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Introduccion

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la generacion de residuos por parte de las industrias ha ido en
aumento considerable, hecho ligado de manera directa con el incremento de la
poblacion mundial ya que, al mismo tiempo, el consumismo es mayor y, por ende,
se requiere acrecentar la manufactura de diversos productos, situacién que conlleva
serias consecuencias, sobre todo, en cuestiébn ambiental debido a que la mayoria

de las veces estos residuos no cuentan con una disposicion adecuada.

Atendiendo a esta probleméatica que perjudica no solo a la poblacion de flora y fauna
del ecosistema afectado sino que también representa un posible foco de infeccion
para las personas que estan en contacto con él, se han desarrollado tecnologias
alternativas que buscan disminuir la magna cantidad de residuos que se generan
dia con dia mediante su aprovechamiento en otros rubros como en el compostaje,
en la elaboracién de subproductos industriales y de biopolimeros, en la recuperacion
de medios abidticos contaminados y en la produccion de energias renovables y
biocombustibles; haciendo especial énfasis en esta ultima ya que, al ser una via
prometedora de obtencion de energia para el futuro, muchas lineas de investigacion

apuntan hacia ella.

En México, una de las industrias con mayor demanda y, a la vez, generadora de
gran cantidad de residuos es la tequilera, de donde derivan el bagazo y las vinazas,
principalmente. Se ha estudiado la produccion de biocombustibles como el metano
y el hidrogeno a partir de estas ultimas con el fin de reducir el impacto que tienen
sobre cuerpos de agua; para ello, es necesario utilizar un sistema que garantice la
mayor produccion de éstos en un tiempo relativamente considerable y el uso de
reactores de tanque agitado en continuo resulta una opcion muy llamativa para

consequirlo.

=
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2. MARCO TEORICO

2.1. Aprovechamiento de residuos agroindustriales

El mundo actual exige una mayor demanda de insumos, consecuencia directa del
constante y acelerado crecimiento que ha tenido la poblacion desde comienzos del
siglo XXI. En este sentido, la agroindustria juega un rol importante ya que se
encarga de combinar actividades primarias y manufactureras destinadas a la
produccién de alimentos y de materias primas semielaboradas que satisfacen las
necesidades del ser humano (Vargas & Pérez, 2018).

Al representar un sector econémico, la agroindustria debe asegurar un desarrollo
sostenible mediante el compromiso social de fomentar un equilibrio entre el
desarrollo productivo y los impactos generados en el medio ambiente, derivados del
mal manejo de los residuos que se originan de los diferentes procesos previos al
producto terminado y que, generalmente, tienen una disposicion final inadecuada.
En la mayoria de los casos, este mal manejo se debe a factores como las pocas
alternativas economicas y sociales, ademas del desconocimiento de métodos
apropiados para el aprovechamiento de los residuos y de la falta de concientizacion
por el cuidado y la proteccion del planeta (Cury et al., 2017; Pefiaranda et al., 2017;
Vargas & Pérez, 2018).

Aproximadamente, se producen alrededor de 155 billones t/afio de materia organica
pero solo una minima fraccion puede ser consumida directamente por seres vivos
obteniendo como resultado excesivas cantidades de residuos agroindustriales: se
estima que, del total de alimentos destinados al consumo humano, una tercera parte

corresponde a desechos (Cury et al., 2017; Pefaranda et al., 2017).

La necesidad de brindar un segundo uso a residuos agroindustriales se ha vuelto
foco de interés para el despliegue de diferentes investigaciones asociadas con su
aprovechamiento en otras actividades o para el desarrollo de otros productos
promoviendo asi la disminucién del uso de recursos naturales renovables y no

renovables como materia prima (Vargas & Pérez, 2018)
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Al saber utilizar benéficamente las caracteristicas y propiedades de los distintos
residuos, se pueden obtener materiales Gtiles para otros procesos a través del uso

de distintas tecnologias (Vargas & Pérez, 2018):

a) Valorizaciéon biolégica y quimica: obtencién de gases, liquidos o sélidos
(pectinas, enzimas, aceites esenciales) que pueden ser comercializables
utilizando procesos biol6gicos como compostaje y lombricultura

b) Obtencion de combustibles

c) Valorizacion térmica: busca la reduccion del volumen de los residuos y la
recuperacion de energia a partir de éstos mediante procesos como
incineracion y pirolisis

El destino de aprovechamiento de los residuos dependera directamente de su
procedencia y compaosicion; asimismo, es necesario considerar la cantidad que se
genera inicialmente y la que se produce después de reusarlo ya que, aunque sea
en pequeiias cantidades, habra un siguiente residuo que puede tener otra aplicacion
0 convertirse en un desecho. En la Tabla 1, se presentan las diferentes alternativas

de reutilizacion (Cury et al., 2017; Pefiaranda et al., 2017; Vargas & Pérez, 2018).

Tabla 1. Alternativas en el aprovechamiento de residuos agroindustriales

Elaboracion de otros

Biocombustibles Compostaje . ,
P J productos de interés

Supone una solucion a la | Ecologicamente amigables
demanda de materia |y con un valor agregado,
organica y costos de |similares a los comerciales:
fertilizantes, renueva los | pigmentos, bloques de
ciclos ecolégicos concreto, papel, polimeros,
alimentos para animales

Considerados una
estrategia energética
sustentable:
bioetanol, biodiesel,
biomasa, biogas

Recuperacién de medios abiéticos contaminados

Adsorcion de contaminantes textiles presentes en fuentes hidricas

Remociéon de metales pesados

Enmiendas y texturizantes del suelo que representan una fuente de carbono para
microorganismos ligninoliticos que degradan hidrocarburos
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Haciendo especial hincapié en la via bioenergética, es importante sefialar que el
tipo de biocombustible obtenido depende directamente del estado del residuo: a
partir de la gasificacion de residuos solidos, se obtiene calor y electricidad mientras
que, por otro lado, la generacion de etanol y bioediesel se hace posible gracias al
uso de residuos liquidos, producto de cultivos energéticos tales como cafa de

azucar, oleaginosas, entre otros (Vargas & Pérez, 2018)

2.2. Laindustria tequileray sus residuos

Mas alla de la reciente popularidad que ha cobrado el tequila debido a la apreciacién
y al reconocimiento no solo de propios sino de consumidores extranjeros, existe un
gran marco historico y artesanal que envuelve la creacién de dicha bebida

convirtiéndola en una de las mas emblematicas de nuestro pais.

El agave (planta xerdfila que crece en zonas aridas y calidas) es la materia prima
utilizada para la produccion del tequilay, aunque en México se encuentran alrededor
de 200 especies diferentes, unicamente el género Agave tequilana Weber var. azul
es utilizado para este fin. Dicho agave resulta ser el mas apropiado debido a la alta
concentracion de inulina (carbohidrato susceptible de ser transformado en fructosa
y glucosa) que posee aunado a su bajo contenido de fibra y a la presencia de
determinados componentes quimicos que contribuyen al sabor caracteristico de la
bebida. (Bautista et al, 2001b; Cedefio, M., 1995).

Debido a su Denominacién de Origen, esta planta s6lo puede ser cultivada en el
estado de Jalisco (mayor productor, 90%) y en algunos municipios de Michoacan,
Guanajuato, Nayarit y Tamaulipas (El Universal, 2018). Se distingue por ser un
cultivo perenne con un ciclo de vida de, al menos, 6 afios antes de ser cosechado.
La “pifia” o cabeza de agave es la parte central de la planta que se utiliza como
fuente de azUcares fermentables para la produccion del tequila, comprende el tallo
verdadero y un pequefio segmento basal de las hojas que permanecen adheridas a
éste después de la cosecha; generalmente, su peso ronda entre los 20 y 60 kg
aunque, algunas veces, puede llegar a pesar hasta 100 kg (Cedefio, 1995; Nufiez
et al., 2011; Villanueva-Rodriguez et al., 2016).
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En la Figura 1, se presenta un esquema en el que se despliega, a grandes rasgos,
el proceso de elaboracion del tequila (Bautista et al., 2001b; Cedefio, 1995; L6pez-

Lépez et al., 2010; Villanueva-Rodriguez et al., 2016).

Cocimiento de las pifias

Hidrdlisis de fructanos de agave para liberar moléculas de glucosa y fructosa.
- Condiciones de operacion: pH =3.5-4.5; T=80 - 100 °C

- Produccion de componentes que contribuyen al aroma y sabor del tequila

- Empleo de: hornos de ladrillo, autoclaves de acero y/o difusores

Extraccion de azUcares

Obtencién de jugo de agave (mosto).

- Produccion de notas sensoriales clasicas (caramelo, ahumado, paja himeda)
derivadas de compuestos como furanos

- Empleo de: molinos o difusores

- Subproducto generado: bagazo (1.4 kg por litro de tequila producido)

Fermentacion

Metabolismo de azlcares del agave a etanol, didéxido de carbono (CO,) y otros
compuestos, principalmente, por accion de levaduras.

-T=25-30°C

- Acidificacién: nivel de pH cae de 4.5 a 3.9

Destilacion

Separacion de la concentracion de alcohol del mosto fermentado.
- Empleo de: alambiques de cobre o columnas de rectificacion
- Subproducto generado: vinazas (10 — 12 L por litro de tequila producido)

Maduracién

El destilado se almacena en barricas de roble durante determinado tiempo a fin
de provocar cambios en el sabor y composicion del tequila.

Figura 1. Esquema del proceso de elaboracion del tequila
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Ademas del agave, es posible utilizar otras fuentes que contengan azlcares
fermentables tales como cafia de azucar, piloncillo, melazas de cafia y jarabe de
maiz, dando lugar a dos tipos de tequila: 100% y tequila, a este ultimo se le adiciona

hasta un 49% de otros azUcares (Bautista et al., 2001b; Cedefio, 1995).

En los dltimos afos, la industria tequilera ha tenido un crecimiento significativo
gracias a que son cada vez mas los paises en los que el producto es consumido,
siendo Estados Unidos el principal destino de exportaciones (82%), seguido de

Alemania, Espafia, Francia, Reino Unido, entre otros (Milenio, 2019).

La apertura de nuevas puertas en el mercado supone un incremento comercial que
propicia las relaciones internacionales y favorece el desarrollo de la economia en
México; por tanto, al tener una alta demanda, la produccion del tequila también debe
aumentar. De acuerdo a datos reportados por el Consejo Regulador del Tequila
(CRT), organismo que se encarga de promover la cultura y calidad de dicha bebida,
durante el 2019 hubo una produccion de 351.7 millones de litros, siendo el nimero

mas alto reportado hasta la fecha (Consejo Regulador del Tequila, 2021).

Para 2020, la industria del tequila pretendia sobrepasar su propio récord, meta que
parecia ir por buen camino pese a la actual crisis sanitaria que enfrentamos ya que,
inesperadamente, este sector se vio beneficiado: durante el confinamiento, las
ventas hacia Estados Unidos se dispararon 60% en comparacion con el periodo
marzo — abril, 2019 (Milenio, 2020). Como resultado, durante el primer semestre del
2020, la produccién de tequila oscilo alrededor de 189 millones de litros, cantidad
gue, practicamente, se duplicé hacia finales del afio, alcanzando un total de 374

millones de litros de tequila (Consejo Regulador del Tequila, 2021).

Lamentablemente, la realizacion de cualquier actividad agroindustrial implica la
generacion de residuos y la industria tequilera no es la excepcion. Los principales
desechos que se producen son bagazo, solido que deriva de la extraccion del jugo
de las cabezas de agave cocidas, y vinazas, liquido que se origina después de la

destilacién y que permanece en el fondo del alambique (Lopez-Lopez et al., 2010).
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De acuerdo con la informacién sobre la produccion de tequila en 2020, se estima
gue la cuantificacién de desechos generados supera la cifra de 523.5 millones de
kilogramos de bagazo y asciende hasta 4 488 millones de litros de vinazas,
cantidades impresionantes que reflejan la importancia de la realizaciéon de

estrategias adecuadas para su posterior aprovechamiento.
2.2.1. Vinazas tequileras

Principalmente, consisten en desechos de destileria, pero componentes minoritarios
como efluentes de limpieza del fermentador, condensados y agua de enfriamiento
también contribuyen al volumen del efluente y a la variabilidad de la carga. Se
caracterizan por (Arreola-Vargas et al., 2016; Lopez-Lopez et al., 2010; Robles-
Gonzalez et al., 2012):

» Poseer un color café oscuro, atribuido tanto a los compuestos fendlicos
(adcidos humico y tanico) altamente recalcitrantes e inhibidores como a las
melanoidinas (polimeros de alto y bajo peso molecular, productos de un
conjunto de reacciones quimicas que se producen a altas temperaturas entre
moléculas de azucares y de aminoacidos: reaccion de Maillard)

» Tener bajo rango de pH: 3—-5

> Contener altos niveles de materia organica en suspension: concentraciones
de DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) y de solidos totales (azUcares
reductores, compuestos no volatiles, compuestos fendlicos y polifendlicos,
sales minerales y cenizas) cuyos valores se encuentran entre 60 - 100 g/L y

25 — 50 g/L, respectivamente

Alrededor del 80% de las vinazas son descargadas directamente sobre cuerpos de
agua y sobre el suelo provocando severos dafios ecoldgicos, ya que son vertidas a
altas temperaturas sin recibir un tratamiento previo. Encontrar el indicado también
implica un reto puesto que es necesario considerar algunos factores, como la tasa
de produccién del residuo (10-12 L / L tequila), la presencia de compuestos
recalcitrantes y la variabilidad de la composicion que, incluso, puede detectarse de

lote a lote (Arreola-Vargas et al., 2016; Lépez-Lopez et al., 2010).
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Recientemente, numerosas investigaciones se han enfocado en la busqueda de
soluciones alternativas para el uso de las vinazas ya sea aprovechando
directamente sus caracteristicas o, bien, brindandoles un tratamiento adecuado a

fin de aminorar el impacto ambiental que ocasionan.

2.3. Revalorizaciéon de vinazas

Actualmente, vivimos diferentes situaciones econémicas, sanitarias y ambientales
gue convergen en el andlisis y en el replanteamiento de estrategias a nivel global
cuyo enfoque esté dirigido hacia una sociedad sostenible, aspecto imprescindible

dentro del entorno de gestién y responsabilidad empresarial.

En este sentido, a pesar de las normas impuestas a la industria tequilera con
respecto a la reduccion del impacto ambiental que generan los residuos, la falta de
recursos financieros y tecnolégicos son el principal impedimento para que pequeias
y medianas empresas puedan establecer plantas de tratamiento adecuadas; sin
embargo, es posible practicar ciertas técnicas, econémicamente viables, que
garanticen la disminucion de los contaminantes al utilizar, por ejemplo, tanques o
estanques de almacenamiento bajo condiciones ambientales consiguiendo asi que
descienda la temperatura a la que se encuentran las vinazas (90 a 40 °C),
neutralizando el pH con hidréxido de calcio (Ca(OH2)) y favoreciendo la

sedimentacion (Lépez-Léopez et al., 2010).

Si bien es cierto que ningun tipo de tratamiento por si solo garantiza la total
eliminacién de los compuestos contaminantes presentes en las vinazas, si es
necesaria su implementacién con el propésito de que, mediante la degradacion de
la materia organica, haya lugar a la transformacion de dichos compuestos en
subproductos, metabolitos de interés y/o en recursos bioenergéticos. Existen dos
vias de tratamiento: biologico y fisicoquimico, a partir de las cuales se desprenden
distintos métodos, como puede observarse, de manera general, en la Figura 2
(Robles-Gonzalez et al., 2012).
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A nivel industrial, se han establecido sistemas de tratamiento que involucran la
ejecucion de dos o hasta tres métodos para conseguir una mayor remocion de la
carga contaminante que distingue a las vinazas tequileras. La digestion anaerobia
y la oxidacién avanzada han cobrado particular interés debido a la eficiencia que
presentan (LOpez-Lopez et al., 2010).

Hongos ligninoliticos y

Co-compostaje de vinaza con no ligninoliticos

desechos sdlidos organicos

7 A
(cascaras de uva, desechos de N
algodon, estiércol verde) Consorcio Cultivos puros
vy microbiano bacterianos
— . - i t
Digestidon anaerobia: obtencidon . - ., )
de subproductos, como gas Tratamiento aerdbico: remocion de
metanoehidréger’m color, de DQO y de sustancias
téxicas (fenoles y polifenoles)
J
*

Biolégico: biodegradacion de sustancias altamente tdxicas a
compuestos asimilables por microorganismos

a

4[ Tipos de tratamiento ]7

\ 4

Fisicoquimico: complementario, proporciona una mayor remocion de la
materia organica recalcitrante no degradada en tratamientos biolégicos

\ 4 \ 4

Ozono: fuerte agente oxidante que Oxidacion de Fenton: peroxido
favorece la biodegradacion de de hidrégeno (H202) + hierro
compuestos recalcitrantes (Fe*) en solucién acuosa

\ 4

Procesos electroquimicos

Figura 2. Mapa conceptual sobre las alternativas para el tratamiento de vinazas
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Principalmente, el aprovechamiento de vinazas ha estado orientado hacia la
obtencién de combustibles liquidos (etano y n-butanol) y gaseosos (metano e
hidrogeno) pero, en un esquema de biorrefineria mas completo, también se ha
considerado la produccién de lacasas, peroxidasas de lignina y antioxidantes
polifendlicos; no obstante, el bagazo, otro residuo de la industria tequilera, cuenta
con un potencial semejante. Incluso el agave se ha posicionado como un cultivo

energéticamente promisorio (NUfiez et al., 2011; Pérez-Pimienta et al., 2012).

2.3.1. Obtencién de biocombustibles a través de la digestién anaerobia

El acelerado ritmo de vida actual y el constante intento por cubrir las necesidades
del ser humano a costa de la explotacién de los recursos naturales ha conducido a
una crisis alarmante que deriva en una comprometida situacion, sobre todo, para el

medio ambiente.

Se han realizado esfuerzos para intentar contrarrestar, en lo posible, las
consecuencias del calentamiento global, un ejemplo de ello son las medidas
establecidas en el Acuerdo de Paris 2015, donde diversos paises se
comprometieron a implementar las acciones necesarias para reducir las emisiones

de Gases de Efecto Invernadero (United Nations Climate Change, 2020).

No obstante, la demanda social es alta y exigente, por tanto, no ha sido sencillo
efectuar los lineamientos correspondientes que permitan limitar el incremento de la
temperatura mundial por encima de 1.5 °C durante este siglo. En 2017, la Agencia
Internacional de Energia (IEA) reporto que el total de emisiones globales ascendio
a 32.8 MtCO- (millones de toneladas de dioxido de carbono), cifra que presentd un
aumento del 1.5% con respecto al afio anterior mientras que, en 2018 y en 2019, el
crecimiento fue de 2.1% y 0.6%, respectivamente, siendo la quema de combustibles

fésiles (petréleo, gas y carbon) la fuente mas importante (El Pais, 2019; IEA, 2020).

El nivel de emisiones de cada pais depende directamente tanto de su demografia
como de las actividades econdmicas que ejerza, es por ello que paises como China,

Estados Unidos e India encabezan la lista de los mas contaminantes a nivel global.
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Lamentablemente, en Latinoamérica, México y Brasil también destacan en este
aspecto y la apuesta actual por la industria petrolera en el primero y el aumento de
la deforestacidén en el segundo, entorpecen cualquier intento y/o posibilidad por
convertirse en paises menos emisores (BBC News Mundo, 2019).

Pese a los elevados prondsticos para 2020 respecto a la emision de COy, la crisis
sanitaria producida por COVID-19, enfermedad infecciosa causada por un virus de
la familia de los coronavirus descubierto e iniciado en China a fines de 2019, trajo
como consecuencia el aislamiento social en todo el mundo debido a la rapida
propagacion de los casos. Esto generd un cambio drastico en muchos aspectos,
especialmente en el energético ya que, basado en un indice de confinamiento, la
reduccion en la demanda provocoé una relevante modificacion en el descenso de las
emisiones diarias producidas durante el primer cuatrimestre del afio por un valor
total de -1048 MtCO., equivalente a una disminucion del -8.6% en relacion al mismo
periodo de tiempo en 2019 (Le Quéré et al., 2020).

Aunque las proyecciones estadisticas sean favorables para el decrecimiento de
emisiones a finales de 2020, es necesario la asuncion de responsabilidad y la
participacion de todos los paises para la ejecucion de estrategias contundentes en
la lucha contra el calentamiento global a fin de revertir sus efectos e impedir mayor

dafo ecoldgico (Le Quéré et al., 2020).

