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RESUMEN

La produccién de vinazas puede oscilar desde 2M—-3M L vinazas dia™, constituyéndose en
uno de los efluentes méas contaminantes de los ingenios productores de bioetanol. En este
trabajo se evalu6 el mejoramiento de la produccion de metano en vinazas, a partir de su
pretratamiento con dos Procesos Avanzados de Oxidacion (fotofenton y ozono). Para los
pretratamientos con fotofenton se compararon dos concentraciones de H,O, (0.5 y 1 mol
L") y dos relaciones H,O,/Fe*™ (15 y 20), mientras que para el ozono se tuvo en cuenta
dos tiempos de contacto (30 y 60 mins). La digestion anaerobia se realizé en botellas de
120 mL (tandas), aplicando 70 mg de DQO y evaluando tres in6culos diferentes: indculo
granular (IG), inéculo de tratamiento de vinazas (IV) y una mezcla de los anteriores (IGV).
El seguimiento de la produccion de metano se realizé a diario por mediciones en
cromatografia gaseosa durante 40 dias. El pretratamiento con POA’s mejoré la
produccion de metano en las vinazas pretratadas, destacandose el pretratamiento de
fotofenton con [H,O,]= 0.5 mol L™y relacién H,0,/Fe*® = 20 con la produccién de metano
més alta (19.5 mL 6 0.28 mL CH, mg DQO.gicionada~) Y UN menor requerimiento de
reactivos. El pretratamiento de fotofenton con [H,0,]= 1 mol L™y relacién H,0,/Fe*® = 15,
causo inhibicion total a los tres inéculos, mientras que el pretratamiento de fotofenton con
[H,0,]= 1 mol L™y relacion H,O,/Fe*® = 20, caus6 inhibicién a los inéculos IV e IGV. El
0zono se presentd como una alternativa atractiva para el mejoramiento de la metanizacion
de vinazas, por los resultados obtenidos y por ser una tecnologia mas econémica. En el
pretratamiento con ozono no hubo inhibicién de la produccién de metano, no obstante, la
mayor produccién de metano se tuvo con la menor dosis de ozono (30 mins). Todos los
pretratamientos, excepto los que inhibieron, aumentaron la tasa de produccion de metano
(d™) respecto a las vinazas no pretratadas. Las mejores producciones de metano las
presentd el IG, sin embargo el in6culo IGV presentd una buena estabilidad en la
produccion de metano con diferentes tratamientos. El andlisis financiero en el nivel de
perfil de un proyecto de aprovechamiento de biogas en destilerias, mostré6 que los
pretratamientos con fotofenton y ozono incrementan en un 40% la TIR y logran recuperar
la inversién en un plazo de 1.5 afios. Por tanto, se considera que los POA’s mejoran la
produccién de metano y aumentan la tasa de produccién, mediante la transformacién de
la materia organica sin mineralizarla.

Palabras claves: POA, vinaza, metano, digestion anaerobia, indculo.



ABSTRACT

Vinasses production could vary between 2M-3M L vinasses day™, being one of the most
pollutant effluent from the distilleries and the sugar factories. This work evaluated the
improvement of methane production from pretreated vinasses by means of Advanced
Oxidation Processes — AOP — (photoFenton and ozone). PhotoFenton pretreatments used
two concentration of H,O, (0.5 and 1 mol L™) and two value ratio H,O,/Fe*® (15 and 20),
meanwhile ozone pretreatments used two contact times (30 and 60 min). Anaerobic
digestion was carried out in 120 mL-bottles (batches), applying 70 mg of COD and
evaluating three different inoculums: granular inoculum (Gl), inoculum from vinasses
treatment (V1) and a mix of the two very previous (GVI). The daily methane production was
followed by gas chromatography along 40 days. AOP’s pretreatments improved the
methane production in vinasses, phoFenton pretreatment with [H,0,]= 0.5 mol L™ and ratio
H,0,/Fe** = 20 showed the major production of methane (19.5 mL or 0.28 mL CH, mg
COD.qeeq ) and the lowest reagent requirement. The photoFenton pretreatment with
[H,0,]= 1 mol L™ and ratio H,O,/Fe*® = 15, caused total inhibition on all three inoculums,
meanwhile the photoFenton pretreatment with [H,O,]= 1 mol L™ and ratio H,0,/Fe*® = 20,
caused inhibition on both inoculums: VI and GVI. Ozone is an attractive alternative for
methane improvement, since it is a cheaper technology compared to photoFenton and
because of its results in this work. Ozone pretreatments did not cause methane production
inhibition whereas, the major production with this AOP was obtained with the lowest ozone
dosage (30 min). All pretreatments, less which caused inhibition, increased the methane
production rate (d™) compared to unpretreated vinasses. Major methane productions were
showed by GI nevertheless, GVI showed a good stability along the methane production
with different treatments. The economic assessment at level of profile in a biogas usage
project in distilleries showed that both kind of AOP pretreatments increased 40% the IRR
and could recover the investment in 1.5 years. So, AOP pretreatments are considered as
methane rate and production improvers, by means of organic matter transformation,
without mineralization.

