la disminucion de la DQO no era significativa (menos
del 10%) y se inicio el siguiente ciclo de alimentacion con nuevo sustrato, hasta desplazar
toda el agua residual inicial con un volumen igual, se repitio este mismo proceso hasta que

la disminucion de la DQO no fuera significativa y asi sucesivamente.
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V1.5.1. Adaptacion del estiércol de ganado vacuno

En la figura 3 se observan los resultados de la DQO durante la adaptacion de los lotes de
estiércol de ganado alimentado con vinazas, sometidos a una digestion anaerobia en un
reactor tipo batch, se logra apreciar facilmente la disminucion de la DQO en tiempos
considerablemente largos, esto supone que los microorganismos dificilmente se estaban
adaptando al sustrato, asi también se aprecia en la figura que la mayor remocion de
materia organica total alcanzada es del 50%, lo cual indica una deficiencia en la remocion
de carga organica comparada con los lodos anaerobios de la planta de tratamientos de aguas
residuales.

De tal manera que la adaptacién resulta muy lenta y poco eficiente, esto puede deberse a
que los microorganismos presentes en el rumen de ganado, no estan acostumbrados al tipo
de nutrientes presentes en la vinaza, estos microorganismos generalmente consumen los
carbohidratos fibrosos como la celulosa y hemicelulosa que pueden representar la fuente
mas importante de energia para los rumiantes (Carrillo, 2003).

Dentro de los tipos de microorganismos que se encuentran en el rumen del ganado destacan
las bacterias anaerobias estrictas: Fibrobacter y Ruminococcus son las bacterias
celuloliticas mas abundantes del rumen, que degradan xilano. Fibrobacter posee una
celulasa periplasmica por lo que debe permanecer adherido a la fibrilla de celulosa mientras
la digiere, en cambio Ruminococcus produce una celulasa que es secretada. Los
Ruminobacter y Succinomonas amiloliticos se encuentran en minoria, asi como
Lachnospira que digiere pectinas. Los productos de fermentacion de estas y otras bacterias
son utilizados por otros microorganismos. El succinato se convierte en propionato y CO2, y
el lactato es fermentado a acetato y otros acidos por Megasphera y Selenomonas. (Madigan
et al., 2003).

Debido a la ineficiente capacidad de remocion de la DQO, el estiércol de ganado no

representd un inéculo adecuado.
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Figura 3. Adaptacion del inoculo estiércol de ganado

V1.5.2. Adaptacidon de los lodos anaerobios

La adaptaciéon de los lodos anaerobios, es apreciada en la figura 4, donde es notoria la
eficiente remocién de la materia organica respecto al tiempo. En ella se aprecia que en los
primeros dias hay una disminucion de la DQO muy dréastica (83.5 % de remocion), lo que
indica una remocién elevada de materia organica, después se aprecia un ligero incremento
de la DQO indicando que el proceso se encuentra en la etapa donde se produce el &cido
acetico lo cual le confiere un pH bajo, para después convertirse en acetato favoreciendo la
alcalinidad del sistema, y poder ser consumidas por las bacterias metanogénicas para
finalmente producir metano (Borja, 1989). Es claramente apreciable que los lodos
anaerobios ocasionaron una mayor remocion de materia organica, casi el doble de lo que
removio el estiércol de ganado, en un tiempo menor y con una remocion total del 94%, por

tal razon se eligieron a los lodos anaerobios como el indculo mas eficiente para la
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remocion de la DQO, el cual sugiere una mayor degradacion de materia organica y de
manera indirecta probablemente mayor produccion de biogas.

Una de las caracteristicas que evidencia la mayor eficiencia de los lodos, es su morfologia
en forma de granulos, lo cual permite adaptarse en un menor tiempo (Guiot et al.,1992).En
nuestro caso, los lodos presentaron morfologia granular al provenir de una planta de
tratamiento de una industria refresquera, estaban muy bien adaptados a aguas residuales
ricas en azUcares, debido a ello la adaptacion no tuvo mucha dificultad ya que nuestras
vinazas presentaron concentraciones favorables de azUcares entre ellos destacé la sacarosa
y la glucosa. Por ello la composicion del sustrato, es uno de los factores importantes que
influyen en la adaptacion de un indculo, ya que una concentracion apropiada de sustrato
puede incrementar la habilidad de las bacterias productoras de hidrégeno (Wang et al.,
2008). Por ello la importancia de contar con los nutrientes necesarios, esté ultimo puede
variar dependiendo del origen del agua residual, normalmente la concentracion de éstos es
muy baja, particularmente para el desarrollo de la biomasa anaerobia por lo que el
crecimiento resulta excesivamente lento produciendo un arranque muy prolongado, debido
a la baja produccion de biomasa en relacion al sustrato consumido, (Lopez et al, 2000).