Al respecto, por medio de iniciativas gubernamentales, se ha impulsado la
investigacion de fuentes alternativas energéticas y el desarrollo de las mismas
mediante el uso de recursos renovables o el aprovechamiento de determinados
residuos; al mismo tiempo, éste se ha convertido en uno de los enfoques centrales
de las ciencias ambientales al intentar mitigar las consecuencias del impacto
antropogénico. Bajo este escenario y en una sociedad cada vez mas demandante,
la adopcion de un ciclo de energia limpio y libre de emisiones se vuelve una labor
ineludible (Mazloomi & Gomes, 2012).
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Recientemente, diversos investigadores se han inclinado por el empleo de la
digestion anaerobia tanto para el tratamiento de numerosos desechos
agroindustriales como para la obtencion de subproductos a partir de ellos. Dicho
proceso se lleva a cabo bajo condiciones en ausencia de oxigeno y, por medio de
interacciones microbianas, se efectla la descomposicién de la materia organica

para, posteriormente, ser transformada a biogas (Parra Huertas, 2016).

El biogas es un producto rico en energia -mezcla de CH4 (metano), CO2 y, en menor
cantidad, H2S (sulfuro de hidrogeno) y NHs (amoniaco)-, considerado como una
fuente de energia renovable y utilizado como combustible para la co-generacion de

electricidad y calor (Laig Ur Rehman et al., 2019; Parra Huertas, 2016).

La digestion anaerobia (DA) es una opcion sumamente atractiva ya que, ademas de
ser un proceso amigable con el medio ambiente, posee multiples ventajas como los
bajos costos de operacion, el bajo consumo de energia, la capacidad de degradar
altas cargas organicas, la resistencia de la biomasa a permanecer mucho tiempo en
ausencia de sustrato sin perder su actividad metabdlica y los bajos requerimientos

nutricionales (Buitron & Carvajal, 2009).

De acuerdo al ADM 1| (Digestion Anerobia Modelo No. 1), desarrollado por la
Asociacion Internacional del Agua (IWA, por sus siglas en inglés), el procedimiento
completo consta de cuatro etapas (Figura 3): hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis, donde la participacion de numerosos tipos de microorganismos
es crucial para la produccion de distintos metabolitos (Laiq Ur Rehman et al., 2019;
Parra Huertas, 2016).

La diversidad microbiana asi como la actividad que cada grupo desempefia, y el
control de parametros operacionales como el pH, temperatura (T), tiempo de
retencion hidraulica (TRH), tasa de carga organica y la relacion carbono/nitrégeno
(C/N) durante el proceso de descomposicién de la materia organica, son factores

clave en la digestion anaerobia (Laig Ur Rehman et al., 2019).
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Figura 3. Diagrama del proceso de digestion anaerobia

De acuerdo a su abundancia y posterior utilidad, los principales gases de interés
obtenidos son metano (CH4), producto final de la reaccién, e hidrogeno (H2),
resultado del truncamiento del proceso hasta la etapa de acetogénesis de manera

tal que el sustrato no se transforme en metano (Buitron & Carvajal, 2009)

2.3.1.1. Hidrégeno

En la budsqueda por la sustitucion de fuentes de energia convencionales, el
hidrogeno ha sido considerado como una valiosa alternativa al poseer una alta
densidad energética, alcanzando 142 kJ/g, y al caracterizarse por no emitir
contaminantes ala atmosfera, siendo vapor de agua su Unico producto de oxidacion
(Balachandar et al., 2020).
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Las fuentes principales de obtencién de hidrogeno son los combustibles fésiles, las
energias renovables (solar e hidraulica) y los tratamientos bioldgicos,
especificamente la digestion anaerobia. Aunque la primera represente el 97% de la
cantidad total de hidrégeno generado anualmente y, econémicamente, sea mas
factible, las otras dos ofrecen un enfoque sensible con el medio ambiente, el cual
coincide con la necesidad de una nueva orientacion de las politicas actuales hacia
el desarrollo de un sistema que permita un equilibrio adecuado entre la sociedad y

el entorno en el que se desenvuelve (Khan et al., 2018; Mazloomi & Gomes, 2012).

Dentro de un margen respetuoso tanto con los ecosistemas como con otros seres
vivos y, al mismo tiempo, propicio para la reducciéon de las emisiones de gases de
efecto invernadero, es valido considerar al proceso de digestion anaerobia como
una alternativa viable para la produccion de hidrégeno dadas las ventajas que
presenta y la posibilidad de tratamiento de una amplia variedad de diferentes tipos
de residuos. Aunque también es necesario superar algunos desafios que pueden

obstaculizar el proceso, tales como (Khan et al., 2018):

= Sostenibilidad en la produccion a partir de diferentes sustratos debido a la
variedad de composicion y al contenido de carbono

= |dentificacion e impedimento de condiciones de inhibicion: iones metalicos,
pesadosy ligeros, presencia de derivados de furano y de fenol, componentes
de alcohol y AGVs, concentraciones altas de NHzy NH4* (amonio)

= Optimizacion de parametros que intervienen en el proceso

= Retos econdmicos y de seguridad relacionados con la creacion de un sistema

de almacenamiento a escala industrial

2.3.1.2. Metano

El metano cuenta con una densidad energética de 55.6 kJ/g y se considera como
energia renovable ya que, bajo condiciones anaerobias, puede ser transformado en
energia eléctrica o de calor a partir de desechos alimentarios, recursos forestales,

estiércol de ganado y aguas residuales (Li et al., 2019; Mazloomi & Gomes, 2012).
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El potencial de recuperacion de energia varia de acuerdo al sustrato que se esté
tratando; sin embargo, es posible emplear la energia calorifica obtenida en la
produccién de metano dentro del mismo sistema de digestion anaerobia con el
propésito de mantener el nivel de temperatura adecuado, ya que éste es un factor
gue juega un papel importante tanto en la actividad microbiana como en la eficiencia
del proceso (Li et al., 2019).

2.4. Reactor de Tanque Agitado Flujo Continuo (CSTR)

Los reactores CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) son ampliamente utilizados
a nivel industrial debido a las ventajas que presentan en cuanto a la uniformidad de
la mezcla; es decir, para un tiempo determinado, variables como presion,
composicion y temperatura son iguales en todos los puntos del reactor. En el caso
del dltimo parametro mencionado, es posible mantener la misma condicion
mediante el uso de una chaqueta térmica que permita la adecuada transferencia de

calor hacia el interior del reactor (Nienow, 2014; Pefia et al., 2008).

2.5. Reactor Anaerobio de Manto de Lodos de Flujo Ascendente (UASB)

Su nombre deriva de las siglas en inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket, cuyo
equivalente en espafol es Reactor Anaerobio de Manto de Lodos de Flujo
Ascendente (RAFA). Es ampliamente utilizado en el tratamiento anaerobio de aguas
residuales debido a que presenta una baja produccién de lodo, recuperacion de
energia en forma de biogas (metano y didxido de carbono, principalmente), tiempos
de residencia hidraulica cortos y elevados tiempos de retencion de solidos, ventajas
gue son altamente competitivas en comparacion con procesos gque se ejecutan en

presencia de oxigeno (Daud et al., 2018; Marquez & Martinez, 2011; Nnaji, 2013).

Una manera de conceptualizar esquematicamente un reactor UASB es mediante la
visualizacion de un tanque Imhoff “al revés”, en donde la cAmara de decantacion y
la de digestion se encuentran superpuestas. Asimismo, en la parte inferior del
reactor, se localiza una biopelicula fija que no cuenta con empaque ni medio de
soporte por lo que, de manera general, se pueden distinguir tres zonas bien

definidas a lo largo del reactor (Lorenzo & Obaya, 2006; Marquez & Martinez, 2011):
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a) Lecho de lodos: concentracién de los microorganismos responsables de la
degradacion de la materia organica presente en el afluente a tratar
b) Media: es en donde se encuentran dispersos los microogranismos

c) Separacion gas — liquido — sélido

El fundamento de su funcionamiento se basa en el flujo ascendente del afluente, el
cual debe ser introducido por la parte inferior del reactor. Durante su permanencia
en el mismo, atraviesa un manto de lodos formado por una comunidad microbiana
gue se desarrolla de manera interactiva y que, generalmente, se encuentra en forma
de agregados granulares. El contacto forzado entre el lodo bioldgico y el agua
residual da como resultado la produccion de biogas, mismo que estimula la
circulacion al interior del reactor y que contribuye en la formacion y mantenimiento

de los granulos celulares (Daud et al., 2018; Lorenzo, & Obaya, 2006).

Durante el proceso, parte del gas generado se adhiere a las particulas biologicas y
tanto éste como el libre ascienden hacia una boveda de recogida de gases, ubicada
en la parte superior del reactor, en donde el gas adherido es liberado gracias a la
accion de deflectores desgasificadores y las particulas desgasificadas vuelven a

caer a la superficie del manto de lodos (Lorenzo & Obaya, 2006).
La eficiencia del sistema UASB esta determinada por (Nnaji, 2013):

a) Actividad de la poblaciéon microbiana. Para favorecer su desempefio, es
necesario mantener condiciones adecuadas de temperatura y pH (6.8 — 7.8)

b) Velocidad y grado de granulacion de la biomasa activa en el reactor. La
primera determina la duracion del periodo de arranque y, al mismo tiempo,
evita el lavado de lodos debido a la corriente de flujo ascendente. Por otra
parte, la granulacion y las propiedades fisicoquimicas de los granulos
dependen de elementos como la temperatura, composiciéon del agua
residual, iones multivalentes (Ca?*, Mg?*, Al*), nutrientes, entre otros

c) Otros parametros: disefio del reactor, mezclado, toxicidad de metales
presentes en el agua residual, velocidad del flujo ascendente, tiempo de

residencia hidraulica y carga organica volumétrica
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2.6. Acoplamiento de reactores para produccion en continuo
En México se han realizado numerosas investigaciones con el objetivo de producir
biocombustibles a partir de vinazas tequileras implementando distintas condiciones

de operacion para obtener la mayor cantidad de biogas:

» En 2009, en un estudio realizado en un biorreactor semicontinuo alimentado
a partir de agave tequilero, se determiné el efecto de la temperatura (T), pH
y tiempo de retencién hidraulica (TRH) sobre la produccion de H2 y CHa4. De
acuerdo con los resultados obtenidos, se establecié que el impacto de todos
los parametros es crucial para el comportamiento metabélico microbiano y se
encontro que la temperatura optima para la produccién de H» fue de 55 °C,
mientras que para el CH4 fue de 35 °C. Ademas, se sugiere que el pH inicial

de la fermentacion sea de 5.8 (Espinoza-Escalante et al., 2009)

» En 2009, se obtuvo la maxima produccion de hidrégeno (58 mL Hz/Lr-h) en
un reactor biolodgico secuencial (SBR) a una temperatura de 35 °C y un TRH

de 6 h utilizando vinazas de la industria tequilera (Buitron & Carvajal, 2009)

» En 2010, se evaluaron distintas condiciones de temperatura (25y 35 °C) y de
tiempo de residencia hidraulica (12 y 24 h) en un reactor en lote de
secuenciacion anaerébica (AnSBR) alimentado a partir de vinazas tequileras.
Se reportdé que la mayor produccion de hidrégeno (50.5 mL Hy/Lr-h) se
alcanz6 a 35 °C y con un tiempo de residencia hidraulica de 12 h,
concluyendo que el TRH es un factor de suma influencia y que, entre mas

corto sea, habra una mayor produccion de biogas (Buitrén & Carvajal, 2010)

> En 2014, se utilizé un reactor de lecho empacado para la produccion de
hidrogeno a partir de vinazas tequileras, demostrando que este tipo de
sistemas proporcionan una mayor tolerancia a compuestos toxicos y contra
choques de carga organica. De acuerdo con los resultados, la productividad
mas alta fue de 1.73 L Hz/Lr-d con un TRH de 4 h (Buitron et al., 2014a)
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» En 2014, se promovio la produccién simultdnea de hidrogeno y metano en
un reactor de lote secuencial (SBR) y en un reactor UASB, respectivamente,
a partir de vinazas tequileras empleando tiempos de residencia hidraulica de
6y 24 h, en cada caso. Las productividades fueron de 1.38 £+ 0.09 L Ho/L-d y
de 0.3 +0.02 L CH4/L-d (Buitrén et al., 2014b).

» En 2017, al emplear bagazo de agave como sustrato, se obtuvo la produccién
mas alta de hidrégeno (6 L H./L-d) en un CSTR bajo una carga organica de
44 g DQOJ/L-d. El efluente se utiliz6 para alimentar a un reactor UASB con el
fin de favorecer la obtenciébn de metano, alcanzando una productividad
maxima de 6.4 L CH./L-d al aplicar una concentracion de 20 g DQO/L-d con
tiempos de residencia hidraulica de 6 y 14 h, respectivamente. (Montiel
Corona & Razo-Flores, 2018).

2.7. Uso de soportes (carriers) para la inmovilizacibn microbiana en la
produccion de hidrogeno

Actualmente, la inmovilizacion celular es cada vez mas utlizada debido a las
ventajas que presenta frente a las células suspendidas: mejoramiento del
rendimiento de biohidrogeno durante la produccion del mismo, resistencia a
condiciones de fermentacion severas (solventes, pH, metales téxicos), potencial
para incrementar la eficiencia de conversion del sustrato, capacidad de operar a
altas tasas de carga organica, proteccion de las células microbianas contra el

esfuerzo cortante causado por la agitacion, entre otras (Sekoai et al., 2018).

El atrapamiento, la encapsulacion, la adsorcion y la contencion dentro de polimeros
sintéticos son algunas de las técnicas de inmovilizacién mas utilizadas. Su eleccion
depende no solo del tipo de material del soporte, sino también de la evaluacion de
las caracteristicas propias de cada unay la forma en la que éstas encajan con las
condiciones del bioproceso a ejecutar. De igual manera, es necesario considerar
otros parametros implicados en el proceso que repercuten directamente sobre la

produccion de biohidrégeno, tales como (Kawan et al., 2016; Sekoai et al., 2018):
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» Tamafo, forma y naturaleza del carrier. esta Ultima estd relacionada al
material, atendiendo que debe poseer un area superficial grande, debe ser
hidrofilico, no toxico para los microorganismos, no biodegradable,
economico, con alta retencion para la biomasa y permeable

= pH del medio y tiempo de retencién hidraulica

» Fuente de carbono

= Tipos de microorganismos utilizados

= Configuracion del biorreactor

= Porcentaje de llenado: volumen ocupado por los carriers basado en el
volumen de la cama vacia (se recomienda que esté por debajo del 70%)

= Condiciones de mezcla y difusion: la turbulencia dentro del reactor evita que
la biopelicula sea demasiado gruesa favoreciendo el transporte del sustrato
a través de ésta mediante una difusion adecuada para asi mantener el

desempeiio eficiente del sistema

El crecimiento microbiano dentro del reactor da lugar a la formacion de biopeliculas
en el soporte, lo que propicia que la biomasa adherida se vuelva mas especializada
al tener una mayor concentracion de microorganismos. El uso de biopeliculas ha
cobrado especial interés en afios recientes y, como consecuencia, ha incrementado
su inclusion en diferentes procesos, como en el tratamiento de aguas residuales, en
donde se han utilizado carriers de polietiieno de alta densidad con configuracion
cilindrica para la remocién del contenido de fosforo, nitrégeno y de la materia

organica (Jddegaard, 2006).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, una de las causas mas importantes de contaminacién en medios
acuaticos es el vertimiento de aguas residuales provenientes de diferentes
industrias. Esto representa un problema ambiental que afecta a especies animales
y flora, asi como también a grupos de poblacion que estan en contacto con el medio.

En México, particularmente en el estado de Jalisco, la industria tequilera es de las
mas importantes ya que representa una de las derramas econdmicas mas
significativas para el pais, en cuanto a manufactura de bebidas alcohdlicas se
refiere; no obstante, también es una gran fuente de contaminacion debido a la gran
cantidad de residuos que genera: 1.4 kg bagazo y 10 — 12 L vinazas por litro de

tequila producido (Lopez-Lopez et al., 2010).

Lamentablemente, en la actualidad, s6lo una pequefia fraccion de vinazas es
tratada; sin embargo, se han buscado alternativas para su aprovechamiento en la
produccion de biocombustibles. Gracias a que cuenta con una elevada cantidad de
materia organica suspendida, es un excelente candidato para emplearse como
sustrato para microorganismos anaerobios y, asi, propiciar su biotransformacion a

fuentes de energia alternativa: hidrogeno y metano.

Con el fin de impulsar la produccién de biocombustibles a partir de vinazas, es
necesario contar con un sistema en el que se garanticen las condiciones aptas para
el crecimiento de los microorganismos involucrados en el proceso de fermentacion,
para ello se hace necesario el uso de un biorreactor en el que se controlen
parametros como pH, temperatura, tiempo de retencion hidraulica, concentracion

del sustrato y relacion C/N.
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4. JUSTIFICACION

La presente investigacién surge debido a la preocupacion que existe por la gran
descarga de efluentes agroindustriales que se llevan a cabo dia a dia en nuestro
pais, tales como las vinazas, provenientes de la industria tequilera. Por este motivo,
nace el interés por encontrar una alternativa ecol6gicamente amigable para su
aprovechamiento porque, aunque son muchos los residuos agroindustriales que
representan una amenaza para el medio ambiente, para marcar la diferencia, basta
con tener la iniciativa y buscar formas de aminorar, en la medida de lo posible, el

dafio que le estamos provocando.

Atendiendo a esta situacion y considerando que las vinazas representan un foco de
contaminacion relativamente alto debido al impacto que genera su vertimiento
inadecuado en el ambiente, conviene aprovechar el potencial que poseen para
poder transformarse en biocombustibles mediante la accion de microorganismos
anaerobios. Para ello, es necesario determinar las condiciones fisicoquimicas
optimas bajo las cuales se garantizara la mayor produccion tanto de hidrégeno como
de metano en reactores biolégicos, con el propdsito de operarlos conectados en

serie para obtener ambos biocombustibles de manera simultanea.

5. HIPOTESIS

Existen condiciones adecuadas de carga organica volumétrica aplicadas a un
sistema de reactores en continuo, CSTR y UASB, que permiten maximizar la
produccion de energia utilizando como acarreadores hidrogeno y metano,

respectivamente, a partir de vinazas tequileras.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar la produccién de hidrégeno y de metano empleando reactores de distintas

configuraciones (CSTR y UASB) en un sistema anaerobio seriado y alimentado en

modo continuo a partir de vinazas tequileras bajo distintas concentraciones, con el

proposito de estimar su potencial energético.

6.2. Objetivos especificos

a)

b)

Caracterizar las vinazas tequileras empleando los parametros de carbono
organico total, demanda quimica de oxigeno, azucares totales y reductores,
fenoles totales, nitrogeno total y soélidos totales y totales volatiles, con el fin
de conocer su potencial como sustrato en procesos anaerobios.

Relacionar el consumo de azlcares totales y azUcares reductores, y la
remocion de fenoles totales en el CSTR, con la poblaciéon microbiana
presente en el reactor.

Determinar la eficiencia de remocién de la materia organica como DQO en el
CSTR vy en el UASB.

Identificar el valor de la concentracion organica volumétrica bajo el cual se
obtiene el mayor volumen de biogas y las productividades mas altas de
hidrogeno y metano, asi como la maxima cantidad de energia en cada caso.
Establecer las condiciones bajo las cuales se producen el volumen mas alto

de biogas y de energia en el sistema
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Muestreo y caracterizacion de vinazas tequileras

Se utilizé vinaza procedente de una tequilera localizada en Tequila, Jalisco; y se
almacend en bidones de 60 L a una temperatura de 4 °C, hasta su uso. Este residuo
es del tipo “sin coccion” debido a que, durante la destilacion, se emplean difusores
para la obtencion de azucares aplicando directamente agua caliente (80 °C) sobre

los tallos de agave crudos previamente triturados (Rodriguez-Félix et al., 2018).

Los contenedores fueron numerados y la vinaza contenida en cada uno fue
caracterizada conforme se necesitaba alimentar al sistema de reactores. En la
Tabla 2, se muestran los parametros que se evaluaron para el andlisis de la
composicion de la vinaza y el método que se utilizd en cada caso. La informacion
mas detallada se encuentra en la seccion 12.1. Cabe sefalar que, para la
determinacion de azucares totales, azucares reductores y fenoles totales, se realiz6

una curva de calibracion cada vez que se utilizé un nuevo lote (seccién 12.2).

Tabla 2. Parametros y métodos utilizados para la caracterizacion de vinaza

Parametro Método

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)  Standard methods (APHA, 1999)

pH (potencial de Hidrogeno) Potenciometria
Azlcares Totales Fenol-sulfarico (Dubois, 1956)
Azlcares Reductores DNS (Miller, 1959)
Fenoles Totales 4- aminoantipirina
(APHA Standard Methods, 1975)
Nitrégeno Total Método 10072 HACH
Fosforo Total Método 10127 HACH
Carbono Organico Total (COT) Equipo analitico Shimadzu

Solidos Totales (ST) NMX-AA-034 SCFI-2015

Solidos Totales Volatiles (STV)
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7.2. Caracterizacion del inéculo
El consorcio microbiano que se utilizé como in6culo para la produccion de biogas
provino de un lodo anaerobio granular de un digestor perteneciente a una planta de

tratamiento de vinazas de una empresa tequilera localizada en Tequila, Jalisco.