Keywords: AOP, vinasse, methane, anaerobic digestion, inoculum.
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1 INTRODUCCION

La escasez de combustible fosil ha amenazado la actividad econémica global, generando
a su vez diferentes iniciativas para la produccién de combustibles renovables y el
desarrollo de nuevas fuentes de energias alternativas (Commission of the European
Communities, 2005; Biomass Research Development Board, 2008; F.O-Licht, 2011). En
Colombia se han implementado diferentes estrategias para incentivar la produccion de
biocombustibles, con criterios de sostenibilidad financiera y abastecimiento energético
(Congreso de Colombia, 2001; Departamento Nacional de Planeacion, 2008; Ministerio de
Minas y Energia, 2009). En consecuencia, se han construido cinco destilerias de alcohol
carburante a partir de cafia de azucar, con una produccién de 1°.050.000L.d* con la
finalidad de suplir la necesidad actual del pais (1.370.000 L.d™) (ASOCANA, 2010). En la
actualidad, la mezcla de gasolina con alcohol carburante es del 10%, a partir de la
aprobacion del Decreto 1135 se espera alcanzar una mezcla del 20% y para el afio 2016
contar con vehiculos flex que soporten hasta un 100% de alcohol carburante.

El proceso de la destilacién de alcohol estd acompafado de la generacion de vinazas
como subproducto. Las vinazas son un residuo altamente contaminante debido a su alta
carga organica (Rosillo Callé et al.,, 2000; Wilkie et al., 2000; BNDES y CGEE, 2008;
Mohana et al., 2009). Lo anterior, no permite considerar al alcohol carburante como un
buen sustituto (o reduccién de su consumo) de la gasolina de origen fosil. Actualmente, el
sistema de destilacion Colombiano (Tecnologia India) oscila entre 1 a 4L de vinaza por
cada litro de alcohol carburante. Las vinazas en Colombia estan siendo reusadas en ferti-
irrigacion, deshidratacion (vinurea) y compostaje (CENICANA, 2009). Ninguna de las
alternativas por si sola es viable para manejar todo el volumen de vinaza producido
mediante las tecnologias mencionadas. Por tanto, es importante contemplar medidas
adicionales de reuso de estas vinazas.

Los procesos de oxidacién avanzada (POA’s), se han usado como alternativa de
descontaminacion por su gran potencial oxidante, siendo capaces de transformar
compuestos no biodegradables hasta formas biodegradables mediante una oxidacion
parcial. Los POA tienen la capacidad de mineralizar por completo los contaminantes
organicos (CYTED, 2001; Malato et al., 2009). Sin embargo esta practica no es comun
debido a los altos costos que esto representaria. Estas tecnologias necesitan ser
mejoradas para hacerlas econdmicamente viables. De esta manera, los acoples con
sistemas bioldgicos representan una de las mejores opciones para disminuir los costos de
implementacion y los impactos ambientales producidos por los residuos (Garcia-Montafio
et al., 2008; Pidou et al., 2009). Por otro lado, la digestion anaerobia presenta las mejores
cualidades del tratamiento bioldgico de efluentes con alta carga organica (DQO=1000mgL"
1) a bajos costos de operacion y la generacién de metano como una adicionalidad de gran
valor (Van Haandel y Lettinga, 1994; Chernicharo, 2007).

A pesar de ser el metano una alternativa energéticamente viable, se debe tener en cuenta
que la produccion del mismo mediante tratamientos anaerobios, debe ser bien controlada,
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ya que pequefios cambios en el proceso (sobrecarga, temperatura, pH, sustancias
téxicas, entre otros) podrian desequilibrar el sistema, disminuyendo asi, la eficiencia
biolégica de transformacion de la materia organica en metano; de esta manera se
obtendria un biogas de bajo poder calorifico (menor concentracién de CH;%) (Dias-Baez
et al.,, 2002) y de un pobre aprovechamiento. De este modo, se propone esta
investigacion para evaluar el desempefio de acoples POA’s + digestion anaerobia en
vinazas, como mecanismo para incrementar la biodegradabilidad y por ende la produccién
de metano. Esta investigacion genera un muy buen punto de partida para el desarrollo de
tecnologias energéticas rentables que remplacen los combustibles fésiles o sustituyan
energia eléctrica en las destilerias del Valle del Cauca y en otras zonas de Colombia,
donde se decidiera implementar la metanizacion de vinazas. No obstante, es necesario
darle continuidad a esta investigacion, mediante escalas piloto en continuo.

En los procesos de digestiébn anaerobia, es bien conocido que el decaimiento de la
produccion de metano se debe a la inhibicién de las archaeas metanogénicas, causada
por diferentes factores que generan desbalances en el proceso (Ahring et al.,, 1995).
Aungue la produccion de metano se considere estable y se pueda recuperar rapidamente
después de inhibiciones (sin exposicibn a compuestos toxicos) (Chen et al., 2008), es
necesario conocer el comportamiento de las comunidades metanogénicas implicadas en
el proceso de metanizacion y asi, mantener la maxima eficiencia de produccién de
metano, asegurar su uso continuo y recuperar la inversion de los proyectos en los plazos
proyectados.

