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RESUMEN

RESUMEN

Las vinazas son aguas residuales generadas por la industria azucarera-alcoholera, son aguas con
alta carga de materia organica, determinada como demanda quimica de oxigeno (DQO).
Generalmente son dispuestas a rios 0 son usadas como aguas de riego en suelos, sin embargo, la
incorrecta disposicion de las vinazas puede causar dafios al ambiente. El presente trabajo se
enfoco a la evaluacion del efecto de la concentracion inicial de DQO en las vinazas (100, 50, 25,
10 y 5% de la concentracion inicial), sobre la velocidad de biodegradacion aerobia de las vinazas,
en un sistema de biomasa en suspension sin y con la adicion de lodos activados. Posteriormente,
a una concentracion del 10% de vinazas, se evaluo el efecto del pH en la velocidad de
biodegradacion. Ademéas se estudié el proceso de biodegradacién aerobia en sistemas de
biofiltros experimentales (BE). Por otro lado, también se evalud la diversidad bacteriana y
enzimatica y se analizd su relacién con el proceso de biodegradacion. Los resultados de los
bioensayos de biodegradacion aerobia a diferentes concentraciones de vinazas, sin y con adicion
de lodos activados, se ajustaron a una cinética de primer orden. La adicion de lodos activados
incrementd en 1.7 veces la velocidad de biodegradacion (sin lodos activados: k = 0.015 d™*; con
lodos activados: k = 0.026 d™*). Ademés, con el modelo cinético de primer orden, se estimé que
con la adicién de lodos activados, el tiempo de tratamiento de las vinazas para obtener una
concentracion de 0.15 g L™ de DQO, a partir de una concentracion de 100 g L™ de DQO, fue de
167 dias. Al aplicar el modelo de Michaelis-Menten, la maxima velocidad del proceso de
biodegradacién, sin adicién de lodos activados fue menor (Vuax =1.3 g L™ d™), en comparacién
con los obtenidos cuando se adicionaron lodos activados (Vmax = 10.0 g L™ d™%). En cuanto a la
la Km, para el bioensayo sin lodos activados fue mayor (Km = 70.0 g L™) que en el bioensayo
con lodos activados (Km = 432.0 g L™). Sin embargo, la relacién Vyax Km™, fue mas alta con la
adicion de lodos activados (2.4 d*) que sin la adicién de lodos activados (2.0 d™), corroborando
que la adicion de lodos activados aumentd la eficiencia del proceso de biodegradacion. Estos
resultados indican que no hay inhibicion del proceso de biodegradacién por altas concentraciones
de DQO en las vinazas. En cuanto a los bioensayos de biodegradacidn aerobia de vinazas a una
concentracion del 10%, manteniendo los valores constantes de pH en 5, 7 y 9 y un testigo sin
ajuste, los resultados indican que el pH no influy6 en la velocidad de biodegradacion, ya que no

se encontrd diferencia significativa (p=0.05) entre las constantes de velocidad (k = 0.22, 0.20 y
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RESUMEN

0.23d apH5, 7y 9, respectivamente). Sin embargo, cuando el valor del pH no fue ajustado, la
velocidad del proceso de biodegradacion fue menor (k = 0.05 d™*), debido a la baja velocidad del
crecimiento bacteriano en ese bioensayo. En cuanto a los bioensayos realizados en los BE, la
mayor velocidad de biodegradacion se obtuvo en los dias 12 y 26 de operacion (k = 0.25 d™* en
ambos casos), mientras que para los dias 0, 4, 24 y 28, la velocidad de biodegradacion fue menor
(k=0.04, k=0.14d" k=0.21y k = 0.09 d™, respectivamente). La disminucién en la capacidad
de alimentacion, de los BE, se presento a los 12 dias y el taponamiento del sistema a los 28 dias
de operacion. De forma general, cuando la diversidad bacteriana y de actividad enzimatica
aumentan, se presenta un mayor porcentaje de remocion. Los perfiles de remocion de materia
orgénica, determinada como DQO vy los de diversidad bacteriana y enzimatica, resultan muy
similares, por lo que estos ultimos parametros pueden ser empleados para evaluar la calidad del

proceso de sistemas aerobios durante el proceso biodegradacion.

Ernesto Carlos Reyes Alvarado



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los ingenios azucareros-alcoholeros (destilerias), son uno de los sectores que mas contribuye a la
contaminacion de suelos y aguas terrestres y costeras del pais, en cuanto al aporte de materia
organica biodegradable (CNA, 2004). Siendo las vinazas el principal subproducto con mayor
impacto ambiental, descargadas cominmente en los suelos aledafios (como agua de riego) y en
los cuerpos de agua naturales (Camara Azucarera, 2004; Jiménez et al., 2003; Mahimairaja y
Bolan, 2004). A los fondos remanentes que quedan al final del proceso de obtencion del alcohol
por destilacion, se le conoce como vinazas. Estas son aguas residuales de color pardo oscuro que
presentan una alta concentracién de materia organica disuelta, sélidos suspendidos y un pH acido.
Debido a su alto contenido en sales, acidez y a las caracteristicas generales de las vinazas, como
se puede observar en la Tabla 1-1, resulta muy agresiva, sin tratamiento previo, para los sitios
receptores de esta agua residual, ocasionando deterioro al ambiente. Por ello, éste tipo de
practicas es poco recomendable y hace necesario fijar limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de estas industrias, asi como desarrollar tecnologias capaces de

tratar este tipo de aguas residuales.

Tabla 1-1. Composicion general de las vinazas (Cortez y Pérez, 1997; Jiménez
et al., 2003; Mahimairaja y Bolan, 2004).

Parametros Concentracion Parametros Concentracion
DQO (gL™ 60 -120 Potasio (g L™) 9-17
DBOs (g L) 50 -110 Calcio (g L) 2-7
Sélidos totales (g L™ 80 - 110 Magnesio (g L™ 1-2
Sélidos volatiles totales (g L™) 60 - 80 Sodio (g L™) 05-1.0
Sélidos suspendidos (mg L™) 4-6 Cloruros (g L™ 3.0-35
Carbohidratos (g L™) 5-10 Zinc (mg L™ 3-10
Lipidos (g L™) 4-8 Cobre (mg L™) 05-2.0
Proteinas (g L™ 30 - 40 Manganeso (mg L™) 45-5
Fosfatos totales (mg L) 90 - 120 Conductividad (mS cm™) 40 - 60
Nitrégeno total (g L) 2-8 pH 3-5
Sulfatos totales (mg L) 4-5
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En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, es la que establece
los limites méximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales, en aguas
y bienes nacionales (Tabla 1-2). Esta norma surgio con el objetivo de proteger la calidad de los
mantos freaticos e involucra a los municipios, comercios e industrias, incluyendo las destilerias.
De esta forma, la generacion de vinazas, no solo es un problema de los ingenios
azucareros-alcoholeros, sino que también involucra a los productores de tequila, brandy, vino,
ron, vodka, ginebra, whisky, mezcal y charanda, entre otros. Por lo que las grandes empresas
productoras, podrian estar interesadas en tener sistemas de tratamiento que sean baratos y
eficientes, incrementando la necesidad de mejorar o desarrollar nuevas tecnologias eficientes para

el tratamiento de las vinazas, que ademas sean de bajo costo en operacioén y mantenimiento.

Una herramienta ampliamente usada para el disefio y mejora de sistemas de tratamiento, asi
como para evaluar el tiempo de degradacion total y la permanencia o acumulacion de compuestos
recalcitrantes, es el estudio de las cinéticas de biodegradacion de compuestos organicos en aguas
residuales o en cuerpos naturales (Ahtiainen et al., 2003; Alam et al., 2003; Blok, 1994b; Nakhla
et al., 2005; Nyholm, 1996; Petrucciolli et al., 2002; Zgajnar-Gotvajn y Zagorc-Koncan, 1999).
Ademas, el estudio del crecimiento microbiano y de la actividad enzimatica (AE), por otro lado,
pueden ser empleados para el monitoreo de la calidad de suelos contaminados y de los procesos
de biodegradacion en aguas residuales y procesos como el compostaje (Baran et al., 2004; Leiros
et al., 1999; Margesin et al., 2000; Pascual et al., 2000; Taylor et al., 2002; Trasar-Cepeda et al.,
1998; Vezzuli et al., 2004; Zhou et al., 2005).

De esta forma, se plantea determinar las cinéticas de biodegradacién de la materioa organica,
presente en las vinazas, a diferentes concentraciones. Evaluar el efecto del pH, ya que este puede
afectar a los procesos bioldgicos, en el proceso de biodegradaciom aerobia de la materia
organica, a una misma concentracion inicial de DQO. Por otro lado, se evaluara el proceso de
biodegradacion aerobia de vinazas en sistemas de biofiltros aerobios, debido a que estos sistemas
tienen la capacidad de remover altas concentraciones de materia organica, medida como
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs). Asimismo, se evaluara el crecimiento bacteriano, la

actividad enzimatica y su relacién con el proceso de biodegradacion.
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Tabla 1-2. Limites maximos permisibles para la descarga de aguas residuales a los diferentes cuerpos receptores.
Tomada de la NOM-001-SEMARNAT-1996.

EMBALSES
) RIOS NATURALES Y AGUAS COSTERAS SUELO
PARAI\l/I ETROS ARTIFICIALES
L t To
(mg L " excepto Uso en Uso  Proteccion Uso en Uso Explotacion Uso en
cuando se ) . . . - pesquera, ., . .
especifique) riego publico  devida riego  publico navegacion Recreacion Estuarios riego  Humedales
agricola urbano  acuatica agricola urbano (B) (B) agricola  Naturales

y otros usos

(A) (B) (©) (A) (B) (A) (A)

P.M. P.D. PM. P.D. PM. P.D. PM. P.D. PM. PD. PM. PD. PM. PD. PM. PD. PM. P.D. PM. P.D.
Temperatura°C  N.A. N.A. 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 N.A. N.A. 40 40
Grasas y Aceites 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25
Materia Flotante  ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Solidos
Sedimentables 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 NA NA 1 2
(mL L™
Solidos
Suspendidos 150 200 75 125 40 60 75 125 40 60 150 200 75 125 75 125 N.A. NA. 75 125
Totales
Demanda
Biogquimica de 150 200 75 125 40 60 75 125 30 60 150 200 75 125 75 125 N.A. NA. 75 125
Oxigeno
Nitrégeno Total 40 60 40 60 15 25 40 60 15 25 NA. NA. NA. NA 15 25 NA. NA. NA. NA.
Fosforo Total 20 30 20 30 5 10 20 30 5 10 NA. NA. NA NA 5 10 N.A. NA. NA. NA.

P.M. Promedio Mensual; P.D. Promedio diario; N.A. No Aplica.
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2. MARCO DE REFERENCIA

Durante muchos afios el ambiente ha sido constantemente sometido a la accion contaminante de
las actividades antropogénicas, accion que se ha incrementando constantemente con el
crecimiento de las poblaciones (Boopathy, 2000; Reuschenbach et al., 2003). Dicho crecimiento
ha llevado a explotar de manera desmedida los recursos naturales, produciendo un desequilibrio
en el ambiente y evitando que se tenga un proceso de recuperacion o regeneracion del equilibrio

ecologico.

Uno de tantos problemas es el uso del agua como vehiculo para la eliminacion de desechos y
la disposicion de los efluentes hacia los cuerpos de agua superficiales y suelos, generando una
creciente contaminacion (Tabla 2-1), no solo en México sino en todo el mundo. Lo que ha tenido
como consecuencia una disminucion de la disponibilidad de este recurso, ademas de problemas
como el agotamiento progresivo de los mantos freaticos, el deterioro de suelos, desequilibrios en
la flora y fauna silvestre y el acrecentamiento en enfermedades de tipo gastrointestinal. Dichos
problemas son el resultado de una incorrecta disposicion de las aguas residuales, incluyendo las

de origen domeéstico, industrial y de la actividad agricola.

Tabla 2-1. Descargas de agua residual del tipo municipal y no municipal en
Meéxico (CNA, 2004).

Tipo de agua residual

Parametro

Municipales No municipales incluida la industria
Caudal de descarga (km® afio™)  7.95 (252 m’s™) 5.39 (171 m’s™)
DBOs (t afio™) 2.15 x 10° 1.10 x 10°

En los dltimos afios, la insuficiente atencion en el control de los problemas ambientales por la
actividad productiva o industrial, ha sido identificada como una de las carencias mas importantes
del quehacer ambiental a nivel mundial. En México, del total de las fuentes puntuales de
contaminacion correspondientes a instalaciones industriales y agropecuarias, destaca la industria
azucarera, que contribuye, del total industrial, con un caudal de descarga de aproximadamente el
27% (Tabla 2-2). Ademas, sus derivados son los de mayor incidencia en el deterioro del
saneamiento y de las condiciones ambientales, contribuyendo con el mayor aporte de descarga de
materia organica, con aproximadamente el 28% del total producido (Tabla 2-2), en comparacion

con las otras industrias.
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Tabla 2-2. Caudal de descarga de aguas residuales y carga orgénica de
diferentes giros industriales (CNA, 2004).

Origen de la descarga Caudal descargado Carga organica
Giro industrial m® afio™ % Miles tafio” %
Acuacultura 5836 953 39.60 7 0.11
Agropecuaria 280 290 1.90 1063 16.86
Alimentaria 256 984 1.74 193 3.06
Azlcar 3968 230 26.92 1750 27.76
Beneficio de café 22 153 0.15 32 0.51
Celulosa 'y papel 478 757 3.25 108 1.71
Cerveza y malta 140 391 0.95 272 4.32
Curtiduria 4 567 0.03 9 0.14
Destileria y vitivinicultura 38 866 0.26 230 3.65
Mineria 66 053 0.45 56 0.89
Petrolera 980 902 6.66 1186 18.82
Quimica 597 826 4.06 406 6.44
Servicios 886 001 6.01 183 2.90
Textil 64 196 0.44 14 0.22
Otros giros 1117 143 7.58 795 12.61

De manera particular, la industria azucarera comprende la produccion de azucar crudo y
refinada, las destilerias e instalaciones para el procesamiento de derivados como son las fabricas
de tableros de bagazo (material sélido y pulposo que queda después de la extraccion del jugo de
la cafia), plantas de cera y otras. Por ello, este es el sector con mayor incidencia en la
contaminacion de las aguas terrestres y costeras en términos de materia organica biodegradable
(Cémara Azucarera, 2004; CNA, 2004; Ministerio de ciencia, tecnologia y medio ambiente,
1998).

2.1. LA INDUSTRIA AZUCARERA

Desde sus inicios en México, la agroindustria azucarera, ha estado ligada al desarrollo del pais.
Gracias a su amplia red de relaciones humanas, agricolas e industriales y a sus innumerables
implicaciones internas y externas, participando siempre en los grandes problemas nacionales. Sin
embargo, esta industria en sus inicios, no preveia el aprovechamiento integral de la cafia de
azUcar, generando subproductos muy contaminantes, al desecharlos sin tratamiento y quedando

desaprovechados en su mayoria (Jiménez-Ambriz y Martinez-Garza, 1995).
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Durante su desarrollo, esta agroindustria se ha enfrentado a retos tecnoldgicos, para la
utilizacion de los subproductos derivados del procesamiento de la cafia de azlcar. Las mieles
incristalizables o finales, conocidas como melazas, son un subproducto espeso y oscuro que
pueden ser utilizadas como una fuente energética para la alimentacion de animales poligastricos o
como sustrato para la elaboracion de alcohol etilico y otros insumos de caracter biotecnoldgico
(Jiménez-Ambriz y Martinez-Garza, 1995).

Actualmente, en Mexico existen 58 ingenios azucareros, cuya distribucion se encuentra
principalmente en los estados de Veracruz, Oaxaca, San Luis Potosi, Michoacan, Sinaloa,
Tabasco, Nayarit, Puebla, Chiapas, Morelos, Tamaulipas, Quintana Roo, Campeche y Colima.
Del total de los ingenios, 27 son propiedad del Gobierno Federal y los 31 ingenios restantes son
de propiedad privada (Camara Azucarera, 2004). Muchos de estos ingenios cuentan con sus
propias destilerias, las cuales producen alcohol a partir de la fermentacion de las melazas, éstas
estan constituidas principalmente por sacarosa, azlcares reductores (glucosa), monosacaridos y
las impurezas que no se pudieron separar en la cachaza (material marrén oscuro, constituido por
una mezcla de fibra de cafia, sacarosa, coloides, cera y minerales) (Garcia et al., 1997; Sangave y
Pandit, 2004). Sin embargo, las melazas deben ser diluidas para realizar la fermentacién y
producir etanol. Posteriormente el caldo se introduce a una bateria de torres de destilacion, donde
se separa el alcohol etilico, generando como subproducto grandes cantidades de agua con
caracteristicas bastantes agresivas (Jiménez et al., 2003; Pandiyan et al., 1999). Siendo dispuestas
en rios y suelos, sin tratamiento y sin considerar su impacto ambiental y deterioro al ecosistema
(Cortez y Pérez, 1997; Jiménez et al., 2003; Vlyssides et al., 1997). Por ello, la importancia tanto
tecnoldgica como social y econdmica, de la agroindustria azucarera, hace de ello uno de los
principales retos de los profesionistas mexicanos, en la aplicacion de los conocimientos para que
esta agroindustria sea una fuente de trabajo, de recursos materiales y de ingresos, pero ademas

gue mantenga un equilibrio ecolégico con su entorno.
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2.2. DESCRIPCION DE LAS VINAZAS

En el caso de la industria alcoholera, la obtencion de alcohol se realiza a partir de la fermentacién
del mosto (caldo que se obtiene a partir de las melazas adicionadas con algunos factores de
crecimiento para las levaduras), como se muestra en la Figura 2-1. Sin embargo, para la
obtencion del mosto, es necesario realizar diluciones de las melazas, lo que requiere usar grandes
volumenes de agua. Durante el proceso de fermentacion las levaduras necesitan, para poder llevar
a cabo el proceso de fermentacién, una cantidad de sacarosa tal que no exceda la formacién de
etanol del 10% en volumen, ya que una cantidad por encima de este valor inhibe las funciones de
las levaduras y de cualquier forma la sacarosa excedente no sera metabolizada. Por tal motivo las
melazas, que tienen un contenido de 30 a 50% de azUcares fermentables, deben ser diluidas con
agua (Garcia et al., 1997; Jiménez-Ambriz y Martinez-Garza, 1995; Sangave y Pandit, 2004).
Una vez transcurrida la fermentacion, se debe destilar el etanol, obteniéndose de este proceso
grandes cantidades de agua residual de color pardo oscuro, con alto contenido de solidos y pH
acido, generalmente conocida como vinaza (Jiménez-Ambriz y Martinez-Garza, 1995; Sangave y
Pandit, 2006).

Agua Cana
A
Extraccion [— Bagazo
| Caldo
Torta «— Purificacién
Miel ricainvertida «<—— Evaporacion
Cristalizacion
Centrifugacién > Melaza
Azlcar «— Secado <
: _]
Agua Fermentado —— CO,
Mosto
» Levadura
A
Destilacién :
—— » Vinaza
Rectificacion
Alcohol «— Deshidratacion

Figura 2-1. Diagrama general del proceso de obtencién de alcohol etilico a
partir de melaza de cafia de azUcar.
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Por lo tanto, la problematica de la industria azucarera y en particular de las destilerias, es la
alta produccion de vinazas, que se generan en una proporcién aproximada de entre 15 y 20 litros
por litro de alcohol destilado (Cortez y Pérez, 1997; Decloux et al., 2002; Jiménez-Ambriz y
Martinez-Garza, 1995; Nuissier et al., 2002; Pandiyan et al., 1999). Ademas, la disposicion de las
vinazas sin tratamiento tiene un grave impacto ambiental, siendo un problema no soélo de la
industria azucarera-alcoholera sino en general de las destilerias (Jiménez et al., 2005). En
Francia, por ejemplo, una empresa alcoholera de tamafio promedio genera una contaminacion
equivalente a 15 000 habitantes en términos de DBOs. Para una industria mexicana productora de

tequila, se genera el equivalente a 125 000 habitantes (Lardon et al., 2002).