Se realizaron andlisis de sélidos totales y de soélidos totales volatiles para poder
establecer la cantidad de inéculo a agregar a cada reactor. Previo a ser introducido
en el CSTR, el in6culo fue sometido a un proceso térmico (105 °C / 24 h) con la
finalidad de seleccionar a las bacterias productoras de hidrégeno a través de su
capacidad para producir esporas; por otro lado, sobre el inéculo contenido en el

UASB no se efectu6 ningun tipo de pre-tratamiento.

7.3. Disefio de reactores

Se disefaron dos tipos de reactores (CSTR y UASB) basados en los modelos
estandares que, generalmente, son utlizados. El CSTR se empled para la
produccion de hidrogeno, mientras que en el UASB se llevo a cabo la produccion
de metano. Ambos reactores fueron construidos en acrilico y cuentan con una
chaqueta de calentamiento hidraulica para asegurar el mantenimiento de

temperatura en su interior y asi evitar posibles fluctuaciones de la misma.

En la Figura 4, se pueden apreciar los disefios de ambos reactores. Las medidas
estdn dadas en centimetros, pero son correspondientes con sus respectivas
equivalencias en pulgadas. Las dimensiones de las conexiones de la chaqueta
hidraulica no se especifican, pero en todos los casos la longitud es de 17 y el

diametro es de %4”.

Respecto a la tapa del CSTR (Figura 4a), las perforaciones para los sensores de
pH, temperatura y oxigeno disuelto, fueron disefiadas especificamente para cada
uno con la finalidad de que, al ser insertados, encajaran a presion y no quedara

ningun espacio disponible para la posible fuga de gas.

Por otro lado, en el interior del reactor UASB (Figura 4b), se integraron dos filtros:
el manto de lodos se focaliz6 en el inferior y el segundo fue utilizado como separador

de fases, manteniendo los solidos en las dos primeras zonas del reactor.
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Rl.9,
R1.2>

b)

t. RISy

Figura 4. Modelo de a) reactor CSTR y b) reactor UASB. Medidas (SI): centimetros
Dibujos realizados con ayuda del software AutoCAD.
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7.4. Montaje de sistema de reactores en continuo y en serie

7.4.1. Reactor CSTR: produccién de biohidrogeno

La capacidad del reactor fue de 1 L con un volumen operacional de 0.74 L. Para la
inoculacién, se consideré el peso del lodo anaerobio granular respecto a la cantidad
de sdlidos totales volatiles (STV) y se afiadio 4.5 g STV/L (Montiel Corona & Razo-
Flores, 2018), concentracion utilizada por miembros del Cluster Biocombustibles
Gaseosos, cuyo valor se fijo previamente en un trabajo experimental realizado en

conjunto con la Red Latinoamericana de Hidrégeno.

El esquema general de la adaptacion del CSTR y de los distintos elementos
acoplados a éste, se muestra en la Figura 5. Mas adelante, se describe cada uno

con mayor detenimiento.

i
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Figura 5. Fotografia del arreglo del reactor CSTR: 1. Contenedor de vinaza de
alimentacion, 2. Manguera de alimentacién, 3. Manguera para la adicién de alcali,
4. Conexion del espacio de cabeza del reactor hacia el pFlow®, 5. Sensores,

6. Manguera de salida, 7. Dispositivo cilindrico para monitoreo del pH del efluente y
8. Conexion de chaqueta hidraulica
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El reactor fue colocado sobre una placa de agitacion para asegurar que la barra
magnética que se encontraba en su interior mantuviera un movimiento constante
generando una mezcla continua en el medio. En los orificios de la superficie de la
tapa del reactor, se situaron sensores de pH, oxigeno disuelto y de temperatura
(Vernier, EEUU), mismos que se conectaron a una unidad de control y adquisicién
de datos, la cual estaba conectada a un ordenador con el propdsito de monitorear
los respectivos parametros durante todo el experimento. El software utilizado fue
Logger Pro (Vernier Software & Technology, EEUU), que permite la visualizacion de
la informacion resultante de las lecturas de los sensores, tanto de forma escrita

como gréfica a través del tiempo.

Para asegurar condiciones anaerobias, el contenido del reactor fue burbujeado con
argon durante unos minutos hasta que el nivel de oxigeno disuelto disminuyera, por
lo menos, 90% respecto a la cantidad que detectd el sensor inicialmente. La

chaqueta de calentamiento hidraulica se mantuvo a 38.0 + 0.9 °C.

Por otro lado, la vinaza de alimentacion fue previamente alcalinizada hasta obtener
un pH de 7.0, para ello, se utilizé una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) a una
concentracion de 5 M. El liquido era almacenado en un contenedor con capacidad
de 10 L, mismo que se mantuvo en un bafio con hielo con la finalidad de conservarlo
a baja temperatura y asi minimizar la fermentacion de la vinaza antes de su entrada

al primer reactor del sistema.

Para el control de flujo de entrada y salida de vinaza, asi como para la medicion del
volumen de biogas producido en el CSTR, se instalaron tres mangueras en la parte
superior de la tapa del reactor. Una de ellas, constituia el enlace entre el espacio de
cabeza del reactor y un dispositivo pFlow® -Bioprocess Control- (medidor de flujo
volumeétrico de gas que proporciona una medicién precisa y fidedigna en tiempo real
sobre la mezcla de gases presente en el reactor). Otra de las mangueras fue el
conducto de alimentacion de la vinaza, misma a la que se le adapt6 una llave “T”
para que, por ese mismo medio, fuera posible afiadir cierto volumen de alcali cada

vez que fuera necesario.
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La tercera manguera se utilizd para conectar el reactor a un pequefio dispositivo
cilindrico que se utiliz6 para monitorear el pH del efluente del CSTR, el cual

alimentaba al reactor UASB.

Se utilizaron dos bombas peristalticas (1 — 100 RPM Masterflex L/S), una se coloco
entre el contenedor de la vinaza de alimentacion y el CSTR, y la otra entre el
dispositivo cilindrico y el reactor UASB. Ambas fueron operadas a un flujo constante
de 3.7 RPM con el fin de asegurar tiempos de retencion hidraulica (TRH) de 4 y de

52 h para el CSTR y el UASB, respectivamente.

7.4.2. Reactor UASB: produccién de biometano
El volumen nominal del reactor fue de 10 L, con un volumen de trabajo de 9.4 L. De
esta manera, la relacion proporcional entre el tamafio del reactor CSTR y del UASB

correspondia a 1:10, aproximadamente.

La concentracion de lodo anaerobio granular que se inoculo fue de 20 g STVIL,
cantidad estandar utilizada para el arranque de este tipo de reactores (Montiel
Corona & Razo-Flores, 2018). Previo a iniciar el experimento, el inéculo fue
adaptado durante 8 meses utilizando distintas relaciones de vinaza sin coccion y de
agua destilada (1:4, 1:3, 1:2, 1).

En este caso, no hubo seguimiento en linea de los parametros de T, pH y OD;
Unicamente, en la tapa del reactor, se colocd una manguera que comunicaba el
espacio de cabeza del mismo con un dispositivo pFlow®. La informacion
proporcionada por éste, se utilizé para cuantificar la produccion de biogas. La unidad
de volumen fijada por el dispositivo puFlow® viene dada en normal mililitros (NmL),
donde N significa “normal”; por tanto, el volumen es calculado en condiciones

estandar de presion (1 atm) y de temperatura (0 °C) (Kane & Sternheim, 2007).

Los datos se recabaron diariamente a la misma hora con el fin de tener un registro
controlado que proporcionara un reporte fiable sobre el volumen de biogas generado
cada 24 h; sin embargo, el monitoreo se realizé de manera ininterrumpida en tiempo
real utilizando una cédmara de video vinculada a los teléfonos moviles de los

miembros del equipo de trabajo.
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Con la finalidad de mantener una temperatura constante, las chaquetas de

calentamiento de ambos reactores se alimentaron a partir del mismo termobafio.

Adicionalmente, en la salida del efluente se armé una estructura de tuberia para
impedir la emision de olores desagradables (Figura 6), misma a la que se conecté
una manguera que desembocaba en un recipiente, cuyo volumen maximo de
almacenamiento era de 20 L, para poder medir diariamente la cantidad de vinaza

gue salia del sistema de reactores.

Figura 6. Fotografia del arreglo del reactor UASB: 1. Manguera de
alimentacion, 2. Toma de muestras microbiolégicas, 3. Conexién de chaqueta
hidraulica, 4. Tuberia de salida del efluente, 5. Conexién del espacio de cabeza
del reactor hacia el pFlow®

De acuerdo con los datos de pH en el efluente del reactor CSTR, si éste se
encontraba por debajo de 7.0 (6ptimo para un reactor UASB), cierta cantidad de
alcali era afadida directamente al contenido del reactor por medio de una manguera
colocada en la parte lateral superior. Se utiliz6 una solucibn de NaOH que,
inicialmente, era de 2 M, pero conforme incrementd la concentracién organica de la
vinaza de alimentacion, también se aumentd la concentracion de la solucién de

NaOH, llegando a emplear molaridades de 4y de 5 M.
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En la Figura 6, se puede observar el acoplamiento de ambos reactores y la

distribucién de todo el sistema para la produccién simultdnea de biogas.

Figura 7. Fotografia del acoplamiento de reactores CSTR y UASB
en el laboratorio

7.5. Arranque de reactores y cambio de concentracion organica de vinaza de
alimentacion

Una vez que la vinaza fue caracterizada y se determiné el valor de DQO que poseia,
se diluy6é con agua destilada hasta alcanzar una concentracion de 10 g DQOIL, éste
fue el punto de partida para el experimento: el reactor se mantuvo en lote durante
24 h, periodo establecido para el comienzo de produccion de biogéas (informacién
gue se registré en el uFlow® conectado al CSTR); tras ese lapso, comenzo a ser
alimentado de forma continua y fue puesto en serie con el reactor UASB. Se utilizo
vinaza con esa concentracion organica a lo largo de tres semanas con el fin de

propiciar una etapa de adaptacién para el consorcio microbiano.

Transcurrido ese tiempo, se procedié a cambiar la concentracién de la vinaza de
alimentacién a 15 g DQOJ/L, misma que se mantuvo durante dos semanas v,
posteriormente, se aumento6 a 20, 25, 30y 32 g DQO/L. A partir del segundo cambio,
cada una de las etapas tuvo una duracion de dos semanas, de manera que el

periodo total del experimento fue de poco mas de tres meses.

30



Materiales y métodos |

Se utilizaron portadores de biopelicula de polietileno de alta densidad (carriers)
Kaldnes K1, con forma cilindrica y con una cruz en su interior como soportes para
la adhesién del indculo presente en el CSTR. Inicialmente, se vertieron 150 carriers

en la vinaza contenida en el reactor para, después, ser sellado y gaseado con argén.

7.6. Toma de muestras del reactor CSTR y del reactor UASB

Diariamente, se tomaron muestras de ambos reactores para andlisis posteriores. En
el caso del CSTR, la muestra era obtenida desde la manguera de salida que
comunicaba la bomba peristaltica con el UASB. Se utilizaron dos tubos de 50 mL
(Falcon™ EEUU) que eran almacenados en refrigeracién a -4 °C hasta su uso. Los
analisis que se hacian con el contenido de cada tubo eran diferentes: uno era
utilizado para microbiologia y el otro para la determinacion de DQO, azUcares
totales, azucares reductores y fenoles totales, parametros que repercuten en o se

ven afectados por el metabolismo microbiano.

Ademas, cada vez que se realizaba el correspondiente cambio de carga organica
de la vinaza de alimentacién, la tapa del CSTR era abierta con el propésito de
facilitar la extraccion de carriers, mismos que eran utilizados para analisis genéticos
microbiolégicos. En cada ocasion, se retiraron 40 carriers de manera aleatoria 'y se
colocaron en un tubo de 50 mL, el cual se conservé en congelacion hasta su uso; al
mismo tiempo, dichos soportes fueron sustituidos por otros nuevos en el interior del
reactor. Una vez realizado el proceso anterior, el reactor era sellado nuevamente y
burbujeado con argdn con la intencion de que la perturbacion en el medio no tuviera

repercusiones significativas.

Para la toma de muestras procedentes del reactor UASB, se utilizaron dos tubos de
15y 50 mL (Falcon™, EEUU). En el primero, se vertia una fraccion del efluente, se
realizaba una medicion de pH vy el tubo era preservado en refrigeracion (-4 °C) ya
gue, posteriormente, la muestra era analizada para la determinacion de DQO. Por
otro lado, en el tubo de 50 mL, se almacenaba una pequefia cantidad de lodo
anaerobio granular proveniente de la superficie de la cama de lodos asentada en la
parte media del reactor, y era preservado en congelacion hasta la realizacion de los

analisis genéticos microbioldgicos correspondientes.
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7.6. Métodos analiticos

7.6.1. Analisis de DQO, azlcares totales, azicares reductores y fenoles totales
presentes en muestras extraidas del efluente del reactor CSTR

La toma de muestra se realiz6 diariamente; sin embargo, so6lo se analizaron las
muestras de cada tercer dia para la evaluacion de DQO y de cada cinco dias para
la determinacién de los otros parametros considerados (azucares totales, azUcares

reductores y fenoles totales).

De cada tubo de muestra, se tomaba un volumen representativo para realizar las
diluciones correspondientes de manera que las concentraciones de las muestras se
encontraran dentro del rango de la curva de calibracién empleada en cada caso. En

la seccion 12.1, se describen ampliamente los procedimientos utilizados.

7.6.2. Andlisis de DQO en muestras extraidas del efluente del reactor UASB
La toma de muestra se realizaba con la misma periodicidad que en el CSTR y, para
la determinacion de DQO, también se consideraron los tubos de cada tercer dia. La

metodologia empleada para dicho analisis, se detalla en el Anexo 1.

7.6.3. Andlisis de composicién gaseosa del biogas contenido en muestras
extraidas de ambos reactores

A cada manguera que unia el espacio de cabeza de los reactores con sus
respectivos dispositivos pFlow®, se le adaptd una llave “T” y, en ambos casos, se
colocaron septos. A través de éstos, con el uso de una jeringa, fue posible realizar

el muestreo de biogas que se producia al interior de cada reactor.

La toma de muestra del biogas se realiz6 diariamente para cada uno de los
reactores y se analizé en un cromatografo de gases con detector de conductividad
térmica (Clarus 580, Perkin Elmer, EEUU) y una columna HayeSep D con
especificaciones de 3 mm x 3.2 mm y malla 100/120, Perkin Elmer Clarus NOCI.
Las temperaturas bajo las cuales se opero el equipo fueron: 40, 75y 110 °C para el
horno, el inyector y el detector, respectivamente; empleando nitrégeno (N2) como

gas acarreador a un flujo de 30 mL/min.
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7.7. Célculo de la produccién de energia en cada reactor

Para conocer la cantidad de energia que se gener6 en cada uno de los reactores,
se considero el volumen de biogas producido por diay se multiplicé por el contenido
correspondiente de hidrégeno y de metano, resultados adquiridos del analisis
arrojado por el cromatografo de gases. El producto de ambos valores se dividid
entre 100 debido a que la composicion de los gases estd expresada en porcentaje.
Posteriormente, el resultado se dividio entre el volumen de cada reactor para
conocer la cantidad de gas que era liberado diariamente, tanto en el CSTR como en
el UASB (L Ho/Lr-d, L CH4/ Lr-d). Las expresiones matematicas utilizadas se
representan en las ecuaciones 1y 2.

LH, (Producciénde biogas/dia) (% H,)
dia 100

Ecuacion 1. Calculo del volumen del biogas generado por dia

LH, B L H,/dia
Lr—d  Volumen del reactor

Ecuacién 2. Célculo de la produccion volumétrica del gas de interés en funcion del
volumen del reactor

En ambos casos, se reemplazaron los datos correspondientes del hidrogeno por los
de metano para calcular la produccion volumétrica del mismo en los dos reactores.
En la Ecuacion 2, el volumen del reactor era sustituido por los valores numeéricos
0.74y 9.4 L, ya sea que se tratara del reactor CSTR o del UASB.

Una vez registrados los datos anteriores, se calculé el volumen total de biogas
generado en el reactor por dia (Ecuacion 3), con la finalidad de que el resultado
obtenido se utilizara para estimar la cantidad de moles de hidrégeno y de metano a

partir de la Ley de los Gases Ideales, la cual se presenta en la Ecuacién 4.
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L biogas,otq1  Produccién de biogas/dia

Lr—d  Volumendel reactor

Ecuacion 3. Célculo de la produccion volumétrica total del biogas en funcién del volumen
del reactor

PV = nRT
Donde:
P = presion del gas
V =volumen del gas
n = numero de moles
T = temperatura del gas medida en Kelvin
R = constante de los gases ideales

Ecuacion 4. Formula de la Ley de los Gases Ideales

Los valores de los términos utilizados en la Ecuaciodn 4, se calcularon con base en
las condiciones normales consideradas para la medicion del volumen de gases; es
decir, 1 atm (presion) y 25 °C (temperatura), esta tltima medida se sumo a 273.15,
unidades Kelvin equivalentes a grados Celsius. De esta manera, el valor

correspondiente de la constante de los gases ideales fue de 0.082058 atm L/mol K.

Al despejar la férmula representada en la Ecuacién 4, la evaluaciéon del nUmero de
moles de hidrégeno y de metano contenidos en el biogas del reactor CSTR y UASB,

respectivamente, se realizo utilizando los datos que se muestran en la Ecuacion 5.

mol H,  {(%H,)(L biogésisia/Lr — d)} = P

Lr—d R=*T

Ecuacién 5. Célculo de la produccion volumétrica del nimero de moles del biogas

Finalmente, la energia (E) emitida por ambos gases de interés se calcul6 a partir de
los resultados obtenidos en la Ecuacién 5, considerando que el poder calorifico del
hidrogeno esta establecido en 120 kJ/kg, y el de metano en 50 kJ/kg. La férmula

utilizada esta expresada en la Ecuacién 6.
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E
Ir—d- (molH,/Lr — d) (239.7 kJy,/mol) + (molCH,/Lr — d) (801.4 kjcy, /mol)

Ecuacion 6. Célculo de la produccién de energia

Asimismo, se evaluo la energia total del sistema generada por dia. Como resultado,
se obtuvo el producto entre los datos derivados de la Ecuacién 6 con respecto al

volumen de cada reactor. Los calculos se realizaron de acuerdo con la informacién
proporcionada en la Ecuacién 7.

Energia total . ,
dia = (Energia en CSTR) (0.74 L) + (Energia en UASB) (9.4 L)

Ecuacion 7. Calculo de la produccién de energia total del sistema

7.8 Métodos estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del software Statgraphics
Centurion XVL.I.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Caracterizacién de vinaza
El volumen de cada lote de vinaza colectada, se caracterizé utilizando distintas
pruebas fisicoquimicas. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de caracterizacion de los lotes de vinaza utilizados en este estudio

Etapa | I Il IV v VI
Parametro Lote
(g/L) 1 2 3 4 5 6
Azlcares
Cales | 58+0.05 8902 8801 115%01 91+003 63+03
Azucares | 109,03 126+1.3 106+03 156+04 53+02 3402
reductores
coT 13.76 13.26 15.99 13.41 7.63 10.96
DQO | 36.8+05 36.1+07 338+02 355+1 451+02 3207
SOlidos | 599403 243+03 248+04 248+02 158402 225+05
Totales
Soélidos
Totales |283+02 236+03 241+02 23+02 146+01 19.2+05
Volatiles
Fosfatos | 1.1+04 09+07 1+01 19+001 06+002 2+0.1
Fenoles 0.14 + 0.14 + 0.1+ 0.12 + 0.03 + 0.005 +
totales 0.025 0.01 0.006 0.01 0.02 0.01
0.1+ 0.07 + 0.1+ 0.09 + 0.16 +
N Total 0001 01%0.02 5453 0.001 0.002 0.005
pH 3.33 3.28 3.04 3.55 3.6 3.92

En la parte superior de la Tabla 3, se incluyé un apartado en el que se especifican
las etapas en las que se dividio el experimento. Cada una esta asociada con el lote
de vinaza que se utilizé para la alimentacion del sistema dentro del periodo de

duracion correspondiente de cada ciclo.
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En algunos casos, un mismo lote de vinaza se emple6 durante dos 0 mas etapas:

lote 2, etapas | y II; lote 3, etapas II, Il y IV

Es posible que la diferencia entre el contenido de los lotes 5y 6 con respecto a los
gue se utilizaron anteriormente, se deba a que no todos los lotes se adquirieron al
mismo tiempo, sino que la toma de muestra se realizé en dos ocasiones: en la
primera, se obtuvieron los lotes 1 — 4 mientras que, los Ultimos dos, pertenecen a

una segunda campafa de muestreo.