Este estudio muestra el mejoramiento de la metanizacibn mediante el aumento de la
biodegradabilidad de las vinazas (posible reduccion de compuestos inhibitorios), el
incremento de la velocidad de generacién de metano y el efecto de los pretratamientos
(Fotofenton y Ozono) sobre las comunidades metanogénicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de metano en la digestion anaerobia de vinazas pretratadas,
aplicando ozono y fotofenton.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar a escala laboratorio la influencia de dos concentracién de H,O, y dos
relaciones H,O./Fe™ sobre la produccibn de metano a partir de vinazas
pretratadas con fotofenton.

Evaluar a escala laboratorio la influencia de dos tiempos de oxidacién sobre la
produccién metano a partir de vinazas pretratadas con ozono.

Analizar el efecto en la produccion de metano de indculos de alta organizacion
microbioldgica, in6culos preadaptados al sustrato y mezcla de indculos.

Evaluar el uso de técnicas moleculares para el estudio del comportamiento
microbioldgico de archaeas metanogénicas.

Estimar el impacto econémico de la produccion de metano a partir de vinazas
pretratadas con un POA, usando un andlisis financiero en el nivel de perfil.

3 HIPOTESIS

Los procesos de oxidacién avanzada (POA’s) incrementan la biodegradabilidad del
contenido organico de las vinazas, reduciendo el tiempo de las fases de hidrdlisis y
acidogénesis y mejorando la tasa de aprovechamiento del sustrato por parte de los
microorganismos metanogénicos. De este modo, se genera mayor eficiencia en la
metanizacion de las vinazas.
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4 MARCO REFERENCIAL

4.1 Vinazas

El afan mundial por reemplazar los combustibles fosiles con biocombustibles, ha
generado un crecimiento desmesurado en la produccién de alcohol carburante, biodiesel
y de los residuos propios de cada proceso. En el caso preciso del bioetanol, se estima
gue en el afio 2010, se produjeron 23.012 millones de galones de etanol en el mundo;
Colombia (séptimo productor de etanol a nivel mundial), produjo 83,2 millones de galones
en 2009 (Renewable Fuels Association, 2011).

El alcohol puede ser obtenido a partir de varias materias primas con alto contenido de
carbohidratos (remolacha, cafia de azlcar y cultivos amilaceos) y de material celuldsico
(Wilkie et al., 2000). De esta manera, la produccién y las caracteristicas de los efluentes
de una destileria de alcohol - principalmente vinazas - son muy diferentes y dependen de
la materia prima y de las tecnologias implementadas en el proceso de produccion de
alcohol (Pant y Adholeya, 2007). Wilkie et al. (2000) mencionan que las caracteristicas de
cada vinaza, dependen de los habitos de produccion y de las practicas de limpieza del
personal de la destileria, del tipo de levadura, de los sistemas utilizados para la
fermentacion de las melazas, entre otros. El uso de las diferentes materias primas para la
obtencion de alcohol, depende de las caracteristicas y de la vocacion de los suelos,
generalmente dadas por las condiciones climaticas de las regiones. Los tres mayores
productores de alcohol son E.E.U.U (almidén de maiz), Brasil (cafia de azucar) y la Unién
Europea (remolacha) (Cibis et al., 2007; Crago et al., 2010). Para el caso Colombiano, se
tiene destilacién de alcohol a partir de cafia de azlUcar generalmente asentada en el valle
del rio Cauca.

De una tonelada de cafia de azlcar se obtienen 80 L de alcohol carburante y entre 80 y
1040 L de vinaza segun el contenido de sélidos totales (CENICANA, 2009; ASOCANA,
2010; Casas, 2010; Federacion Nacional de Biocombustibles, 2011). Las vinazas pueden
presentar una DQO que varia segun el esquema de produccion, la tecnologia y la materia
prima (60 - 180 g L™) (Wilkie et al., 2000). Segun Vazoller (1997) citado por Ferreira
(2006) la carga organica de las vinazas, es atribuida a su contenido de azucar, etanol,
glicerol y acidos orgéanicos (lactico, acético y succinico).

A continuacion se presenta el esquema de produccion de alcohol del Valle del Cauca

14



Campo

Compostaje y Fertilizacion Liquida

0.89-2 litros/itro etanol

Sistemas

BZRUIA 9P UOIDRINDIID0Y

de Tratamiento

Figura 1. Proceso completo de la fabricacion de alcohol carburante en el Valle del
Cauca
Fuente: (ASOCANA, 2007).

En la Tabla 1 se observan los componentes principales de las vinazas: materia organica,
potasio (K), azufre (S), magnesio (Mg), nitrogeno (N) y calcio (Ca); sin embargo, esta
composicion es variable segln provenga de melaza, jugo o la mezcla de ambos.