2.2.1. COMPONENTES PRESENTES EN LAS VINAZAS

Las vinazas contienen principalmente agua y en disolucion los productos metabdlicos de
Saccharomyces cerevisiae y otros organismos presentes en las tinas de fermentacion, después de
usar los azucares remanentes de las melazas. También contienen materia organica constituyente
de levadura muerta, materia soluble del jugo de cafia no fermentable, sélidos totales entre 8 y
12% y un pH que varia entre 3 y 5 (Decloux et al., 2002; Jiménez et al., 1997). Sin embargo, su
composicion varia de acuerdo con la materia prima y el proceso, entre destilerias de alcohol y en
menor grado, para una misma destileria, entre dia y dia de la zafra y entre zafras (Garcia et al.,
1997; Sangave y Pandit, 2004). En la Tabla 2-3 y en la Tabla 2-4, a modo de ejemplo, se muestra

la composicion de vinazas de distintos origenes.

Tabla 2-3. Comparacién de la composicion de vinazas obtenidas de diferentes
fuentes (Cortez y Pérez, 1997).

Ori_gen de Fuente Composicion en % p/p % solidos % spli_dos oH
vinaza - totales  organicos
K p NI Ca Man ceANizas
Brasil Melazas 0.48 0.01 0.04 0.07 0.02 1.95 46.47 463 48
Brasil Jugo 0.17 0.01 0.01 0.04 o0.01 1.50 6.69 5.14 4.6
Australia Melazas 086 0.00 0.31 0.11 0.15 3.20 n.a. n.a. n.a.
Australia Melazas 1.05 0.01 0.18 0.20 0.13 n.a. 9.00 n.a. n.a.
India Melazas 1.2 150 0.12 n.a. na. n.a. 8.00 na. 5.3
Louisiana Melazas 0.89 0.00 0.02 0.01 0.01 5.00 n.a. na. 4.5
México Melazas 049 001 020 na. na. 2.15 6.60 450 4.3
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Tabla 2-4. Composicién general de vinazas de melazas provenientes de
remolacha azucarera (Vlyssides et al., 1997).

Parametros (mg L™) Total Fase liquida Fase solida
Solidos totales 81 200.0 - -
Solidos volatiles totales 60 226.0 - -
Solidos suspendidos 3837.0 - -
DQO 72 000.0 - -
Carbohidratos 5526.1 5265.0 261.0
Lipidos 3813.6 3633.0 180.0
Proteinas 27 656.7 36 50.0 1307.0
Substancias desconocidas 23 226.6 22 132.0 1098.0
Substancias inorganicas 20973.9 19 983.0 991.0
Fosfatos totales 91.0 - -
Nitrogeno inorganico total 840.0 - -
Sulfatos totales 4 520.0 - -
Nitrogeno total 7 340.0 - -

Existe una gran variedad de estudios con la finalidad de aprovechar o tratar las vinazas,
provenientes de la industria para la producciéon de alcohol, lo que ha dado lugar a una gran

variedad de alternativas, a continuacién se describen algunas de ellas.

2.2.2. USOS Y TRATAMIENTOS APLICADOS A LAS VINAZAS

La descarga de las vinazas a cuerpos receptores sin tratamiento, significa un alto peligro para el
ambiente, debido principalmente a su alta concentracion de materia organica, sélidos, salesy a su
acidez, por lo que se han realizado diversos estudios enfocados al tratamiento de las mismas para

diversos usos, dentro de los que destacan:

a) Alimento animal. Su contenido de proteinas y minerales permiten utilizarla como alimento
animal, siempre que no se degraden las primeras. Es preferible en forma granular o en polvo para

facilitar su mezcla con otros productos alimenticios (Cortez y Pérez, 1997).

b) Produccion de levaduras y proteinas. Clarificada es substrato para Saccharomyces
cerevisiae en la produccion de levaduras. Mediante fermentacion aerdbia se logra la produccion
de proteinas unicelulares (Ministerio de ciencia, tecnologia y medio ambiente, 1998; Omar et al.,
2002).
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c) Riego (fertirriego). La vinaza tiene alta concentracion salina con un predominio relativo de
potasio y sodio. Su empleo para riego, en las dosis adecuadas puede incrementar el rendimiento
en la produccién de cafia y otros cultivos. Sin embargo, la experiencia en el riego de vinazas,
expone la inconveniencia de su aplicacién directa debido a su alta agresividad, por lo que su
utilizacion pudiera llevarse a cabo mediante dilucion con agua, en proporcién aproximada de
1:10 (vinaza:agua) (Bueno-de-Paula, 1999; Jimeénez-Ambriz y Martinez-Garza, 1995;
Mahimairaja y Bolan, 2004; Ministerio de ciencia, tecnologia y medio ambiente, 1998; Tenorio
et al., 2000).

d) Produccién de biogas y fertilizantes. Los biorreactores anaerobios han sido ampliamente
aplicados para el tratamiento de residuos de agro-industrias e industrias procesadoras de bebidas,
encontrandose en este grupo las destilerias (Lardon et al., 2002; Pérez et al., 2001). Estos
biorreactores degradan la materia organica con la produccion de biogas (metano y didxido de
carbono). Varios estudios se han realizado para hacer mas eficiente la produccién de biogas a
partir de las vinazas, utilizando diversos tipos de biorreactores anaerobios. Se estima una relacion
de 20-22 m® de biogas (con 60% de metano) por m® de vinaza y una eficiencia del 60% en la
remocién de DBOs. Los lodos resultantes son fertilizantes de muy buena calidad y logran captar
mas de un 60% del nitrogeno y fosforo residual (Ghosh et al., 2002; Jiménez et al., 1997;
Jiménez et al., 2005; Ministerio de ciencia, tecnologia y medio ambiente, 1998; Pérez et al.,
2001; Solera et al., 2002; Steyer et al., 2002). Sin embargo, existe la dificultad de biodegradar
rapidamente la alta concentracion de materia organica, debido a la presencia de compuestos
toxicos (fenoles y melanoidinas) y a la alta salinidad. Bajo estas condiciones, las bacterias
responsables de la biodegradacion anaerobia se inhiben y disminuyen la eficiencia de estos
sistemas, lo que ocasiona Tiempos de Residencia Hidraulico (TRH) muy altos (Ghosh et al.,
2002; Jiménez et al., 2005; Lardon et al., 2002; Pérez et al., 2001). Por lo que generalmente se
realizan diluciones de las vinazas antes de ser ingresadas a los biorreactores anaerobios y también
se usan en combinacion con sistemas de digestion aerobia (Garcia et al., 2003; Jiménez et al.,
1997; Jiménez et al., 2003; Luna-Pabello et al., 1994; Steyer et al., 2002; Torrijos y Moletta,
1997).

De acuerdo con el panorama planteado, es recomendable usar mas de una de las opciones
anteriores para dar un mejor tratamiento a la totalidad de las vinazas que se generan en una

destileria, sin embargo, es necesario profundizar en el estudio de los procesos de biodegradacion.
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2.3. PRUEBAS DE BIODEGRADACION

En cuanto a la permanencia de compuestos quimicos en el ambiente, se han realizado muchos
estudios especialmente en el tratamiento de aguas residuales. Aungue la remocion de compuestos
quimicos en el ambiente acuético puede ocurrir por procesos abidticos tales como: adsorcion,
hidrolisis, fotdlisis y volatilizacion hacia la atmésfera, la completa conversion en compuestos
inorganicos es realizada principalmente por la actividad microbiana (Ledakowicz et al., 2001,
Maeda et al., 2005; OECD, 1993; Quiroga et al., 1999; Reuschenbach et al., 2003; Sangave y
Pandit, 2006; Scott et al., 2000). Ademas, los procesos de depuracion mediante microorganismos
ofrecen ventajas sobre otras técnicas convencionales (oxidacion en presencia de 0zono u otros
compuestos quimicos), cuando los microorganismos son capaces de metabolizar los compuestos
organicos hasta su completa mineralizacion (Boopathy, 2000; Chudoba et al., 1992; Pagga, 1997;
Quiroga et al., 1999). Sin embargo, es posible encontrar algunos compuestos quimicos que no
son facilmente degradados o asimilados por los microorganismos, como los metales pesados (que
pueden ser incorporados por los microorganismos, pero a altas concentraciones resultan letales),
algunos compuestos clorados, fendlicos y otros compuestos toxicos (Alexander, 1999; Boopathy,
2000; Margesin et al., 2000).

La biodegradabilidad no depende sélo de la estructura molecular del compuesto, sino
también, de los microorganismos disponibles y de otras condiciones ambientales, como la
concentracion del compuesto 0 mezcla de compuestos. Para evaluar si un compuesto (0 mezcla)
pueden ser biodegradados, se han desarrollado métodos estandarizados (ISO, OECD). Sin
embargo, no son capaces de predecir la velocidad de biodegradacion en las condiciones
ambientales en que normalmente se encuentra dicho compuesto, factor importante y poco
conocido en la evaluacién de riesgo de un compuesto en el ambiente (Ahtiainen et al., 2003;
Pagga, 1997).

Una forma de estudiar los procesos de biodegradacion de un contaminante en las condiciones
que es desechado, es mediante el analisis de las cinéticas con las que se realiza dicho proceso. De
esta forma se puede evaluar la concentracion remanente de cierto contaminante en un tiempo o
etapa de tratamiento determinado; asi como su posible acumulacién en el ambiente y la
posibilidad de exponer este compuesto a un cultivo microbiano para su biodegradacion (Alam et
al., 2003; Blok, 1994b; Mao y Smith, 1995; Nyholm, 1996; Zgajnar-Gotvajn y Zagorc-Koncan,
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1996; Zgajnar-Gotvajn y Zagorc-Koncan, 1999). De igual forma es posible obtener parametros
que permitan mejorar las condiciones de tratamiento de agua residuales y disefiar (o redisefiar)
sistemas con mayor eficiencia (Alam et al., 2003; Petrucciolli et al., 2000; Petrucciolli et al.,
2002).

Dentro de estos sistemas, los que son menos susceptibles a cambios de flujo y calidad de
agua, son los humedales artificiales de flujo vertical y los filtros bioldgicos. Principalmente en
aquellos en los que se realiza una biodegradacion aerobia, en donde la remocion de la materia
organica se realiza con mayor velocidad, en comparacion con los sistemas anaerobios. Sin
embargo, la combinacion de ambos tipos de tratamiento (aerobios y anaerobios) ofrece mejores
resultados en la remocién de contaminantes, que los sistemas por separado (Ciria et al., 2005;
Jiménez et al., 1997; Jiménez et al., 2003). Ademas, para evaluar un procoeso de biodegradacion,
no es suficiente la medicion de materia organica remanente, sino que es necesario valorar el
proceso bioldgico, debido a que no toda la materia organica es mineralizada y pueden permanecer
subproductos toxicos (Bandick y Dick, 1999; Margesin et al., 2000; Pascual et al., 2000). Asi, la
medicion de la respiracion de la biomasa, cuanta microbiana y actividad enzimatica, se han
utilizado como herramientas para el monitoreo de procesos de biodegradacion y del estado de
contaminacion en suelos y sistemas de tratamiento de aguas residuales (Baran et al., 2004; Leirds
et al., 1999; Margesin et al., 2000; Pascual et al., 2000; Taylor et al., 2002; Trasar-Cepeda et al.,
1998; Vezzuli et al., 2004; Zhou et al., 2005). Aun asi, la medicién del crecimiento de un solo
grupo de microorganismos o de la actividad de una enzima no resulta conveniente, ya que se
peden ver inhibidos por diversos factores. Por lo que la medicidn de varios grupos de organismos
0 enzimas, puede ser una herramienta Gtil en el estudio de los procesos de biodegradacion,
mediante el andlisis de la diversidad, que relaciona tanto el nimero de especies (riqueza), como la
abundancia relativa de las mismas. Una forma ampliamente aceptada ara medir la diversidad de
una comunidad, es mediante la funcién de Shannon y Wiener. Donde el valor obtenido, como
resultado de la aplicacién de esta funcion, es directamente proporcional al grado de diversidad
presente en la comunidad bajo estudio (Luna-Pabello et al., 1994). En este caso, dicha funcion
combina tanto el nimero de bacterias, como la proporcion relativa de los individuos. En cuanto a

la AE, relaciona tanto el nimero de enzimas como el nivel de actividad relativa de cada enzima.

Por otro lado, considerando que se estudiara la biodegradacion aerobia de las vinazas en

sistemas de filtracion bioldgica, a continuacion se describen algunas generalidades de éstos.
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2.4, GENERALIDADES DE LOS SISTEMAS DE
BIOFILTROS

El sistema de depuracion de aguas residuales a base de filtros biologicos ha sido probado como
uno de los métodos mas exitosos y usados para la eliminacion de materia organica disuelta. La
depuracién se lleva a cabo por medio de la oxidacion aerobia microbiana, en sistemas tales como
los humedales artificiales y los biofiltros aireados (Bahgat et al., 1999). Estos sistemas se han
construido y desarrollado, para el tratamiento de aguas residuales, imitando los procesos que
ocurren de manera natural, como seria el caso de los humedales naturales. En el caso de los
sistemas artificiales presentan ventaja el tener variables controladas como son la carga de
contaminantes, el TRH, el tipo de soporte y las dimensiones, que permiten incrementar la

eficiencia del proceso de depuracion (Luederitz et al., 2001; Wetzel, 2001).

La gran mayoria de los estudios desarrollados sobre los humedales artificiales y los biofiltros,
se han enfocado en su uso y aplicacion para depurar aguas residuales domésticas (Garcia et al.,
2004; Giraldo y Zarate, 2001; Luederitz et al., 2001; Mantovi et al., 2003; Meuleman et al.,
2003). Sin embargo, la posibilidad de emplear estos sistemas, para que puedan ser suministrados
con aguas que no tengan las caracteristicas generales de las aguas residuales domésticas, no se ha
descartado (Miranda-Rios y Luna-Pabello, 2001; Schulz et al., 2003; Stottmeister et al., 2003;
Wetzel, 2001). En este sentido, la profundidad de los estudios realizados hasta el momento en
sistemas de biofiltros, ha permitido que sean capaces de tratar aguas con altas cargas de
contaminantes, como pueden ser las aguas residuales de origen industrial (Ibekwe et al., 2003;
Pinney et al., 2000; Scholz y Xu, 2002a).

En los sistemas de filtracion con actividad bioldgica, como los biofiltros y los humedales
artificiales, la remocion de contaminantes del agua residual ocurre por: a) procesos fisicos como
la adsorcion, sedimentacion y filtracion, por interaccion con el lecho o material de empaque y
b) a la transformacion de los nutrientes en compuestos inorganicos, realizada por la actividad

bioquimica de los microorganismos (Ciria et al., 2005; Schulz et al., 2003).

2.4.1. LECHO O MATERIAL DE SOPORTE

El lecho funciona como soporte principal para el desarrollo de los microorganismos

(biopeliculas), como adsorbente de los compuestos presentes en el agua residual, por simple
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contacto fisico con las substancias disueltas, y como filtro de los sélidos suspendidos que
pudieran estar prsentes (Stottmeister et al., 2003; Wetzel, 2001). En cuanto a los procesos que
ocurren dentro de estos sistemas, relacionados tanto con la composicion quimica del medio de
soporte, como con sus parametros fisicos (distribucion y tamafio de particula, espacio poroso, los
grados de irregularidad y el coeficiente de permeabilidad), influyen en conjunto, en las
condiciones para el desarrollo microbiano, los estados hidraulicos y la calidad del tratamiento de
aguas residuales (Garcia et al., 2003; Garcia et al., 2004; Stottmeister et al., 2003).

2.4.2. MICROORGANISMOS

Durante el tratamiento de aguas residuales en los sistemas de biofiltros, la descomposicion de la
materia orgénica y la asimilacion de los nutrimentos y la de otros contaminantes, presentes en las
aguas residuales, es realizada principalmente por la actividad metabolica de bacterias, hongos y
protozoos presentes en el lecho. Estos se encargan de degradar la materia organica a compuestos
de menor peso molecular y en optimas condiciones hasta su mineralizacién, con la formacion de
metabolitos y biomasa, gracias a su actividad enzimatica, incluyendo las enzimas excretadas y las

inmovilizadas en el lecho (Shackle et al., 2000).

Muchos de los procesos de biotransformacion, biodegradacion, mineralizacion, asi como la
asimilacion de nutrimentos, en el reciclaje de contaminantes, son eventos realizados por un
consorcio complejo de comunidades microbianas que se encuentran integrando la biopelicula
(Liu et al., 2003; Luna-Pabello, 1990; Roy, 1993; Stottmeister et al., 2003; Wetzel, 2001). La
formacion de esta biopelicula, comienza con la adhesion de las bacterias a las superficies
disponibles del lecho, donde se desarrollan y estratifican en capas (Figura 2-2). Posteriormente,
los microorganismos menos competentes son eliminados, hasta quedar constituida la biopelicula
madura, la cual es una matriz compuesta principalmente por exopolimeros (exopolisacaridos),
dentro de la cual se encuentran embebidas las bacterias (Liu et al., 2003; Luna-Pabello, 1990;
Roy, 1993; Shaw et al., 1985; Vandevivere y Kirchman, 1993). Como un evento bioldgico, la
formacion de la biopelicula se ve influenciada por factores como la temperatura, el potencial
redox, pH del medio y la concentracion de carbon, nitrégeno, fésforo y otros minerales (Mattison
et al., 2002; Vandevivere y Kirchman, 1993).
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Figura 2-2. Esquema de la pelicula biolégica activa (tomado de Luna-Pabello,
1990).

Sin embargo, el crecimiento microbiano en medios porosos (acumulacion de biomasa), la
bioacumulacién de nutrimentos y la secrecion de exopolisacaridos, ocasiona frecuentemente la
reduccién o pérdida de la permeabilidad del medio, fenémeno conocido como taponamiento
(Campos et al., 2002; Mattison et al., 2002; Vandevivere y Baveye, 1992b; Vandevivere y
Kirchman, 1993). El crecimiento microbiano y la bioacumulaciéon de nutrimentos, ocurren con
mayor velocidad cuando se adicionan aguas residuales que tienen alta carga organica a este tipo
de sistemas, alterando el funcionamiento completo en el tratamiento de aguas residuales y
disminuyendo la calidad en la remocion de contaminantes (Ibekwe et al., 2003; Liu et al., 2003;
Nguyen, 2001; Wetzel, 2001). En cuanto a los polisacaridos, éstos juegan un papel importante en
el efecto de taponamiento, involucrando a las bacterias capaces de sintetizar exopolimeros. El
mecanismo por el cual se produce la sintesis de polisacaridos, responde directamente a sefiales
externas y se encuentra bajo un control regulatorio a nivel de expresion genética (Shaw et al.,

1985; Stewart y Fogler, 2001; Vandevivere y Baveye, 1992b; Vandevivere y Kirchman, 1993).

De acuerdo con el panorama planteado, a continuacion se exponen los objetivos para este

trabajo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar la diversidad enzimatica y bacteriana con el proceso de biodegradacion aerobia de

vinazas, en sistemas por lote con biomasa suspendida y en biofiltros experimentales.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer el efecto de la concentracion de vinazas en la velocidad de
biodegradacion aerobia de vinazas, en matraces con biomasa en suspension.

e Conocer el efecto del pH, en la velocidad de biodegradacién aerobia de vinazas,
en matraces con biomasa en suspension.

e Evaluar el proceso de biodegradacion aerobia de vinazas en biofiltros
experimentales.

e Describir como es la relacion entre la diversidad bacteriana y de la actividad

enzimatica, con el proceso de biodegradacion.