La relativa uniformidad en la concentracion de materia organica de los diferentes
lotes de vinaza, favorecié la correcta alimentaciéon de las cargas organicas
consideradas para cada fase experimental; sin embargo, en el tltimo lote se alcanz6
una concentracion de 32 £ 0.7 g DQO/L, misma que fue limitante ya que no permitid
alimentar al sistema con la carga organica mas alta planeada. En ese caso, la vinaza
se alimento sin diluir y la carga organica resultante, no proporcional al resto de
incrementos, se sefiala oportunamente en la seccion del documento en donde se

discuten los resultados de la produccion de hidrogeno y metano.

Los valores obtenidos sobre los principales parametros de composicion de la vinaza
tequilera empleada como materia prima para la produccion de biogas, coinciden con
los reportados en trabajos anteriores, en donde se ha evaluado que el rango de pH
es bastante bajo al oscilar entre 3 y 4, mientras que las concentraciones de DQO y
de ST van desde 30 - 80 g/L y 25 — 50 g/L, respectivamente (Buitron et al., 2014a;
Lopez-Lopez et al., 2010; Méndez-Acosta et al., 2010).

Las vinazas tequileras presentan una alta variabilidad en su composicién debido a
las diferencias entre los procesos de elaboracién de la bebida, lo que supone un
desafio en la operacion de reactores biolégicos para la obtencién de

biocombustibles gaseosos (Arellano-Garcia et al., 2021).
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8.2. Produccion de biogas en reactor CSTR

Los procesos anaerobios son susceptibles de sufrir ciertas alteraciones que pueden
afectar de manera parcial o total el rendimiento del sistema. Los factores que
repercuten directamente sobre la estabilidad de la produccion de hidrogeno pueden
dividirse en bitticos (relacionados con las interacciones microbianas y su
metabolismo) y abidticos (parametros operacionales). La relacion entre ambos es
sumamente estrecha ya que un cambio repentino en el pH o en la concentracion del
sustrato, por ejemplo, puede provocar cambios en las comunidades bacterianas
(Castell6 et al., 2020).

El control y mantenimiento de las condiciones ambientales y operacionales dentro
del reactor productor de hidrogeno son claves para el 6ptimo rendimiento y cruciales
para evitar la aparicion y posterior actividad de bacterias metanogénicas.
Parametros como el pH, la temperatura, la tasa de carga organica, la
suplementacion de nutrientes, el tiempo de residencia hidraulico, el potencial de
oxido-reduccion y el tipo de fermentacion desempefian un papel fundamental en la
estimulacion de la produccion de hidrogeno como metabolito y en la inhibicion de la
metanogénesis (Buitron & Carvajal, 2010; Garcia-Becerra et al., 2019; Garcia-
Depraect et al., 2020; Song et al., 2011).

A pesar de que, en diversas investigaciones, se ha resaltado la influencia de la
adicion de nutrientes al sustrato, es conveniente hacer hincapié en que en la
realizacion de este experimento no se utilizé ningun tipo de suplemento en la vinaza
con el propdsito de que el proceso se ejecutara sin la adicion de agentes quimicos,
exceptuando la solucién del alcali que se empled para mantener el medio dentro de

un pH adecuado y asi evitar la acidificacion.

Dicha decision no sélo esta sustentada en la intencion de construir un sistema mas
robusto, sino en la prevencion de la disminucién de la productividad de hidrégeno a
bajas cargas organicas, provocada por una alta producciéon de los acidos grasos
gue se forman como consecuencia del incremento en la disponibilidad de los

nutrientes adicionales (Carrillo-Reyes et al., 2019).
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La temperatura también es un factor elemental ya que se ha demostrado que la
operacion de un reactor a temperaturas entre 35 y 37 °C aumentan la produccion
total del biogas y del rendimiento del biohidrogeno, ademas de favorecer la
degradacion de la glucosa, la tasa de crecimiento celular y el contenido de acidos

grasos volatiles, precursores en el proceso de metanogénesis (Mu et al., 2006).

El reporte sobre el volumen acumulado de biogas producido en cada etapa
experimental, la media de los datos correspondientes a la carga organica
volumétrica (COV) administrada al reactor CSTR y la concentracion de la vinaza de

alimentacién correspondiente en cada caso, se encuentra en la Tabla 4.

Tabla 4. Registro del volumen acumulado de biogas producido en el reactor CSTR durante
cada etapa del experimento de fermentacién de vinaza

Etapa | I 0l v V VI
DQO (g/L) vinaza 10 15 20 25 30 32
Carga organica

volumétrica 56.1 79.6 108.3 128 193 164
(g DQOJ/L-d)
Volumen de 11.7 24.5 26.6 22.8 14.7 5.2
biogas (NL)

La mayor produccion de biogas (26.6 NL, normal litros), se alcanz6 cuando el
reactor estaba siendo alimentado a una concentracion organica volumétrica de
108.3 g DQO/L-d. Por otro lado, el volumen mas bajo de biogas fue de 5.2 NL,

obtenido durante la etapa VI.

A patrtir de la informacion proporcionada previamente, es posible advertir que los
valores de la carga organica volumeétrica fueron distintos en cada etapa debido al
incremento gradual de la DQO de la vinaza de alimentacion; sin embargo, en las
Ultimas dos etapas, el orden ascendente no continu6 debido a un problema
detectado en la chaqueta hidraulica del reactor metanogénico durante la etapa V
(situacién que se abordara mas adelante), lo que ocasion6 el aumento del volumen

del efluente a la salida del sistema.
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Al respecto, es necesario mencionar que la carga organica volumétrica se calcul6

con base en la medicién del volumen del efluente del UASB.

En la Figura 8, se muestra graficamente la produccion de biogas a lo largo del

tiempo y el volumen (NL), generado por dia, se representa en cada punto.
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Figura 8. Gréfico de la produccién de biogas en el reactor CSTR durante la
fermentacion de vinaza tequilera a diferentes cargas organicas

Con base en los datos de la grafica anterior, se puede observar que, durante el
periodo de adaptacion, la produccion de biogas se mantuvo relativamente estable y
comenz6 a incrementar hasta la segunda etapa, en la que se empleé una
concentracion de sustrato de 15 g DQOJ/L de vinazas tequileras, correspondiente

con una concentracion organica volumétrica de 79.6 g DQO/L-d.

Precisamente, la etapa Il resulta de especial interés debido a que, en comparacion
con las demas, ésta fue la Unica en la que se distinguié un aumento constante en la

produccion de biogas.

Durante las primeras tres etapas del experimento, el comportamiento grafico de la
produccion de biogas semeja a una curva: al inicio, la tendencia en el incremento

es claramente perceptible.
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No obstante, se aprecia una notable disminucién a partir de la segunda mitad de la
etapa lll, incluso durante las etapas IV y V la cuantificacion del volumen del biogas
presenté numerosas variaciones de un dia a otro hasta que, inevitablemente, cay6
de manera abrupta (< 0.5 NL) en la etapa VI, cuando la vinaza de alimentacion tenia
una concentracion de 32 g DQOIL.

De acuerdo al analisis ANOVA simple del efecto de la concentracién de DQO de la
vinaza de alimentacion sobre el volumen de biogas producido en cada etapa, se
detectd que existe una diferencia estadisticamente significativa entre un nivel de
DQO vy otro, como se puede percibir en la Figura 9, en donde se identifican tres

grupos homogéneos: A, By C.

N
Ln

1O

~
o

1)

“J
{0

Volumen biogas (NL)
+4 LD

n

l Il i vV Vv Vi
Etapa

Figura 9. Gréfico de analisis ANOVA simple: efecto de la concentracion de
DQO de la vinaza de alimentacién sobre el volumen de biogas producido en
el reactor CSTR. Letras diferentes representan diferencias significativas
entre las medias de los grupos (LSD p < 0.05)

Pese a que, en promedio, se obtuvo un mayor volumen de biogas cuando el sistema
era alimentado a una concentracién de 108.3 g DQO/L-d de vinazas tequileras; es
decir, durante la etapa Ill, en comparacioén con la Il y la 1V, las diferencias no fueron

significativas entre ellas.

41



Resultados y discusion |

Es importante que la tasa de carga organica se encuentre dentro de un rango 6ptimo
para asegurar un desempefio adecuado del reactor y, en consecuencia, favorecer
la produccion de hidrégeno. En algunos casos, el rendimiento de hidrogeno puede
aumentar o, bien, puede disminuir cuando la concentracion organica es elevada
(Hafez et al., 2010). Este ultimo fendmeno se hace especialmente evidente en la
etapa VI del experimento realizado en la presente investigacion, al emplear una
concentracion de vinazas tequileras de 32 g DQOJ/L: a pesar de que la produccion
de biogas no se detuvo, el volumen obtenido fue inferior en comparacion con etapas

anteriores, oscilando entre 0.1y 0.5 L (véase Figura 8).

La aplicacion de altas concentraciones organicas impacta directamente sobre la
actividad de los microorganismos productores de hidrégeno provocando que el pH
intracelular descienda, ademas de generar una acumulacion de acidos grasos y una
elevada presion parcial de hidrogeno. Este tipo de acontecimientos estan asociados
a una inhibicion por sustrato, riesgo latente que aumenta su incidencia al aplicar
cargas organicas superiores a 100 g DQO/L-d en sistemas en continuo; no obstante,
el uso de soportes para inmovilizacion celular, tales como biofiltros anaerobios,
membranas sumergidas y carriers, como es el caso de este estudio, resulta ser una
estrategia factible para controlar tal inhibicién. Asi, al mismo tiempo, se disminuye
el lavado de biomasa manteniendo altas concentraciones celulares en el sistema de
fermentacion (Buitrén et al., 2019; Elbeshbishy et al., 2017).

La tasa de carga organica es un parametro relacionado con el tiempo de residencia
hidraulico, mismo que es preferible manejar a valores bajos durante la produccién
de hidrégeno ya que, de esta manera, se impide el crecimiento de metandgenos. Al
respecto, se ha reportado que, en reactores de membrana, el uso de periodos por
debajo de 2 h favorece la producciéon de acido acético causando una reduccion en

la produccion de hidroégeno (Buitron et al., 2019).
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La adhesion de los microorganismos a los carriers utilizados en este estudio,
permitié que no se produjera un lavado total de biomasa, proporcionando el tiempo
de contacto suficiente para que las poblaciones microbianas adquirieran los
nutrientes necesarios del sustrato y, de esta forma, pudieran realizar sus actividades
metabdlicas correspondientes. Incluso con la operacion del reactor a valores
superiores a 100 g DQO/L-d que, en este caso, fue a partir de la tercera etapa, la
produccién de biogas no ceso, lo que demuestra no sélo la factibilidad sino también

la viabilidad del uso de carriers en la produccion de biohidrégeno.

8.2.1. Composicion gaseosa en reactor CSTR

En la Figura 10, se despliegan los resultados de la composicién gaseosa de las
muestras extraidas del reactor diariamente. Principalmente, se detecto la presencia
de hidrogeno, metano y didxido de carbono, expresando su abundancia en términos
de porcentaje. En general, se puede visualizar que el contenido del hidrogeno en el
biogas se mantuvo por encima del 70% durante todo el experimento.
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Figura 10. Gréfico de la composicién gaseosa de muestras extraidas
diariamente del reactor CSTR
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La composicién porcentual promedio del biogas generado en cada etapa, se
representa en la Figura 11, en donde, ademas de distinguirse los gases ya
mencionados, se hallaron otros compuestos no identificados cuyos valores, en

comparacién con la concentracion del hidrogeno, son despreciables.
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Figura 11. Gréfico de la composicién porcentual (por etapa)
del biogas generado dentro del reactor CSTR

Con base en la grafica, es posible advertir que en la etapa Il, bajo una carga
organica volumétrica de 79.6 g DQO/L-d, el contenido de hidrégeno fue superior
(88.98%) en comparacion con las otras etapas, independientemente de que el
volumen total de biogas generado (24.5 NL) no fue el mas alto registrado. El mayor
se cuantifico en 26.6 NL durante la etapa lll; sin embargo, como se mencion6
anteriormente, no existi6 una diferencia significativa respecto al efecto de la
concentracion de DQO sobre la produccién de biogas en ambas etapas, y el

porcentaje de hidrégeno en la etapa Il no fue tan alta como en la etapa Il.

La informacion obtenida supone que, aunque haya registro de un alto contenido de
biogas dentro del reactor, no necesariamente el gas de interés (hidrégeno, en este

caso) es el que tiene mayor presencia.

44



Resultados y discusion |

En general, el contenido de hidrégeno en el biogas se mantuvo en un rango entre
71.5y 92.7%. A este Ultimo valor se le atribuye la composicién porcentual mas alta,
misma que se efectudé durante la etapa, cuando la composicién promedio del
biohidrégeno fue de 86.7%. Asimismo, coincidente con dicho suceso, la abundancia

del metano incremento, alcanzando un valor promedio de 1.1%.

8.2.2. Produccién volumétrica de hidrégeno en reactor CSTR

La produccién diaria de biogas en el CSTR, asi como el contenido de hidrogeno y
de metano en el mismo con relacion al volumen del reactor, se representa
graficamente en la Figura 12. Cada uno se identifica por los colores café, azul y

rojo, respectivamente.

Un aspecto a destacar es que los puntos azules (hidrogeno) son muy cercanos a
los de color café (biogas), lo cual es indicativo de la buena calidad del biogas, al ser

el hidrogeno el mas abundante, mientras que la presencia del metano es apenas

perceptible.
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Figura 12. Gréfico de produccion volumétrica de biogas en reactor CSTR
respecto al tiempo de duracién del experimento

De acuerdo con la informacion proporcionada en el gréfico, la tasa de produccion
de hidrogeno comenzé en un rango entre 0.9 y 1.3 L Ho/Lr-d. El incremento fue

notable de la etapa | a la Il, conservando un comportamiento similar hasta la Ill.
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La tendencia en el alza de la tasa de produccién de hidrégeno se mantuvo estable
mientras el sistema se alimentd a 79.6 g DQO/L-d; es decir, durante la etapa Il. A
partir de la etapa Ill, una vez que la carga organica volumétrica sobrepasé la
cantidad de 100 g DQO/L-d, hubo una apreciable fluctuacion entre los resultados,
especialmente en las etapas IV y V. Finalmente, la produccion disminuyd de manera
drastica en la etapa VI, llegando a registrar un valor minimo de 0.1 L H/Lr-d,
concerniente al dia 82. En contraste, la mayor produccién volumétrica de hidrégeno
fue de 3.1 L H2/Lr-d, que se alcanz6 durante la etapa IV, bajo una carga organica

de 128 g DQO/L-d, correspondiente con el pico del dia 52.

En promedio, la produccion volumétrica de hidrogeno mas alta se concentré en la
etapa lll, obteniendo, en promedio, un volumen y una composicion de hidrégeno en
el biogas de 2.2 L Ha/Lr-d y de 85.4%, respectivamente. Al otro extremo, el valor
mas bajo fue de 0.46 L Ho/Lr-d, mismo que se obtuvo en la etapa VI, al aplicar una
carga organica volumeétrica de 164 g DQO/L-d. Concordante con la misma etapa, el
contenido de hidrégeno en el biogas fue de 83.4% que, aunque fue el menor durante
el experimento, refleja que la calidad media del hidrégeno no decayo a niveles

inferiores del 80%.

En otro trabajo, en un reactor en lote de secuenciacién anaerobica en el que se
evalué la produccion de hidrégeno a partir de vinazas tequileras, la mayor
productividad fue de 50.5 mL Hz/Lr-h, la cual se obtuvo al aplicar una concentracion
de 3 g DQO/Ly un TRH de 12 h. El contenido promedio de hidrégeno en el biogas
de 29.2 + 8.8% (Buitron & Carvajal, 2010). Posteriormente, en 2014, se alcanz6 una
tasa de produccién volumétrica de hidrégeno mayor en un reactor de lecho
empacado con un proceso en modo continuo, obteniendo 1.73 +0.2 L Ho/Lr-d y una
composicion del 64% de hidrégeno, bajo una carga organica de 51.6 g DQO/L-d y

un tiempo de residencia hidraulica de 4 h (Buitron et al., 2014a).

Las investigaciones citadas marcaron las bases en la optimizacion del proceso para

el aprovechamiento de uno de los residuos de la industria tequilera.
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En 2019, en un reactor CSTR que se operd bajo una concentracion orgénica
volumétrica de 40 g DQO/L-d de vinazas tequileras suplementadas con una solucion
de nutrientes y utilizando un TRH de 6 h, la produccion volumétrica mas alta
obtenida fue de 1.3 + 0.07 L Hz/Lr-d (Garcia-Becerra et al., 2019), casi el 60% de la
tasa maxima de produccién de hidrégeno reportada en la presente investigacion. A
su vez, dicho valor también fue superior a 0.15 + 0.02 L Ha/Lr-d, obtenido al aplicar
una carga de 104.6 g DQO/L-d en un estudio en el que, al igual que en éste, se
utilizaron carriers en un reactor CSTR alimentado por vinazas tequileras con un TRH
de 6 h (Arellano-Garcia et al., 2021).

Cabe mencionar que, en el caso anterior, los carriers no fueron introducidos desde
el inicio, lo que provocO que la produccion de hidrégeno se detuviera durante
algunos dias después de haberlos insertado. La causa de dicho comportamiento se
atribuye al lavado de biomasa ocasionado por la friccion de los soportes en
movimiento con la biomasa ya adherida a otras partes del reactor, trayendo como
consecuencia cambios en la poblacién microbiana. Aunque, en dias posteriores, la
produccion de hidrogeno incrementé hasta alcanzar 0.38 y 0.67 L H2/Lr-d
empleando concentraciones de 80 y 120 g DQO/L-d (Arellano-Garcia et al., 2021),

los resultados no excedieron el mejor obtenido en el experimento aqui presentado.

Dentro del ensayo ya mencionado, Arellano-Garcia y colaboradores reportaron un
aumento del 120% sobre la produccién volumétrica de hidrogeno al comparar los
resultados con la biomasa en suspension (0.31 L Hz/Lr-d) y con la subsecuente
adicion de carriers (0.67 L Ha/Lr-d) empleando una carga de 120 g DQO/L-d en
ambos casos. La eficiencia de remocién de DQO y el contenido de hidrégeno en el
biogas durante el tiempo de operacion del reactor, se mantuvo entre -4.6 y 14.1%y

16.7 y 50.6%, respectivamente (Arellano-Garcia et al., 2021).
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Los resultados de este estudio sugieren que utilizar acarreadores de biomasa en un
CSTR desde el inicio de la operacién, propicia la produccion de hidrogeno, incluso
a cargas organicas por encima de 100 g DQO/L-d. De esta manera, mediante el uso
de soportes microbianos, se favorece la preservacion de altas concentraciones de
biomasa dentro del reactor, factor determinante para mantener la estabilidad de la

produccion y del rendimiento del hidrogeno (Hafez et al., 2010).

Si bien la obtencién promedio de 2.2 L H2/Lr-d es una cantidad considerable e
incluso alentadora, apenas representa casi una quinta parte del valor mas alto
obtenido en un estudio en el que se alcanzé una produccién maxima de hidrégeno
de 11.4 £ 0.36 L Ha/Lr-d, empleando un biorreactor de membrana de lodo granular
a una concentracion de 30 g glucosa/L-d y con un TRH de 4 h (Buitron et al., 2019).
En este caso, la alta productividad podria estar relacionada con el tipo de sustrato
utilizado ya que, al ser un agente sintético puro, los microorganismos lo degradan
con mayor facilidad en comparaciéon con sustratos complejos o con residuos

organicos reales, como las vinazas tequileras.

En otra investigacion, al combinar la fermentacidn oscura y la digestion anaerobia a
través de la produccion secuencial de lactato, hidrégeno y metano, la produccion
mas alta fue de 12.3 L Hz/Lr-d bajo una carga de 169 g DQO/Lr-d a un TRH de 6 h,
y con variaciones entre 15.6 y 90.7% respecto a su contenido en el biogas, sin una
tendencia clara de la eficiencia de remocién de la materia organica que, en

promedio, fue del 13.1% (Garcia-Depraect et al., 2020).