Tabla 1. Componentes principales de las vinazas de tres materias primas de la
industria de la cafia de azucar

Mixto de
Componente (kg/m?) Jugo Melaza |melazayjugo
N 0,28 0,77 0,46
K,05 1,47 6 3,6
Cao 0,46 2,45 1,18
MgO 0,29 1,04 0,53
SO, 1,32 3,73 2,67
Materia Organica 23,44 52,04 32,63
Fe (ppm) 69 80 78
Cu 7 5 21
Zn 2 19
Mn 6
pH (unidades) 3,7 44 4,1

Fuente: CENICANA (2009).
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Las vinazas también presentan otros compuestos con caracteristicas nocivas para el
ambiente como: coloracibn marrén (causada por las melanoidinas), caramelos de
azucares, furfurales, trazas de metales pesados y contaminantes organicos (cloroformo,
pentaclorofenol, fenol y cloruro de metileno); dentro de los componentes fendlicos se
encuentran acidos tanicos y himicos propios de la materia prima. La temperatura de este
efluente oscila entre 70 y 80°C, su naturaleza es acida y presenta una alta concentracion
de sélidos disueltos (Wilkie et al., 2000; Pant y Adholeya, 2007; Mohana et al., 2009).
Todos los anteriormente mencionados, podrian inhibir la fermentacion microbiolégica de
los tratamientos biologicos de la vinaza, bajo exposicidn a altas concentraciones (Ferreira,
2006).

4.1.1 Caracterizacion de los diferentes tipos de vinaza

Segun Casas (2010), en el caso de la destilacion de etanol a partir de cafia de azucar, se
pueden tener diferentes calidades de vinazas segun el tipo de proceso que se lleve a
cabo. En la Figura 1 (Cuadro de proceso de alcohol carburante), se observa que las
vinazas aparecen después de la destilacion de los vinos; en este momento, las vinazas
son catalogadas como vinazas con 10% de soélidos totales (relaciéon L etanol / L vinaza =
1/13-15); esta concentracién es bastante comin en las destilerias brasileras. En el
diagrama del proceso también se observa una recirculacion de la vinaza hacia los
fermentadores, el vino que saldra de los fermentadores y sera destilado, proporcionara
unas vinazas con 35% de sélidos totales (relacion L etanol / L vinaza = 1/4-5); este tipo de
vinazas es muy comun en las destilerias de la India, este paquete tecnoldgico se instal
en todas las destilerias de alcohol carburante en el Valle del Cauca por Praj Industries
Ltd. En el mismo esquema se observan unos concentradores de vinaza, la vinaza que se
introduce en estos concentradores es de 35% de solidos totales y al salir de estas
unidades sale con 55% de sdlidos totales (relacién L etanol / L vinaza = 1/0,89-2). La
menor relacion de L etanol / L vinaza, la presenta la destileria del Ingenio Manuelita en
Colombia (1/0,89-1); ya que ellos cuentan con doble unidad de concentracion.

En la Tabla 2, Wilkie et al. (2000) resumen la informacién de la produccién de vinazas y
sus caracteristicas, dependiendo de la materia prima utilizada para la destilacién de
alcohol. Cabe anotar que la informacion presentada por los autores para Miel B de cafia
de azlcar, proviene de un esquema productivo sin recirculacion ni concentracion de
vinaza.
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Tabla 2. Caracterizacién de vinazas de diferentes materias primas

Produccidn de DBO; DQO | Ntotal | Ptotal § total pH
Materia prima vinaza (L/ LEtOH) | (mg 0,L") | (mg 0,L") (mgl™) | (mgl) | K(mgL (mg 50,L") | (unidades)
Miel B de remolacha 116 449 91,1 3569 163 10030 3716 54
Jugo de caia 16,3 16,7 304 628 130 1952 1356 4
Miel B de cafia 14 39 849 1229 187 5124 3478 45
Celuldsica 111 27/ 613 2187 28 39 651 54

Fuente: Wilkie et al. (2000)

En la Tabla 3 se observa una caracterizacién de vinazas provenientes de la destileria de
alcohol del Ingenio Mayaguliez S.A., esta caracterizacion es de una vinaza después de la
etapa de recirculacién y antes de la etapa de concentracion.

Tabla 3. Caracterizacion de vinaza de cafia de azlUcar antes de la etapa de
concentracion

Parametro Unidad Valor
pH unidades 44
DQO mg 0, L™ 125,4
DBO 5 mg O, L™ 50
DBO ;/DQO 0,4
Fosforo total mg Lt 194
Nitrégeno total (NTK) mg L™ 888
Dureza total mg CaCO; Lt 1253
Fenoles mg Lt 442
Sdlidos totales mg L? 12,6
Sdlidos voldtiles totales mg L™ 2,6
Sdlidos suspendidos totales mg Lt 715
Sdlidos suspendidos voldtiles mg L™ 192
Sdlidos disueltos totales mg L? 12,6
Pb mg Lt <05
cd mg L™ < 0,04
Cu mglL™ <0,01
Zn mg L™ <0,02
Cr mg Lt <0,1

Fuente: Grupo de investigacion GAOX (2011)
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4.2 Tratamiento de vinazas

Las vinazas han vuelto a ser objeto de estudio a partir del auge del bioetanol. En el afio
2007, aumentaron considerablemente las publicaciones sobre vinazas (57 publicaciones,
respecto a 36 en el afio anterior, consultado en www.scopus.com — 06/08/2011).