3.3. HIPOTESIS

El proceso de biodegradacion de vinazas depende tanto de la diversidad de las bacterias
involucradas en la degradacion de la materia orgénica disuelta, como de la actividad metabdlica.
Por lo tanto, la medicion de ambos parametros, permitira diagnosticar la calidad operante de los

biofiltros durante el proceso de biodegradacion aerobia de vinazas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.

EQUIPO

SOFTWARE

MATERIALES

Las vinazas usadas para este estudio se obtuvieron de un muestreo realizado en
un ingenio azucarero-alcoholero ubicado en el municipio de Comalcalco, estado
de Tabasco. El lote obtenido de vinazas se conservo en refrigeracion a 4 °C.

Los materiales de empaque probados fueron: Escoria volcéanica roja (tezontle,
EVR) y Granzon (gravilla blanca, GB).

Para la elaboracion de los BE se usaron tubos de acrilico de 5.4 cm de diametro
externo y 60 cm de largo.

Material adicional: bombas de aire, mangueras de plastico de 10 y 6 mm de
didmetro, embudos de pléastico, difusores de aire, agitadores magnéticos, barras
magnéticas.

Material de vidrio de laboratorio, que incluye: matraces Erlenmeyer de diferentes
capacidades, cajas Petri, vasos de precipitados, probetas, buretas, tubos con tapon
de rosca.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica: Galerias api ZYM bioMérieux®

Reactivos y medios de cultivo.

Espectrofotometro, con capacidad de medir a longitudes de onda de 420 y
600 nm.

Horno, con temperatura minima de 150°C.

Mufla, con temperatura minima de 550°C.

Balanzas analiticas.

Incubadora con temperatura de 20 — 28°C.

Origin 7.0 OriginLab Corporation Copyright© 1991-2002
Motic Image Plus 2.0 Motic China Group Co., LTD. Copyright© 2001-2004
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4.2. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

La descripcion general de la metodologia relizada se encuentra en la Figura 4-1. En primera
instancia se caracterizé las vinazas y se evalud la biodegradacion aerobia a concentraciones de
100, 50, 25, 10 y 5%. Para ello se usaron matraces con biomasa en suspensién con un flujo
constante de aire, que permitié mantener una concentracion superior a los 2 mg L™ de oxigeno
disuelto (OD; condiciones aerobias). Las pruebas de biodegradacion se realizaron siguiendo el
protocolo establecido en la OECD (1993), con algunas modificaciones como se describe en la

seccion 4.3 (pag. 23).

Con la finalidad de determinar como afecta el pH la velocidad de biodegradacion, se
realizaron bioensayos a tres valores constantes de pH (5, 7 y 9) y un control sin ajuste del pH, con
una concentracion inicial de vinazas del 10%. Ademas, se realizd el seguimiento de la presencia
de 6 grupos bacterianos con medios selectivos para amiloliticos, mesdfilos aerobios,
sacaroliticos, lipoliticos, proteoliticos y celuloliticos. Asimismo, se evaludé la actividad

enzimatica mediante el uso de las galerias api ZYM bioMérieux®.

Para estudiar el proceso de biodegradacion de vinazas en un sistema de filtro bioldgico, se
uso un biofiltro experimental elaborado con columnas de acrilico, conteniendo como material de
empaque se usO una mezcla de escoria volcanica roja y gravilla blanca (Kao et al., 2001;
Ramirez-Carrillo, 1998).

Los BE fueron operados por lote, con una concentracion de vinaza del 10% en el influente,
un TRH de 4 dias y un tiempo de operacion total de 32 dias. También se realiz6 el seguimiento
del crecimiento de los 6 grupos bacterianos, la medicion de la AE y el tiempo de taponamiento

del biofiltro experimental.

En todos los casos, la determinacién de las cinéticas de biodegradacion de la materia

organica, se realizo por el seguimiento de la DQO con respecto al tiempo.
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Determinacién de las

Anélisis fisicoquimicos de
las vinazas

Evaluacion de la
biodegradacion aerobia de
vinazas, a concentraciones de
DQO de 100, 50,25 10y5 %

cinéticas de biodegradacion

Determinacion del
tiempo de taponamiento

Evaluacién del efeco del pH en
la biodegradacion aerobia de
vinazas al 10 % de DQO

i

Determinacion de la
diversidad de grupos tréficos
bacterianos y de la AE

Evaluacién de biodegradacion
aerobia de las vinazas en
biofiltros experimentales (BE)

|

Analisis y discusion de resultados

Figura 4-1. Esquema basico de la metodologia general planteada para la fase

experimental.
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4.3. METODOLOGIA

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS VINAZAS

Como etapa previa a la evaluacion de la biodegradacion aerobia de las vinazas, se realizo la
caracterizacion de las vinazas, para lo cual se procedié a determinar los parametros mas

relevantes de acuerdo con lo indicado en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1. Parametros relevantes medidos a las vinazas.

PardmetroTécnica Referencia

DBO Método respirométrico (DBOs)  APHA (1998)

DQO Método de reflujo abierto APHA (1998)

ST Desecacién a 105°C APHA (1998)

SV Combustion a 550°C APHA (1998)

oD Método de electrodo de APHA (1998) y manual del equipo.

membrana.
pH Método electroquimico APHA (1998) y manual del equipo.

ST = Solidos Totales; SV = Solidos Volatiles.

EVALUACION DE LA BIODEGRADACION AEROBIA DE VINAZAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE DQO

Se realizaron pruebas de biodegradacion de las vinazas, con 5 concentraciones iniciales (So) de
DQO: 100, 50, 25, 10 y 5%, tomando como 100% la concentracion inicial de DQO en las
vinazas, tal y como fueron obtenidas de la destileria. Un litro de cada una de las concentraciones
de vinazas se colocO en matraces Erlenmeyer de 2 L. Se realizaron tres tipos de bioensayos, uno
en el que se dejaron las vinazas sin adicion de lodos activados y Unicamente se favorecieron las
condiciones para que se desarrollara la microbiota presente en las vinazas; otro en el que a las
vinazas se les adicionaron lodos activados y un control de degradacién abiotica en el que las
vinazas se mantuvieron en condiciones estériles, mediante la adicion de HgCl a una
concentracion final de 1 mg L™. Con las bombas de aire se mantuvieron en aireacioén y, con
agitadores magnéticos, en agitacion constante. Durante el periodo de prueba se midio el OD
“in situ” para corroborar que se mantuvieran las condiciones aerobias (>2 mg L™ de OD). Las
pruebas se realizaron por duplicado para cada una de las concentraciones. Se tomaron muestras a

diferentes intervalos de tiempo y se les midi6 el pH y la DQO.

Los lodos activados se obtuvieron de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad

Universitaria (CU). Los lodos activados fueron preacondicionados mediante aireacion, en medio
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mineral, a temperatura ambiente 23 + 2 °C por 5 dias. Las particulas gruesas se eliminaron por
filtracion (tamafio de poro de 0.8 mm) con agua de la llave como se describe en Percherancier et
al. (1996) y Reuschenbach et al. (2003). La cantidad adicionada de lodos fue 10 mL con una

concentracion de 30 mg L™ de ST.

EVALUACION DEL EFECTO DEL pH EN LA BIODEGRADACION AEROBIA DE
VINAZAS A UNA CONCENTRACION DEL 10% DE DQO

Para este estudio, las vinazas al 10% de DQO (Sp = 11 g L™ de DQO) fueron tratadas en
condiciones aerobias. La cantidad de muestra y la adicion de lodos activados se manejaron como
se indicd anteriormente. Los bioensayos se realizaron manteniendo las vinazas a valores de pH
constantes de 5, 7 y 9, mediante la adicion de NaOH 1 N y H,SO4 1 N, segun se requirié. Se
midieron los volumenes de las soluciones adicionadas y en aquellos bioensayos que se agrego, se
ajusto al maximo volumen de solucion adicionada con agua destilada, a fin de evitar el efecto de
dilucion de DQO. Tambien se hizo un bioensayo testigo en el que el pH no se ajusto. El intervalo
de pH evaluado se establecié tomando como referencia el pH inicial de las vinazas que es de 4.5
y el valor de pH que se alcanz6 en el proceso de biodegradacidn, el cual fue de 9. Para evaluar el
proceso de biodegradacion se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo, a las cuales se
les determind la DQO, la AE y presencia de 6 grupos bacterianos (amiloliticos, sacaroliticos,

proteoliticos, lipoliticos, meséfilos aerobios y celuloliticos).

PRUEBAS DE BIODEGRADACION AEROBIA DE LAS VINAZAS EN LOS
BIOFILTROS EXPERIMENTALES

La concentraciéon de vinazas con las que fueron alimentados los BE fue del 10% de DQO
(So =11 g L™ de DQO), la misma que se usé en los bioensayos para determinar el efecto del pH.
Para estos bioensayos se usaron tres BE, dos de los cuales fueron alimentadas con vinazas
(adicionadas con lodos activados) y el tercer biofiltro fue alimentado con agua corriente de la
Ilave, a fin de evaluar el posible aporte de materia organica por parte del material de empaque.
Los experimentos se realizaron por duplicado con aireacion constante. Se tomo6 una muestra a la
que se le determind la DQO, la AE y la presencia de los 6 grupos bacterianos mencionados,
durante el periodo de operacion de los BE. Debido a la alta concentracion de DQO presente en
las vinazas, se evalud el proceso de biodegradacion en los BE hasta que se present6 el

taponamiento.
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CONSTRUCCION DE LOS BIOFILTROS EXPERIMENTALES

Se construyeron tres BE con columnas de acrilico, con las siguientes dimensiones: 60 cm de
largo (para tener 50 cm efectivos de empaque) y 4.5 mm de diametro interno, de acuerdo con las
relaciones establecidas en Onorm (1997), Ramirez-Carrillo (1998) y Alvarez-Fajardo (2003). En
la Figura 4-2 se esquematiza del disefio de los BE, los cuales cuentan con un puerto para la toma
de muestra a 25 cm de altura, un difusor de aire (para mantener un ambiente aerobio) y un

sistema de drenado ubicados en la parte inferior.

Entrada de las vinazas

Diametro interno 4.9 mm

Material de empague
(tamafio de particula 2-4 mm)

50 cm de altura
Puerto de muestreo

Bomba de aire Difusor de aire

«—— Embudo de pléstico
Dren

Figura 4-2. Esquema general de disefio de las columnas empacadas a usar durante la
etapa experimental.

Antes de instalar los difusores de aire en los BE, se empacaron con cada uno de los
materiales: escoria volcanica roja (EVR) y gravilla blanca (GB), con la finalidad de obtener los

parametros hidraulicos de dichos materiales.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA

Esta prueba se realizd empleando galerias api ZYM bioMériux®, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las galerias constan de una camara de humidificacion y una tira con
20 “pozos”, que contienen los reactivos para identificar la actividad de las enzimas que se
encuentran listadas en la Tabla 4-2 y un pozo como control negativo. De acuerdo a una escala de
intensidad color, es posible establecer, semicuantitativamente, el nivel de actividad enzimética

que va de 0 a5, siendo 5 la actividad mas alta como se muestra en la Figura 4-3.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica, se agregaron 5 mL de agua destilada en las
camaras de humidificacion y 65 pL de muestra inmediatamente después de su toma
(representativa y homogeénea), en cada uno de los pozos en condiciones asépticas.
Posteriormente, las galerias se incubaron a 35°C durante 4 horas. Después del tiempo de
incubacién, la muestra de vinaza fue retirada por absorcion con un algodoén, para evitar una
lectura erronea debido a su coloracion. Enseguida, se adicionaron una gota de los reactivos

zym-A'y zym-B (en éste orden) en cada pozo.

Tabla 4-2. Enzimas evaluadas en AE con el sistema api ZYM bioMérieux®.

Grupo Enzima
Fosfatasa alcalina
Fosfatasas Fosfatasa acida
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa
Estearasa (C4)
Lipasas Estearasa Lipasa (C8)

Lipasa (C 14)
Leucina arilamidasa
Valina arilamidasa
Proteasas Cistina arilamidasa
Tripsina
o-quimiotripsina
a-galactosidasa
[-galactosidasa
B-glucoronidasa
a-glucosidasa
B-glucosidasa
N-acetil-B-glucosaminidasa
o-manosidasa
o-fucosidasa

Carbohidrasas
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Figura 4-3. Escala de tonalidades para establecer el nivel de AE.

AISLAMIENTO Y CUENTA DE BACTERIAS

Se determind el crecimiento de 6 diferentes grupos microbianos: amiloliticos, sacaroliticos,
proteoliticos, lipoliticos, mesoéfilos aerobios y celuloliticos. Para ello se empleo la técnica de
cuenta en placa con medios selectivos para cada uno de los grupos bacterianos. La descripcién
detallada del procedimiento y de la composicién los medios de cultivo empleados se encuentra en
el anexo A-1) 11 (pag. 75).
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5. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS
VINAZAS

Los resultados de los parametros fisicoquimicos evaluados a las vinazas, se encuentran en la

Tabla 5-1. Destaca la alta concentracion de materia orgénica, determinada como DQO y DBOs.
De la relacion DBOs/DQO = 0.93, se deduce que la mayor parte de la materia organica es
susceptible de ser biodegradada. También se encontrd una alta concentracion de solidos disueltos

totales (SDT), relacionada con la alta cantidad de materia organica.

Tabla 5-1. Parametros fisicoquimicos de las vinazas obtenidas de la industria
azucarera-alcoholera.

Parametro Valor
DBOs (g O.LY)  93.0+7.0
DQO (g0, L%  105.0+5.0

PH 4.0+0.0
ST(gL™ 122.0 £2.0
SV (gL 33.0+ 1.0
SDT (g LY 89.0 + 1.0

5.2. PRUEBA DE BIODEGRADACION AEROBIA DE
VINAZAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DQO

El seguimiento del proceso de biodegradacion, para los bioensayos sin y con la adicion de
lodos activados, se realizo por determinacion de la DQO a diferentes tiempos. Estos resultados se
presentan en la Figura 5-1 a y b. Como se esperaba, en el bioensayo con la adicion de lodos
activados se observa que la remocion de DQO se realiza con mayor velocidad. Los
microorganismos que se encargan de la biodegradacién, en los bioensayos sin la adicién de lodos
activados, provienen del ambiente (aire, material empleado). En estos bioensayos los
microorganismos tienen un periodo de estabilizacion y adaptacion de aproximadamente 16 dias,
lo cual se observa en las curvas de biodegradacion como cambios de pendiente, principalmente
en las curvas de 100 y 50% (Figura 5-1). Por ejemplo a una concentracion del 100% la velocidad
de biodegradacién en los primeros 16 dias fue de 498 mg de DQO L™ d™ y posteriormente de
1200 mg L™ d*, para el bioensayo a 50% la velocidad de biodegradacién antes del dia 16 fue de

211 mg L™ d™ y posteriormente de 573 mg L™* d™.
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En cuanto al ensayo de degradacion abiotica, no se observé cambio significativo en la
concentracion de DQO inicial y final (Tabla 5-2), lo que indica que no hubo degradacion

abiotica. No obstante, se ha reportado que procesos como la oxidacion avanzada (O3, H,0,) asi

como el uso de ultrasonido y luz UV, pueden favorecer la degradacion abidtica e incrementar la

velocidad de biodegradacion (Ledakowicz et al., 2001; Sangave y Pandit, 2006).

Sin lodos activados . >

DQO (mg L™

Con lodos activados _,_ %

—e—%0 N —e—50
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Figura 5-1. Curvas de biodegradacion aerobia de la materia organica a
diferentes concentraciones iniciales de DQO.

Tabla 5-2. Resultados de la DQO del bioensayo de biodegradacion abidtica, al
inicio del bioensayo y al final.

Concentracién de
vinazas (%)

Concentracion de DQO
(g L) alos 40 dias

Concentracién inicial
de DQO (g L™

100 105.3+3.2 104.3+£2.8
50 523121 51.7+23
25 26.1+1.5 259+15
10 104+ 0.6 10.3£0.7

5 5.3+0.3 5.2+0.2

En la Figura 5-2 se muestra la grafica del porcentaje de remocién en funcion del tiempo. Se

observa que el porcentaje de remocidn es mayor cuando la concentracion inicial de vinazas es

menor, esta observacion es consistente con los estudios que se han reportado. Por ejemplo, para

melazas (41.0 g L™ de DQO), el porcentaje de remocién fue del 50%, mientras que para

concentraciones mas bajas (5.0 g L™ de DQO), la remocién alcanzé un 95% (Jiménez et al.,
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2003; Jiménez et al., 2005; Torrijos y Moletta, 1997). De forma similar, para vinazas a altas
concentraciones (83.0 g L™ de DQO), la eficiencia de biodegradacion fue del 29%, comparado
con una concentracion mas baja (6.0 g L™ de DQO) en donde se tuvo un 96% (Billore et al.,
2001; Garcia et al., 1997; Ghosh et al., 2002; Malandra et al., 2003; Pandiyan et al., 1999; Pérez
et al., 1999; Pérez et al., 2001; Petrucciolli et al., 2000; Petrucciolli et al., 2002; Sangave y
Pandit, 2004).

Sin lodos activados Con lodos activados
% %
100 16’0 1004 . 400
—~ —e—50 —~~ —e—50 e
S so0 I R 80 —a-25 Y v:A
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Figura 5-2. Porcentaje de remocion de DQO a diferentes concentraciones, para
los bioensayos sin y con adicion de lodos activados.

Sin embargo, para evaluar el efecto de la concentracion de la DQO sobre la velocidad de
biodegradacion, se usé el modelo de Michaelis-Menten. Para ello, el proceso de biodegradacion
se analizé como una reaccion enzimatica (Figura 5-3 a y b), en donde la biomasa (B) estaria
actuando como un complejo enzimatico cuyo substrato (S) seria la materia organica y el producto
(P) serian los diferentes metabolitos como CO,, H,0, etc. En estos bioensayos se realizd el
seguimiento de la DQO como substrato, tomando los datos de las gréficas de la Figura 5-1 y
colocandolos en serie, se obtienen las graficas de la Figura 5-4, esto para cada uno de los
bioensayos sin y con adicién de lodos activados. Esto corresponde a la relaciéon del sustrato
(DQO) en funcion del tiempo (como se representa en la Figura 5-3). Los datos se ajustaron a una
cinética de primer orden (Ecuacion 5-1) y los resultados de los pardmetros cinéticos se
encuentran en la Tabla 5-3. Las constantes de biodegradacion (porcentaje de reactivo

transformado en producto por unidad de tiempo) correspondientes son 0.015 d* y 0.026 d™* para
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el bioensayo sin adicion de lodos activados y con adicion de lodos activados, respectivamente. Lo
anterior es de esperarse ya que al adicionar lodos activados se tiene mas biomasa (enzimas) capaz
de degradar la materia organica y esta adicion incrementa en 1.7 veces la velocidad del proceso
de biodegradacién. El ajuste a la cinética de primer orden permite calcular el tiempo requerido
para obtener un porcentaje de remocién del 99.0% de DQO (0.15 g L™). De lo cual se obtuvo que
para las vinazas sin adicion de lodos activados son necesarios 424 dias, mientras que para las

vinazas con adicién de lodos activados, solo son necesarios 167 dias.

a b
I S b I S b
c [
O O
2 2
s S
S ES S B
(&) (&)
S X 3 S~ N
O E_ O |
Tiempo —— Tiempo —»

Figura 5-3. Representacion grafica del progreso de una reaccion, concentracion
de substrato (S); producto (P), enzima-substrato (ES) y de enzima libre (E). a)
modelo aplicado a reacciones enzimaticas (Segel, 1975); b) modelo donde la
biomasa (B) es el complejo enzimético.
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Figura 5-4. Curvas del progreso del proceso de biodegradacion (DQO en
funcidn del tiempo) de las vinazas sin y con la adicién de lodos activados.
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S=S,e™ Ecuacion 5-1.