Lo anterior pone de manifiesto que inducir una fase de produccion de lactato previa
a la etapa hidrogénica puede generar un impacto benéfico sobre la produccién de
hidrogeno debido a la disponibilidad del lactato como su precursor, asegurando asi
la estabilidad del proceso, en donde, en primera instancia se estimula la
predominancia de bacterias acido lacticas para, posteriormente, dar paso a la
proliferacion de bacterias productoras de hidrogeno. Del mismo modo, se ha
establecido que parametros como la adicion del inéculo, concentracion del sustrato,
formulacion de nutrientes y contenido de sélidos totales, también generan un efecto

sobre la produccion de biohidroégeno (Garcia-Depraect et al., 2019, 2020).
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La representacion gréfica respecto al volumen promedio de biogas que se produjo
en el reactor en funcién de la carga organica volumétrica contemplada en cada

etapa del experimento, se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Gréfico del volumen promedio de biogas (H> y CH4) en funcién
de la carga organica volumétrica en el reactor CSTR

Como se puede observar en el gréfico, el contenido de metano mantuvo valores por
debajo de 0.03 L CH4/Lr-d; por tanto, no comprometio la productividad de hidrégeno
gue, como ya se menciond, alcanzé el punto maximo en la tercera etapa, pero

comenzo a decaer conforme incrementaba la concentracion organica volumeétrica.

8.2.3. Perfil de comunidad bacteriana en CSTR

La eficiencia y estabilidad del hidrégeno depende tanto de la actividad de los
microorganismos involucrados como de las interacciones que se generan entre
ellos, por ello la ecologia microbiana es una de las piedras angulares en este tipo

de sistemas (Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2018).

Acorde con la identificacion genética microbiana de la biopelicula formada en los
carriers dentro del CSTR empleado en el presente estudio, se encontré que los
géneros de mayor abundancia fueron Sporolactobacillus, Prevotella, Clostridium y

Bifidobacterium, tal como se muestra en la Figura 14 (Mufioz-Estrada, 2021).
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Los resultados obtenidos son coincidentes con los reportados en otros estudios en
los que el enfoque principal fue la produccién de hidrégeno a partir de vinazas
tequileras (Arellano-Garcia et al., 2021) y de hidrolizados enziméticos de bagazo de

agave (Palomo-Briones et al., 2021).
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Figura 14. Gréfico de la abundancia relativa de los microorganismos identificados en la
biopelicula formada en los carriers dentro del CSTR durante cada etapa experimental.
Obtenido de Mufioz-Estrada, 2021

En la gréafica anterior, los microorganismos encontrados se clasificaron de acuerdo
a su género. Su abundancia, en cada una de las etapas consideradas dentro del
experimento aqui reportado (con excepcion de la etapa VI), esta expresada en

términos de porcentaje.

En las etapas | y Il, el género Sporolactobacillus fue el que tuvo mayor
predominancia, pero conforme la carga organica volumétrica incrementd, su
presencia en la biopelicula se redujo, dando paso a la proliferacion de bacterias

pertenecientes al género Prevotella, durante las etapas Ill, IVy V.
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Aunque la abundancia relativa de Clostridium, principal responsable de la
produccién de hidrogeno (Elbeshbishy et al., 2017), no domin6 sobre la poblacién
bacteriana en ninguna de las etapas, tampoco fue totalmente desplazada hasta el
punto de no figurar en la biopelicula. Su presencia, de acuerdo con los datos de la
Figura 14, fue mayor durante las etapas | y Il, pero disminuy6 a partir de la etapa

lll, coincidente con la aplicacion de cargas organicas superiores a 100 g DQO/L-d.

En la etapa lll, se registr6 la menor poblacion de Clostridium a lo largo del
experimento, lo que podria indicar una posible re-adaptacion a mayores
concentraciones de sustrato por parte de este tipo de microorganismos ya que,
durante las etapas IV y V, hubo un ligero incremento respecto a su abundancia en

la biopelicula.

Bifidobacterium fue otro de los géneros con mayor prevalencia durante las etapas
I, I1l, IV'y V. Este género pertenece al grupo de bacterias acido lacticas (BAL) que,
a su vez, forman parte de la poblacion acidogénica, la cual constituye alrededor del
90% de la poblacion total de un digestor. En conjunto con Lactobacillus spp, estos
microorganismos son considerados consumidores de hidrégeno, pero también
destacan por su capacidad para metabolizar fructooligosacaridos e inulina,
carbohidrato presente en las pifias del Agave tequilana Weber var. azul (Ferrreira-
Rosa & Luiz-Silva, 2016; Garcia et al., 2007; Parra Huertas, 2016).

El rendimiento de la produccion de hidrogeno puede verse afectado por el consumo
de sustrato por parte de bacterias no productoras de hidrogeno y por el consumo de
hidrogeno para generar otros subproductos. En tal sentido, la presencia de
metandgenos y de bacterias reductoras de sulfato, homoacetogénicas y acido
lacticas, no es deseable en la fermentacion oscura, aunque se mantiene la hipétesis
de que estas ultimas actuan en alianza con el género Clostridium para la produccion
de hidrogeno a través de la conversion de azlcares y acidos carboxilicos de cadena

corta (Arellano-Garcia et al., 2021; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2018).
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Se cree que los exopolisacéridos que generan las bacterias acido lacticas tras la
transformacion de azlcares a acido lactico, intervienen en la formacion de la
biopelicula microbiana. Por su parte, Clostridium produce acido acético e hidrégeno
a partir de azucares y de &cido lactico, respectivamente, dando lugar a la
denominada via lactato-acetato. Entre las especies de Clostridium involucradas en
dicho proceso, destacan: C. beijenrinckii, C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. diolis y
C. acetobutylicum. En general, el género Clostridium esté referido como uno de los
principales responsables\ de la produccion de hidrégeno, debido a su capacidad
metabdlica tedrica Unica de producir hasta 4 mol Hz/mol hexosa consumida (Arellano-

Garcia et al., 2021; Palomo-Briones et al., 2021).

Las bacterias acido lacticas, propias del género Sporolactobacillus, son
comunmente detectadas en biorreactores destinados a la producciéon de hidrégeno,
en los que se emplean sustratos lignoceluldsicos y vinazas como materia prima para
su alimentacion (Mufioz-Paez et al., 2020). Su presencia en la biopelicula extraida
de los carriers contenidos en el CSTR, puede atribuirse a una interaccion positiva
con Clostridium o, bien, a un fenémeno de inhibicion. Este se origina cuando la tasa
de produccion de hidroégeno es alta pero la liberacion del mismo, desde el caldo de
fermentacion hacia el espacio de cabeza del reactor, es ineficiente, o que conduce
a una acumulacion de hidrogeno disuelto que, a su vez, inhibe la actividad de las
bacterias productoras de hidrogeno proporcionando una oportunidad para las acido

lacticas de competir por la absorcion del sustrato (Palomo-Briones et al., 2021).

Es posible que la fermentacion de carbohidratos y la produccién de hidrogeno sean
dos acontecimientos que se manifiesten al mismo tiempo, lo que explicaria la co-

existencia entre bacterias acido lacticas y Clostridium (Palomo-Briones et al., 2021).

Por otro lado, la existencia de microorganismos pertenecientes al género Prevotella
ha sido previamente reportada en sistemas anaerobios, empleando sustratos
simples y/o complejos para la alimentaciébn de biorreactores productores de
hidrogeno; sin embargo, su funcion en el proceso aun no estad completamente
definida (Mufioz-Péez et al., 2020).
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8.2.4. Produccién de energia en reactor CSTR

La tendencia ascendente inicial y la posterior caida de la produccion energética en
relacién con el valor de la carga orgénica volumétrica empleada en cada una de las
etapas, se puede distinguir numéricamente en la Tabla 5. Los datos reportados
corresponden al promedio obtenido por etapa.

Tabla 5. Media de la energia producida en el reactor CSTR en relacién con los diferentes
valores de carga organica volumétrica empleados

Etapa | T i vV Y VI
Carga organica
(g DQO/L-d)

De manera gréfica, la Figura 15 hace referencia a los picos de energia generada

diariamente en el reactor CSTR durante el periodo experimental.
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Figura 15. Gréfico de la produccién de energia generada en el reactor CSTR
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Aunque, en promedio, la mayor cantidad de energia (1.7 kJ/Lr-d) se concentro en la
etapa Il tras aplicar una carga orgénica volumétrica de 108.3 g DQO/L-d, el pico
mas alto se registro en la etapa 1V, alcanzando 3.03 kJ/Lr-d el dia 52, mismo dia en
el que se obtuvo la méaxima produccién volumétrica de hidrogeno (3.1 L Hz/Lr-d).
Finalmente, el nivel de energia disminuyd de manera considerable en la Ultima etapa

y el pico mas bajo corresponde al dia 82, teniendo un valor de 0.12 kJ/Lr-d.

8.2.5. Contenido de azlcares totales y azlcares reductores presentes en
vinaza y en muestras extraidas del reactor CSTR

Las pifias del Agave tequilana Weber var. azul, en relacién a su peso en seco,
contienen alrededor del 75% de carbohidratos, que comprenden glucosa, dextrinas,
almidon e inulina, en mayor cantidad, la cual representa un total del 20 — 24%. Este
ultimo pertenece al grupo de los fructanos, polimeros formados por moléculas de
fructosa dispuestas en cadena lineal y unidas entre si por medio de enlaces
glucosidicos B (2,1) y B (2,6) en cuyo extremo reductor puede encontrarse un
residuo de glucosa. Los fructanos constituyen los principales carbohidratos de
reserva que se encuentran en algunas familias del reino vegetal (Garcia et al., 2007;
Martinez Reséndiz et al., 2016; Montafiez et al., 2011).

Durante el cocimiento del agave en el proceso de elaboracion del tequila, la inulina
presente en las pifias se degrada para dar lugar a la obtencion de moléculas de
fructosa, sacarosa y glucosa, azucares reductores utilizados para la obtencién de
alcohol a través de un proceso de fermentacién. Aunque también es posible
encontrar azucares reductores en las hojas de la planta, el mayor contenido se
localiza en la pifia, motivo por el cual es utilizada como materia prima fuente de

azucares fermentables (Bautista et al., 2001a; Montafiez et al., 2011).

8.2.5.1. Azlcares totales
En la Tabla 6, se presentan los datos tedricos respecto a la concentracion de
azlcares totales a la entrada del sistema, dependiendo el lote y la carga organica

(DQO) requerida de la vinaza de alimentacion.
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Tabla 6. Concentracion tedrica de azlcares totales a la entrada del sistema de reactores
durante cada etapa experimental

R e [P .
(9/L) vinaza (g DQO/L-d) alimentacion totales (g/L)
1 1.6
I 10 56.05
5 2.5
3.7
I 15 79.6
3.9
[l 20 108.34 3 5.1
6.4
v 25 127.92
4 8.1
\% 30 192.97 5 6.1
Vi 32 163.53 6 6.3

Con base en la informacién de la tabla anterior y en el analisis referente a la
cuantificacion de azucares totales en las muestras extraidas del CSTR, se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 16. Los puntos azules hacen
referencia al contenido presente en la vinaza de alimentacion, mientras que los de

color café corresponden al de las muestras.

La primera etapa, cuya duracién fue de 21 dias, se consideré como un “periodo de
adaptacién” para el consorcio microbiano, tiempo en el que el sistema de reactores
fue abastecido bajo una concentracion de 10 g DQO/L de vinazas tequileras y una

carga organica volumétrica de 56.05 g DQO/L-d.

Aproximadamente, se analizaron entre tres y cuatro muestras del efluente del CSTR
en cada etapa, El mayor consumo de azuUcares totales ocurrid en la etapa 1V,
representando un total de 25%. En contraste, durante la etapa Ill, la concentracién
de azucares totales fue superior en las muestras en comparacion con el valor teérico

calculado sobre la vinaza de alimentacion ya diluida.
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Figura 16. Grafico de la relacion entre el contenido de azlcares totales
presentes en vinaza y en las muestras extraidas del reactor CSTR

Es posible que la concentracion teorica de azlcares totales haya diferido con la que
realmente estaba entrando al sistema en relacion al lote de vinaza y a la carga
organica correspondiente o, bien, que los microorganismos involucrados en el
proceso de fermentacion, de acuerdo con la via metabdlica que desarrollaron,
estuvieran consumiendo otras moléculas distintas a los azlcares, lo que explicaria

su bajo aprovechamiento durante el periodo experimental.

Tal como se menciond en la seccidn 8.2.3, la presencia de bacterias consumidoras
de hidrégeno, que predominé sobre la poblacion de Clostridium, sostiene la
posibilidad de que el consumo de sustrato no estuvo dirigido Unicamente hacia el
aprovechamiento de azucares totales, sino que también se utiliz6 hidrégeno como

precursor para la formacion de otros subproductos.

La realizaciébn de un analisis por cromatografia de liquidos podria constatar o
descartar, segun fuera el caso, la hipétesis anteriormente planteada; sin embargo,

los alcances de la presente investigacion fueron limitados.
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8.2.5.2. Azlcares reductores

La concentracién del sustrato es un factor importante en la produccion de
biohidrégeno, sobre todo cuando el inoculo utilizado se trata de un consorcio, ya
gue se puede favorecer el desarrollo de microorganismos no deseados que
conduzcan a la disminucién de la produccién del hidrégeno, como es el caso de las
bacterias acido lacticas del género Lactobacillus que, a bajas concentraciones de
glucosa, pueden superar la actividad de Clostridium, ya que dirigen el sistema hacia
la formacion de &cido lactico, convirtiendolo en el metabolito principal vy

disminuyendo la produccion de biogas (Diaz-Cruces et al., 2020; Park et al., 2018).

La informacion respecto a la evaluacion tedrica sobre la concentracion de azlcares
reductores presentes en cada lote, en correspondencia con la carga organica

inducida de la vinaza de alimentacioén, se encuentra en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion tedrica de azUcares reductores a la entrada del sistema de
reactores durante cada etapa experimental

DQO Cargaor,ga}nlca Lote vinaza de Azlcares
Etapa /L) v volumétrica _ - reductores (g/L)
g vinaza (g DQO/L'd) alimentacion g
1 3.0
I 10 56.05
3.5
2
5.2
I 15 79.6
4.7
1 20 108.34 3 6.3
7.8
vV 25 127.92
4 11.0
\ 30 192.97 5 3.5
\ 32 163.53 6 3
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La relacion entre la cantidad de azUcares reductores a la entrada del sistema y la
concentracion detectada en las muestras analizadas, se representa graficamente

en la Figura 17.
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Figura 17. Gréfico de la relacién entre el contenido de azucares reductores
presentes en vinaza y en las muestras extraidas del reactor CSTR

De acuerdo con la grafica anterior, el mayor consumo de azuUcares reductores
(66.6%) se concentré al inicio del experimento; es decir, durante la etapa I.
Asimismo, en las etapas Il y IV, es posible visualizar un comportamiento de
consumo similar (63.1 y 58.6%, respectivamente); sin embargo, en comparacion
con las etapas previamente mencionadas, el aprovechamiento de azucares

reductores fue menor durante las etapas Il (22.8%) y VI (36.7%).

Por su parte, la etapa V resalta por haber sido la Unica en donde no se registro
disminucién del contenido de entrada de azlcares reductores, sino que, en realidad,
los resultados del andlisis arrojaron una concentracion superior en las muestras. Lo
anterior podria estar relacionado con el incremento de especies del género
Bifidobacterium durante dicha etapa con respecto a su abundancia relativa en la
etapa IV (véase Figura 14) que, como se menciond en la seccién 8.2.3, son

reconocidas por ser bacterias consumidoras de hidrégeno.
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Los resultados sobre la composicién gaseosa del biogas producido en el CSTR
(Figura 11), sustentan la hipotesis sobre el consumo de hidrégeno ya que,
precisamente, en las Ultimas dos etapas, el contenido de hidrégeno fue el méas bajo

detectado a lo largo del experimento: 85.2 y 83.4%, respectivamente.

En la Figura 18, se muestra el contraste respecto a la cantidad de azlcares totales
(simbologia azul) y reductores (verde) presente en las muestras analizadas. En
general, el comportamiento fue similar, salvo en las etapas V y VI, hecho que podria
asociarse con la concentracion inicial de dichas macromoléculas en la vinaza de
alimentacién: 6.1y 6.3 g/L en el caso de azUcares totales y 3.5y 3 g/L en azlcares
reductores (véase Tabla 6 y 7), practicamente la mitad de la disponibilidad que en

los primeros.

Ante el hecho previamente descrito, es necesario hacer hincapié en que, en los lotes
de vinaza utilizados para alimentar el sistema de reactores durante etapas
anteriores, la concentracion de azucares reductores fue mayor que la de azlcares
totales. Ademas, en la etapa V, el consumo de azucares totales fue bajo (4.4%),
mientras que la concentracion de azucares reductores fue mas alta en las muestras

gue en la vinaza de alimentacion (véase Figura 16 y 17).

Etapa
| ) m v A\ Vi
8 T v L] ‘. L . 1 . |
€
7 4 B
T v
264 ) n
0
o
2 . « .
® 2 Py S 5
@ .
= =
E a4 .
c <
o o
83- .
5 .
‘gz—'-. .° ° .®
o P o o
14 ® o
» - AT
® AR
0 T T T T T T 1
21 35 49 63 7 90

Tiempo (dias)

Figura 18. Gréfico de los resultados de la concentracién de azlcares totales y
azucares reductores presentes en muestras extraidas del reactor CSTR
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8.3. Produccion de biogas en reactor UASB

En general, el reactor UASB es ampliamente utilizado para el tratamiento de
corrientes con una alta concentracién de materia organica, como es el caso de las
vinazas, debido a que presenta algunas ventajas como la baja produccién de lodo
y la conversion a biogas de, aproximadamente, el 50% de la DQO total de la vinaza
(Gomes de Barros et al., 2016).

De acuerdo con los datos recabados por el dispositivo pFlow®, el volumen de biogas
gue se produjo en el reactor UASB fue mayor que en el del CSTR debido, en

principio, a la diferencia existente respecto a la relacion del tamafio entre ambos.

En la Tabla 8, se presentan los datos sobre la cuantificacion del volumen total de
biogas generado en el reactor UASB y del promedio de la carga organica
volumétrica con relacion a la concentracion de la vinaza de alimentacion (DQO) en

cada una de las etapas consideradas dentro del experimento.

Tabla 8. Registro del volumen acumulado de biogas producido en el reactor UASB durante
cada etapa del experimento de fermentacion de vinaza

Etapa | T M IV Y; VI
Carga organica
volumétrica 4.4 6.3 8.5 10.1 15.2 12.9
(g DQOI/L-d)
Volumen de 24.5 33.8 36.7 9.5 19.9 32.1
biogas (NL)

En concordancia con los resultados sobre el volumen de biogas obtenido en el
CSTR (véase Tabla 4), la mayor produccion de biogas en el UASB también se
obtuvo durante la etapa lll, bajo una carga organica de 8.5 g DQO/L-d, alcanzando
36.7 NL. En cambio, el menor volumen de biogas se registrd6 en la etapa IV,

correspondiente con un total de 9.5 NL.
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Respecto a los valores de la carga organica volumétrica, es necesario subrayar que,
durante la etapa V, se origind una fuga en la chaqueta hidraulica del reactor, lo que
provocd un incremento en el volumen final del efluente y, en consecuencia, se
obtuvo una mayor carga organica (15.2 g DQO/L-d) en dicha etapa en comparacion
con la etapa VI (12.9 g DQO/L-d).

Enla Figura 19, se representa el volumen de biogas generado por dia en el UASB.
La imagen general nos aporta un comportamiento erratico sobre la produccion de
biogas en el reactor, advirtiendo un ligero incremento durante las primeras tres
etapas, similar al observado en el CSTR (Figura 8); sin embargo, en la segunda
mitad de la etapa lll, se registr6 una caida respecto al volumen de biogas generado

en dias previos.

Posteriormente, en las etapas IV y V, se presentd una alta variacion entre los datos
obtenidos debido a que, durante algunos dias, la produccion de biogas fue nula,
pero logro recuperarse una vez mas en la etapa VI, manteniéndose en un rango
entre 1.9y 4.4 NL.
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Figura 19. Gréfico de la produccién de biogas en el reactor UASB durante la
fermentacién de vinaza tequilera a diferentes cargas organicas
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Durante la etapa V, al aplicar una concentracion de 15.2 g DQO/L-d, se encontrd
una fuga en la chaqueta hidraulica al interior del UASB, lo que derivd en su
desmontaje total. Tras repararla, se reanudé la operacién del reactor y la biomasa

recuperada se mezclo y se introdujo nuevamente.

En dias subsecuentes a la resolucion de la averia, se pudo observar el incremento
en la produccion de biogas, es por ello que a partir del dia 74 (Figura 19) se registro

un volumen mayor en comparacion al obtenido en dias anteriores.