Wilkie et al. y Pant y Adholeya (2000; 2007) realizaron una revision completa de las
caracteristicas de las vinazas provenientes de diferentes materias primas y su tratabilidad
tanto a escala piloto como escala real. Los autores resaltan que las vinazas provenientes
de mieles de cafia de azUcar presentan los niveles mas altos de DBO, DQO, DBO/DQO,
potasio, fésforo y sulfato, mientras que las vinazas de jugo de cafa presentan los valores
mas bajos. Por otro lado sefialan que los altos valores de sulfatos en las mieles son el
resultado de los procesos de sulfitacion empleados en la produccidon de azlcar; esto
impacta tanto los tratamientos (anaerobios) como su disposicion, basicamente por alta
concentracion de H,S en el biogas y generacion de olores en la disposicion del efluente.
La relacion DQO/SO4 no es lo suficientemente baja para inhibir la digestion anaerobia por
toxicidad de sulfuros, aproximadamente (10), mientras lo reportado como inhibitorio es
(0,5). Compuestos fendlicos (taninos y acidos humicos), melanoidinas formadas mediante
la reaccién de Maillard, caramelos de azlcares sobrecalentadas y furfurales producidos
en la hidrélisis; son los responsables de la coloracién de la vinaza y es sabido que estos
compuestos inhibitorios del proceso fermentativo de la digestiébn anaerobia.

En las revisiones mencionadas arriba, los autores reportan que hay diferentes tipos de
tratamiento de vinaza, tanto fisico-quimicos como biologicos. La separacion mecanica
permite recuperar sélidos suspendidos que contienen levaduras y otros componentes,
estos componentes recuperados pueden ser secados y ser vendidos como pienso animal
de alto valor nutricional. Los tratamientos posteriores a esta separacién mecanica se ven
favorecidos por este paso previo. La evaporacion de vinaza es empleada como reductor
importante de los volimenes producidos, sin embargo esta concentracion tiene una
demanda energética equivalente al 10% de la energia contenida en el alcohol destilado.
Por otro lado, la vinaza concentrada proveniente de mieles de cafia, es vendida como
pienso animal con una bajo nivel nutritivo, debido a sus efectos laxantes por el alto
contenido de potasio. Un uso alternativa de las vinazas es la produccion de proteina
unicelular, en el cual un cultivo aerobio es responsable de remover las azUcares
residuales y las proteinas solubles, disminuyendo asi la DQO de la vinaza y generando un
producto altamente nutricional como pienso animal. El cultivo de algas Spirullina maxima
ha sido probado exitosamente, siendo un proceso de facil cosecha, de alta productividad
para pienso animal y de reducciones de DQO hasta del 74% en vinazas diluidas. En este
mismo sentido, se ha estudiado la produccion de compuestos biolégicos como enzimas,
quitosan, astaxantina, hormonas vegetales y biopolimeros, mediante cultivos biol6gicos
de hongos que aprovechen los azlcares y proteinas de las vinazas.

Wilkie et al. (2000), mencionan que numerosos estudios en remocion de color han sido
llevados a cabo, entre ellos floculacién y coagulacion, oxidacion fotocatalitica y remocion
microbioldgica por bacterias y hongos. La remocion de color es fuertemente influenciada
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por la digestion anaerobia de las vinazas. La remocion de color por procesos de
floculacién en vinazas digestadas llega hasta el 86% mientras que las mismas vinazas sin
digerir, solo alcanzan un 2%. Situacion similar se presenta en remocion de color por
tratamiento biolégico, donde la remocion es de 71% si la vinaza es previamente
digestada, pero solo 50% si la vinaza no ha sido digestada previamente. Por otro lado,
otras tecnologias han sido probadas como tratamientos térmicos y electroguimicos.
Dentro de los tratamientos térmicos se ha estudiado la viabilidad de carbonizar la vinaza
para su combustion y produccion de vapor para uso en el proceso de destilacion,
encontrando que energéticamente es positivo, ya que se libera mas energia que la
necesitada en el tratamiento.

Los estudios mas recientes sobre el tratamiento de vinazas, estan enfocados en: mezcla
de residuos como vinazas y cenizas para incentivar la actividad microbioldgica en suelos
con lombrices (Pramanik y Chung, 2011), remocion de color mediante tratamiento
biol6gico (Romanholo Ferreira et al., 2011), remocién de color mediante procesos fisico-
quimicos de adsorcién (Devesa-Rey et al., 2011) y co-compostaje para enmienda de
suelos (Bustamante et al., 2010).

4.3 Digestion anaerobia

La digestibn anaerobia se caracteriza por la existencia de cuatro fases consecutivas,
diferenciadas en el proceso de degradacion del substrato: hidrélisis, acidogenénesis,
acetogénesis y metanogénesis. Dentro de la primera fase, las bacterias hidroliticas
desdoblan los polimeros organicos (polisacéaridos, proteinas y lipidos) hasta monémeros
como acidos grasos volatiles, alcoholes, entre otros. Las bacterias acidogénicas por su
parte transforman los productos de la fase anterior en 4cido acético y en compuestos
intermediarios como etanol, acido lactico, acido propidnico, acido férmico y acido butirico.
Los anteriores son transformados por las bacterias acetogénicas en acetato, hidrogéno y
diéxido de carbono (estos dos ultimos se producen en todas las etapas anteriores, pero
en bajas cantidades). Por ultimo los microorganismos metanogénicos producen metano a
partir de acetato, hidrogeno y diéxido de carbono (Lee et al., 2009; Lozano et al., 2009).
En la Figura 2 se observan los pasos de la transformacion de la materia organica hasta
metano (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).
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Figura 2. Transformacién de la materia organica hacia metano durante las cuatro
etapas de la digestion anaerobia 1. Bacterias Hidroliticas y acidogénicas; 2.
Bacterias Acetogénicas; 3. Bacterias Homoacetogénicas; 4 Archaeas
Metanogénicas Hidrogenofilicas; 5. Archaeas Metanogénicas Acetocléasticas.