Las vinazas del comiteco utilizadas como sustrato, presentaron los nutrientes suficientes
para llevarse a cabo la digestién anaerobia y garantizar la produccién de biogas, medida
indirectamente como DQO, dentro de los nutrientes favorables se encontraron alta carga
organica DQO de 114599.63 +2045.32 mgO2/L y DBO de 102800mgO2/L, son
fuertemente &cidos pH 3.89 +0.01, contienen altas concentraciones ST 62500 mg/L + 2500,
nitrdgeno total 2666.67 mg/L y conductividad eléctrica de 3.605 + 0.015 mScm-1, fésforo
total 1033.33 mg/L, estos valores son similares a los reportados por varios autores en
estudios realizados en vinazas procedentes de la destilacion de cafia de azucar y la
destilacion de alcohol de uva (Duran-de-BazUa et al., 1991; Jiménez et al., 2006; Garcia et
al., 1997).

La estabilizacion de los inoculos dependera del origen y tipo de consorcios microbianos
presentes en ellos, asi como también de la composicidn del sustrato y las condiciones de
operaciones del reactor. Este indculo a su vez se utilizé para ser inoculado en un reactor

UASB modificado para la produccion de Biogas.
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Figura 4. Adaptacion del inéculo lodos anaerobios

En la figura 5, se presenta el seguimiento de la adaptacion de los lodos anaerobios
alimentados con vinazas en las condiciones ya antes mencionadas en un sistema de lote
alimentado, monitoreadas durante 3 meses aproximadamente, en ella se pueden apreciar
claramente las cuatro etapas que se llevan a cabo en una digestion anaerobia; durante los
primeros 4 dias se observa una disminucién de la materia organica medida como DQO, lo
que evidencia que la materia organica esta siendo degradada por los microorganismos
hidréliticos presentes, a esta etapa se le conoce como hidrdlisis, la primera etapa de la
digestion anaerdbica, en ella los polimeros presentes como los polisacaridos, grasas y
proteinas presentes en las vinazas, sufren una hidrdlisis realizadas por enzimas
extracelulares producidas por los microorganismos acidogénicas o fermentativos, Autores
como Hattingh et al.(1967), Kotzé et al. (1968) y Thiel et al. (1968) han establecido y
medido la presencia de varias enzimas extracelulares como las celobiasas, las proteasas y

las amilasas en digestores anaerobios.
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Figura.5. Seguimiento de la adaptacion de los lodos anaerobios

Esta primera etapa se llevo a cabo ya que la degradacion anaerdbica de sustratos organicos
complejos a materia organica soluble permite que los microorganismos puedan utilizarla
para que facilmente puedan a travesar la pared celular y asi utilizarla para su metabolismo.
Asi mismo la acidogénesis, la segunda etapa de la digestion anaerdbica, se aprecia en la
en la figura 5 durante los 10 dias siguientes, en ella es notorio un incremento leve de la
materia organica medida como DQO, por lo que es de suponerse que se esta incrementando
la biomasa de los microorganismos y los productos obtenidos de la etapa anterior. Los
productos finales de las poblaciones de bacterias en esta etapa son acidos grasos saturados
(ac. valérico), acidos grasos volatiles (ac. propidnico, butirico y acético), lactato, etanol,
formiato y bidxido de carbono. De todos los productos obtenidos el mas abundante es el
acido acético y uno de los intermediarios mas importantes segin McCarty, et al.,(1963).
Asi también, en la misma grafica se observa que cuando hay un incremento de materia
organica, hay una disminucion del pH, esto se le atribuyé a la produccion de acidos en esta
etapa, llegando a un valor promedio de pH 6.5, lo cual puede provocar la inhibicion de la
digestion anaerobia si no se controla dicho parametro (Ramirez, 1992).