Como parte del analisis estadistico ANOVA simple, se encontré que existe una
diferencia significativa en relacion al nivel de concentracién de DQO de la vinaza de
alimentacion respecto al volumen de biogas que se generd en cada etapa, de tal

modo que es posible distinguir dos grupos homogéneos: Ay B (Figura 20).

| D
n
| 0

| 0
{ 0

Volumen biogias (NL)
1

Etapa
Figura 20. Gréfico de analisis ANOVA simple: efecto de la concentracion de
DQO de la vinaza de alimentacién sobre el volumen de biogas producido en

el reactor UASB. Letras diferentes representan diferencias significativas
entre las medias de los grupos (LSD p < 0.05)

El resultado del bajo volumen de biogas (9.5 NL) obtenido en la etapa 1V, fue
consecuencia de la tardia identificacién de una fuga del mismo en la estructura de
la tuberia localizada a la salida del efluente; no obstante, una vez resuelto el

inconveniente, aumentd el registro de la produccion de biogas en el pFlow®.
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Desafortunadamente, la pérdida del biogas generado dentro del reactor ocurrié
durante el tiempo suficiente para que la produccién total alcanzara numeros tan

bajos durante la etapa IV.

Las dificultades a las que se hicieron frente en las etapas IV y V son, precisamente,
las razones por las que la desviacion estandar es tan alta en las barras

correspondientes a dichas etapas, como se observa en la Figura 20.

Las vinazas son un residuo que se genera en abundantes cantidades y que cuenta
con altas concentraciones de DQO; por tanto, los digestores utilizados para su
tratamiento deben tener la capacidad de operar a elevadas tasas de carga organica

(Arreola-Vargas et al., 2018).

En general, se ha establecido la existencia de una tendencia directamente
proporcional entre el aumento de la produccion de biogas y el de la carga organica
volumétrica (Méndez-Acosta et al., 2010); sin embargo, en la presente investigacion
no se percibio dicha asociacion pese a que, en este caso, la concentracion mas alta
evaluada fue de 15.2 g DQO/L-d (Tabla 8). Entre otras razones, los contratiempos
técnicos que se presentaron en las ultimas etapas del experimento pudieron haber

influido.

8.3.1. Composicion gaseosa en reactor UASB

En la Figura 21, se muestran los principales gases contenidos dentro del reactor:
hidrogeno, metano y dioxido de carbono. Su abundancia esta expresada en
términos de porcentaje y, graficamente, se distingue por los colores azul, rojo y café,

correspondientes con cada uno de los gases.

Al inicio del experimento, la cantidad de hidrégeno en el reactor se encontraba
minimamente por encima de la de metano, pero con el paso de los dias ésta logro
elevarse y predominar dentro del reactor posicionandose como el gas de mayor
abundancia. A pesar de que este comportamiento se mantuvo durante algunas
semanas, los numeros decayeron a partir del dia 39 (etapa lIl) trayendo como

consecuencia el aumento de hidrégeno en el sistema.
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La presencia del dioxido de carbono, en cambio, manifesté una gran variacion en
las etapas | y Il, y se mantuvo en un rango entre 11.2 y 22.1% durante la etapa lII.
Aunque durante los primeros dias de la etapa IV, se observo un ligero incremento
respecto a su contenido en el biogas, éste volvié a disminuir al final de la etapa,
hasta llegar a 9.5%. Por ultimo, a partir del dia 74, posterior a la reparacion de la
fuga de la chaqueta hidraulica, el porcentaje de di6éxido de carbono aumentd

nuevamente, alcanzando un contenido maximo de 34.4% en el biogas.
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Figura 21. Gréfico de la composicidn gaseosa de muestras extraidas
diariamente del reactor UASB

La composicion porcentual promedio del biogas contenido dentro del reactor, se
presenta en la Figura 22. A partir de ésta, es posible observar que la mayor
produccidon de metano se obtuvo en la etapa Il, correspondiente con un total de
47.98%.

Por otro lado, en la etapa VI, se registré el valor minimo sobre la abundancia de
metano en el biogas a lo largo del experimento, el cual fue de 7.5%, casi siete veces

menor que el observado en la etapa Il.
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Figura 22. Gréfico de la composicién porcentual (por etapa)
del biogas generado dentro del reactor UASB

En realidad, la disminucion de metano y el subsecuente incremento de hidrégeno
comenz6 desde la etapa lll; es decir, tras haber alimentado el reactor a una carga
organica superior a 8.5 g DQO/L-d, lo que supone una modificacion en la poblacién
microbiana. Al respecto, es necesario hacer mencion de la posibilidad del aumento
de bacterias productoras de hidrégeno como consecuencia del lavado de biomasa
del CSTR ya que, incluso, se advirti6 un cambio de coloracién en los granulos de

lodo anaerobio contenidos en el UASB (Figura 23).

El cambio de tonalidad se manifesté de un color negro a uno marron claro, lo cual
esta asociado con la supresion de la actividad sulfidogénica (sulfato-reductora) de
los microorganismos comprendidos en los granulos. Generalmente, este fenémeno
se ha observado en la adaptacion de lodo anaerobio granular con actividad
metanogénica para dar paso al desarrollo de microorganismos productores de
hidrégeno (Buitrén et al., 2019). Con base en ello y de acuerdo a la composicién
gaseosa del biogas en el UASB (Figura 22), es posible afirmar que durante las
etapas lll, IV, Vy VI el reactor se comporté como productor de hidrogeno, alterando
la disposicion inicial del sistema, en donde se determiné que el CSTR se utilizaria

para la produccién de hidrogeno y el UASB para la de metano.
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Figura 23. Fotografias del lodo anaerobio granular, correspondientes
con las etapas experimentales V y VI
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Respecto al andlisis realizado en el cromatografo de gases, se encontrd que los
valores mas altos de metano se obtuvieron durante las etapas | y Il, con porcentajes
entre 30.2 y 74.4%, siendo este Uultimo el mayor registrado a lo largo del
experimento, correspondiente con los dltimos dias de la etapa Il. En semanas
posteriores, el contenido de metano en el biogas fue decayendo y, a partir del dia
80, su proporcion en el reactor comenzo a ser poco representativa ya que ni siquiera
alcanzaba el 10% en la composicién total del biogas. Finalmente, en la etapa VI, el
porcentaje de metano descendid hasta 4.11%.

Por otra parte, es importante sefialar la similitud del comportamiento del UASB con
respecto al CSTR ya que, en ambos, destacaron las etapas Il y Ill. En el primer
caso, se registro la cuantificacion mas alta del gas de interés mientras que, en la

etapa lll, se obtuvo la mayor produccion de biogas.

8.3.2. Produccidén volumétrica de metano en reactor UASB
En la Figura 24, se muestran los resultados obtenidos sobre la produccion
volumétrica del biogas y del contenido especifico de hidrégeno y metano dentro del

reactor UASB a través del tiempo.
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Figura 24. Gréfico de la produccién volumétrica de biogas en el reactor UASB
respecto al tiempo de duracién del experimento
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Segun los datos de la gréfica, es posible visualizar que el comportamiento del
hidrégeno en relacion con el de metano es inversamente proporcional durante los
primeros 38 dias del experimento; sin embargo, a partir de la segunda mitad de la
etapa lll, la productividad del hidrégeno superd a la de metano ocasionando que
éste sufriera una caida en la tasa de produccion, disminuyendo de 0.140 hasta
0.002 L CH4/Lr-d en la etapa V. A su vez, este hecho esta relacionado con el
descenso de la produccién de biogas en el reactor durante ese periodo de tiempo,

consecuencia de los problemas técnicos mencionados en la seccién 8.3.

Posterior a la reparacién de la fuga de la chaqueta hidraulica del UASB, se registro
un breve aumento en la productividad de metano durante los dias 74 a 78. Desde
ese punto hasta el final del experimento, la tasa de produccion se mantuvo entre
0.011y 0.022 L CHa/Lr-d.

El valor mas alto respecto a la produccion volumétrica de metano, se alcanzo en la
etapa Il, correspondiente con una carga organica de 6.27 g DQO/L-d, obteniendo
0.192 L CHa4/Lr-d. El dato mas bajo obtenido, en cambio, fue de 0.002 L CHu4/Lr-d,
cuyo registro se realizd en la etapa V, concordando con la carga organica

volumétrica mas alta evaluada: 15.2 g DQO/L-d.

La etapa Il también destacé por haber sido aquella en la se concentré la mayor
productividad de metano que, en promedio, fue de 0.12 L CH4/Lr-d, correspondiente
con un contenido del mismo en el biogas de 47.98% (Figura 22). Por el contrario,
como ya se menciond, en las etapas IV, V y VI, la disminucion de la produccion
volumétrica se vio reflejada en los bajos valores promedio obtenidos: 0.01, 0.03 y

0.02 L CHu4/Lr-d, respectivamente.

El tratamiento de vinazas, independientemente de su procedencia, representa una
excelente alternativa para la produccion de biogas. Se han realizado estudios con
vinazas de cafia de azUcar (Gomes de Barros et al., 2016) y de residuos de banano
(Espafia-Gamboa et al., 2012), por ejemplo, para evaluar su potencial para la
produccion de metano empleando distintos valores de carga organica volumétrica y
de TRH.
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Derivado de dichas investigaciones, se han obtenido resultados prometedores en
donde la calidad del biogas es de hasta 85%. Un ejemplo de ello, son los datos
reportados por Gomes de Barros y colaboradores, quienes implementaron distintas
condiciones en dos reactores UASB inoculados con lodo granular para conseguir la
mejor produccion de metano. Entre sus observaciones, advirtieron que, bajo las
cargas organicas de 7.5y 11.5 g DQO/L-d (las mas altas evaluadas), el porcentaje
de metano en el biogas disminuyd, pero al mismo tiempo, se alcanz6 la mejor
productividad del mismo en cada reactor: 0.8 y 1.3 L CHa4/Lr-d, con un TRH de 2.8
y 1.8 dias, respectivamente. Ademas, sugieren que es posible reducir los efectos
de choques de carga y prevenir la flotacion de granulos manteniendo una relacion
adecuada en la suplementacion de nitrégeno, fosforo y potasio (Gomes de Barros
et al., 2016).

En otro trabajo, se obtuvieron los mejores resultados al emplear una carga organica
volumétrica de 17.05 g DQO/L-d de vinazas de residuos de banano sin diluir en un
reactor UASB modificado, con un tiempo de residencia hidraulica de 7.5 dias. Los
valores correspondientes al rendimiento de metano, su contenido en el biogas y la
proporcion removida de la materia organica fueron: 0.263 L CH4/ g DQO afadido, 84%
y 69%, respectivamente. Para evaluar el desempefio del reactor, se aplicaron tasas
mas altas de COV (18.55 y 22.16 g DQO/L-d), pero lamentablemente, el sistema

colapso con la dltima (Espafia-Gamboa et al., 2012).

En un reactor de lecho empacado a escala piloto, se confirmé la existencia de la
relacion proporcional entre la concentracion de la carga organica volumétrica y la
produccion de biogas mediante el tratamiento de vinazas tequileras. El incremento
en el valor de COV (4 — 12.5 g DQO/L-d) se realizé mediante la reduccion gradual
del TRH (de 5 a 2 dias). De esta manera, el mayor volumen de biogas (2640 L/d) y
la productividad mas alta de metano (3.03 L CH4/L-d), se alcanzaron en la ultima
etapa del experimento, bajo una carga organica de 12.5 g DQO/L-d. Por otro lado,
la composicién gaseosa del metano en el biogas se mantuvo constante, con un valor
de 65 + 3% durante el tiempo de operacion del reactor, mientras que la eficiencia

de remocion de la materia organica fue de 86.3% (Arreola-Vargas et al., 2018).
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A fin de obtener una visualizacion representativa del volumen de metano y de
hidrégeno contenido en el biogas en relacidén con la carga organica volumétrica en
cada una de las etapas en las que se dividi6 el experimento de la presente
investigacion, los resultados de la media de los datos (puntos rojos refieren a
metano y azules a hidrégeno) se despliegan en la Figura 25.
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Figura 25. Gréfico del volumen promedio de biogas (Hzy CHa)
en funcion de la carga organica volumétrica en el reactor UASB

A partir de la gréafica anterior, es posible apreciar el incremento de la presencia de
hidrogeno en el sistema desde el tercer punto; es decir, cuando el valor de COV fue
de 8.5 g DQO/L-d. El cambio mantiene una relacién inversamente proporcional, en

donde la abrupta disminucién del contenido de metano se hace evidente.

Un aspecto fundamental a considerar en este tipo de sistemas es que una porcion
significativa de los gases que se producen durante procesos anaerobios suelen
guedar disueltos en el liquido y, posteriormente, ser expulsados en el efluente
tratado. En reactores UASB, la pérdida de metano en el efluente puede variar entre
un 20 y 50% (Gomes de Barros et al., 2016).
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De acuerdo con los resultados de los estudios previamente mencionados, en donde
el principal objetivo fue la produccion de metano empleando el mismo o sustratos
similares al del presente trabajo, la mejor productividad se alcanzé aplicando valores
de COV comprendidos entre 7.5y 17.05 g DQO/L-d (Arreola-Vargas et al., 2018;
Espafa-Gamboa et al., 2012; Gomes de Barros et al.,, 2016); en cambio, en
correspondencia con los datos del experimento aqui reportado, el valor éptimo de

COV considerado (6.27 g DQO/L-d) se encuentra por debajo de los anteriores.

8.3.3. Perfil de comunidad bacteriana en UASB

Los granulos que forman el lodo anaerobio son agregaciones fisicoquimicas de
biomasa activa que comprenden un gran nimero de poblaciones microbianas, en
donde cada una mantiene una funcién definida. Generalmente, un granulo esta
compuesto por bacterias del género Methanosaeta spp., polimeros extracelulares
secretados por microorganismos hidrogenotrofos y depdsitos inorganicos, asi como
proteinas, polisacéaridos y acidos nucleicos que, en conjunto, poseen una alta tasa

de actividad metanogénica (Nnaji, 2013).

Respecto a la identificacion de la poblacion microbiana del lodo anaerobio granular
contenido en el UASB, al analisis mostré que los géneros predominantes fueron
Prevotella, Sporolactobacillus y Clostridium, resultados similares a los obtenidos en
la biopelicula de los carriers del CSTR. Por otro lado, en menor grado, el Unico

metanogénico notable fue Methanobacterium (Mufioz-Estrada, 2021).

En la Figura 26, se presenta la abundancia relativa de los géneros de

microorganismos encontrados en las muestras analizadas durante cada etapa.

De acuerdo con la grafica, la presencia de Methanobacterium es principalmente
perceptible en las etapas | y Il, lo que explicaria la disminucion de la produccién de
metano a partir de la etapa Ill. Al mismo tiempo, puede observarse que bacterias
pertenecientes a los géneros Clostridium y Sporolactobacillus se mantuvieron
constantes a lo largo del experimento, revelando un ligero incremento en la etapa

IV y con niveles similares en las etapas siguientes.
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Por otro lado, la participacion microbiana de Bifidobacterium se hizo notar a finales
de la etapa Il, momento desde el cual comenz6 a incrementar el nimero de su

poblacion hasta superar el 10% de abundancia relativa en las etapas lll, V'y VI.
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Figura 26. Gréfico de la abundancia relativa de los microorganismos del
lodo anaerobio granular identificados en cada etapa experimental.
Modificado de Mufioz-Estrada, 2021

Los metandgenos se distinguen por tener la capacidad de metabolizar dos tipos de
sustrato: hidrégeno (hidrogenotroficos) y acetato (acetoclasticos) para la produccion
de metano. En este sentido, Methanobacterium y Methanosaeta son dos de los
géneros mas representativos en cada caso. De acuerdo con estudios basados en
el metabolismo de este tipo de microrganismos, la mejor productividad se alcanza
cuando las rutas hidrogenotréfica y acetoclastica ocurren de manera simultanea
(Arreola-Vargas et al., 2018; Volpini et al., 2018).
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8.3.4. Produccién de energia en reactor UASB

EnlaTabla 9, se concentra la informacién respecto a la energia promedio generada
en cada una de las etapas en funcién de la concentracién de la carga organica
volumeétrica aplicada. Al inicio, puede percibirse un incremento paralelo entre ambas

condiciones, pero a partir de la etapa lll, la cantidad de energia varia de manera
independiente al valor de COV.

Tabla 9. Media de la energia producida en el reactor UASB en relacion con los diferentes
valores de carga organica volumétrica empleados

Etapa I Il Il v \Y VI
Carga organica
volumétrica 4.4 6.3 8.5 10.1 15.2 12.9
(g DQO/L-d)

Energia (J/Lr-d) 346 428 382 078 170 211

La representacion grafica de la energia que se gener¢ diariamente en el UASB, se
muestra en la Figura 23.
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Figura 27. Gréfico de la produccién de energia generada en el reactor UASB
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De acuerdo con la gréfica previa, puede destacarse que la mayor produccion de
energia se obtuvo en la etapa Il, alcanzando un valor promedio de 4.28 J/Lr-d.
Ademas, en dicha etapa también se registré el pico mas alto, con una cantidad total
de 683.18 J/Lr-d.

Por el contrario, en las etapas IV y V, es posible visualizar una disminucion de la
misma; no obstante, la produccion volvi6 a recuperarse a partir del dia 74,

precisamente un dia después de reparar la fuga en el reactor.

Durante algunos dias, el dispositivo pFlow® no detecté aumento en el volumen del
biogas, es por ello que, en la gréafica, hay dias en los que la produccién de energia
fue completamente nula; a pesar de ello, al descartar dichos datos, el menor pico

(14.34 J/Lr-d) corresponde a la etapa V.

En general, los resultados obtenidos no fueron precisamente altos ya que todos los
valores se encontraron por debajo de 1 kJ; en contraste, por ejemplo, con los datos
reportados por Arreola-Vargas y colaboradores, quienes registraron una produccion
diaria de energia de 48.3 MJ al aplicar la maxima tasa de produccion volumétrica
de metano (12.5 g DQO/L-d), considerando que su equivalente de energia es de
35.8 kJ/L. En este caso, es necesario tomar en cuenta que el reactor utilizado fue a

escala piloto, con un volumen de trabajo de 445 L (Arreola-Vargas et al., 2018).

8.4. Produccion de biogas en el sistema de reactores

La separacion del proceso de digestion anaerobia en dos etapas (acidogénesis y
metanogénesis) brinda numerosos beneficios al sistema en general, volviéndolo
mas eficiente en el rendimiento del biogas y en la tasa de recuperacion de energia,
ademas de mejorar su estabilidad y la calidad del digestato. Esto es posible siempre
gue se mantenga el control adecuado de los reactores en los que se efectdan las
interacciones microbianas al entrar en contacto con la materia prima, ya que las
inestabilidades que se producen en la etapa hidrogenogénica pueden ocasionar
alteraciones en el reactor metanogénico debido a la interrupcion de la disponibilidad

de precursores de metano (Fu et al., 2017; Garcia-Depraect et al., 2020).
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La cuantificacion total de biogas concerniente a cada etapa del experimento, se
encuentra en la Tabla 10. Con base en los resultados, es posible identificar dos
periodos en los que el volumen del biogas iba en aumento: etapas | y IV, en esta
tltima se presentd una disminucion en relacion con la etapa anterior, pero poco a
poco, el nivel fue incrementando, aunque no supero el volumen alcanzado en las
etapas Il y Ill. El mayor volumen en el sistema se obtuvo durante la etapa Ill, con un
total de 63.3 NL, equivalente a 4.52 NL por dia

Tabla 10. Registro del volumen acumulado de biogas producido en el sistema de reactores
durante cada etapa del experimento

Etapa | I Il IV v Vi
DQO (g/L) 10 15 20 25 30 32
Volumen de 36.2 58.3 63.3 324 347 37.3

biogas (NL)

La representacion grafica del volumen de biogas que se produjo diariamente en

ambos reactores, se puede visualizar en la Figura 28.
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Figura 28. Gréfico de la produccién de biogas generado en el sistema de reactores
durante los tres meses de duracién del experimento
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Al principio del experimento, es evidente la tendencia ascendente, misma que se
mantuvo durante 43 dias; sin embargo, la produccién comenzo a disminuir a partir
de la segunda mitad de la etapa lll, provocando una alta variacion en el volumen de
biogas generado durante los dias siguientes. Este hecho es atribuible tanto a los
problemas técnicos que se presentaron en el UASB como a la inhibicion por sustrato
gue pudo generarse al emplear cargas organicas por encima de 100 g DQO/L-d, en
el caso del CSTR.

La aportacion mas importante que proporciona este trabajo es el acoplamiento de
los reactores, en donde, de manera simultanea, se produce hidrégeno y metano. En
otros estudios, este proceso se realiza por separado, almacenando el efluente del
primer reactor y, posteriormente, utilizandolo para alimentar el segundo. Un ejemplo
de ello es la investigacion desarrollada por Buitron y colaboradores, quienes
utilizaron reactores con configuraciones SBR (reactor biologico secuencial) y UASB
empleando vinazas tequileras como sustrato. De acuerdo con sus resultados, las
productividades fueron de 1.38 + 0.09 L H2/L-d y de 0.3 + 0.02 L CH4/L-d cuando los
valores de COV fueron de 16 y de 1.64 g DQOIL, respectivamente, empleando
tiempos de residencia hidraulica de 6 h (TBR) y de 24 h (UASB). En general, la

remocidon de materia organica fue de 73 — 75% (Buitron et al., 2014b).