En todas las fases participan diferentes especies del dominio bacteria, pero en la
metanogénesis solo intervienen organismos del dominio archaea (Lozano et al. 2009)
(Figura 3). Aunque todas las fases pertenecen a una cinética de primer orden, las
velocidades de reaccion son diferentes para cada una de las fases de la digestion
anaerobia y las comunidades presentan diferentes rangos de sensibilidad a cada
compuesto intermedio como inhibidor (H,, &cido acético o amoniaco producido en la
acidogénesis de aminoacidos) (Aquino y Stuckey, 2008). La hidrélisis es la fase que
presenta la menor velocidad de reaccion en matrices organicas complejas y esto depende
de cada sustrato, sin embargo la velocidad de reaccion de las diferentes fases de la
digestion anaerobia, podrian ser mejoradas con pretratamientos 0 procesos previos de
acondicionamiento (da Costa Sousa et al., 2009). Dentro de los avances tecnoldgicos que
se pueden destacar en la digestion anaerobia, estd el desarrollo de reactores que
aumentan la velocidad de reaccion de aquellas fases que presenten limitaciones,
mediante la reorganizacion ecoldgica de las comunidades en el reactor (Briones y Raskin,
2003).
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4.3.1 Digestion anaerobia de vinazas

En 1979, ya se estudiaban diferentes tipos de disposicién de vinazas (directa en suelo o
indirectamente) y sistemas de tratamiento combinando procesos anaerobios y aerobios
(Sheehan y Greenfield, 1980). En 1987, Segretain y Moletta (1987) reportan el
mejoramiento en la metanizacion de AGV por microrganismos previamente adaptados
vinazas de la industria vinicola. En la década de los 90s, de Bazua et al. (1991) se
encontraban estudiando acoples de sistemas anaerobios de lecho fluidizado con sistemas
aerobios para el pulimiento del efluente. La digestibn anaerobia de vinazas ha sido
ampliamente estudiada, no obstante con la produccién masiva de bioetanol, los grandes
volimenes de vinaza y el riesgo de contaminacion, es necesario retomar la investigacion
y enfocar todos los esfuerzos en la mejoramiento de la produccion de metano para su
aprovechamiento energético.

Las vinazas o efluentes residuales de destilerias han sido estudiadas y tratadas de
diferentes maneras: tratamientos aerobios (Cibis et al., 2007), tratamiento en suelo
(Tejada et al., 2007), humedales construidos (Kerner y Rochard, 2004 citado por Ferreira
(2006), procesos de oxidacién avanzada (Vlyssides et al., 1997; Zayas et al., 2007;
Santana y Fernandes Machado, 2008; Lucas et al., 2009). No obstante, la digestion
anaerobia sigue siendo la mejor alternativa para su tratamiento debido a la gran cantidad
de materia organica biodegradable que éstas presentan. Los efluentes con relaciones de
DBO/DQO entre 0,4 y 0,6; se consideran biodegradables (Torres, 2010). Las vinazas
presentan generalmente una relacion DBO/DQO superior 0,5 y los nutrientes necesarios
para ser tratadas tanto en sistemas aerobios como anaerobios, siendo la digestion
anaerobia la via mas adecuada por tener requerimientos energéticos mas bajos y por la
posibilidad del aprovechamiento del biogas como una fuente energética. Cabe mencionar
gue es necesario un acondicionamiento del efluente para su tratamiento biol6gico, ya que
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generalmente las vinazas salen de la destileria a temperaturas superiores a 70°C. La
aplicacion de pretratamientos antes de los sistemas biolégicos puede mejorar la tasa de
degradacion de la materia orgénica, en el caso de la digestion anaerobia, un
pretratamiento puede incrementar la produccion de metano mediante la transformacion de
ciertos compuestos inhibitorios en otros menos inhibitorios.

Para las vinazas se podrian plantear alternativas de digestion anaerobia de rango
termofilico, sin embargo Ferreira (2006) en su trabajo doctoral, obtuvo mejores
conversiones de DQO en metano bajo condiciones mesofilicas. Las altas temperaturas de
las vinazas podrian ser aprovechadas por las industrias mediante planes de eficiencia
energética. Si bien la digestibn mesofilica puede ser mas estable que la termofilica, ésta
presenta tasas de conversion de la materia organica mas bajas, ya que la temperatura es
el principal catalizador de las reacciones biol6gicas, no obstante temperaturas por encima
de cada rango (mesofilico y termofilico) generara inestabilidad (Ferreira, 2006; Lindorfer et
al., 2008). La velocidad de reaccion es un aspecto importante para definir las dimensiones
de los reactores y por tanto, la tecnologia de reactor a proponer segun la cantidad de
residuo generado.