Donde: S = concentracion de vinazas al tiempo (t), Sp = concentracién de vinazas al tiempo inicial, y k = constante
de biodegradacidn de las vinazas.

Tabla 5-3. Pardmetros de la cinética de primer orden, del proceso de
biodegradacion de las vinazas sin y con la adicion de lodos activados.

Parametro Sin lodos activados  Con lodos activados

k (d7) 0.015 0.026
So (g DQO L™ 119 +1 12142
R 0.98 0.99

Los valores de las pendientes (-ds/dt) de las curvas de biodegradacion a cada una de las
concentraciones de DQO, corresponde a la velocidad inicial (Vo) para esa concentracion, en el
proceso de biodegradacion sin y con lodos activados. La V, de cada uno de los bioensayos se
calculo por ajuste de los datos de la Figura 5-1 a una linea recta. Los valores de Vo se muestran
en la Tabla 5-4. Los valores de R?, de la regresion lineal, se encuentran en un intervalo de 0.97 a
0.98, lo que demuestra que las curvas son lineales, factor importante para la aplicacion del
modelo de Michaelis-Menten (Atkins y Nimmo, 1980; Lehninger 1995; Segel, 1975;
Wilkinson, 1961).

Tabla 5-4. Velocidad inicial de la biodegradacion aerobia de las vinazas a
diferentes concentraciones iniciales, sin y con la adicion de lodos activados.

Concentracioén Vinazas sin lodos activados Vinazas con lodos activados

Concentracion Concentracion

Velocidad inicial Velocidad inicial

G a0y VomIDQOLTEY o IS Lo (mgDQOLY ¢
100.0 106 550 + 375 850 £+ 39 109 296 + 651 2070+ 78
50.0 52 940 + 127 515+ 29 52 110+ 930 1054 £29
25.0 26 650 = 332 393+11 24 786 + 517 588 + 18
10.0 10310 +£141 223+10 10 215 + 807 275+ 14

5.0 5260 +121 118 + 14 5202 + 324 143+ 6

Los datos de Sy se graficaron en funcién de V, (Figura 5-5) y se realizé el ajuste de la curva
de Michaelis-Menten (Ecuacion 5-2). En la Tabla 5-5 se encuentran los pardmetros obtenidos del
ajuste al modelo de Michaelis-Menten para los bioensayos de vinazas sin y con adicién de lodos
activados. Los valores de Vuax y Km fueron de 1.3 g DQO L™ d*y 70.0 g DQO L™ para el
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bioensayo sin lodos activados y de 10.0 g DQO L™ d™y 423.0 g DQO L™ para el bioensayo con
lodos activados. Al comparar los valores de Vuax, en el bioensayo con adicion de lodos
activados es 7.7 veces mayor que la obtenida en el bioensayo sin adicién de lodos activados. Sin
embargo, el valor de Km para el bioensayo con adicion de lodos activados fue 6 veces mayor que
la Km del bioensayo sin adicién de lodos activados. Analizando Unicamente los valores de Km,
se puede caer en el error de pensar que los microorganismos presentes en el bioensayo sin adicion
de lodos activados, pueden realizar el proceso de biodegradacion con mayor velocidad. Lo
anterior debido a que, la Km es una medida inversa de la afinidad de las bacterias por el sustrato,
esto es cuando menor sera el valor de Km la velocidad de reaccion se realiza con mayor
velocidad. Por lo cual, un criterio de especificidad es la relacion de Vyax Km™, esta relacion
permite establecer la eficiencia metabodlica de la biomasa a concentraciones de Sy por debajo de
los niveles de saturacion. Esta relacion de constantes puede ser calculada para evaluar el efecto
de diferentes indculos a una misma concentracion sobre un substrato o un mismo indculo sobre
diferentes substratos. Los resultados de Vyax Km™ obtenidos fueron de 1.95 x 102 d* y 2.37 x
102 d, para los bioensayos sin y con adicién de lodos activados, respectivamente, lo cual s6lo

verifica que la eficiencia del proceso de biodegradacion aumenta por la adicion de biomasa.
_ Viax X Sg

° Km+S,

Donde: V, = velocidad de biodegradacion inicial (g L™ d), Vuax = velocidad de biodegradacién maxima (g L™ d™%),
S, = concentracién inicial de biodegradacién (g L™), y Km = constante de Michaelis-Menten (g L™).

Ecuacioén 5-2.

] e Sin lodos activados
T 2000__ = Con lodos activados
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" ]
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Figura 5-5. Modelo cinético de Michaelis-Menten para los procesos de
biodegradacién de vinazas sin y con la adicion de lodos activados.
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Tabla 5-5. Pardmetros cinéticos del ajuste a la cinética de Michaelis-Menten
para los bioensayos sin y con adicion de lodos activados.

Parametro Sin lodos activados Con lodos activados
Vmax (@ DQO L*d? 1.3+0.3 10.0+2.8
Km (g DQO L™ 70.0 £ 26.0 423.0 £ 144.0
Vmax Km™ (d?) 2.0 x 102 2.4 x 102
R? 0.9721 0.9979

Cuando una reaccion sigue una cinética de Michaelis-Menten y la concentracion de sustrato
(So) es muy pequefia, respecto de Km, Sy puede no ser considerado en el denominador de la
Ecuacion 5-2, por lo tanto, la velocidad crece proporcionalmente con la concentracion de sustrato
y la reaccion es de orden 1 respecto al sustrato. Para ello debe cumplirse que So<<Km, de otro
modo el proceso sera mejor descrito por el modelo de Michaelis-Menten. De acuerdo con lo
anterior y a los parametros cinéticos obtenidos del ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten
(Tabla 5-5), el proceso de biodegradacion sin adicion de lodos activados es descrito mejor por la
ecuacion de Michaelis-Menten, en tanto que el bioensayo con adicion de lodos activados puede

ser descrito por una cinética de primer orden.

Simkins y Alexander (1984) explican, de otra forma, las diversas posibilidades de cinéticas
de biodegradacion al graficar el logaritmo de la concentracion inicial de microorganismos en
funcién de la concentracién inicial de substrato (Figura 5-6). Por ejemplo, los tres sectores por
arriba de la linea diagonal indican que la concentracion de substrato es insuficiente para favorecer
el crecimiento de la biomasa y los sectores por debajo de la diagonal sugieren que hay suficientes
fuentes de carbono disponibles para mantener el crecimiento de la biomasa. La disminucién de la
concentracion de un substrato especifico en funcién del crecimiento microbiano es explicada por

diferentes condiciones como sigue (Blok, 1994a).

(@) a baja concentracion de substrato y a alta concentracién inicial de microorganismos, se
sigue una reaccion de primer orden (S=S,e(-kt)), donde So <<< Km, en estas
condiciones el substrato es insuficiente para mantener el crecimiento microbiano.

(b) Cuando la concentracidn inicial tanto de microorganismos como de substrato son bajas,
hay suficiente substrato disponible para el crecimiento celular(So <<< Km), lo que

permite una cinética de tipo logistico (S = So + X, J
1+(Xo /S Je[k(So + X, )]
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(c) A una concentracion intermedia de substrato y a una alta concentracion inicial de

biomasa, las células no se multiplican (Monod sin crecimiento; KsIn(S/S,)+S -S, = —kt),

por lo tanto es posible que So ~ Km; de manera similar, se aplica que en condiciones
intermedias de substrato con una concentracion inicial baja de biomasa, las células
pueden multiplicarse (Monod con crecimiento;

KsIn(S/Sy)= (S, + X + KS)IN(X/X )= (Sg + X g My £)-

(d) La cinetica de orden cero (S =S, —kt) se sigue cuando el substrato y la concentracion

inicial de células son altos(So >>> Km), porque no hay crecimiento microbiano, sin
embargo, a altas concentraciones de substrato pero a bajas concentraciones de células,

también se tienen bajos rendimientos de biomasa y la cinética es de tipo logaritmica

(S =5+ Xo[L—e(ttre t)] )-

Donde: Ks = constante de disociacion del complejo enzima-substrato; pma.x = taza maxima de crecimiento.
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Figura 5-6. Biodegradacion la concentracion de substrato en el agua residual
(mg L% como funcién del logaritmo de la concentracion inicial de
microorganismos (numero de células mL™). Simkins y Alexander (1984).
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Estos términos y condiciones de biodegradacion estan establecidos para los procesos cuya
concentracion de substrato es menor a 1 g L™. Sin embargo, pocos estudios relacionados con
procesos de biodegradacion con aguas residuales a concentraciones mayores, han sido reportados,
como es el caso de las vinazas. En el presente trabajo, se usaron vinazas a diferentes
concentraciones iniciales de substrato (100.0, 50.0, 25.0, 10.0, y 5.0 g L™) y se analizé el proceso
de biodegradacion bajo estas condiciones mediante el modelo de Michaelis-Menten. Este modelo
permite explicar que el proceso de biodegradacion sigue una cinética de primer orden (So < Km)
y que el proceso de biodegradacion no se inhibe por el incremento de la concentracion de DQO
en las vinazas, al menos hasta una concentracion de 100 + 10 g L™ de DQO. Esto es, si en las
vinazas estuviera presente un compuesto tdxico para los microorganismos encargados de la
biodegradacion o éstos presentaran inhibicion por la concentracion de DQO en las vinazas, la

velocidad de biodegradacion aumentaria al diluir las vinazas.

Por otro lado, conjuntamente con la determinacion de DQO, durante el proceso de
biodegradacion, se midio el valor del pH de las vinazas. Los resultados de las mediciones del pH
se muestran en la Figura 5-7, en donde se observa que durante el proceso de biodegradacion el
valor del pH incrementd, debido principalmente a la formacion de carbonatos, particularmente de
calcio y potasio, lo cual concuerda con la literatura (Ambriz-Rivas et al., 1998; Mahimairaja y
Bolan, 2004). Cabe sefialar que conforme la concentracion de vinazas disminuye, su
alcalinizacion es més rapida, pasando de un pH de 4.5 a uno de 9, con y sin la adicion de lodos

activados.

Al graficar el porcentaje de biodegradacion en funcion del pH se establece una linearidad
solo hasta alcanzar cierto porcentaje de remocién (Tabla 5-6). Por ejemplo, en el caso de
concentracion al 5% de vinaza se encontrd una relacion lineal hasta alcanzar una remocion del
60%, de la misma forma para las concentraciones de 10, 25, 50 y 100%, la lineraridad se tuvo
hasta una remocion del 70%. Lo anterior se debe a que posterior a estos porcentajes de remocion
de materia organica, los valores de pH se mantienen constantes. Estos resultados indican que en
sistemas de depuracion de aguas con poca variabilidad de parametros y bien caracterizados, la
medicion del pH puede ser una forma indirecta de monitorear dicho proceso, en los intervalos

establecidos.

Ernesto Carlos Reyes Alvarado 56



RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION
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Figura 5-7. Perfil del pH durante el proceso de biodegradaciéon a las diferentes
concentraciones de DQO en los bioensayos sin y con la adicion de lodos activados.

Tabla 5-6. Valores del coeficiente de correlacién (R2) de la regresion lineal de la

relacién del pH con el porcentaje de biodegradacion.

Concentracion (%) Sin lodos activados Con lodos activados

100
50
25
10

5

0.9644
0.9771
0.9830
0.9764
0.9914

0.9760
0.9800
0.9803
0.9745
0.9693

De acuerdo con lo anterior es importante tener presente, que si bien las bacterias son capaces

de cambiar las condiciones del medio en el que se desarrollan como el pH, el valor de pH del

medio afecta también el metabolismo bacteriano. Por ello, para conocer cémo afecta el pH el

proceso de biodegradacion aerobia de las vinazas, se realizaron bioensayos manteniendo los

valores de pH constante en 5, 7 y 9. Estos valores se seleccionaron para tener condiciones acidas

(como salen las vinazas de las destilerias), condiciones neutras y basicas (dado que durante el

proceso de biodegradacion se alcanzan valores de pH bésico. La concentracion de vinazas usada

fue del 10% para tener las condiciones de So<<Km, cinética de primer orden. Los resultados

experimentales se muestran a continuacion.
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5.3. PRUEBAS DE BIODEGRADACION AEROBIA DE
VINAZAS A TRES VALORES CONSTANTES DE pH (5, 7y 9)

En este estudio, para todos los bioensayos, el cambio de la DQO con el tiempo siguié una
cinética de primer orden. Los resultados del ajuste a la cinética, asi como el porcentaje de
remocion de DQO se muestran en la Figura 5-8, donde se aprecia que, en los bioensayos a
valores de pH constante, gran parte de la materia organica fue removida en los primeros 12 dias
(80% apH5y 9y 76% a pH 7). Por otro lado, en el bioensayo testigo sélo se alcanzo el 33% de
remocién en el mismo tiempo y el 80% de remocion se logré a los 37 dias. Los resultados
obtenidos de las constantes de velocidad se trataron con un analisis de varianza (ANOVA). No se
encontrd diferencia significativa (p = 0.05) en los bioensayos en los que el pH se mantuvo
constante, mientras que en el testigo (sin ajuste de pH), el valor de k fue 4.6 veces menor (Tabla
5-7).

1 —a— pH 5 ~
12000{ e pHT7 S 1001 2
—A—pH9 —=3-1—0"
R P ] 8 80- ag ¥
< 9000 estigo
— O 6od
o p —m—pH5
£ 6000 T —e—pH7
< —Aa—pH9
O © .
O’ 3000 o g 20 Testigo
D - \lél—‘ &
= E.‘? g 0 o
0 T T T T ‘%l_' m T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 5-8. Cinéticas de biodegradacion y porcentaje de remocion de DQO, en
los bioensayos a valores de pH constante (5, 7 y 9) y el testigo (sin ajuste
de pH).

Tabla 5-7. Parametros del ajuste a una cinética de primer orden aplicado a las
curvas de biodegradacién con pH constante y testigo.

Parametro pH 5 pH 7 pH 9 Testigo
k (d™ 022+0.02 0.20+0.03 0.23+0.03 0.05+0.01
So(gDQOLY 128+06 124+0.8 126+0.7 127+1.1
R? 0.99 0.97 0.98 0.99
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El hecho de que se tenga una mayor velocidad de biodegradacion cuando se mantiene el pH
constante, puede explicarse en parte, mediante la teoria del estado quimio-estatico, en donde las
variaciones del medio de crecimiento bacteriano son minimas (Dijkhuizen y Hartle, 1983; Grady
et al., 1995). Esto quiere decir que al disminuir las etapas de adaptacién, el crecimiento
bacteriano sera mucho mas rapido y, por lo tanto, el proceso de biodegradacion. De esta forma,
en los bioensayos a valores de pH constante en 5, 7 y 9, las bacterias se desarrollan con mayor

velocidad que aquellas presentes en el bioensayo testigo (sin ajuste en el valor del pH).

Por lo anterior, en este estudio también se midio el crecimiento, por cuenta en placa, de 6
grupos bacterianos en medios selectivos (amiloliticos, sacaroliticos, proteoliticos, lipoliticos,
mesofilos aerobios y celuloliticos). EI hecho de que las bacterias se dividieron en grupos, no
significa que una bacteria crezca en un solo medio, sino que puede haber bacterias que se
desarrollen en dos o mas medios. Por ello, en este estudio se tomo en cuenta el crecimiento de
una muestra representativa de las bacterias y no de la biomasa total presente en el proceso de
biodegradacion.

Las curvas de crecimiento de los grupos bacterianos, durante el proceso depurativo de las
vinazas, para cada bioensayo se muestran en la Figura 5-9. En donde se observa que el mayor
crecimiento se obtuvo en los primeros 12 dias, para los bioensayos a valores de pH constante. Sin
embargo, en el bioensayo testigo el maximo crecimiento bacteriano se alcanz6 a los 23 dias, lo
que confirma que al mantener el pH constante las bacterias crecen con mayor velocidad. Esto es,
cuando se tiene se tiene el mayor crecimiento bacteriano, es cuando se logra la mayor velocidad
de biodegradacion. Lo anterior se debe a que en esos dias se tiene suficiente fuente de alimento
(So/Xo alta) para permitir una alta taza de crecimiento bacteriano (Chudoba et al., 1992; Grady et
al., 1995). Al iniciarse el proceso de biodegradacion se presentan fendmenos de adaptacion de las
bacterias, estas consumen la materia organica e incrementan su concentracion hasta que la mayor
parte de la materia organica ha sido consumida. En esta etapa, las poblaciones bacterianas
decrecen debido a que ya no hay suficiente alimento para mantener el crecimiento y al final del
proceso solo permanecen los aquellas bacterias capaces de degradar la materia organica

remanente.
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Figura 5-9. Curvas de crecimiento de los 6 grupos bacterianos, durante la
biodegradacion aerobia de vinazas, en los bioensayos a valores de pH constante

(5, 7y 9)y testigo.

Los resultados, en cuanto al crecimiento de los grupos bacterianos, se encuentran en la Figura

5-10, donde se observa que el grupo con mayor abundancia fue el de los amiloliticos, en los

bioensayos a valores constantes de pH 7 y 9 y en el bioensayo testigo. Para el bioensayo a pH

constante de 5, la mayor abundancia de bacterias fue el de las sacaroliticas, siendo ademas este

grupo el de menor abundancia en los demas bioensayos. Por consiguiente, el desarrollo de

bacterias sacaroliticas se favorece al mantener el pH en un valor constante de 5, en tanto que las

bacterias lipoliticas crecen més a pH 9, que en los deméas bioensayos. El siguiente grupo con

mayor abundancia fue el de las proteoliticas, sin embargo, a valor constante de pH 9, se encuentra
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con menor abundancia que las bacterias lipoliticas. En cuanto al grupo de bacterias celuloliticas,
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bajo las condiciones experimentales, no se encontrd evidencia de su presencia.
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Figura 5-10. Porcentaje de crecimiento de los grupos bacterianos, evaluados
durante la biodegradacion aerobia de vinazas, en los bioensayos a valores de pH
constante (5, 7y 9) y testigo.

Por otro lado, como medida de la actividad metabolica bacteriana, se realizé la medicion de
la actividad enzimatica, con el sistema de galerias api ZYM. Las enzimas se agruparon en:
fosfatasas, lipasas, proteasas y carbohidrasas. En cuanto a los resultados de la medicién de AE, la
sintesis de los resultados experimentales relativos a la distribucion y abundancia se encuentran de
la Tabla 8-3 a la Tabla 8-6 del anexo A-2) Il (pag. 83). Los valores de abundancia de dichos
grupos, medida durante la depuracion de vinazas en cada uno de los bioensayos, se encuentran en
la Figura 5-11. En donde se observa que el grupo de enzimas con mayor abundancia fue el de

fosfatasas (con un nivel de actividad por arriba del 50%, >2.5 unidades), en todos los bioensayos.
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La predominancia del grupo de estas enzimas puede ser explicado, parcialmente, en términos de
obtencion de fosfato inorganico a partir de fosfato organico, para la obtencién de energia.
Siguiendo con menor abundancia las carbohidrasas, de las cuales, no se detectd actividad de la -
glucuronidasa (que interviene en la degradacion de glicosaminoglicanos y de estructuras del
glicano), en todos los bioensayos. Esto indica que los glicanos no estan presentes en las vinazas o
que hay fuentes de carbono que son asimiladas antes de realizar la degradacién de estos
compuestos. Posteriormente, en menor abundancia se encuentran las proteasas y al final las

lipasas, para todos los bioensayos.
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Figura 5-11. Graficas del porcentaje de AE por grupo de enzimas, evaluados
durante la biodegradacién aerobia de vinazas, en los bioensayos a valores de pH
constante (5, 7y 9) y testigo.
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En cuanto al total de la abundancia de bacterianas se encontr6, para cada uno de los
bioensayos, lo siguiente: a pH = 5, 12.5 x 108 UFC mL™Y; a pH = 7, 7.4 x 10®* UFC mL™; a
pH =19, 9.8 x 10° UFC mL™ y en el bioensayo testigo 8.7 x 10® UFC mL™. Con el siguiente
orden, de acuerdo con la abundancia, por bioensayo: pH 5 > pH 9 > Testigo > pH 7. Sin
embargo, en comparacion con el total de los niveles de la AE, se encontré para cada bioensayo lo
siguiente, a pH =5, 403 unidades; para pH = 7, 392 unidades; para pH = 9, 363 unidades y para
el bioensayo testigo 296 unidades. Con el siguiente orden: pH 5 > pH 7 > pH 9 > Testigo. En
cuanto a los porcentajes de remocion los resultados fueron: para pH = 5, 94.3; para pH = 7, 95.0;
para pH =9, 97.6 y para el bioensayo testigo 81.6, quedando en el siguiente orden: pH 9 > pH 7
> pH 5 > Testigo. De acuerdo con lo anterior y bajo las condiciones experimentales establecidas,
los valores obtenidos de abundancia total de AE, siguen un mismo orden que los resultados

obtenidos de remocion de materia orgénica en cada bioensayo, en términos generales.