Con relacion al estudio descrito anteriormente y en comparaciéon con el aqui
reportado, se debe hacer hincapié en las diferencias sobre las cargas organicas
evaluadas ya que, en este caso, los mejores resultados se obtuvieron aplicando
108.34y 6.27 g DQO/L-d en el CSTR y en el UASB, respectivamente, alcanzando
una produccion de hidrégeno de 2.2 L Hz/L-d y de metano de 0.12 L CH4/L-d.

En un analisis comparativo que se llevo a cabo en lote para evaluar la produccion
de biogéas a través del proceso de digestion anaerobia en una y dos etapas, se
determind que tanto el rendimiento acumulativo de metano como la eficiencia de
remocién de sélidos volatiles y de la materia organica soluble fueron superiores en
el procedimiento de dos etapas, representando un incremento del 10.8, 10.4y 3.7%
en comparacién con los resultados obtenidos en la fermentacién de una sola etapa
(Fuetal., 2017).
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8.4.1. Produccién de energia total

La correlacién numérica entre la concentracién de DQO en la vinaza de alimentacion
y la energia promedio que se produjo en el sistema durante cada etapa, se presenta
en la Tabla 11. A partir de ésta, se observa que no hay una tendencia clara en la
generacion de energia, aunque los valores mas altos se centran dentro de las

primeras tres etapas.

Tabla 11. Media de la energia total producida en el sistema de reactores

Etapa | I i W, Y, Vi
DQO (g/L) vinaza 10 15 20 25 30 32
Energia total 1.48 252 264 203 135 067
(kJ/Lr-d)

En la Figura 29, se muestra tanto la energia total generada en el sistema como la
gue se produjo en cada uno de los reactores. De acuerdo a la simbologia, los puntos
azules refieren a la suma de la energia de ambos con base en el volumen
operacional de cada uno, y los de color verde y naranja a la del CSTR y UASB,
respectivamente.
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Figura 29. Gréfico de la produccién de energia generada
en el sistema de reactores
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El mayor pico de energia se obtuvo en la etapa Ill, al utilizar la vinaza de
alimentacién a una concentracion de 20 g DQOI/L, correspondiente con un valor de
3.42 kJ/d. Durante dicha etapa se alcanz6 una productividad promedio de 2.64 kJ/d,

gue representa la maxima energia producida en el sistema.

Bajo el contexto de la generacion de energia dividiendo el proceso en dos fases
(hidrégeno + metano), Volpini y colaboradores aseguran que, en este tipo de
sistemas, la producciébn es superior en comparacién con la obtenida en
procedimientos de una sola etapa Su estudio se basé en la generacion de
biometano en un reactor AnSBBR (reactor anaerobio operado en secuencia por lote
y por lote alimentado utilizando biomasa inmovilizada) mediante el tratamiento del
efluente de la produccion de hidrogeno aprovechando vinazas de cafa de azucar
como sustrato. De acuerdo con sus resultados, la cuantificacion de energia fue
38.8% mas alta en el sistema de dos etapas, alcanzando 13.7 kJ/g DQO apiicado €N
contraste con 9.8 kJ/g DQO apicado, total de energia producida en una sola etapa
(Volpini et al., 2018).

Hallazgos similares han sido previamente reportados: en comparacion con la
fermentacion de una sola etapa, la recuperacién de energia dividiendo el proceso
en dos, fue 12.9% mayor, al obtener 10.54 kJ/g SV sustrato (Fu et al., 2017). Por otro
lado, utilizando bagazo de agave, se demostro que la eficiencia de conversion de
energia aumento 56% a través del proceso secuencial de la obtencion de hidrégeno

y metano, alcanzando 9.2 kJ/g bagazo (Montiel Corona & Razo-Flores, 2018).

De igual manera, con base en el calculo del balance de masa correspondiente, se
estima que un litro de vinazas tequileras (42.2 g DQO/L) podria producir un total de
3.1 y de 6.5 L de biogas rico en hidrogeno y metano con un contenido de 90.7 y
68.5%, respectivamente. De esta manera, la tasa de energia producida podria
alcanzar hasta 267.46 kJ/L vinaza (Garcia-Depraect et al., 2020).
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8.5. Remocidn de fenoles totales y de materia organica (DQO)

Adicional a la produccion de determinado gas de interés tras la puesta en marcha
de un proceso anaerobio, otro de los resultados inminentes que se obtienen es la
remocion total o parcial de los contaminantes presentes en el agua residual cuya
composicion puede llegar a ser muy variada dependiendo el proceso industrial del
gue proceda (Vacca et al., 2008). De esta manera, es conveniente afirmar que la
obtencién de energia en forma de biogas y la biorremediacion, que se ha convertido
en una alternativa viable tanto para el desarrollo de nuevos sistemas de depuracion
para aguas residuales como para la optimizacion de los convencionales, son

procesos que se encuentran directamente relacionados (Barrera & Zafra, 2018).

Uno de los contaminantes organicos con mayor presencia en aguas residuales es
el fenol y sus derivados sustitutos, que resaltan por su alta toxicidad, incluso cuando
Su concentracion se encuentra dentro de los limites adecuados. Quimicamente, se
caracterizan por ser hidrocarburos aromaticos semivolatiles que comprenden un
grupo fenilo (-CeHs) unido a grupos hidroxilos (OH"). De acuerdo con diversos
registros, la deteccion de este compuesto en aguas residuales se encuentra dentro

del rango entre 1 y 7000 mg/L en la mayoria de las industrias (Mohd, 2020).

Las técnicas de tratamiento implementadas para la remocién de fenoles incorporan
tecnologias fisicoquimicas (extraccidn por solvente, adsorcion utilizando diversos
materiales y oxidacion quimica con diversos agentes, por mencionar algunas) y
procesos biolégicos (aerobios y anaerobios). Es necesario hacer especial hincapié
en estos ultimos ya que se ha fomentado su uso debido a las ventajas que presentan
en comparacion con métodos fisicoquimicos al ser mas amigables en términos

econdmicos y ambientales (Mohd, 2020; Tomei et al., 2021).

Por otro lado, la Demanda Quimica de Oxigeno es una medida utilizada para
conocer la cantidad de oxigeno que se requiere en el proceso de oxidacion de los
contaminantes organicos, mismos que son transformados a productos finales
estables (Zhang et al.,, 2012). En la realizacién de este estudio, se evaluaron
distintas muestras del efluente del CSTR y del UASB para determinar la eficiencia

de degradacion de la materia organica contenida en la vinaza de alimentacion.
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8.5.1. Fenoles totales

La implementacién de un tratamiento anaerobio ofrece numerosas ventajas debido
a la baja produccion de lodo que presenta, a la ausencia de requerimientos de
adicion de quimicos durante el proceso y a la oportunidad de restitucion de recursos
valiosos como nutrientes; aunque, en comparacion con el aerobio, las cinéticas son
mas lentas, las concentraciones del efluente son mas altas y los microorganismos
involucrados, especialmente metandégenos, son fuertemente afectados por la

toxicidad de algunos compuestos, como los fenoles (Tomei et al., 2021).

En la Tabla 12, se muestran los datos respecto a la concentracién teérica del
contenido de fenoles totales que entraba al sistema en relacion con la carga
organica de la vinaza de alimentacién ajustada en cada etapa.

Tabla 12. Concentracion teérica de fenoles totales a la entrada del sistema de reactores
durante cada etapa experimental

Carga orgéanica
Etapa DQO voglumé%rica Lote vinazade | FENOlES totales
(g/L) vinaza (g DQO/L-d) alimentacion (mg/L)
1 40
I 10 56.05
) 37.8
56.7
I 15 79.6
48.1
[l 20 108.34 3 64.1
80.1
\Y} 25 127.92
4 82.5
Vv 30 192.97 5 21.2
Vi 32 163.53 6 4.8

La cuantificacion de fenoles totales presentes en los lotes de vinaza utilizados y en

las muestras analizadas, se puede apreciar en la Figura 30.
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Figura 30. Grafico de la relacion entre el contenido de fenoles totales
presentes en vinaza y en las muestras extraidas del reactor CSTR

Con base en los resultados anteriores, es posible observar la evidente variacion de
la concentracion de fenoles totales de los lotes de las etapas V y VI. En general, no
hubo remocion de estos compuestos en ninguna de las etapas ya que, en la mayoria
de los casos, el contenido en las muestras fue mas elevado que el de la entrada.
Respecto a esto, es probable que la concentracion teorica de fenoles totales haya
diferido de la real o, bien, que hayan sido adsorbidos en la biopelicula que se formo
en los carriers; sin embargo, seria fundamental la realizacion de analisis posteriores

en la misma para determinar o descartar su presencia y concentracion.

El desempefio de los consorcios en la biodegradacion metabdlica se puede ver
seriamente afectado debido a la presencia de compuestos téxicos en el agua
residual generando la inhibicion de los microorganismos y, a su vez, la disminucion
de la produccion de hidrégeno. Por ejemplo, mediante la desactivacion de enzimas
gue intervienen en la hidrdlisis lignocelulésica, concentraciones de fenoles entre
0.12 y 50 mg/L son suficientes para inhibir la actividad de bacterias y hongos que
participan en la transformacion de etanol a partir de la fermentacion de
carbohidratos (Buitrén & Carvajal, 2010; Rodriguez-Félix et al., 2018).
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Bajo el argumento anterior, es importante mencionar que el mayor contenido de
fenoles totales en las muestras se obtuvo en las etapas V y VI, lo que podria
relacionarse con los bajos porcentajes de hidrogeno que se obtuvieron en dichas
etapas (Figura 11), alcanzando 85.2 y 83.4%, respectivamente.

Este tipo de compuestos actian directamente sobre las bacterias fermentativas
ocasionando el incremento de la permeabilidad de sus membranas celulares, la
disminucion del crecimiento celular, la supresion de las actividades microbianas e,
incluso, la alteracion de las rutas metabdlicas, lo que repercute de manera negativa

sobre la produccion de hidrégeno (Carrillo-Reyes et al., 2019).

Generalmente, durante el proceso de digestibn anaerobia, las poblaciones
microbianas difieren con las que fueron inoculadas en un inicio debido a la constante
modificacion que experimentan al adaptarse a las condiciones impuestas. De esta
manera, la morfologia de la comunidad, en el caso de granulos anaerobios, y su

metabolismo son aspectos clave en las tasas de remocion (Tomei et al., 2021).

En el caso especifico de la biodegradaciéon de compuestos aromaticos como el
fenol, las bacterias reductoras de nitrato, hierro y sulfato cobran especial
importancia, destacando Rhodopseudomonas palustris, Magnetospirillum spp.,
Thauera aromatica, Azoarcus spp., Geobacter metallireducens y Syntrophus
aciditrophicus, al haber sido las primeras bacterias en ser caracterizadas quimicay

genéticamente (Tomei et al., 2021).

En una investigacion realizada por Fang y colaboradores, se empled un reactor
UASB para tratar agua residual alterada deliberadamente con fenol, se evalud la
degradacion del contaminante y se distinguieron algunas bacterias capaces de
utilizar los compuestos aromaticos como donadores de electrones, entre ellas,
sobresalio Clostridium que, junto con Desulfotomaculum, fueron los precursores en
la ruta metabdlica de la degradacién anaerobia del compuesto a través de su
conversion a benzoato, transformandolo posteriormente a acetato, H> y CO2 con la
participacion del género Syntrophus para conseguir metano como producto final

gracias a la accion de los metandgenos (Fang et al., 2004).
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La descripcion anterior corresponde a la conversion del fenol a otros productos por
via 4-hidroxibenzoato. Otra de las rutas metabdlicas que se encuentra implicada en
dicho proceso es la del caproato, con la diferencia de que ésta se efectia bajo
condiciones termdfilas (55 °C) y da lugar a la obtencién de acidos grasos como
resultado final de la oxidacion (Tomei et al., 2021).

Se han utilizado diferentes configuraciones de reactores para la remocion de fenoles
por medio de la digestién anaerobia empleando, en todos los casos, valores de TRH
prolongados, manteniéndose alrededor de 0.25 y 23.5 dias, puesto que la completa
degradacion del compuesto se lleva a cabo hasta alcanzar la etapa de

metanogénesis (Tomei et al., 2021).

El andlisis de la concentracion de fenoles en este experimento fue realizado en las
muestras extraidas del CSTR, reactor utilizado para la produccion de hidrogeno y
adecuado a un TRH de 4 h. Posiblemente, ésta fue la razon de la baja remocion de
fenoles, aunado al hecho de que la vinaza contenia una elevada cantidad de
azucares, mismos que fueron utilizados como la principal fuente de carbono. Vacca
y colaboradores obtuvieron resultados similares al evaluar la remocion de
compuestos fendlicos e hidrocarburos saturados en un reactor UASB a un TRH de
24 h, aunque los resultados fueron alentadores, no se logré una remocion
satisfactoria ni de los compuestos fendlicos ni de la DQO sugiriendo la aplicacion
de un tratamiento secundario que permita alcanzar niveles permitidos de este

contaminante en el efluente (Vacca et al., 2008).

8.5.2. Cuantificacion de DQO en ambos reactores

La carga organica volumétrica es un factor clave en la operacion de un reactor ya
gue el valor que se le otorgue repercutira directamente sobre la eficiencia de
remocién de la materia organica, de manera que esta Ultima puede disminuir cuando

se incrementa la primera (Gomes de Barros et al., 2016).

En la Figura 31, se representa el contenido de la concentracién de DQO inicial y de

los resultados obtenidos en las muestras extraidas de ambos reactores.
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Figura 31. Grafico de la concentracion de DQO en vinaza de
alimentacion y en muestras extraidas de ambos reactores

De manera general, los dos reactores exhibieron un comportamiento similar sobre
la eficiencia de remocion de DQO; no obstante, es importante sefialar que, durante
las etapas | y IV, hubo dias en los que el nivel de materia organica fue mayor en el
UASB que en el CSTR. Dicho acontecimiento Unicamente se presento durante esas

etapas y en un namero limitado de ocasiones, repitiéndose un total de 5 veces.

Asimismo, es posible visualizar que, durante las etapas I, Il y lll, el contenido de
DQO de las muestras extraidas era muy cercano al de la concentracion organica de
la vinaza de alimentacion destacando la primera (UASB) y la tercera (CSTR), en las
gue se registro el nivel mas bajo de eliminacion de materia organica con un

porcentaje de remocién de 3.58 y 3.01%, respectivamente.

Los datos que se reflejan en la grafica también demuestran que la concentracién de
DQO a la salida del sistema se mantiene en niveles por encima de 6 g DQOI/L,
poniendo en evidencia la baja remocién de DQO en el sistema. Acorde con esto, es
importante mencionar que una pequefia fraccion de la materia organica eliminada,

aproximadamente el 10%, es integrada en lodos (Gomes de Barros et al., 2016).

En promedio, la mayor remocion de DQO ocurrié en la etapa V con un total de
26.03% en el CSTR y de 28.3% en el UASB.
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La informacién detallada se muestra en la Figura 32, en donde, en términos de
porcentaje, se presenta la proporcién de materia organica removida durante cada
etapa del experimento tanto en el CSTR, con relacién al nivel de DQO de la vinaza
de alimentacion, como en el UASB, respecto al de la vinaza contenida en el primer

reactor.

Remodon DQO (%)

Figura 32. Gréfico del porcentaje de remocién de DQO en los
reactores CSTR y UASB durante las diferentes etapas del experimento

Es importante sefalar la posibilidad de que los flujos irregulares que ocasiono la
fuga de la chaqueta hidraulica en el reactor metanogénico fuera la razon por la que
los niveles mas altos de eliminacion de la materia organica (DQO), con respecto a

las muestras del efluente del UASB, se registraran en las etapas Vy VI.

Como se menciond en la seccion 8.3.2, el mejor resultado respecto a la produccion
volumétrica de metano se alcanzé en la etapa Il, al alimentar el UASB a una carga
organica de 6.27 g DQOJ/L-d. Durante dicha etapa, el nivel de materia organica
removida fue bajo (15.3%) en comparacion con la eficiencia de remociéon de mas
del 65% obtenida en otros trabajos bajo los valores 6ptimos de COV considerados:
7.5y 11.5 g DQO/L-d (Gomes de Barros et al., 2016), 17.05 g DQO/L-d (Espafa-
Gamboa et al., 2012) y 12.5 g DQO/L-d (Arreola-Vargas et al., 2018).
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De acuerdo con el andlisis de DQO de las muestras provenientes de ambos
reactores, no se observo ningun tipo de asociacion entre el incremento gradual de
COV y la remocion de DQO. En realidad, el comportamiento de esta ultima no fue
consistente en orden ascendente ni descendente, contrario a lo que afirman Gomes
de Barros y colaboradores que, segun sus resultados, la efectividad de remocion

disminuia conforme el nivel de COV aumentaba (Gomes de Barros et al., 2016).

Con el proposito de disminuir la concentracion de DQO en el efluente, es necesario
considerar la implementacion de procesos alternativos, como la operacion del
sistema bajo condiciones termdfilas ya que, de este modo, es posible aplicar valores
de COV mas altos y asi mejorar la remocion de la materia orgénica y el rendimiento
de la produccion de metano; o bien, mediante la combinacion de tecnologia aerobia

y métodos anaerobios (Arreola-Vargas et al., 2018; Gomes de Barros et al., 2016).

Pese a que el objetivo principal del sistema de reactores montado en este
experimento no es la eliminacién del contenido de compuestos organicos presente
en la materia prima sino la produccion de biogas, resulta conveniente hacer uso de
la informacion obtenida ya que podria suponer una apertura hacia la consideracion
de nuevas opciones al implementar dos 0 mas tratamientos en el proceso para
alcanzar mas de un proposito. En este sentido, se ha demostrado que existe una
relacion entre la concentracion organica de entrada y el TRH de modo que, entre
mas alto sea el valor de éste, habra una mayor eficiencia de remocion a altas cargas
organicas debido al incremento de microorganismos y a su actividad metabdlica,
proporcionando asi el tiempo de contacto suficiente para la biodegradaciéon de la

materia organica (Kawan et al., 2016; Majid & Mahna, 2019).

En relacion con la informacién de la Figura 32, aunque no fue en una proporcion
muy notoria, la mayor remocion de DQO se efectud en el reactor UASB, lo que
podria atribuirse a que éste tenia un tiempo de residencia hidraulico superior que el
del CSTR.
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Otro de los parametros que cobra importancia en la eficiencia de remocién orgéanica,
es la temperatura. En sistemas que emplean biopeliculas microbianas, es
recomendable mantener el sistema bajo condiciones mesofilicas con la finalidad de
propiciar el crecimiento de los microorganismos; sin embargo, en un estudio sobre
el tratamiento de aguas industriales en el que se emplearon carriers de polietileno
del tipo K3 en un biorreactor de lecho mévil a escala de laboratorio, se reportdé que
la operacion del sistema por encima de 27 °C provoco la disminucion de remocién
organica debido a la reduccion de la transferencia de masa ocasionada por el

aumento en el espesor de la biopelicula (Majid & Mahna, 2019).

Aunque los resultados de investigaciones previas sugieran cambios en los tiempos
de residencia hidraulica y de la temperatura a la que debe permanecer el sistema
para asegurar una mayor remocion de carga organica, en este caso, no es posible
atender o implementar estas opciones ya que la prioridad al realizar el experimento

fue la obtencion de biocombustible (H2y CHa).
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de la composicion de las vinazas permite conocer la cantidad de materia
organica que entra al sistema, lo que repercute de manera directa sobre la
disponibilidad de los recursos que tienen los microorganismos para llevar a cabo las
actividades metabdlicas que propicien la produccion de biogés.

La predominancia de bacterias acido lacticas sobre la poblacién de Clostridium,
sugiere la utilizacion de hidrégeno como fuente de sustrato debido al bajo
aprovechamiento de azlcares totales a lo largo del experimento y a la disminucion
del uso de azucares reductores en las etapas V y VI. Por otra parte, no se detecto
la presencia de bacterias reductoras de fenoles, por lo que no hubo registro de su

remocion durante el experimento.

La remocion de DQO se mantuvo en un rango entre 3y 28.3% en ambos reactores,
presentando una mayor remocion en el UASB.

Los mejores resultados respecto al volumen acumulado de biogas (26.6 NL) en el
CSTR, la productividad de hidrégeno (2.24 L Ha/Lr d), su composicion en el biogas
(85.4%) y el promedio de energia mas alto registrado (1.65 kJ/Lr-d), se obtuvieron
durante la etapa Ill, bajo una carga organica de 108.3 g DQO/L-d; sin embargo, en
la etapa Il (79.6 g DQO/L-d), se observo una tendencia ascendente en la produccion

de biogas y de hidrégeno, misma que decayo en la segunda mitad de la etapa lll.