En esta etapa tiene lugar el desarrollo de las bacterias metanogénicas y acetogénicas, las
metanogénicas consumen el acido acético, el formico y el hidrogeno, en tanto que las

acetogénicas oxidan a los compuestos mas reducidos (ac. propionico, butirico, valérico,
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lactico y etanol). Asi mismo en esta etapa se lleva a cabo la degradacion de la glucosa para
formar acidos organicos, la principal ruta de degradacion que se lleva a cabo es la ruta de
Embden-Meyehof que tiene como principal intermediario el piruvato.En la figura 6 se
observa un esquema de las rutas de Embden- Meyerhof que intervienen en la degradacion
de la glucosa hasta la obtencién de acido butirico, acético y acido propidnico, la
fermentacion de azlcares se realiza por diversos tipos de microorganismos, en funcién de
cada organismo, la ruta metabdlica y los productos finales son diferentes, dentro de los
principales microorganismos asociados a la degradacion de la glucosa se encuentra el
género Clostridium, el cual convierte la glucosa en acido butirico, acético, dioxido de
carbono e hidrégeno, durante la ruta de Embden- Meyerhof la glucosa se convierte en
piruvato y el piruvato se convierte a Acetil-CoA Y CO,. El Acetil-CoA es reducido
empleando como transportador de electrones el NADH derivado de la ruta de Embden-
Meyerhof (Marti, 2006).

Por otra parte en el caso de la fermentacion de los aminoécidos y de otras moléculas
hidrogenadas se obtienen los acidos grasos de cadena corta, dentro de las bacterias que
llevan a cabo la fermentacion se encuentran las proteoliticas, mayoritariamente se han
identificado las del género Clostridium , aunque también se ha encontrado géneros como
Peptococcus y Bacteroides.

En lo que se refiere a la tercera etapa (figura 5), es evidente el incremento de pH, debido a
que el etanol y los acidos grasos volatiles como valérico, butirico, propiénico y algunos
compuestos aromaticos se transforman a productos mas sencillos en acetato y Hy, esto a
través de las bacterias acetogénicas.

La acumulacion de receptores de electrones tales como acido lactico, propidnico, butirico,
etanol y otros &cidos grasos volatiles (AGV) es la respuesta de las bacterias al incremento
de la produccion de hidrégeno en el sustrato. Estos productos pueden o no ser utilizados
directamente por los microorganismos metanogénicos y deben ser degradados por las
bacterias productoras de hidrégeno en el proceso denominado acetogénesis (Alvarez et al.,
1992; Bouallagui et al., 2005).

Las bacterias acetogénicas son las responsables por lo tanto de la conversion de los
compuestos receptores de electrones producidos en la etapa acidogénica, esta conversion es

de mucha importancia para la exitosa produccién de metano, debido a que los
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microorganismos metanogénicos no lo pueden usar directamente, segin Robles(2005),
durante esta etapa se distinguen 3 tipos diferentes de poblaciones microbianas: A) Bacterias
fermentativas, en un cultivo puro estas bacterias producen alcohol, acetato e hidrogeno y se
caracterizan también en orientar su metabolismo hacia la produccion privilegiada de acetato
cuando la presion parcial de hidrogeno es baja. Estas poblaciones de igual manera
participan en la etapa de la hidrdlisis. B) Bacterias productoras de hidrégeno si la presion
parcial de hidrogeno es baja,degrada a los AGV vy los alcoholes a acetato, los principales
géneros Syntrophomonas y Syntrophobacter, los cuales degradan primeramente el butirato,
valerato y posteriormente degradan el propionato; el desarrollo de estas bacterias es lento.
C) Bacterias homoacetogénicas, estas bacterias producen acetato como Unico metabolito,
esto puede ser a partir de azlcares o a partir de la mezcla H,/CO,. Debido a la existencia
de microambientes en el seno del medio de fermentacién, los organismos formadores y
consumidores de hidrégeno pueden coexistir.

En la figura 6, se observa que en esta etapa, se forma el acetato, el cual tiende a estabilizar
el pH del sistema, ademas se nota claramente, a medida que se iba alimentando, la
disminucion de la DQO no presentaba valores significativos en tiempos cada vez mas
cortos, es decir la adaptacion se estaba llevando de manera mas rapida.