Analizando los resultados por etapas del proceso de biodegradacion aerobia de vinazas al
inicio, al dia donde se tiene la mayor remocion de DQO (dia 12 para los bioensayos a pH
constante y dia 23 para el bioensayo testigo) y al final, tanto para el crecimiento bacteriano como
para la actividad enzimatica (Tabla 5-8) se encuentra lo siguiente. En cuanto al crecimiento
bacteriano, puede observarse que al inicio de los bioensayos a pH &cido (pH = 5 y testigo), las
bacterias amiloliticas y las sacaroliticas son las que presentan mayor abundancia, mientras que
para los bioensayos a pH neutro o basico (pH = 7 y 9), las bacterias con mayor abundancia son
las amiloliticas y las lipoliticas. Al dia 12, para los bioensayos a pH constante y al dia 23 para el
bioensayo testigo, las bacterias sacaroliticas y proteoliticas son las de mayor abundancia a valores
de pH acido (pH = 5), en tanto que para los bioensayos a pH 7, 9 y testigo (para el dia 23 el
testigo alcanzo6 un valor de pH = 9), las bacterias amiloliticas y las proteoliticas son las de mayor
abundancia. Al final del bioensayo las bacterias con mayor abundancia, a valores de pH neutros o
acidos (pH =5y 7), son las amiloliticas y las proteoliticas, en tanto que valores de pH alcalino
(pH = 9 y bioensayo testigo), con mayor abundancia se encuentran las amiloliticas. De forma
similar, para los resultados de AE, se observa que al inicio, en todos los bioensayos, las enzimas
con mayor nivel de actividad son las fosfatasas y las proteasas. Al avanzar el proceso de
depuracion, éstas enzimas se mantienen con mayor actividad en los bioensayos a valores de pH
constante de 7 y 9, en tanto que en el bioensayo a pH constante de 5 y el testigo, son las

fosfatasas y carbohidrasas. Al final del proceso en los bioensayos a pH constante de 7 y 5, las
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enzimas con mayor abundancia son las fosfatasas y carbohidrasas, mientras que las fosfatasas y
las proteasas son las que se encuentran en mayor abundancia en los bioensayos a pH constante de

9y el bioensayo testigo.

De esta forma es posible estimar de manera cualitativa la calidad del proceso de
biodegradacion, bajo cada una de las condiciones establecidas, dado que en cada etapa del
proceso de biodegradacién se encuentran diferentes proporciones de bacterias y de actividades
enzimaticas. El ejemplo més claro se observa en los bioensayos a valor constante de pH 9 y
testigo, en donde el porcentaje de bacterias amiloliticas es mayor cuando se ha removido mas del
80% de DQO. Por otro lado, es posible que el diagnostico de una etapa del proceso de
biodegradacion, en sistemas bien caracterizados, se realice mediante los resultados de la
abundancia de bacterias y de AE. Por ejemplo, en el bioensayo a valor constante de pH 5, se
encuentran con mayor abundancia las bacterias amiloliticas y las sacaroliticas cuando se tiene 0.0
y 94.3 de remocion, sin embargo, la abundancia de actividades enzimaticas es diferente, teniendo
al inicio de la biodegradacion mayor abundancia de fosfatasas y proteasas, mientras que al final

del proceso se tiene mayor abundancia de fosfatasas y carbohidrasas.

Es importante resaltar que no se mide la totalidad de las bacterias ni la totalidad de la
actividad enzimatica, sino solo una muestra representativa de ambas. Por ello, se realizo el
analisis de los datos de forma integral, mediante la diversidad tanto bacteriana como de la AE. De
acuerdo con el calculo numérico del indice de diversidad de Shannon-Wiener (H), es posible
conocer la magnitud de orden o desorden de un sistema y asociarlo con el grado de
contaminacion presente en el cuerpo de agua de donde fueron extraidas las muestras. De esta
forma, al encontrar una mayor complejidad tanto de comunidades bacterianas como de AE, se
tendra una mejor calidad del proceso depurativo o una mejor calidad de agua tratada. Cabe
mencionar que el valor de H, relaciona tanto el nimero de especies presente en una comunidad,
como la abundancia relativa de las mismas. De manera complementaria, debe considerarse que la
diversidad o heterogeneidad de una comunidad serd mayor cuando existan mayor nimero de

especies (riqueza) y que dichas especies sean igualmente abundantes.

De esta forma, la diversidad bacteriana y de AE se evalu6 a lo largo del proceso de

depuracién (H, Ecuacion 5-3).
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Tabla 5-8. Porcentaje de grupos bacterianos y enzimaticos encontrados al inicio, al dia de mayor remocion y al final del
proceso de depuracion, para cada uno de los bioensayos a valores de pH constante (5, 7y 9) y el testigo.

Tiempo (dias)
Grupos bacterianos 0 12 41 0 12 41 0 12 41 0 23 41
Bioensayo a pH =5 Bioensayoa pH =7 Bioensayo a pH =9 Bioensayo Testigo
% Amiloliticos 48.3 14.1 39.6 34.9 36.7 33.7 36.8 63.0 93.0 51.0 36.7 99.9
% Sacaroliticos 36.8 34.3 45.0 26.3 9.7 65.8 25.7 49 4.7 38.9 9.7 0.0
% Lipoliticos 5.1 14.9 4.2 29.3 9.0 0.3 30.2 6.9 2.1 5.0 9.0 0.0
% Proteoliticos 9.8 36.7 11.1 9.4 44.6 0.2 7.3 25.1 0.3 5.0 44.6 0.1
% Celuloliticos 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Total de UFC mL™ 2.9x10* 9.1x10% 2.0x107]|4.0x10" 4.4x10° 1.5x107]|3.9x10" 5.8x10° 1.9x10°|2.7x10" 4.4x10° 4.5x10°

Grupos enzimaticos

% Fosfatasas 30.6 41.9 46.2 27.6 48.3 41.2 32.7 34.0 45.9 26.7 39.2 40.0

% Lipasas 20.4 9.7 154 19.0 13.8 9.8 18.4 18.0 135 17.8 11.8 30.0

% Proteasas 28.6 16.1 154 29.3 241 235 28.6 28.0 21.6 311 9.8 23.3
% Carbohidrasas 20.4 32.3 23.1 24.1 13.8 255 20.4 20.0 18.9 24.4 39.2 6.7
Total 245 31.0 26.0 29.0 29.0 255 245 25.0 18.5 22.5 255 15.0

% de remocion de
DQO

0.0 79.8 94.3 0.0 75.5 95.0 0.0 79.9 97.6 0.0 76.6 81.6
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S
Z(p xlog, p i) Ecuacion 5-3.

i=1

Donde: H = indice de diversidad acumulado, S = nimero de enzimas, p’; = proporcién total de la muestra que
corresponde a la enzima i acumulado al tiempo t.

Los resultados de diversidad, tanto para el crecimiento bacteriano y la AE, se encuentran en
la Figura 5-12. En cuanto a los valores de H, para el crecimiento bacteriano en los bioensayos a
valores de pH constante, el maximo valor se alcanzo en el dia 12, mientras que para el bioensayo
testigo, se logré en el dia 23. Posteriormente el valor de H es practicamente constante. De igual
forma ocurre con la diversidad enzimatica, sélo que posterior a esos dias la diversidad enzimatica
decae. Esto ocurre por la disminucion en la sintesis de algunas enzimas, como una adaptacion de
las bacterias debido a la poca disponibilidad de materia organica remanente del proceso de
biodegradacion aerobia de las vinazas. Lo anterior indica que la remocion de la materia organica
ocurre por el incremento en la poblacion y diversidad bacterianas. Una vez que se ha removido la
mayor parte de DQO, la diversidad bacteriana permanece casi constante y por arriba del valor
inicial, aunque la poblacion general disminuye por la falta de fuente materia orgéanica. Esto
coincide con la literatura (Luna-Pabello et al., 1994), en donde aguas con menor contaminacion
permiten una mayor diversidad de comunidades microbianas que aguas con mayor

contaminacion.
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Figura 5-12. Diversidad del crecimiento bacteriano y de la AE en los
bioensayos a valores constantes de pH (5, 7 y 9) y el testigo.
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Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, puede decirse que existe una correlacion entre
la diversidad bacteriana y enzimatica y el porcentaje de biodegradacion. Esto se ilustra en la
Figura 5-13 y en la Figura 5-14, en donde se observa que la calidad del agua resulta mejor cuando
la diversidad de bacterias incrementa, lo que denotaria menor complejidad en la estructura
comunitaria, a consecuencia de ambientes poco favorables, como es la presencia de una alta

carga organica.
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Figura 5-13. Graficas de la correlacion entre el porcentaje de remocion de
DQO vy la diversidad bacteriana.
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Figura 5-14. Graficas de la correlacion entre el porcentaje de remocion de
DQO y la diversidad enzimética.

De acuerdo con los valores obtenidos al final del proceso de depuracion, para cada uno de los
bioensayos, de porcentaje de remocién, abundancia total de bacterias y de AE y valores de

diversidad bacteriana y enzimatica, se encuentran ordenados los bioensayos como sigue:

% de remocion de DQO pH 9 > pH 5 > pH 7 > Testigo
Abundancia bacteriana pH 5 >pH 9 > Testigo > pH 7
Abundancia enzimatica pH 9 >pH 7 > pH 5 > Testigo
Diversidad bacteriana pH 5 >pH 9 > Testigo > pH 7
Diversidad enzimatica pH 9 >pH 5> pH 7 > Testigo
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encontrdndose mayor relacion entre los valores del porcentaje de remocion y los de diversidad
enzimatica, por lo que dichos valores pueden ser empleados como una herramienta alterna para el
seguimiento del proceso de depuracion, asi como también, para evaluar la calidad de dicho

proceso.

Aunado a la informacién obtenida de los valores de diversidad tanto para la comunidad
bacteriana como para la AE, es posible inferir que existe el potencial para incrementar dichos
valores. Esto, dado que los valores de Hmax (el valor potencialmente alcanzable de diversidad)
para las comunidades bacterianas y AE son 2.58 y 4.25, respectivamente. Lo anterior refleja que
pueden existir limitantes para el desarrollo bacteriano y/o de la AE, como pueden ser la presencia
0 generacién de compuestos toxicos y la presencia de materia organica de dificil biodegradacion,
durante el proceso de depuracion de las vinazas (Alexander, 1999; Baran et al., 2004; Boopathy,
2000). Para lo cual, si se desea mejorar el proceso, se puede realizar un proceso de
bioestimulacién (ajuste del medio para proveer a las comunidades bacterianas de un ambiente
favorable para la degradacion de los contaminantes) o bioaumentacion (adicion de
microorganismos capaces de degradar cierto contaminante), que son practicas comunmente
usadas para incrementar el proceso de biorremediacion de sitios contaminados, principalmente la
bioaumentacién, por proporcionar mejores resultados a menor costo, tanto en tecnologias in situ
(tratamiento del material contaminando en el lugar: principalmente en suelos) como las biopilas y
en tecnologias ex situ (remocidn del material contaminado para un tratamiento; principalmente en
tratamiento de aguas residuales) como los bioreactores o biofiltros (Bento et al., 2005; Boopathy,
2000; Jézequel et al., 2005; Olaniran et al., 2005; Scow y Hicks, 2005; Simon et al., 2004).

De forma similar, se procedié a evaluar el proceso de biodegradacion en los BE como se

describe a continuacion.
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5.4. PRUEBAS DE BIODEGRADACION AEROBIA DE LAS
VINAZAS EN LOS BIOFILTROS EXPERIMENTALES

En la Figura 5-15, se muestran los BE en los que se realizaron las pruebas de biodegradacion.
Los biofiltros fueron empacados con una mezcla de escoria volcanica roja y gravilla blanca en
una proporcion de 6:4 (v/v), respectivamente. Esta mezcla presentd un porcentaje de porosidad
del 56.77%. En la literatura, se ha reportado que las caracteristicas del material de empaque son
importantes para la remocion de los contaminantes y dependiendo del tipo de contaminantes es el
tipo de material a usar (Scholz y Xu, 2002b). La caracterizacion de las propiedades hidraulicas de

cada uno de los materiales se encuentra detallada en el anexo A-2) 1V (pag. 90).

<—— Puertos de muestreo

Difusores de aire ——p»

Bombas de aire —————p» <€— Humidificadores de aire

Figura 5-15. Biofiltros experimentales empleados para las pruebas de
biodegradacion aerobia de vinazas.

Para las pruebas de biodegradacion aerobia de las vinazas, los biofiltros fueron alimentados
con vinazas a una concentracién del 10% (11 g DQO L™). En el primer lote de vinazas se
adicionaron lodos activados en las condiciones ya establecidas. Se midi6 la concentraciéon de
oxigeno disuelto a una muestra de vinaza extraida de los biofiltros. Para evaluar las condiciones
aerobias (> 2 mg L™), la concentracién medida durante todo el tiempo de operacion de los

biofiltros se mantuvo por arriba de los 4 mg L™.
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En un primer ensayo, se estableci6 el tiempo de saturacion de materia organica
(taponamiento) de los BE el cual fue de 12 dias. Al término de estos dias, la carga hidraulica
disminuyd en un 17% y en un 33% a los 28 dias. De acuerdo con estos resultados previos, se
establecio un periodo de operacion de los biofiltros de 32 dias y con una alimentacion cada 4 dias
y un TRH del mismo lapso, que corresponden al tiempo en que se tuvo la méxima velocidad de
biodegradacion (en los experimentos previos). De esta forma, se tomaron muestras del influente
al inicio (dia 0) y en los dias 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28, que corresponden al Gltimo dia de
operacion y cuando se adicionaba nuevamente vinaza al 10%. Se tomd también una muestra
diaria durante todo periodo de operacidn, a las que se les determiné la DQO, presencia de grupos
bacterianos y la AE.

Las etapas de operacion de los biofiltros se dividieron en: inicial (dias 0 a 8), intermedia (dias
12 a 20) y final (dias 24 a 32). En la Figura 5-16 se muestran las curvas de biodegradacién y los
resultados del ajuste a la cinética de primer orden se encuentran en la Tabla 5-9. De acuerdo con
estos resultados, la velocidad de biodegradacion increment6 del dia 0 al dia 12 y se mantuvo
hasta el dia 16, siendo los dias 12 y 16 de adicion cuando se obtuvo la mayor velocidad de
biodegradacion. Posteriormente, la velocidad de biodegradacion disminuyd progresivamente del
dia 24 hasta el dia 28 de operacion. La disminucion en la velocidad de biodegradacion, en los
dias de operacion posteriores al dia 24, se debié al taponamiento de los biofiltros por la
acumulacion de materia organica y a la formacion de la biopelicula sobre el material de empaque.
Lo cual corresponde con lo reportado por otros autores. Por ejemplo, Semmens et al. (2003)
encontro que el exceso de biopelicula contribuye a la disminucién de la eficiencia del proceso,
debido a que disminuye la difusién tanto de OD como de carbono. Cao y Alaerts (1995)
demostraron que el consumo de oxigeno disminuye del 50% al 10% cuando se incrementa la
superficie de la biopelicula. Lo anterior indica que al irse estableciendo las poblaciones de
microorganismos el proceso de biodegradacion aumenta. Sin embargo, la formacion de la
biopelicula retarda la transferencia de los nutrimentos y del oxigeno, reduciendo la
biodisponibilidad de éstos para los microorganismos y, por lo tanto, la velocidad de

biodegradacion (Boopathy, 2000).

Ernesto Carlos Reyes Alvarado 51



RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

10000 Dia
—~ = 0
\n e 4
;Dl 8000+ Y
e v 16
6’ 6000 24

< 28
o
O 4000

0 1 2 3 4
Tiempo (dias)

Figura 5-16. Curvas de biodegradacion aerobia de las vinazas en los BE. Los
dias 0, 4, 12, 16, 24 y 28 son los dias que se adicionaron vinazas a una
concentracion de 10%.

Tabla 5-9. Parametros del ajuste a una cinética de primer orden, de las curvas
de biodegradacién aerobia de vinazas en los BE.

Parametro Dia0 Dia 4 Dia 12 Dia 16 Dia 24 Dia 28
k (d?) 0.04+0.00 0.14+0.02 0.25+0.00 0.25+0.01 0.21+0.02 0.09 +0.01

So(@DQOLY) 102+01 92+01 103+01 103401 10.0+03 103+0.2
R? 0.996 0.931 0.999 0.999 0.985 0.956

El valor maximo de la constante de velocidad de biodegradacion de las vinazas, en los
biofiltros, fue de 0.25 + 0.01 d™, similar a la constante de velocidad de biodegradacién evaluada
en los bioensayos a valores de pH constante (0.23 + 0.03). En comparacion, Cao y Alaerts (1995)
encontraron que la velocidad de biodegradacion de biomasa suspendida es mayor que la de
biomasa adherida. Sin embargo, en los bioensayos realizados en los biofiltros, el valor de
biodegradacion alcanzado hasta el dia 16 no se mantuvo y para el dia 28 decayo 2.8 veces. Dicha
disminucion en la velocidad de biodegradacién se debe, en parte, al efecto de taponamiento, que
se presentd con una disminucion en la carga hidraulica de 300 mL a 250 mL a partir del dia 12 y
para el dia 24 disminuyo de 300 a 200 mL. En relacién con otros estudios, los tiempos de
taponamiento son muy variados (10, 80 y 253 dias), lo que se debe principalmente al tipo de
bacterias y hongos presentes en la biopelicula, la produccion de exopolisacaridos y a la cantidad
de materia organica suministrada (Liu et al., 2003; Mattison et al., 2002; Tanner y Skuinas, 1995;
Vandevivere y Baveye, 2002b). En otros casos, el taponamiento se presenta en tiempos mas
prolongados, debido a la predacion de bacterias (por protozoos), presencia de plantas vasculares
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(como en los humedales artificiales) y/o a la adicion de surfactantes biodegradables (Boopathy,
2000; Liu et al., 2003; Mattison et al., 2002; Rodgers et al., 2003; Scholz y Xu, 2002a;
Weber-Shirk y Dick, 1999). Por lo tanto, en sistemas de pelicula fija, como los biofiltros, para el
tratamiento de vinazas, una posible opcion para retardar el taponamiento es el uso de

surfactantes, previos estudios.

Los porcentajes de remocion de DQO se muestran en la Figura 5-17, para cada una de las
etapas del proceso de biodegradacion en los BE. Puesto que se parte de una misma concentracion
inicial, las velocidades de biodegradacion corresponden con los porcentajes de remocion, es

decir, a baja velocidad de biodegradacion, bajos porcentajes de remocion.
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Figura 5-17. Porcentaje de remocion de DQO durante los 4 dias de retencion
hidraulica, para los dias de adicién de vinazas: 0, 4, 12, 16, 24 y 28, en los BE.