En el UASB, la produccion volumétrica mas alta de metano (0.122 L CH4/Lr-d), su
contenido en el biogas (48.2%) y la mayor cuantificacion de energia (4.28 J/Lr-d) se
alcanz6 en la etapa Il (6.3 g DQO/L-d); aunque el mayor volumen acumulado de
biogas (36.7 NL), se generd en la etapa lll (8.5 g DQO/L-d), presentando un

descenso en la produccion a partir de la segunda mitad de dicha etapa.

En el sistema general, se registré el mayor volumen de biogas (63.3 NL) y la mejor
produccion de energia (2.64 kJ/Lr-d) durante la etapa Ill, bajo una concentraciéon

organica de 20 g/L de vinazas tequileras.
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10. PROSPECTIVAS

La produccion de biogas de manera paralela abre una brecha para la obtencion de
hidrogeno y de metano aprovechando un mismo residuo; sin embargo, es necesario
la implementacion y posterior evaluacion de otras estrategias acopladas al sistema
propuesto en esta investigacion:

= Adaptacién de una etapa enfocada a la produccion de lactato con el fin de
aumentar la tasa de hidrogeno y, de esta manera, mejorar la cantidad de
energia recuperada

= Asegurar un flujo uniforme ascendente del liquido contenido en el reactor
metanogénico para favorecer un tiempo de residencia hidraulica homogéneo
gue concuerde con el establecido para el proceso

= Analisis del proceso de metanogénesis manteniendo valores de temperatura
superiores a 40 °C a fin de propiciar un sistema termofilo para aumentar la
produccion del biogas y la posterior recuperacion de energia

= Combinacion de tratamientos aerobios enfocados en la remocion de materia
organica presente en el agua residual

» Realizacién de futuros estudios para conocer cuales son y en qué cantidad
se encuentran los diferentes metabolitos generados por las bacterias en el
reactor CSTR
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12. ANEXOS

12.1. Técnicas de caracterizacién fisicoquimica

12.1.1. Demanda Quimica de Oxigeno

Parametro utilizado para la determinacién del grado de contaminacion presente en
muestras de agua y de agua residual respecto al contenido de materia organica
susceptible de ser oxidada (CO2 y agua) por un agente quimico bajo condiciones
acidas (Roldan & Ramirez, 2008).

12.1.1.1. Materiales, reactivos y equipo
= Digestor HACH DRB200
= Espectrofotometro HACH DRB2800
= Viales para digestion de DQO HACH rango alto plus (250 — 15,000 mg/L)

12.1.1.2. Procedimiento
Antes de comenzar a preparar las muestras, es necesario encender el digestor y

precalentarlo a 150 °C.

La muestra debe ser homogeneizada y diluida en una proporcion adecuada para
gue el resultado se encuentre dentro del rango de lectura que permita el kit utilizado.
El vial correspondiente al blanco, se prepara afiadiendo 200 pl de agua destilada
por las paredes y el procedimiento se repite para cada una de las muestras a
analizar. Se cierran correctamente las tapas de cada vial para poder invertirlos y se
mezclan suavemente antes de introducirlos al digestor, en donde se lleva a cabo la

reaccion a 150 °C durante 2 horas.

Transcurrido el tiempo pertinente, se apaga el digestor y se deja enfriar durante
unos minutos hasta 120 °C. Posteriormente, se retiran los viales, se homogeneizan

y apartan en una gradilla hasta que su temperatura sea igual a la del ambiente.

En el espectrofotometro, se debe cargar el programa DQO RA 435 antes de

comenzar las lecturas de las muestras. El cero se ajusta con el blanco.
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12.1.2. pH

Es una medida que indica el nivel de acidez o alcalinidad respecto a la
concentracion de iones de hidrégeno que posee determinada disolucion. El rango
de la escala de pH se encuentra entre 0 y 14, donde 7 es considerado un valor
neutro; mientras que los nimeros menores a éste hacen alusion a un liquido de

caracter acido, los superiores corresponden a uno alcalino (Jiménez, 2001).

Para conocer el valor de este parametro, se utiliza un electrodo de vidrio que, al
entrar en contacto con la disolucion, genera un potencial electroquimico y envia una
sefial al amplificador electronico, el cual la convierte a un dato cuantitativo

equivalente a unidades de pH (TP- Laboratorio Quimico, 2020).

12.1.3. Determinacion de Azucares Totales
El método fenol-sulfurico permite la determinacion de azucares y sus derivados de
metilo, oligosacaridos y polisacaridos, mediante una reaccion colorimétrica

cuantitativa (Dubois et al., 1956).

12.1.3.1. Materiales, reactivos y equipo
* Glucosa (CeH1206)
= Acido sulfarico (H2SO4)
=  Fenol 5% (CsHs0H)
= Viales de cristal con tapa (viales HACH)
= Espectrofotometro HACH DRB2800

12.1.3.2. Procedimiento
En primera instancia, es necesario preparar una solucion al 5% P/V de fenol, la cual

se debera conservar a 4 °C hasta su utilizacion.

La curva patrén se realiza empleando glucosa considerando un rango entre 20 y
100 mg/L, de tal manera que los puntos sean equidistantes entre si. La muestra a
analizar se debe diluir en una relacion apropiada a fin de que el resultado del
contenido de azucares totales presentes en la misma se encuentre dentro del rango

estimado. Cada uno se realiza por triplicado.

100



Anexos |

A cada vial se le aflade 1 mL de muestra y el blanco se prepara con agua destilada.
Posteriormente, en una campana de extraccion, se agregan 600 pl de fenol 5% y
3.5 mL de H2SO4, lentamente y vertiendo por las paredes del vial. Cada uno se
cierra correctamente para evitar derrames y se mezcla el contenido de forma
delicada un par de veces favoreciendo que se produzca la reaccion colorimétrica
correspondiente, pero manteniendo las precauciones adecuadas ya que se trata de

una reaccion exotérmica.

Para poder realizar las lecturas de las absorbancias en el espectrofotémetro, los
viales se dejan reposar durante unos minutos hasta que se enfrien y alcancen la
temperatura ambiente. Se emplea una longitud de onda de 480 nm, ajustando a

cero con el blanco.

12.1.4. Azucares reductores

Se caracterizan por poseer un grupo cetona (-CO-) o aldehido (-CHO) libre que les
permite ceder electrones a otras moléculas (AA.VV., 2003). En el método Miller, al
entrar en contacto con el DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) en presencia de calor, se
produce una reaccion colorimétrica mediante la cual es posible observar una gama
de coloracion cuyas variaciones van desde el amarillo hasta el café, las cuales
corresponden a la concentracién que tienen este tipo de azucares en la muestra
(NUnez et al., 2012).

12.1.4.1. Materiales, reactivos y equipo
= Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (C7H4N207)
* Glucosa (CeH1206)
= Hidroxido de sodio (NaOH)
= Tartrato mixto de sodio y potasio (KNaCsH4Os)
= Viales de cristal con tapa (viales HACH)
= Vortex
= Digestor HACH DRB200
= Espectrofotdmetro HACH DRB2800
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12.1.4.2. Procedimiento

El reactivo DNS 1% se prepara mezclando dos soluciones: A (se disuelve 1.6 g de
NaOH + 30 g de tartrato de sodio y potasio en 50 mL de agua destilada) y B (se
diluye 1 g del reactivo DNS en 30 mL de agua destilada). La relacion resultante de

dicha mezcla se afora a 100 mL y la solucion se almacena en un frasco ambar.

Para la curva patrén (250 — 1500 mg/L), se utiliza glucosa como estandar. En el
caso de las muestras, es necesario llevar a cabo una dilucion adecuada para que el

contenido de azUcares reductores presente encaje dentro del rango considerado.

Se adicionan 0.5 mL de muestra y 0.5 mL de reactivo DNS al 1% a cada vial, mismo
gue debe tener sus réplicas correspondientes de tal modo que la prueba individual
se realice por triplicado, tanto para los puntos de concentracion como para las

muestras a analizar. El blanco se prepara con agua destilada.

Antes de introducir al digestor (100 °C / 5 min), se cierran los viales para poder
mezclar levemente el contenido empleando el vortex. Transcurrido el tiempo
indicado, se retiran los viales y se agregan 5 mL de agua destilada a cada uno.
Nuevamente con ayuda del vortex, se agita cada vial hasta homogeneizar y se dejan
enfriar a temperatura ambiente. Las lecturas en el espectrofotdmetro se realizan a

540 nmy el blanco se utiliza para ajustar a cero.

12.1.5. Fenoles totales por 4- aminoantipirina

Al contar con un anillo aromatico, los fenoles son considerados derivados del
benceno. Asimismo, se distinguen por contar con uno o mas grupos hidroxilo
(Mahabubur & Md., 2012).

El método utilizado se desarrolla bajo condiciones alcalinas (pH= 7.9 £ 0.1) y se
basa en la reaccion que se produce entre los fenoles y el reactivo 4- aminoantipirina
en presencia de ferrocianuro de potasio. De esta manera, se forman compuestos
cuya coloracién varia de amarillo intenso a rojo, misma que corresponde con la

concentracion existente de los fenoles en la muestra (NMX-AA-050-SCFI-2001).
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12.1.5.1. Materiales, reactivos y equipo
= 4- aminoantipirina (C11H13N30O)
= Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s)
» Fosfato de potasio monobéasico (KH2PO,)
» Fosfato de potasio dibasico (K2HPOa).
» Hidréxido de amonio (NH4OH)
= Hidréxido de potasio (KOH)
» Acido fosférico (HsPOu,)
= Acido gélico (C7HsOs)

12.1.5.2. Procedimiento
Durante el ensayo, se requiere de cuatro soluciones que deben ser preparadas con
anticipacion para poder iniciar con el desarrollo de la metodologia. Cada una se
debe almacenar en un frasco &mbar hasta su uso:
o Solucion A: 0.5 N NH4OH.
Medir 35 mL del reactivo y aforar con agua destiladaa 1 L.
o Solucion B: buffer de fosfatos.
Pesar 52.25 g de K:HPO4 y 36.15 g de KH2PO4. Mezclar ambos reactivos y
aforar a 500 mL con agua destilada. El pH se ajusta a 6.8 con KOH 0 H3POa.
o Solucion C: disolver 1 g de aminoantipirina en agua destilada y aforar hasta
alcanzar un volumen de 50 mL. En este caso, es importante considerar que
la vigencia de almacenamiento solamente es de 4 semanas.

o Solucion D: disolver 4 g de KsFe(CN)s en agua destilada y aforar a 50 mL.

Este método posee una alta sensibilidad, por lo que la muestra debe ser diluida de
modo que el resultado obtenido se encuentre dentro del rango establecido en la
curva patron, la cual se prepara con acido galico en intervalos equidistantes de 1 a
20 mg/L. Tanto los puntos de concentracion de la curva de calibracion como las
muestras a analizar deben contar con sus respectivas réplicas para que la prueba
se realice por triplicado y asi se obtenga un resultado confiable y seguro. El blanco

se prepara con agua destilada.
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El volumen final de cada vial, considerando Unicamente la muestra, es de 10 mL.
Una vez afiadido, se agregan 250 pL de solucion A, 330 uL de solucién B (cantidad
sujeta a cualquier tipo de variacién ya que actia como regulador de pH, cuyo valor
debe ser de 7.9 £ 0.1), 100 uL de solucién Cy 100 pL de solucion D. Es importante
homogeneizar la muestra con cada uno de los reactivos antes de agregar el

siguiente.

Las muestras deben procesarse una por una. Al agregar el Ultimo reactivo, es
necesario evitar la presencia de luz debido a la fotosensibilidad del método. Se
recomienda no procesar mas de 10 muestras a la vez ya que, después de adicionar
la solucién D a cada vial, el tiempo de espera para poder realizar la lectura en el
espectrofotometro es de 15 minutos. Se emplea una longitud de onda de 460 nmy

el cero es ajustado con el blanco.

12.1.6. Nitrogeno Total

El nitrbgeno es un elemento quimico que forma parte de la composicion de la
materia organica presente en la carga contaminante de aguas residuales. La
determinacién de este indicador consiste en la medicion tanto del nitrégeno
amoniacal como del nitrogeno organico (nitrato, nitrito y amonio) que contiene la

muestra (Sardifias Pefia & Pérez Cabrera, 2004).

12.1.6.1. Materiales, reactivos y equipo

= Kit HACH TNT 828 para nitrégeno total (método de digestion de persulfato)
rango ultra alto (20 — 100 mg/L)

= Viales de cristal con tapa, limpios

= Digestor HACH DRB200

= Espectrofotdmetro HACH DRB2800

12.1.6.2. Procedimiento

En un vial limpio, se colocan 200 puL de muestra, se afiaden 2.3 mL de soluciéon Ay
se introduce una pastilla de B (ambas incluidas en el kit). El andlisis se realiza por
triplicado. Si es necesario, se lleva a cabo una dilucion de la muestra para que el

resultado de la concentracion pueda ser detectado por el equipo.

104



Anexos |

Posteriormente, los viales son trasladados al digestor, el cual se programa para que
permanezcan ahi a 100 °C durante una hora, asegurandose de que estén cerrados
correctamente. Al cumplirse el tiempo establecido, se retiran del equipo y se dejan
enfriar a temperatura ambiente. Se afiade una pastilla del reactivo C y, cuando se
haya disuelto completamente en el contenido del vial, se trasfieren 500 ul de la
muestra preparada a uno de los viales incluidos en el kit y se agregan 200 pl de
solucién D. Tras afadir los Ultimos dos reactivos, es importante cerrar el vial e

invertirlo con el fin de propiciar la homogeneidad de la mezcla.

Quince minutos después de haber agregado la tltima solucién, los viales se insertan
en el espectrofotdmetro, en donde se selecciona el programa ya precargado para la
determinacion del contenido de nitrogeno total en la muestra. El resultado se obtiene
mediante la lectura del codigo de barras que se encuentra en el vial; por esta razon,

no es necesario el uso de un blanco.

12.1.7. F6sforo Total

En aguas naturales, residuales y residuales tratadas, el fosforo se encuentra en
forma de fosfatos que, a su vez, se clasifican en ortofosfatos, fosfatos condensados
(piro, meta y otros polifosfatos) y fosfatos enlazados organicamente. Su estructura
guimica se distingue por la presencia de cuatro atomos de oxigeno (tres de ellos
con carga negativa) que rodean a un atomo de fosforo (Hanna Instruments, 2019;

Severiche Sierra et al., 2013).

La descarga de fosfatos en cuerpos de agua puede estimular el crecimiento de
macro y microorganismos en abundantes cantidades debido a la esencialidad del
fésforo como nutriente para su desarrollo. Por ello, la medicion de este parametro
brinda una aproximacion de la actividad biologica (NMX-AA-029-SCFI-2001).

12.1.7.1. Materiales, reactivos y equipo
= Kit HACH TNT 845 para fésforo total (método del acido ascérbico) rango ultra
alto (6 — 60 mg/L)
= Digestor HACH DRB200
= Espectrofotdmetro HACH DRB2800
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12.1.7.2. Procedimiento

Antes de verter la muestra dentro del vial, cuidadosamente, se aparta la cobertura
de aluminio que se encuentra sobre la tapa, de tal modo que ésta pueda ser retirada.
Al estar descubierta la boquilla del vial, se afladen 500 pl de muestra y el vial se
cierra invirtiendo la tapa, cerciordndose de que quede con las estrias hacia arriba.
Es recomendable agitar durante 3 segundos hasta garantizar que el reactivo se

desprenda totalmente de la tapa. La prueba se realiza por triplicado.

Una vez preparados todos los viales a analizar, se introducen en el digestor y se
mantienen ahi a una temperatura de 100 °C durante una hora. Al cabo de ese
tiempo, se retiran del equipo, se dejan enfriar y, cada uno, se agita durante 3
segundos. Posteriormente, se agregan 200 pl del reactivo B, el cual se debe cerrar

inmediatamente después de ser utilizado.

Para asegurarse que el reactivo se haya disuelto en su totalidad, se invierten los
viales dos o tres veces, se dejan reposar por diez minutos y se vuelven a agitar. El
método ya esta precargado en el espectrofotometro, Unicamente se introducen los
viales para realizar las lecturas correspondientes. El uso de un blanco no se hace

necesario.

12.1.8. Carbono Orgéanico Total (COT)

Mediante la determinacion de este parametro es posible conocer la concentracion
de la materia organica disuelta y suspendida presente en la muestra de agua
residual (Baird, 2001).

El principio de operacién fundamental de los analizadores de Carbono Organico
Total se basa en la combustion de la materia organica, dando como resultado la
obtencién de diéxido de carbono y agua. Estos equipos, ademas, proporcionan la
cuantificacion de manera separada de carbono total (carbono de materias
organicas) y carbono inorganico, que incluye carbonatos (COs?), bicarbonatos
(HCO3) y CO2 disuelto en la muestra (Ramalho, 2003).
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12.1.9. Sélidos Totales (ST)
Representa la concentracion total de las sustancias disueltas en el agua, las cuales
afectan de manera negativa la calidad de la misma (NMX-AA-034-SCFI-2015).

12.1.9.1. Materiales y equipo
= Crisoles de porcelana
= Estufa
= Desecador
= Pinzas para crisoles
= Guantes de carnaza

= Balanza analitica

12.1.9.2. Procedimiento

Los crisoles son llevados a peso constante manteniéndolos en la estufa a 100 °C
durante 24 h. Es sumamente importante evitar su manipulacion sin las pinzas ya
gue existe el riesgo de ocasionar algun accidente debido a la alta temperatura en la
gue se encuentran dentro del horno o, bien, se puede modificar el peso del crisol al

entrar en contacto con las particulas que se adhieren a las manos del operador.

Sobre el crisol, se vierten 200 ul de la muestra, la cual debe estar a temperatura
ambiente y ser previamente homogeneizada. Para secarla, el crisol se traslada a
una estufa cuya temperatura sea de 105 °C y se mantiene ahi durante una hora. Se
enfria utilizando el desecador, el tiempo de permanencia en el mismo sera hasta
gue su temperatura sea igual a la del ambiente. Después, se registra el peso del
crisol con la muestra y se utiliza la formula descrita en la Ecuacién 8 para calcular

la concentracion de Sélidos Totales.

(A — B) * 1000

ST = Volumen de muestra (ml)

Donde:
A = Peso del crisol con residuo (mg)

B = Peso del crisol (mg)

Ecuacién 8. Férmula para calcular la concentracion de Sélidos Totales
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12.1.10. Sélidos Totales Volatiles (STV)
Corresponde a la cantidad de materia tanto organica como inorgénica que es capaz
de volatilizarse por efecto de la calcinacion a 550 °C (NMX-AA-034-SCFI-2015).

12.1.10.1. Materiales y equipo
= Crisoles de porcelana
= Desecador
= Estufa
= Mufla
= Guantes de carnaza
» Pinzas para crisol

= PBalanza analitica

12.1.10.2. Procedimiento

En un crisol que, previamente, haya sido llevado a peso constante, se vacian 2 mL
de muestra, misma que es sometida a un proceso de secado en la estufa (105 °C /
60 minutos). Tras permanecer en el desecador el tiempo suficiente para que se

enfrie, se utiliza la balanza para pesarlo y se registra el dato obtenido.

En este caso, es necesario calcinar la muestra, por lo que el crisol se introduce en
la mufla y se mantiene ahi a 550 °C por un tiempo de quince a veinte minutos.
Después del tiempo fijado, se apaga la mufla y se sugiere no abrir hasta que la
temperatura haya descendido a 100 °C; de esta manera, se favorece la
manipulacion del crisol al transferirlo al desecador. El registro del peso del crisol con
la muestra calcinada se utiliza para calcular la concentracion de Sélidos Totales

Volatiles utilizando la formula de la Ecuacion 9.

(C — D) *1000
STV =
Volumen de muestra (ml)

Donde:
C = Peso del crisol respecto a ST (mg)

D = Peso del crisol con la muestra calcinada (mg)

Ecuacién 9. Férmula para calcular la concentracion de Sélidos Totales Volatiles
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12.2. Curvas de calibracién utilizadas para la caracterizacion de vinaza

12.2.1. Curvas de calibracién para azlcares totales
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Figura 33. Curvas de calibracion para glucosa. Determinacion de azlcares totales para
caracterizacion de vinaza
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Figura 34. Curvas de calibracion para glucosa. Determinacion de azucares totales
para caracterizacion de vinaza (continuacion)
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12.2.2. Curvas de calibracién para azlcares reductores
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Figura 35. Curvas de calibracion para glucosa. Determinacion de azucares
reductores para caracterizacion de vinaza
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12.2.3. Curvas de calibracién para fenoles totales
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Figura 36. Curvas de calibracion para acido galico. Determinacion de fenoles totales
para caracterizacion de vinaza
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Figura 37. Curva de calibracion para acido galico. Determinacion de fenoles totales
para caracterizacion de vinaza (continuacion)
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