Estas cuatro etapas de la digestion anaerdbica se observan en las 6 alimentaciones que se
realizaron, durante tres meses aproximadamente. Asi mismo cabe mencionar que el CO; es
soluble en agua y reacciona con los iones hidroxilo para formar bicarbonato, los cuales
actian como sustancias amortiguadoras del sistema. La concentracion de HCOges afectada
por la temperatura, el pH y la presencia de otros materiales en la fase liquida (Bostid,
1977).
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Figura 6. Simplificacion de la ruta metabolica de Embden -Meyer de degradacion de la

glucosa por las bacterias metanogénicas (Marti, 2006).

Finalmente se encuentra la etapa de la metanogénesis, donde se lleva a cabo la produccion
de metano y dioxido de carbono a partir de un limitado nimero de compuestos (acético,
metanol, H,/CO, y acido férmico) que actlan como sustrato para los microorganismos
metanogénico (Archeas). En esta etapa final alrededor del 70% del metano es obtenido via
reaccion de acético y el restante es a partir de la reaccion de H,/CO;, los microorganismos
metanogénicos consumen hidrogeno (Alvarez et al., 1992; Bouallagui et al., 2005).
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En la figura 7 se presenta detalladamente el seguimiento de la DQO vy el pH en la
primera alimentacion del reactor por lote alimentado utilizando los lodos anaerobios
seleccionados y alimentados con vinazas, las cuales fueron monitoreadas cada tercer dia,
en ella se observa que a medida que la DQO disminuye, el pH aumenta ligeramente y
disminuye cuando hay un incremento ligero de DQO, lo cual sugiere un incremento de
biomasa por parte de los microorganismos que intervienen en la degradacién de la materia
orgénica compleja, permitiendo la formacion de los acido grasos volétiles. La disminucién
del pH en esta etapa es atribuida a la formacion de los acidos grasos volatiles que son los

productos intermediarios mayoritarios del proceso anaerobio (Bjornson et al,. 1997).
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Figura 7. Remocion de la DQO respecto al pH
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V1.5.3.Morfologia de los indculos

V1.5.3.1. Lodos anaerobios

En la figura 8 se aprecia la morfologia que presentaron los lodos anaerobios, estos
presentaron una morfologia globular con colores obscuros, lo cual genera un efecto de
proteccion sobre las bacterias metanogénicas. Asi mismo las bacterias fermentativas y
acidogénicas facultativas que se encuentran en las primeras capas de los granulos consumen
el O, presente, los anaerobios que se encuentran en el interior, como consorcio presentan
gran resistencia a las presencia de O, disuelto, en la figura 10,se aprecia de manera mas
detallada la estructura interna que presentan generalmente los lodos provenientes del
tratamiento de aguas residuales, producto de la concentracion de sélidos contenidos en el
efluente (lodos primarios), o de la formacion de nuevos sélidos suspendidos (lodos
activados) resultantes de los solidos disueltos de la aguas residuales (Morales, 2005). Por
otra parte estos lodos son compuestos organicos solidos, semisolidos o liquidos producidos
durante el proceso de tratamiento mecanico, bioldgico y/o quimico de purificacion de las

aguas residuales (Marambio -Ortega, 2003).

Figura 8. Morfologia de los lodos anaerobios
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V1.5.3.2.Lodos del estiércol

En la figura 9 se observa la morfologia que presentaron los lodos del estiercol de ganado
vacuno, en ella se observo una morfolgia dispersa y floculos dispersos, asi mismo sus
propias caracteristicas fisicas impidieron una facil manipulacion, el olor fue muy
desagradable en los primeros dias de muestreo, llegando incluso a contaminarse con
gusanos y hongos en la parte superficial; caractériscas no favorables para ser seleccionarlo
como indculo en la remocion de la materia organica, medida como DQO.

Un aspecto deseable durante la estabilizacion de los lodos anaerobios, es la formacién de
granulos o “pellets” con tamarios ideales entre 1 y 3 mm de didmetro. La formacion de
estos granulos es una caracteristica que distingue a los sistemas de fermentacion
metanogénica de flujo ascendente, de los otros sistemas anaerobios (Castro et al, 1999;
Lopez et al 2000). Sin embargo estas caracteristicas no fueron observadas en dichos lodos,
por lo anterior y tomando en cuenta su poca eficiencia de remocion de materia orgéanica

(medida como DQO), este lodo no fue elegido como indculo.