Para evaluar la cantidad de materia orgdnica removida en los BE, se obtuvo por integracion
del area bajo la curva de los valores de DQO obtenidos del influente y efluente, para las
columnas alimentadas con vinazas y la alimentada con agua de la llave, como se muestra en la
Figura 5-18. La cantidad de DQO removida, se calculé como la diferencia de la concentracién de
la materia orgénica alimentada menos la del efluente. Los resultados en cuanto a la remocion de
DQO, se encuentran en la Tabla 5-10. La cantidad de materia organica aportada por el material
de empaque, no fue significativa con respecto a la aportada por las vinazas, siendo apenas del
0.7%. EIl porcentaje de DQO, que se removio durante los 32 dias de operacion de los biofiltros,
fue del 50.5%. Estos resultados son consistentes con otros estudios reportados en la literatura. Por

ejemplo, para aguas residuales con detergentes y grasa de la industria lactea, el porcentaje de
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remocién alcanzado fue del 53%, utilizando biofiltros empacados con arena y con un tiempo de
taponamiento de 131 dias (Liu et al., 2003). En los bioensayos realizados en los biofiltros, la
cantidad de materia organica removida por gramo de material de empaque fue de 12.2 mg, en
tanto que la removida en ausencia de biopelicula fue de 37.5 x 10" mg, resaltado que la remocion
por biodegradacién es mas importante que la remocion por adsorcién. Del trabajo de Liu et al.
(2003), se deduce que por centimetro cubico de sistema se logran remover 9.7 mg de DQO,
mientras que para los biofiltros empleados en este trabajo fue de 8.5 mg de DQO. De lo que se
infiere que las diferencias en la remocion de materia organica se debe al tipo de agua tratada y al

material de empaque.
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Figura 5-18. Remocion de materia organica (DQO) en los BE: a) alimentados
con vinazas; b) alimentados con agua de la llave.

Tabla 5-10. Resultados del contenido total de materia organica disuelta (mg
DQO) en las pruebas realizadoas en los BE alimentados con vinazas y con agua
de la llave.

Vinazas Agua de la llave

Influente 21031 14
Efluente 11 259 88
Removida 9772 -74

El valor negativo, en el valor correspondiente al de remoci6n en la columna alimentada con agua de la llave, indica
que hubo un aporte de materia organica por parte del material de empaque.

De igual forma que en los bioensayos a valores de pH constante, se evaluo el crecimiento

bacteriano. Las curvas de crecimiento de los grupos bacterianos se encuentran en la Figura 5-19.
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En general, hay un incremento del crecimiento en la etapa inicial alcanzando su maximo valor en
la etapa intermedia y, posteriormente, en la etapa final se observd un ligero decaimiento. El
incremento de la biomasa provoca que se tenga una mayor velocidad de biodegradacion de DQO.
Asi, en la etapa intermedia, en donde se tiene el mayor crecimiento de biomasa, es donde se tiene
la mayor velocidad de biodegradacion. Sin embargo, el decaimiento en la abundancia de todos
los grupos bacterianos, se debe, en parte, a los procesos de adaptacion y eliminacion de las
bacterias menos competentes en una biopelicula madura (Liu et al., 2003; Luna-Pabello, 1990;
Roy, 1993; Shaw et al., 1985; Vandevivere y Kirchman, 1993).
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0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 5-19. Curvas de crecimiento de los 6 grupos bacterianos durante la
biodegradacion aerobia de vinazas en los BE.

Los resultados, en cuanto a la abundancia de bacterias por grupo tréfico, se encuentran en la
Figura 5-20, donde se observa que el grupo con mayor abundancia en todas las etapas de
operacion fue el de las bacterias proteoliticas. El grupo de bacterias lipoliticas es el siguiente con
mayor abundancia al inicio del proceso. Posteriormente, va disminuyendo en las siguientes etapas
y al final del proceso es el grupo de menor abundancia. Por otro lado, los grupos de bacterias
amiloliticas y sacaroliticas son los de menor abundancia en la etapa inicial, incrementando
posteriormente. El hecho de que se tenga una mayor concentracion de bacterias proteoliticas que
lipoliticas, se debe posiblemente a que en las vinazas la principal fuente de carbono son las
proteinas (74%), posteriormente los carbohidratos (16%) y al final los lipidos (10%) (Vlyssides et
al., 1997). El aumento en bacterias amiloliticas y sacaroliticas, en la Ultima etapa de operacién de
los biofiltros, se debe a que la acumulacién de fuentes de carbono como polisacaridos, servira de
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alimento a estas bacterias. Puede apreciarse que la abundancia de bacterias, encontradas en los
bioensayos de biodegradacion aerobia de vinazas a valores de pH constante y la encontrada en los
BE, es totalmente diferente. Siendo, por abundancia, las bacterias amiloliticas el grupo mas
importante en los bioensayos a valores de pH constante, en tanto que para los biofiltros fue el de
las proteoliticas. Por lo anterior, bajo las condiciones experimentales en las que se operaron los
biofiltros, la formacién de la biopelicula, favorece el crecimiento de bacterias proteoliticas, mas

que el de los otros grupos.

Inicial Intermedia

Proteoliticos
Lipoliticos Proteoliticos
26% \ 35.7%

50.3%
Lipoliticos \\'
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Figura 5-20. Porcentaje de crecimiento de los grupos bacterianos, evaluados
durante la biodegradacion aerobia de vinazas en los BE.

En cuanto a los resultados de distribucion y abundancia de AE, los resultados se encuentran
de la Tabla 8-7 a la Tabla 8-9 del anexo A-2) Il (pag. 87). Los valores de porcentaje de
abundancia de los grupos enzimaticos, que se encontraron en las tres etapas de operacién de los

BE, se encuentran en la Figura 5-21. En donde se observa que el grupo de enzimas con mayor
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abundancia fue el de fosfatasas, con una actividad por arriba del 50% (>2.5 unidades), lo que
coincide con lo encontrado en los bioensayos de biodegradacion de vinazas a valores de pH
constante y tampoco se encontrd actividad de la B-glucuronidasa. En la etapa inicial, las proteasas
son las siguientes en abundancia, mientras que en las etapas intermedia y final, son las que se
encuentran con menor abundancia. En la etapa intermedia y final, las carbohidrasas y lipasas se
mantuvieron con mayor abundancia que las proteasas. EI que no se encuentre mayor actividad de
proteasas que de lipasas o carbohidrasas, puesto que el grupo de bacterias proteoliticas es el de
mayor abundancia, se debe a que estas bacterias pueden usar otras proteasas diferentes a las

evaluadas con las galerias api ZYM.

Inicial Intermedia
Proteasas Proteasas
22% 18%
Lipasas ~ ] Carbohidrasas
21% ‘ Carbohidrasas ngasa 29%
|—. \42,0;/0 21% /-\’
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320
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Final

Proteasas
19%

Lipasa

Carbohidrasas
23% ’ \27%

Fosfatasas
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Figura 5-21. Porcentaje de actividad de las enzimas evaluadas durante el
proceso de biodegradacion aerobia de las vinazas en los biofiltros
experiménteles, durante las etapas inicial, intermedia y final, del proceso.
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También, se analizando el proceso de biodegradacion en los BE, mediante las abundancias
bacteriana y enzimatica (Tabla 5-11), para cada una de las etapas del proceso. Por ejemplo, en
cuanto al crecimiento bacteriano, en la etapa inicial de operacion de los BE, las bacterias que se
mantienen con mayor abundancia (excepto el dia 0) son las proteoliticas, manteniéndose hasta el
final de la etapa final de operacion de los biofiltros. Las bacterias lipoliticas también se
encuentran con mayor abundancia pero solo en las etapas inicial e intermedia, en tanto que las
amiloliticas s6lo estan en mayor abundancia (junto con las proteoliticas) en la etapa final de
operacion de los biofiltros. De forma similar, la actividad de las fosfatasas es las mas abundante
durante toda la operacion de los biofiltros y las carbohidrasas también se encuentran con mayor
abundancia solo en la etapa intermedia. De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la mayor
velocidad de biodegradacion aerobia de vinazas en el biofiltro, bajo las condiciones
experimentales establecidas, estard indicado por una mayor abundancia de bacterias lipoliticas y

proteoliticas, asi como de las actividades de fosfatasas y carbohidrasas.

Tabla 5-11. Porcentaje de grupos bacterianos y enzimaticos, encontrados en las
diferentes etapas del proceso de biodegradacién aerobia de las vinazas, en los
BE.

Tiempo (dias)
Grupos bacterianos 0 2 4 12 14 16 24 26 28
Etapa inicial Etapa intermedia Etapa final

% Amiloliticos 81.83 244 2.8 |18.8 237 233|255 273 246
% Sacaroliticos 30,5 16 11.1|173 164 17.7|23.0 206 221
% Lipoliticos 30.3 339 293|236 263 250|171 149 148

% Proteoliticos 78 401 56.8 | 402 336 340 | 345 372 384
% Celuloliticos 00 00 00|00 00 00|00 00 00
Total de UFC mL™ 3.4x* 2.5x’ 5.0x°|1.8x° 2.8x° 2.8x°|2.4x° 2.3x° 2.2x°

Grupos enzimaticos

% Fosfatasas 37 41 34 34 32 33 32 29 32

% Lipasas 24 20 20 | 18 22 22 | 25 28 22

% Proteasas 24 23 22 18 19 16 17 18 19

% Carbohidrasas 16 16 24 30 27 29 26 25 26

Total 19 35 41 39 47 46 39 36 36

% remocion
de DQO
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De igual forma que los bioensayos de biodegradacién de vinazas a valores de pH constante,
se analiz6 la diversidad bacteriana y enzimética. Los resultados se encuentran graficados en la
Figura 5-22. Los valores mas altos de diversidad, para el crecimiento bacteriano, se alcanzaron
durante la etapa de operacion intermedia de los biofiltros (entre los dias 12 y 25). Con un
incremento en la etapa inicial y un decremento en los Gltimos dias de operacion de los biofiltros.
En tanto que para los valores de diversidad encontrados para la AE, los maximos valores se
alcanzaron entre los dias 12 y 16. De igual forma que los resultados encontrados en los
bioensayos de biodegradacion de las vinazas a valores de pH constante, las etapas donde se tiene
el mayor porcentaje de remocién de DQO, estdn indicados por el aumento en los valores de

diversidad tanto para el crecimiento bacteriano, como para la AE.
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Figura 5-22. Diversidad del crecimiento bacteriano y de la AE, durante la
biodegradacion aerobia de las vinazas en los BE.

La correlacion entre los valores de diversidad bacteriana y enzimatica se ilustra en la Figura
5-23. En donde se al aumentar la diversidad bacteriana y enzimatica, la calidad del agua tratada
resulta mejor. Sin embargo, este incremento en diversidad es posible por la presencia de materia
organica, que permite el crecimiento de las comunidades bacterianas. De igual forma que en los
bioensayos de biodegradacion de vinazas a valores constantes de pH, la mayor biodegradacion se

tendra cuando la complejidad en la estructura comunitaria sea mayor.
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Figura 5-23. Graficas de la correlacion entre el porcentaje de remocion de
DQOy la diversidad bacteriana y enzimatica.

En consecuencia, cuando la diversidad bacterias y de AE es mayor, la calidad del proceso de
depuracién y, por lo tanto, del agua tratada, resultan mejor. De esta forma, debe considerarse que
al formarse la biopelicula, quedardn Unicamente aquellas especies con mejor capacidad de
adaptacion, lo que denotaria menor complejidad en la estructura comunitaria y, por lo tanto, la

velocidad de biodegradacion disminuye.
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6. CONCLUSIONES

La biodegradacion aerobia de las vinazas se ajusta a una cinética de primer orden y la
dependencia de la velocidad de biodegradacion con la concentracion inicial de DQO, es descrito
por el modelo de Michaelis-Menten, lo que indica que no hay inhibicion de la biodegradacion por

el aumento de la concentracion de DQO, dentro del intervalo empleado en la experimentacion.

La velocidad de biodegradacion es independiente del pH de las vinazas, siempre que éste
ultimo se mantenga en valores constantes a 5, 7 y 9. Sin embargo, cuando el pH durante el
proceso de biodegradacidn no es ajustado, para evitar su cambio, la velocidad de biodegradacion
disminuye. Dicha disminucion se debe a que las bacterias tardan mas tiempo en adaptarse
metabdlicamente en un medio con pH fluctuante que en uno constante, por lo que crecen a

menor velocidad.

El proceso de biodegradacion de las vinazas en los biofiltros sigue una cinética de primer
orden. La maxima velocidad de biodegradacion que se alcanzd, fue en la etapa de operacién
intermedia. A los 28 dias de operacién, el taponamiento de los biofiltros ocasiond una
disminucion en la capacidad de suministro de las vinazas. Sin embargo, la cantidad de materia
organica removida, por centimetro cubico de biofiltro (8.6 mg de DQO), corresponde a lo
encontrado en otras investigaciones (Liu et al., 2003) (9 mg de DQO cm™ de biofiltro) usando

aguas residuales industriales con alta carga de materia organica.

Dado que el grado de remocion de materia organica logrado se ve reflejado tanto en la
diversidad bacteriana, como en la enzimatica, presentes en el proceso de biodegradacion,
representan una herramienta Gtil para la evaluacion del proceso de biodegradacion aerobia de
vinazas. En consecuencia, poseen un amplio potencial de aplicacion para el diagnostico de la
operacion de sistemas con biomasa en suspension y biofiltros, en la biodegradacion de materia

organica.
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ANEXQOS

8. ANEXOS

A-1) TECNICAS ANALITICAS

I DETERMINACION DE DQO
METODO DE REFLUJO CERRADO COLORIMETRICO

DISCUSION GENERAL

La DQO determina la cantidad de oxigeno necesario para oxidar la materia organica presente en
una muestra. Cuando la materia organica es oxidada (por el ién dicromato), el cromo cambia del
estado hexavalente (V1) al estado trivalente (111). Ambas especies del cromo tienen coloracion y
absorben en la region visible del espectro, por ejemplo, el i6n dicromato (Cr,0;%) absorbe
fuertemente en la regién de 400 nm, aqui la absorcién del i6n cromato (Cr®*) es mucho menor,
mientras que en la region de 600 nm, el i6n cromato absorbe fuertemente y la absorcion del
dicromato es cercana a cero. En una solucién 9M de éacido sulfarico el coeficiente de extincion
molar aproximado es como sigue: Cr** - 50 L mol™* cm™ a 604 nm; Cr,0-* - 380 L mol™ cm™.

APARATOS

a) Horno con capacidad para alcanzar 150° C.
b) Espectrofotometro, para uso a 600 nm y/o 420 nm.

REACTIVOS

a) Solucion de digestion de alto rango, adicionar a aproximadamente 500 mL de agua
destilada 10.216 g de K,Cr,0, grado estandar primario, previamente secado a 150°C por
2 h, 167 mL de H,SO, y 33.3 g de HgSO, disolver de frio a temperatura ambiente y diluir
a 1000 mL.

b) Solucion de digestion de bajo rango, preparar como la de alto rango pero usando
unicamente 1.022 g de K,Cr,0x.

¢) Reactivo de acido sulfarico, agregar Ag.SO, grado reactivo o técnico, cristales o polvo, a
H.SO, concentrado a razon de 5.5 g de Ag.SO, por kg de H,SO,, dejar reposar de 1 a 2
dias para disolver, posteriormente mezclar.

d) Estandar de biftalato de potasio (KHP) HOOCCgH,COOK: ligeramente triturar y secar a
peso constante a 110°C. Disolver 425 mg en agua destilada y diluir a 1 L. EI KHP tiene
un contenido teérico de 1.176 mg O, mg™ de DQO y esta solucién tiene un valor teérico
de 500 pg O, mL™ Esta solucién es estable cuando es refrigerada, pero no
indefinidamente. Se debe tomar precaucion de que no haya crecimiento microbiologico, si
resulta practico se puede esterilizar la muestra.
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PROCEDIMIENTO

Tratamiento de la muestra: medir un volumen conveniente de la muestra afiadir los reactivos
dentro del tubo de reaccion o ampolleta como se indica en la Tabla 8-1.

Tabla 8-1. Cantidades de muestras y reactivos para tubos de digestion de dos

tamafios.
Tubo de Muestra Solucion de Reactivo de 4cido Volumen final
digestion (mL) digestion (mL) sulfarico (mL) total (mL)
16 x 100 mm 2.5 1.5 3.5 7.5
20 x 150 mm 5.0 3.0 7.0 15.0

Lavar los tubos de ensaye y tapas con 20% H,SO, antes del primer uso para prevenir
contaminacion. Hacer medidas volumétricas par mayor exactitud. Los volumenes criticos son los
de las muestras y de la solucién de digestion. Coloque la muestra en el tubo de ensaye o
ampolleta y afiada la solucion de digestion. Cuidadosamente deslice el reactivo de &cido sulfurico
dentro del envase de tal manera que se forme una capa de acido bajo la capa de la muestra-
solucion de digestion. Cierre herméticamente los tubos o ampolletas e invierta cada uno muchas
veces para mezclar completamente.

Coloque los tubos en un digestor precalentado a 150°C y con reflujo por 2 h, enfrie a
temperatura ambiente y coloque los tubos en una gradilla. Algo de sulfato de mercurio puede
precipitar pero este no afecta el andlisis. Es critico que el volumen de cada componente sea
conocido y que el total volumen sea el mismo para cada reaccion.

Medida de la reduccién del dicromato. Enfrie la muestra a temperatura ambiente lentamente
para permitir la formacion del precipitado. Una vez que las muestras han sido enfriadas y
ventiladas, de ser necesario para liberar la presién generada durante la digestion. Mezcle el
contenido de los tubos de reaccion para combinar el agua condensada y disgregar la materia
insoluble. Permita la suspension de la materia y asegurese de que el paso éptico este claro. Mida
la absorcidn de cada muestra blanco y de los estandares a la longitud de onda seleccionada (420 6
600 nm). A 600 nm, use una muestra no digerida como blanco, analice una muestra blanco
digerida para confirmar la calidad de los reactivos analiticos y ara determinar el blanco de DQO,
reste el blanco de DQO a la muestra analizada. Alternativamente use el blanco digerido como
solucion de referencia, una vez que se establece que el blanco tiene baja DQO.

A 420 nm use agua destilada como solucion de referencia. Mida todas las muestras, el blanco
y las muestras estandar, la medida de absorcién de un blanco no digerido conteniendo dicromato
con agua destilada puede dar el valor inicial de absorcion del dicromato. Algunas muestras
digeridas, el blanco o las soluciones estandar, que tengan DQO, el valor de absorbancia
disminuira debido al decremento del i6n dicromato. Analice un blanco digerido Gnicamente con
agua destilada para asegurar la calidad de los reactivos y para determinar la contribucién de los
reactivos al decremento de la absorbancia durante una digestion dada. La diferencia entre las
absorbancias de una muestra digerida y el blanco digerido es la cantidad de DQO. Cuando las
soluciones estandar se corren, grafique las diferencias de absorbancia de un blanco digerido y la
absorbancia de las muestras estandar contra los valores de DQO de cada estandar.
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Preparacion de la curva de calibracion. Prepare por lo menos cinco soluciones estandar de la
solucion de KHP con equivalentes de DQO para cubrir cada rango de concentracion. Use agua
destilada para llevar las soluciones a un mismo volumen y proceda a la digestion. Prepare la
curva de calibracion para cada nuevo lote de tubos 0 ampolletas o cuando la solucidn estandar sea
preparada, las curvas deben ser lineares, sin embargo, alguna irregularidad puede ocurrir
dependiendo de los instrumentos usados y de la exactitud necesaria.