La digestion anaerobia representa una tecnologia adecuada para la estabilizaciéon de los
altos contenidos de materia organica, obteniendo dos productos con valor econémico:
biogas con alto contenido de metano y lodo anaerobio + efluente tratado que puede ser
utilizado como fertilizante organico liquido en suelos, con una proporciéon mas equilibrada
de nutrientes en comparacion con las vinazas crudas (Madejon et al., 2001), cabe
mencionar que aplicacion de lodo + efluente tiene que responder a un disefio previo de
fertilizacion monitoreada.

4.4 FotoFenton

El proceso Fenton y Fotofenton son los POA’s mas estudiados y con mayor namero de
publicaciones. ElI mecanismo de oxidacion de estos procesos por el radical de mayor
poder oxidativo (E= 2.8 V), el radical hidroxilo (OHe), es ampliamente aceptado, sin
embargo el mecanismo exacto y la naturaleza de las especies oxidantes secundarias,
todavia se encuentran bajo discusion (Malato et al., 2009).

A continuacion se describen algunas generalidades del fundamento quimico de acuerdo
con lo descrito por (Malato et al., 2009):

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la tierra y est4 presente en diferentes
namero de oxidacion desde —Il hasta +VI. En solucién acuosa, la especie mas abundante
tiene niumero de oxidacién +1l (ion ferroso) y +lII (ion férrico); las otras especies son muy
inestables y tienen poca relevancia en el proceso. El ion férrico es la especie mas critica
en el proceso FotoFenton, ya que este precipita a pH mas bajo que el ion ferroso. A
valores de pH entre 2.5 y 3 unidades, la especie predominante es el Fe*?. Cabe anotar
que la precipitacion de Fe™ es ascendente a partir de pH 3.5, pero también depende de la
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temperatura; a una mayor temperatura, se tendra una mayor precipitacion de Fe*®. El
acido oxalico puede ser usado para redisolver el Fe*.

El peréxido de hidrogeno es descompuesto en agua y oxigeno en presencia de soluciones
acuosas de iones de hierro. Mezclas de Fe* y peréxido de hidrégeno, son llamados
reactivos de fenton. Cuando el Fe*? es remplazado por Fe** se llaman reactivos de
FotoFenton. Si sustancias organicas como los contaminantes de aguas residuales estan
presentes en el sistema Fe*?/Fe™®/H,0,, estos reaccionaran de diferentes formas con el
radical hidroxilo formado. Sin embargo en todos los casos, el ataque es electrofilico y la
tasa de reaccion esta limitada por la difusion del radical. Los compuestos empezaran a
ser degradados paso a paso conforme el radical sea generado y los compuestos sean
atacados. No obstante, la mineralizacion total de matrices organicas complejas no tendra
lugar, ya que es conocido que los acidos carboxilicos y dicarboxilicos forman complejos
de hierro estables; estos complejos inhiben la reaccién con peréxido y no permiten la
degradacion total. En las Ecuacion 1 yEcuacion 2 se observan las dos reacciones
principales de la generacion de radicales en el proceso FotoFenton.

Ecuacién 1. Generacion de radical hidroxilo (OHe) por regeneracion de Fe*

Fe’* + H,0, — Fe** + OH™ +OH* k= 53-76M's”!

Ecuacion 2. Generacion de radical (HO2¢)
Fe3* +H,0, — Fe?* + HO,* + HY k= 1-2 x 102M 5!

Malato et al. (2009) describe seis parametros importantes dentro de la operacién del
proceso FotoFenton:

pH

Muchos autores han propuesto que el pH Gptimo para condiciones de operacion es 2.8
unidades. Este pH &cido evita la precipitacion del hierro ademas maximiza la
concentracion de complejos acudaticos tipo hierro (lll) mono y dihidroxilado, los cuales
absorben luz UV mas eficientemente que los no hidroxilados. Sin embargo, debido a la
naturaleza de tantos complejos organicos estudiados, este valor de pH ha sido
cuestionado muchas veces y otros estudios reportan que un pH entre 4-5 unidades es
suficiente para mantener el hierro (l1l) en suspension.

Concentracion de hierro y fuente del hierro

Es conocido que un aumento en la concentracién de hierro incrementa la tasa de
degradacion presentada por el proceso FotoFenton. No obstante, en reactores solares
(colectores) una alta concentracion de hierro provocara zonas oscuras que reducirdn la
eficiencia de degradacion del proceso. Por otro lado, ha sido reportado que aunque una
alta concentracion de hierro puede representar una barrera para los fotones, la fuente de
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los fotones, también puede mejorar la degradacion en general. Longitudes de onda entre
300 y 400 nm, presentan una mejor degradacion que las longitudes de onda mas bajas
(254-222 nm)

Influencia de la temperatura

La temperatura tiene una participacién importante en el rendimiento del proceso, un
incremento en la temperatura siempre ha tenido un efecto positivo sobre la cinética de
reaccién. Un incremento de hasta cinco veces en la tasa de reaccion, puede ser esperado
al incrementar la temperatura desde 20°C hasta 50°C. No obstante, es necesario tener
presente que un incremento en la temperatura demandard una mayor adicién de peroxido
de hidrégeno, basicamente por una reduccién de Fe® sin produccién de radicales
hidroxilo. Lo mencionado anteriormente, es un punto para equilibrar en cada aplicacion de
Fotofenton: mayor tasa de degradacion vs. mayor consumo de peroxido.