Figura9. Morfologia de los lodos del estiércol
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VI11.5.3.3.Estratificacion de granulos anaerobios

Con respecto a la estratificacion de los granulo anaerobios, Guiot et al. (1992) propusieron
un modelo (figura 10) de la organizacion de poblaciones en los granos anaerobicos
estructurado en multicapas. En él, las asociaciones de bacterias sintréficas, incluyendo a
las consumidoras de hidrogeno, deben estar localizadas en una capa externa en donde
predominan las acidogénicas y en el centro se sitGan a las metanogénicas acetoclasticas.

La teoria de Guiot et al. (1992) se debid a observaciones bajo el microscopio electronico,
de granos fragmentados; asi como también del andlisis de actividades especificas de granos
gastados gradualmente y por los cambios en la actividad especifica metabolica con el
tamafio de distribucién y extensién del grano. Los granos pueden ser de 1 6 2 milimetros de
diametro y pueden acumularse en el reactor en grandes cantidades, con una apariencia bien
definida. Es posible que esto sea debido a la velocidad ascendente en los reactores UASB
la cual crea una presion constante de seleccién para los organismos, los cuales pueden ser
adheridos a otros o formar granos con buena sedimentacion. La configuracion granular
presenta varias ventajas desde el punto de vista de la ingenieria de reactores como por
ejemplo, los microorganismos.

Por lo general estan densamente empacados; no hay espacio perdido en los soportes
inertes; la esfericidad provee un maximo en la relacion microorganismo y espacio; aunque
la enorme densidad granular es equivalente a la densidad de cada célula bacteriana, estos
muestran excelentes propiedades de sedimentacién por su gran tamafio (Hulshoff Pol et al;
1986).

Acidogénicas
Metanogénicas Hidrogenotroficas

Acetogénicas
Metanogénicas Hidrogenotroficas

Metanogénicas Acetoclasticas

Fermentativas

Liberacion

Figura 10. Modelo estructural de un consorcio granular anaerébico
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VI1l.- CONCLUSIONES

1.- La vinaza del comiteco es una fuente de nutrientes muy apta para ser tratada en una
digestion anaerobia y producir biogas, ya que presenta un alto contenido de materia
organica medida como DQO Y DBOs, esta relacion da como resultado un indice de
biodegradabilidad superior a 0,4, obteniendo un valor de 0.89, valor muy satisfactorio para

su posible uso en la produccion de Biogas.

2.- Los lodos anaerobios presentaron un porcentaje alto de remocion de materia organica
del (94 %) y un tiempo de adaptacion considerablemente inferior respecto al estiércol de

ganado.

3.- Los lodos anaerobios adaptados a la vinaza, representan un indculo eficiente debido a la
a su morfologia granular y a su capacidad de alta remocion de materia organica medida
como DQO, por ello presenta un gran potencial para la produccién de metano.
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Vl1ll.- RECOMENDACIONES

Para el aprovechamiento total de nutrientes en la digestion anaerobia se recomienda el
estudio de los efluentes ya que podrian ser utilizados como fuente de nutrientes para los
suelos agricolas, debido a que presentan un menor porcentaje de materia organica y son

aguas tratadas lo cual puede ser utilizado para este tipo de usos.
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CAPITULO X
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X.ANEXOS

ANEXO 1. Curva estandar para la determinacién de DQO, segun el método propuesto en la

NMX-AA-030-SCFI-2001, en aguas naturales, residuales y residuales tratadas.
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Segun la ecuacion de la recta, la formula para la determinacion de la DQO es la siguiente:

(mgO2/ml) = (3071.9 *abs+106.67)* Factor de la disolucion
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ANEXO 2. Azlcares totales, se llevé a cabo una curva de calibracion aplicando la técnica

de Miller DNS (&cido dinitrosalicilico).
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Segln la ecuacion de la recta, la formula para la determinacion de los azUcares

reductores es la siguiente:

(g de A.R/L) = (0.959 *abs-0.1196)* Factor de la disolucion de la alicuota.
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ANEXO 3. Curva estandar para la determinacion de sulfatos, segun el método propuesto
en laNMX-AA-074-1981, para analisis de aguas.

0 ?
-0.05

SULFATOS mg/L
0.25
0.2 y =0.0051x -[0.0073
R?=0.98 V

Q15
.g /
0.1
=]
2 /
Tos

5 20 25 30 35 4

concentracion mg/L SO4

Segun la ecuacion de la recta, la formula para la determinacion de sulfatos es la siguiente:

(mg SO4/L) = (0.0051 *abs-0.0073)* Factor de la disolucion de la alicuota
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