CALCULOS

Si las muestras, los estandares y los blancos son corridos bajo las mismas condiciones de
volumen y paso éptico, calcule la cantidad de DQO como sigue:

mg O, enel volumen final x1000
mL de muestra

DQOcomomgO, L™ =

Preferentemente analice muestras por duplicado debido a la poca cantidad de muestra. Las
muestras que no son homogéneas pueden requerir de multiples determinaciones para mejorar la
exactitud del analisis. Las muestras no deben diferir del promedio en mas de +5%.
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DETERMINACION DE DBOs

DISCUSION GENERAL

Este método mide el oxigeno molecular utilizado durante un periodo de incubacién especificado,
para la degradacion bioquimica de material organico y el oxigeno usado para oxidar material
inorgénico. Esta prueba mide el oxigeno consumido durante el periodo de incubacion de 5 dias.

APARATOS

a)

b)

Envases de incubacion: usar envases de vidrio con 300 mL de capacidad con tapon
esmerilado y una boca acampanada. Lavar los envases con un detergente, enjuagar lo
suficiente con agua destilada y secar antes de usarse. Como precaucion para evitar la
entrada de aire dentro de la solucién dentro del envase durante la incubacion use un sello
de agua. Se obtiene un sello conveniente si los envases son invertidos en un bafio de agua
0 afiadiendo agua a la boca acampanada de los envases especiales para DBO, colocar un
papel o un sello plastico en la boca del envase para reducir la evaporacién del sello de
agua durante la incubacién.

Incubadora de aire o bafio maria, controlado por un termostato a 20 + 1°C, evite la entrada
de luz para prevenir la produccién de O, por fotosintesis.

REACTIVOS

a)

b)

c)
d)

f)

9)
h)

Solucién buffer de fosfatos: disolver 8.5 g de KH,POy4, 21.75 g K;HPO,, 33.4 g de
Na,HPO, y 1.7 g de NH4Cl en aproximadamente 500 mL de agua destilada y
posteriormente diluir a 1 L. El pH debera estar en 7.2 sin ajustes. Por otro lado, disuelva
42.5 g de KH,PO,4 6 54.3 g de K;HPO,4 en aproximadamente 700 mL de agua destilada,
ajuste el pH a 7.2 con NaOH al 30% y afore a 1L.

Solucion de sulfato de manganeso, disolver 27.5 g de MgSQO,-7H,0 en agua destilada y
diluyaal L.

Solucién de cloruro de calcio, disolver 27.5 g de CaCl; en agua destilada y aforara 1 L.
Solucién de cloruro férrico, disolver 0.25 g de FeClz-6H,0 en agua destilada y aforar a
1L.

Soluciones &cidas y alcalinas. 1) &cida: lentamente y con agitacion agregue 28 mL de
acido sulfurico concentrado a un contenedor con agua destilada, posteriormente afore a
1 L; 2) alcalina: disuelva 40 g de hidroxido de sodio en agua destilada y aforea 1 L.
Solucién de sulfito de sodio, disolver 1.575 g de Na,SO3 en 1 L de agua destilada. Esta es
una solucion no estable por lo que se debe preparar diariamente.

Inhibidor de nitrificacion: 2-cloro-6-(triclorometil) piridina.

Solucién de glucosa—acido glutamico, seque la glucosa grado reactivo y el &cido
glutdmico grado reactivo a 103°C por 1 h, disuelva 150 mg de glucosa y 150 mg de acido
glutdmico en agua destilada y afore a 1 L, ésta solucion debe prepararse en fresco antes de
usarse.

Solucién de cloruro de amonio, disuelva 1.15 g de NH4Cl en aproximadamente 500 mL
de agua destilada, ajuste el pH a 7.2 con la solucion de sosa y afore a 1 L, ésta solucion
tiene un contenido de 0.3 mg de N por mL.
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PROCEDIMIENTO

a)

b)

d)

e)

f)
9)

Preparacion del agua de dilucion. Cologue el volumen de agua deseado en un vaso de
precipitados y afiada 1 mL de cada una de las siguientes soluciones: amortiguador de
fosfatos, MgSQO,, CaCl y FeCLg, aforar a 1 L. Antes de usar el agua de dilucion se debe
atemperar a 20 + 3°C, llevar a saturacion de oxigeno disuelto por agitacion o por
aireacion con un filtro de aire libre de materia organica. De manera alterna, los envases se
deben almacenar con un tapén de algodon para asegurar que se mantenga la saturacion de
O,, ademas todo el material que se use debe estar limpio.

Verificacion de la solucion acido glutamico-glucosa. Debido a que la prueba de DBO es
un bioensayo sus resultados pueden ser influenciados por la presencia de agentes toxicos
o0 por el uso de una fuente pobre de inoculo, por lo que se debe verificar periddicamente la
calidad del agua de dilucion, la fuente de indculo y las técnicas analiticas, realizando
medidas de DBO con la solucién de acido glutamico-glucosa.

Inoculacion. 1) Fuente de indculo. Es necesario tener una poblacion de microorganismos
capaz de oxidar la materia organica biodegradable en la muestra. Una fuente preferida de
indculo es un efluente de un sistema de tratamiento bioldgico de aguas residuales,
también se puede desarrollar un inéculo adaptado en el laboratorio aireando una muestra
de aguas residuales a la que se le va afiadiendo diariamente una muestra del agua residual
a analizar. 2) Control del indculo. Determine el valor de DBO del material de indculo, asi
como de cualquier otra muestra, este es el valor del control de indculo. Del valor de
control del inéculo y del valor conocido del material de dilucion del indculo, determine la
toma de OD del in6culo.

Determinacion del OD inicial. Si la muestra contiene material que reacciona rapidamente
con el OD, determinar el OD inmediatamente después de llenar los frascos. Si la toma de
OD inicial es insignificante, el periodo de tiempo para la medicion del OD, a partir de la
preparacion de la muestra, no debe exceder de 30 minutos.

Blanco del agua de dilucion. Usar un blanco del agua de dilucion para verificar su calidad
sin la adicion de indculo, asi como para verificar la limpieza de los frascos. Determinar el
OD inicial y final, la diferencia no debe exceder de 0.2 mg L™.

Incubacién. Incubar los frascos a 20°C, en oscuridad.

Determinacion del OD final. Después de 5 dias de incubacion determinar el OD en todas
las muestras.

CALCULOS

Para cada frasco de prueba es preferible medir una disminucién de 2.0 mg L™ de OD y una
cantidad residual de 1.0 mg L™ de OD. La cantidad de DBOs se calcula de la siguiente manera.

Dl_DZ)_(Bl_BZ)
P

DBO, (mg L‘l):(

Donde D; = OD de la muestra diluida inmediatamente después de la preparacion; D, = OD de la muestra después de
los 5 dias de incubacién; P = fraccion decimal del volumen de la muestra usado; B; = OD del control de in6culo
antes de la incubacion; B, = OD del control del in6culo después del periodo de incubacion.
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111 AISLAMIENTO Y CUENTA DE GRUPOS BACTERIANOS

PREPARACION Y ESTERILIZACION DEL MATERIAL

1. Lavar todo el material de vidrio con detergente, para eliminar la materia organica
presente. Enjuagar con abundante agua de la llave y al final con agua destilada para
eliminar los residuos de detergente, asi como las sustancias corrosivas.

Secar el material de vidrio en estufa 0 a temperatura ambiente.

Esterilizar el material de vidrio en horno a temperatura de 170-180°C durante 1 a 2 horas.
Las puntas de plastico para micropipetas se esterilizan envueltas en papel kraftin en
autoclave a 115°C durante 15 minutos.

Hown

SOLUCION SALINA ISOTONICA

En un matraz Erlenmeyer, agregar la cantidad de cloruro necesario para tener una solucion al
0.8%, distribuir 9 mL de ésta solucion en tubos y taparlos con una torunda de algodon y
esterilizar en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar nutritivo o gelosa (Meséfilos Aerobios)

Rehidratar 23 g del agar bacterioldgico en 1 L de agua destilada. Calentar hasta disolucion total.
Esterilizar en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

Agar almidon (amiloliticos)

Peptona de carne 509
Extracto de levadura 5.0 g
K,HPO, 509
Almidon soluble 30¢g
Agar bacterioldgico 15.0 ¢

En 300 mL de agua solubilizar el almidon calentando y agitando; solubilizar los otros
ingredientes en lo 700 mL de agua restantes, mezclar las dos partes. Ajustar el pH a 7.0 y
esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a
20 ml de medio en cajas Petri.

Agar leche descremada (proteoliticos)

Solucién “A”
Dextrosa 10.0¢g
Agar bacterioldgico 15.0 ¢
Solucién “B”

Leche descremada 15.0 g
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En un matraz Erlenmeyer de 500 mL, colocar 250 mL de agua destilada, disolver la leche y
esterilizar a 110°C durante 10 minutos. En otro matraz poner 750 mL de agua, agregar el agar y
la dextrosa, fundir y esterilizar a 110°C durante 10 minutos. En condiciones de asepsia incorporar
la leche a la solucién “A”, homogeneizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15
a 20 ml de medio en cajas Petri.

Medio Minimo (Sacaroliticos)

Solucion 1

Fosfato dibaisco de potasio 709

Fosfato monobaisco de potasio 209

Sulfato de amonio 109

Citrato de sodio 05¢g
Disolver en 250 mL de agua destilada

Solucion 2

Agar bacteriologico 1509

Disolver en 500 mL de agua destilada y fundir

Solucién 3

Sacarosa

Disolver en 250 mL de agua destilada

Esterilizar cada una de las soluciones por separado, enfriar y mezclarlas. En condiciones de
asepsia agregar: 1 mL de sulfato de magnesio al 10% y 1 mL de vitamina B1 (tiamina) al 2%
(esterilizar la vitamina por filtracion). Homogeneizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y
vaciar de 15 a 20 ml de medio en cajas Petri.

Agar celulosa (celuloliticos)

Agar 15.0¢
Celulosa microcristalina 10.0 g

Disolver por calentamiento en 1 L de agua, esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Homogeneizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 ml de medio en cajas
Petri.

Agar para bacterias lipoliticas

Peptona 10.0¢g
Cloruro de sodio 509
Clorurodecalcio 0.1¢g
Agar bacterioldgico 16.0 g
Polisorbato 80 10 mL

Disolver por calentamiento en 1 L de agua, esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Homogeneizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 ml de medio en cajas
Petri.
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APARATOS

a) Incubadora con capacidad para alcanzar 37°C.
b) Cuenta colonias.

PROCEDIMIENTO

Al desarrollar las técnicas en superficie para el recuento de microorganismos, debe ponerse
especial atencion en la preparacion de las placas previo a su inoculacion; la superficie de la placa
ha de encontrarse libre de humedad excesiva para evitar o limitar la confluencia y extension del
desarrollo bacteriano, lo que permite una definicion clara de las colonias.

Preparacion de las diluciones

1. En condiciones de asepsia, colocar cada uno de los tubos que contienen 9.0 mL exactos del

diluyente (solucion isotdnica) en una gradilla e identificarlos con la dilucion

correspondiente.

Mezclar la muestra mediante agitacion energética.

3. En condiciones de asepsia, introducir la punta de la micropipeta a 2.5 cm de profundidad,

tomar 1 mL vy transferirlo al primer tubo con 9 mL del diluyente (dilucién 1:10), teniendo

cuidado de colocar la punta 1 cm arriba de la superficie del liquido y vaciar por completo el

liquido.

Tapar el tubo y agitar vigorosamente.

Introducir la micropipeta con una nueva punta estéril, tomar 1 mL y transferirlo al siguiente

tubo de dilucién (1:100). Repetir este procedimiento para preparar las siguientes diluciones,

transfiriendo en cada ocasién 1 mL de muestra de la dilucidn anterior al siguiente tubo que

contiene 9 mL del diluyente.

6. Con una punta limpia y estéril, mezclar y tomar 0.2 mL de la dilucién y colocarlo en el
centro de la placa con el medio correspondiente.

7. En condiciones de asepsia, con un asa estéril, extender la gota sobre toda la superficie del
medio.

8. Repetir los pasos 6 y 7 para inocular las cajas con los medios y diluciones de interés.

Invertir la caja e incubar a 35° C durante 24 y 48 horas.

10. Después de la incubacién, observar el efecto de la dilucidn. Seleccionar las placas que
muestren una cantidad aproximada de 30 a 300 colonias.

11. Colocar la caja con la tapa hacia abajo y la base hacia arriba, en el cuanta colonias, contar
las colonias y marcarlas con un plumén.

12. Calcular el nimero de microorganismos por mL de muestra con la siguiente formula.

UFC mL™ = promedio de las colonias contadas x 10 x reciproco de la dilucion
El resultado se expresa como Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

no

ok

©
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\Y CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES DE EMPAQUE

Respecto al origen de los materiales de empaque, los lotes de escoria volcanica roja y gravilla
blanca, ambos materiales tipicos de construccién en la parte centro de México, se obtuvieron de
una casa de materiales ubicada en el sur de la Ciudad de Meéxico. Estos materiales se
consideraron de acuerdo a resultados obtenidos por Ramirez-Carrillo (1998). La escoria
volcénica roja posee una alta capacidad de retencion de materia organica y porosidad, lo que
proporciona mayor superficie para el desarrollo microbiano, ademéas es un material barato y de
facil obtencion, por otro lado la gravilla blanca, debido a su dureza mantiene las condiciones de
conductividad hidraulica en los BE.

Dichos materiales se molieron en un molino de bolas, adecuado para uso con rocas.
Posteriormente se tamizaron a través de mallas de 4 y 2 mm? seleccionando las rocas que
quedaron entre ambas mallas. Las rocas asi seleccionadas, se lavaron con agua corriente hasta
gue no se observaron impurezas ni coloracién en el agua de desecho y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

AREA APARENTE

Se tomaron muestras representativas de un gramo, de cada tipo de rocas tamizadas, éstas se
esparcieron en una hoja blanca y se fotografiaron con una cadmara digital Motic®. Esta camara
cuenta con un soporte para que las fotos sean tomadas a la misma distancia y un Software Motic
Image Plus 2.0. Este software permite hacer el analisis de las imagenes planas y es posible
obtener el area de una o varias imagenes especificas. Para ello es necesario realizar una
calibracién tomando la fotografia de un circulo con dimensiones conocidas. Posteriormente, en el
Software Motic Image Plus 2.0 se selecciona, del menu Medir, Guia de calibracion y “Calibrar
con escala en cruz”, se da clic en el boton Cargar imagen, se selecciona la imagen del circulo y el
tipo de objetivo con el que fue capturada la imagen, se agregan las dimensiones de ancho y alto
de la circunferencia. Posteriormente se da clic en el boton Calibracion, se le da un nombre al tipo
de calibracién y clic en el botén Guardar.

Para la medicion del area de las rocas se abren las imagenes capturadas con el programa
Motic Image Plus 2.0, en la parte inferior de la ventana aparecen varias opciones y se selecciona
Medir y del lado izquierdo del boton Precision se selecciona el nombre de la calibracion
guardada. También se pueden seleccionar las unidades en las que se desea que aparezcan las
mediciones. Para la medicion del area se selecciona Auto-segmentar del menu Medir y
posteriormente Auto-calcular, los datos se pueden exportar a una hoja de Excel dando clic en el
botdn Exportar en el recuadro de “Resultado de Auto-calculo”, para su posterior andlisis. Cada
medicion se realizo por triplicado para cada uno de los materiales de empaque.

DENSIDAD APARENTE, REAL Y POROSIDAD

La densidad aparente (DA) y real (DR), de los materiales de empaque, se evalud de acuerdo con
la técnica establecida en literatura especializada para suelos (Trejo, 1981). Para la determinacion
de la DA, de cada uno de los materiales de empaque, a una probeta de 100 mL se le adicion6
material hasta obtener el volumen de 100 mL, la probeta se pesé sin y con material. La DA se
calculd de acuerdo con la Ecuacion 8-1.
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_mP-mPS

_W Ecuacion 8-1.

Donde: mP = peso de la probeta mas el peso del material en gramos; mPS = peso de la probeta sin material en
gramos.

En cuanto al pardmetro de DR, se determin6 pesando 10 g, de cada uno de los materiales de
empaque, en un matraz aforado de 100 mL. Posteriormente, se agregd agua hasta llegar a los
100 mL de aforo. EI matraz aforado se pesé solo y con el material mas el agua, la determinacién
de la DR se hizo de acuerdo con la Ecuacion 8-2 y la porosidad se calculé mediante la Ecuacién
8-3.

mM
100— mA Ecuacion 8-2.

0.999

Donde: mM = masa de la muestra en gramos; 100 = volumen del matraz en mL; mA = masa del agua agregada al
matraz con material; 0.999 = densidad del agua.

% de Porosidad =100 (l—g':j Ecuacioén 8-3.

DR=

PERFIL DE VELOCIDAD DE INFILTRACION DE AGUA EN LAS COLUMNAS

Una vez que se determinaron los parametros arriba mencionados, debido a que estos influyen en
la velocidad de infiltracion del liquido y el tiempo de retencién hidraulico, se procedié a
determinar el perfil de velocidad de infiltracion. Para ello se pesé la cantidad, en gramos, de cada
uno de los materiales de empaque, necesarios para tener un area superficial de 2 500 cm?, de
acuerdo al area obtenida por gramo de material (Tabla 8-10, pag 91). La cantidad correspondiente
de cada material se coloc6 en las columnas diferentes. A cada columna con el material de
empaque se le adicion6 600 mL de agua, la cual se dejo fluir y se tomo el tiempo cada 100 mL
hasta obtener los 600 mL. El perfil de velocidad de infiltracion se obtuvo de graficar los mililitros
de agua filtrada, en funcién del tiempo de flujo requerido para obtener el volumen de agua cada
100 mL (Fenoglio-Limon, et al. 2000).

CAPACIDAD DEL MATERIAL DE EMPAQUE PARA ADSORBER LA MATERIA
ORGANICA DE LAS VINAZAS

Se determind la capacidad de adsorcién de materia organica, para 10 g del material de empaque,
mediante el paso de vinazas a una concentracién de 1 g L™ de DQO, por las columnas con el
material. Adicionando 100 mL de vinazas en dosis de 5 mL y colectando la muestra para su
posterior analisis de DQO.
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A-2) RESULTADOS EXPERIMENTALES DE SOPORTE

I REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS

PRUEBAS DE BIODEGRADACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Sin lodos activados

%

1001 .'.'I'Ill?::.\ . —=—100A
.\:_.\I-I—\ —e—100B

o~ 80 ‘°~._.‘~-\ 50 A
| Yo  —V—50B
D 604 25A
O VOO Yy y —<— 25B
o 401 Raaw, 10A
a\ TIX e 108B
204 e """"4-4-4-4.4_4_4_4_4\4_4 —x— 5A

R S reueiicee it

Tiempo (dias)

PRUEBAS DE BIODEGRADACION A DIFERENTES VALORES DE pH

pH
—n—5A
—e—5B

7A
—v—7B

9A
—<—9B

TESTIGO A
—e—TESTIGO B

DQO (mg L™)

Tiempo (dias)
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PRUEBAS DE BIODEGRADACION A DIFERENTES VALORES DE pH

Dia Columna
—=—0 A
10000 o
Y. !\.\ —— 0 B
~ N = 4 A
— +
- 8000 —— —v-4 B
p T 2 A
£ —<— 12 B
~— 6000 — 6 A
o _____ —e+— 16 B
8’ 2 s— 24 A
4000 —e—24 B
T T T T T —o— 28 A
0 1 2 3 4 —+—28 B

Tiempo (dias)

CUENTA EN PLACA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

pH=>5

2.4x10° —m— Mesofilos aerobios A
- —eo— Mesofilos aerobios B
0 Proteoliticos A
1.8x10™1 —v— Proteoliticos B
1
£ 1.2x10°
O
L
> 6.0x10° r
L] —m
h A \.
0.0+ 94—v—v/ \v—v>9= —§——w
0 10 20 30 40

Ernesto Carlos Reyes Alvarado

Tiempo (dias)

81



ANEXQOS

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En la Tabla 8-2 se encuentran los valores de la medicion de la actividad de la fosfatasa alcalina
en el proceso de biodegradacion aerobia de las vinazas en los bioensayos a valores constantes de
pH, con el error respectivo, para todos los casos el error no fue mas de 0.7 unidades.

Tabla 8-2. Valores de la medicion de la actividad de la fosfatasa alcalina
durante el proceso de biodegradacion de las vinazas, en los bioensayos a valores
de pH constante de 5, 7y 9 y el testigo

Tiempo (dias) pH5 pH 7 pH 9 control
0 30+£00 25+07 25+0.7 20+0.0
3 5.0£0.0 5.0%£0.0 5000 45+0.7
6 50£0.0 5.0%£0.0 50£00 25+0.7
9 50+£00 5.0+£0.0 50+£00 2.0z£0.0
12 30+£00 4.0+0.0 45+0.7 25+0.7
15 5.0£0.0 5.0%£0.0 5000 3.0+0.0
19 50£0.0 5.0%£0.0 50£00 3.0+0.0
23 40+£00 3.0£0.0 40+£00 3.0%£00
27 40+£00 35+£0.7 40+£07 3507
32 40+£00 35%£0.7 3.0£00 3507
37 40+£00 3507 3.0£00 3507
41 40+£00 25+0.7 25+0.7 20+0.7

DISTRIBUCION DEL AERA DEL MATERIAL DE EMPAQUE

EVR Prueba A EVR Prueba B
15, 154
£ 3 E
Z zZ
O,

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
A 2 -1 4 2 -1
Area(mm°g") Area(mm°g")
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ANEXQOS

I RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
EN LOS BIOENSAYOS A VALORES DE pH CONSTANTE (5, 7Y 9)

Tabla 8-3. Distribucién y abundancia de la AE durante el proceso de
biodegradacién en el bioensayo a valor constante de pH 5.

Tiempo (dias)

Enzima
0 3 6 9 12 15 19 23 27 32 37 41
Fosfatasa alcalina 3.0 5,0 50 50 3.0 50 50 40 40 40 40 4.0
Fosfatasa acida 15 40 50 40 50 50 50 40 40 35 40 4.0
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 3.0 5.0 50 4.0 50 50 50 40 40 40 40 4.0
Estearasa (C4) 25 40 35 25 10 10 10 10 10 20 20 20
Estearasa Lipasa (C8) 25 40 40 40 20 20 20 25 20 20 25 20
Lipasa (C 14) 00 1.0 10 10 00 0.0 00 20 20 0.0 00 0.

Leucina arilamidasa 10 15 20 20 20 30 3.0 40 30 30 35 30
Valina arilamidasa 10 10 00 00 20 00 00 25 20 20 10 10
Cistina arilamidasa 10 10 10 10 10 10 10 0.0 00 0.0 0.0 0.0

Tripsina 20 10 10 10 00 10 10 10 10 00 0.0 0.0
o-quimiotripsina 20 10 10 20 00 00 00 0.0 00 0.0 00 0.0
o-galactosidasa 00 10 15 15 00 00 00 05 00 00 00 0.0
B -galactosidasa 1.0 30 1.0 10 20 30 30 35 40 15 15 10
B-glucuronidasa 0.0 0.0 00 0.0 00 00 00 0.0 0.0 00 0.0 0.0
a-glucosidasa 10 30 15 15 20 40 40 35 35 15 15 1.0
B-glucosidasa 10 20 15 15 20 3.0 3.0 35 40 20 25 20

N-acetil-b-glucosaminidasas 1.0 2.0 15 15 20 30 3.0 30 30 20 25 20
o-manosidasas 1.0 00 00 00 10 10 1.0 00 0.0 0.0 0.0 0.
a-fucosidasa 00 1.0 10 10 10 10 10 1.0 0.0 00 0.0 0.0

% de remocion de DQO 0.0 46.5 67.4 73.0 79.8 83.6 83.8 86.7 87.6 88.2 91.2 94.3
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Tabla 8-4. Distribucién y abundancia de la AE durante el proceso de
biodegradacion en el bioensayo a valor constante de pH 7.

Tiempo (dias)

Enzima
0O 3 6 9 12 15 19 23 27 32 37 4
Fosfatasa alcalina 25 50 50 50 40 50 50 30 35 35 35 25
Fosfatasa acida 25 50 50 50 50 50 50 40 40 40 35 40
Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa 3.0 50 50 40 50 50 50 40 40 40 35 40
Estearasa (C4) 30 45 40 40 10 10 10 10 05 25 20 1.0
Estearasa Lipasa (C8) 25 45 45 45 20 20 20 20 30 20 20 15
Lipasa (C 14) 00 10 10 10 10 00 00 10 20 0.0 00 0.

Leucina arilamidasa 15 30 30 30 20 25 25 40 35 3.0 35 4.0
Valina arilamidasa 15 10 10 10 10 00 00 20 15 00 10 20
Cistina arilamidasa 15 10 10 10 20 10 10 00 00 0.0 0.0 0.0

Tripsina 20 30 30 30 10 10 10 05 10 00 00 00
o-quimiotripsina 20 30 30 25 10 00 00 00 0.0 0.0 0.0 00
a-galactosidasa 00 10 10 10 00 00 00 00 05 0.0 00 00
B-galactosidasa 15 30 30 30 10 05 05 10 20 0.0 10 1.0
B-glucuronidasa 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0
o-glucosidasa 1.0 30 30 30 10 10 10 20 20 05 1.0 05

B-glucosidasa 20 20 20 20 10 3.0 30 20 35 10 10 30
N-acetil-b-glucosaminidasas 1.5 25 25 25 10 15 15 15 25 10 1.0 20
o-manosidasas 1.0 00 0.0 0.0 0.0 1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
a-fucosidasa 00 10 10 10 00 0.0 0.0 00 00 00 0.0 0.0

% de remocion de DQO 0.0 37.8 71.3 73.6 75.7 79.7 83.3 84.5 86.8 89.0 93.6 95.0
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Tabla 8-5. Distribucién y abundancia de la AE durante el proceso de
biodegradacion en el bioensayo a valor constante de pH 9.

Tiempo (dias)

Enzima
0 3 6 9 12 15 19 23 27 32 37 41
Fosfatasa alcalina 25 50 50 50 45 50 50 40 40 3.0 3.0 25
Fosfatasa acida 20 40 40 35 20 50 50 35 40 3.0 30 3.0
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 3.5 50 50 40 20 50 50 40 40 40 3.0 30
Estearasa (C4) 25 40 40 40 25 10 10 10 05 20 30 10
Estearasa Lipasa (C8) 20 40 40 40 20 20 20 20 15 20 20 15
Lipasa (C 14) 00 10 10 10 00 00 00 00 00 00 0.0 0.0
Leucina arilamidasa 10 30 30 30 10 3.0 30 30 40 30 25 35
Valina arilamidasa 1.0 10 10 10 10 10 10 15 20 05 10 05
Cistina arilamidasa 10 10 20 20 10 15 15 00 00 0.0 00 0.
Tripsina 20 20 20 20 20 15 15 10 10 0.0 0.0 0.0
a-quimiotripsina 20 20 20 20 20 00 00 00 00 0.0 00 0.0
o-galactosidasa 00 10 10 10 00 00 00 00 00 0.0 0.0 00
-galactosidasa 10 30 30 30 10 10 10 10 20 00 0.0 10
B-glucuronidasa 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 00 00
a-glucosidasa 10 30 30 30 10 10 10 10 20 00 10 05
B-glucosidasa 10 20 20 20 10 30 30 15 20 10 00 1.0
N-acetil-b-glucosaminidasas 1.0 20 20 20 1.0 20 20 15 20 1.0 0.0 10
o-manosidasas 10 00 00 00 1.0 20 20 00 0.0 00 0.0 00
a-fucosidasa 00 10 10 10 00 20 05 00 00 00 0.0 0.0

% de remocion de DQO 0.0 49.9 64.8 78.6 79.9 84.6 84.6 85.2 86.3 89.2 90.6 97.6

Ernesto Carlos Reyes Alvarado -



ANEXQOS

Tabla 8-6. Distribucién y abundancia de la AE durante el proceso de
biodegradacion en el bioensayo testigo.

Tiempo (dias)

Enzima
0 3 6 9 12 15 19 23 27 32 37 41
Fosfatasa alcalina 25 50 50 50 40 50 50 30 35 35 35 20
Fosfatasa acida 25 50 50 50 50 50 50 40 40 3.0 30 20
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 3.0 50 50 40 50 50 50 40 40 30 3.0 20
Estearasa (C4) 30 45 40 40 10 10 10 10 05 20 20 20
Estearasa Lipasa (C8) 25 45 45 45 20 20 20 20 30 15 20 25
Lipasa (C 14) 00 10 10 10 10 00 00 10 20 0.0 0.0 0.0
Leucina arilamidasa 15 30 30 30 20 25 25 40 35 20 20 20
Valina arilamidasa 15 10 10 10 10 00 00 20 15 10 10 15
Cistina arilamidasa 15 10 10 10 20 10 10 00 0.0 10 0.0 0.0
Tripsina 20 30 30 30 10 10 10 05 10 0.0 00 0.
o-quimiotripsina 20 30 30 25 10 00 00 00 00 0.0 00 0.
o-galactosidasa 00 10 10 10 00 00 00 00 05 00 0.0 00
[-galactosidasa 15 30 30 30 10 05 05 10 2.0 00 0.0 0.0
B-glucuronidasa 00 00 00 00 0O 00 00O 00 00 0.0 00 00
a-glucosidasa 10 30 30 30 10 10 10 20 20 10 10 0.
B-glucosidasa 20 20 20 20 10 3.0 30 20 35 05 00 0.
N-acetil-b-glucosaminidasas 1.5 25 25 25 10 15 15 15 25 10 10 10
o-manosidasas 10 00 00 00 00 10 10 00 00 15 05 0.0
a-fucosidasa 00 10 10 10 00 00 00 00 00 1.0 0.0 0.0

% de remocion de DQO 0.0 10.0 21.6 27.4 38.2 51.1 58.0 64.9 70.8 76.6 78.3 81.6
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Il RESULTADOS DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

EN LOS BIOFILTROS EXPERIMENTALES

Tabla 8-7. Distribucién y abundancia de la AE, durante el proceso depurativo
de vinazas, en la etapa inicial de operacién de los BE.

Tiempo (dias)

Enzima

0 1 2 3 4
Fosfatasa alcalina 25 25 50 50 50
Fosfatasa acida 15 3.0 40 40 4.0
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 3.0 50 5.0 5.0 5.0
Estearasa (C4) 20 25 30 3.0 30
Estearasa Lipasa (C8) 25 3.0 3.0 40 40
Lipasa (C 14) 00 10 10 1.0 10
Leucina arilamidasa 15 20 30 30 3.0
Valina arilamidasa 10 10 10 10 1.0
Cistina arilamidasa 1.0 1.0 10 10 1.0
Tripsina 1.0 1.0 20 20 3.0
o--quimiotripsina 00 00 10 10 10
a-galactosidasa 00 00 00 0.0 00
[-galactosidasa 00 00 00 10 10
B-glucuronidasa 00 00 00 0.0 00
a-glucosidasa 1.0 10 10 20 20
B-glucosidasa 10 20 35 40 40
N-acetil-b-glucosaminidasas 0.0 1.0 1.0 1.0 20
o-manosidasas 1.0 00 00 10 1.0
o-fucosidasa 00 00 00 00 0.0

% de remocion de DQO 0 3 7 10 13
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Tabla 8-8. Distribucién y abundancia de la AE, durante el proceso depurativo

de vinazas, en la etapa intermedia de operacion de los BE.

Tiempo (dias)

Enzima
12 13 14 15 16
Fosfatasa alcalina 40 40 50 50 50
Fosfatasa acida 50 40 50 45 50
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 4.0 40 50 5.0 5.0
Estearasa (C4) 30 40 45 40 40
Estearasa Lipasa (C8) 30 30 40 40 40
Lipasa (C 14) 10 10 20 10 20
Leucina arilamidasa 20 3.0 25 3.0 25
Valina arilamidasa 10 15 15 15 20
Cistina arilamidasa 1.0 1.0 20 10 1.0
Tripsina 20 20 20 15 10
o--quimiotripsina 10 10 10 10 1.0
a-galactosidasa 10 10 10 10 1.0
[-galactosidasa 10 15 15 15 20
B-glucuronidasa 00 00 00 0.0 00
a-glucosidasa 15 20 20 20 20
B-glucosidasa 40 35 35 40 40
N-acetil-b-glucosaminidasas 2.0 3.0 3.0 25 25
o-manosidasas 20 20 15 15 15
o-fucosidasa 00 00 00 00 0.0
% de remocion de DQO 0 22 39 52 64
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Tabla 8-9. Distribucién y abundancia de la AE, durante el proceso depurativo
de vinazas, en la etapa final de operacion de los BE.

Tiempo (dias)

Enzima
24 25 26 27 28
Fosfatasa alcalina 35 35 35 25 25
Fosfatasa acida 40 45 35 40 4.0
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 5.0 40 35 4.0 5.0
Estearasa (C4) 35 30 40 35 30
Estearasa Lipasa (C8) 40 30 40 3.0 40
Lipasa (C 14) 20 10 20 10 1.0
Leucina arilamidasa 25 3.0 35 35 40
Valina arilamidasa 10 10 10 10 1.0
Cistina arilamidasa 1.0 10 10 10 1.0
Tripsina 10 10 00 00 0.
o--quimiotripsina 10 10 10 10 1.0
a-galactosidasa 10 15 15 20 20
[-galactosidasa 20 15 15 15 15
B-glucuronidasa 00 00 00 0.0 00
a-glucosidasa 00 00 00 0.0 00
B-glucosidasa 30 30 35 30 30
N-acetil-b-glucosaminidasas 2.5 25 15 20 20
oi-manosidasas 15 15 10 15 10
o-fucosidasa 0.0 00 00 00 0.
% de remocion de DQO 0 19 36 50 53
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IV PROPIEDADES DE LOS MATERIALES DE EMPAQUE

AREA SUPERFICIAL, DENSIDAD APARENTE, DENSIDAD REAL Y POROSIDAD

La distribucion y tamafio de particula de los materiales de empaque, son propiedades importantes
para controlar las propiedades hidraulicas de los biofiltros (Garcia et al., 2003; Pinney et al.,
2000; Scholz y Xu, 2002b; Stottmeister et al., 2003). En la Figura 8-1, se muestran las fotografias
de los materiales de empaque evaluados, después de haber sido molidos, tamizados y lavados.

Figura 8-1. Fotografias de los materiales de empaque, escoria volcéanica roja y
gravilla blanca, después de la molienda, tamizado y lavado.

Posteriormente, para la obtencion de las dimensiones del area de las rocas, dichas imagenes
fueron procesadas con el software Motic Image 2.0. En la Figura 8-2 se encuentran los resultados
de la distribucion de acuerdo al numero de particulas por area de un gramo de rocas de cada
material. Se hizo la consideracion de que la superficie total de las rocas es directamente
proporcional al area de la imagen, por lo que se considerd solamente esta medicion en la
caracterizacion de los materiales.

Numero de particulas
Numero de particulas

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
< 2 - < 2 -
Area (mm’g™) Area (mm’g™)

Figura 8-2. Distribucion del area superficial de los materiales de empaque,
escoria volcéanica roja y gravilla blanca.

Ernesto Carlos Reyes Alvarado 0



ANEXQOS

Los resultados que se presentan en la Tabla 8-10, son los correspondientes al nimero de
particulas por area por gramo de material, la DA, DR y porosidad. La diferencia de estos
parametros, entre cada uno de los materiales varia de acuerdo con su dureza y resistencia a la
molienda y al proceso de tamizado. Se encontré que el area para la GB se tiene un intervalo
3-9 mm?, en tanto que para la EVR se encontré un nimero mayor de particulas con un area
superficial de 3-7 mm? La EVR es un material més fragil, que durante la molienda gran parte se
hace polvo, por lo que la distribucion del area queda en un intervalo menor, mientras que para la
GB, son rocas mas resistentes a la molienda, tienen una distribucion con un intervalo mas amplio
de areas superficiales.

Es importante considerar estas propiedades para la construccion de los biofiltros, por las
condiciones de friccion y la presion que produce por el mismo material dentro de estos sistemas.
Esto puede provocar que la presencia de las particulas muy pequefias tapen el sistema,
disminuyendo tanto la eficiencia como calidad de remocion de contaminantes, en sistemas
empacados.

Tabla 8-10. Resultados de los pardmetros evaluados a los materiales de

empaque.
Paradmetro EVR GB
Area total (mm* g de material) 446.1 +26.8 290.7 +29.7
# promedio de particulas g™ 73.0+150  440+25
Media del 4rea (mm?) de cada material) 6.6+0.2 7.3+0.2
DA (g mL™) 0.9+0.1 1.2+0.0
DR (g mL™) 23+0.1 26+0.1
Porosidad (%) 59.0+ 2.0 51.0+ 3.0

La EVR es fue la roca mas porosa y, por lo tanto, la que tuvo una DA y DR
significativamente menor, en comparaciéon con las obtenidas para la GB. La GB tiene menor
porosidad, en comparacion con la EVR, por lo que la EVR aporta una mayor superficie para el
desarrollo microbiano y la adsorcion de contaminantes, utilizando menor masa y volumen.

Sin embargo, la acumulacion de materia orgénica o el desarrollo microbiano, en exceso,
puede llevar al taponamiento del sistema y con ello disminuir su vida atil de los sistemas
empacados (Langmark et al., 2004; Liu et al., 2003; Mattison et al., 2002; Shaw et al., 1985;
Stewart y Fogler, 2001; Vandevivere y Baveye, 1992a; Vandevivere y Baveye, 1992b). Por lo
que el uso de la GB puede disminuir el tiempo de taponamiento de los biofiltros.

PERFIL DE VELOCIDAD DE INFILTRACION

Debido a que los pardmetros evaluados anteriormente influyen en la velocidad de infiltracion
del liquido y el tiempo de retencion hidraulico, en los BE, se determind el perfil de la velocidad
de infiltracion del agua por gravedad. Los resultados se muestran en la Figura 8-3. En donde se
observa que ambos materiales presentan un mismo perfil, sin embargo se uso una cantidad menor
de EVR que de GB. ElI GB ocupa mayor volumen que la EVR, sin embargo, el agua pasa con
mayor rapidez debido a su superficie lisa y a la menor porosidad, el agua encuentra menor
resistencia a su paso y se desliza con mayor velocidad. Por estas caracteristicas permitird una
mejor conductividad de agua en el biofiltro.
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Figura 8-3. Perfiles de velocidad para cada uno de los materiales de empaque:
EVRy GB.

CAPACIDAD DEL MATERIAL DE EMPAQUE PARA ADSORBER LA MATERIA
ORGANICA DE LAS VINAZAS

En los biofiltros se usé una mezcla de EVR y GB de 6:4 en volumen. La cantidad de materia
organica adsorbida por esta mezcla de materiales de empaque, se calcul6 por la diferencia de la
integral del influente con la integral del efluente, como se muestra en la Figura 8-4. Siendo, la
cantidad de DQO adsorbida de 37.5 pg de materia organica por gramo de material.

—-— Influente
— Efluente

002 004 006 008
Volumen (L)

Figura 8-4. Adsorcién de materia organica (DQO), de las vinazas, en 10 g de
mezcla de material de empaque de los biofiltros.
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