Longitud de onda de la irradiacion, penetracion de la luz e intensidad de la irradiacién

Ha sido ampliamente estudiado que la luz solar es una excelente fuente de fotones, ya
gue se ha comprobado que entre mayor sea la longitud de onda de la irradiacién, menor
sera el efecto provocado por los sélidos en suspension de la muestra o agua residual. La
luz solar puede proveer de una longitud de onda capaz de superar el apantallamiento de
los sélidos sin presentar un consumo energético monetario. La penetracion de la luz ha
sido el factor de investigacion y desarrollo de los colectores solares, éstos permiten un
mejor flujo foténico desde la radiacién solar hacia el interior de la solucién donde se
presentan las reacciones de FotoFenton. Una adecuada penetracion de la luz en
fotoreactores continua siendo un reto, ya que es conocido que en aguas residuales se
puede observar un incremento del color conforme se va degradando el material organico;
este incremento de color, reduce la penetracion de la luz y disminuye la tasa de
degradacién. Por ultimo, la intensidad de la irradiacion no ha sido muy estudiada, sin
embargo se conoce que una mayor produccion de fotones incidentes es obtenida cuando
una menor intensidad de irradiacion se ha aplicado por volumen de reaccion.

Concentracién del sustrato y caracteristicas quimicas

Muchos estudios han sido realizados alrededor de la concentracion de los contaminantes,
en todos los casos se ha observado que entre mayor sea la concentracién de un
contaminante, mayor sera el tiempo requerido para su degradacion. En el incremento de
la concentracion del contaminante no se tiene una relacién directa con el tiempo requerido
para la reaccion, ya que entre mas concentrada esté una solucion, mayor contenido de
sélidos en suspension tendra y por tanto mayor sera el tiempo requerido para su
degradacion. Muy pocos estudios han sido enfocados al estudio de las caracteristicas
quimicas de los compuestos a degradarse, sin embargo se sabe que compuestos que
durante su oxidacion liberan fosfatos, son compuestos que requeriran un mayor tiempo de
reaccion y una mayor adicion de peréxido. Hay compuestos arométicos que por su bajo
peso electrénico, no presentan afinidad con los radicales hidroxilos formados y por tanto
tienen una baja tasa de degradacion. Debe tenerse en cuenta que en aguas residuales es
muy dificil establecer estas caracteristicas quimicas de la reaccion, ya que hay muchos
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compuestos interactuando y su evidencia desde el punto de vista experimental es poco
practica.

Salinidad y concentracion del oxidante (H,O,)

La salinidad es un factor que afecta la tasa de degradacion de los procesos Foto-fenton,
no obstante se sabe que estos procesos de oxidacion siguen ocurriendo en
concentraciones de sal tan altas como las presentes en el agua de mar. Por otro lado,
este factor podria ser superado al trabajar con un pH ligeramente por encima de 3
unidades.

La concentracion del peréxido en el rendimiento del proceso ha sido ampliamente
estudiada, todos los estudios concluyen que no se puede aplicar ni una alta
concentracion, ni una baja concentracion de perdxido. La concentracion ideal, debe ser
encontrada para cada compuesto o para cada matriz organica (agua residual), teniendo
en cuenta que no se aumentara la tasa de degradacién por aplicar mas oxidante. De este
modo, conociendo la concentracion inicial de perdxido, se puede monitorear el peréxido
para conocer el estado de la degradacién del proceso. La eficiencia del oxidante respecto
a lo tedrico o estequeométrico es muy dependiente del sustrato y su concentracion.

45 Ozono

El ozono es un poderoso agente oxidante (E° = 2.07 V) que puede reaccionar con la
mayoria de especies quimicas que poseen multiples enlaces moleculares, sin embargo
reacciona lentamente con compuestos con enlaces sencillos. El 0zono es una especie
altamente reactiva capaz de reaccionar con muchas especies al mismo tiempo, sin tener
preferencia sobre algin compuesto en especial. De este modo, debe existir una via de
oxidacién con ozono para cada sustrato (factores cinéticos propios de cada reaccion), no
obstante esto solo es posible determinarlo en sustancias puras (Gogate y Pandit, 2004)

De acuerdo con lo descrito por Gogate y Pandit (2004) hay siete parametros
operacionales que deben ser tenidos en cuenta en la ozonizacién:

pH del sistema

A altos valores de pH, el ozono reacciona casi que indiscriminadamente sobre todos los
compuestos organicos e inorganicos presentes en el sustrato. También es conocido que
valores de pH (en la ozonizacion) por encima del valor pK del contaminante, no mostrara
una gran degradacion del compuesto.

Presion parcial del Ozono

Conforme aumenta la presion parcial del ozono, también aumenta la medida de
degradacion del compuesto, sin embargo el aumento de la presion parcial del ozono esta
usualmente asociado con un incremento sustancial en el costo de generaciéon del ozono.
Este es un punto importante a evaluar cuando se propone la oxidacién de compuestos por
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ozonizacion, por otro lado es mas aconsejable garantizar una transferencia efectiva del
0zono a la solucioén.

Tiempo y superficie de contacto

Se recomienda usar contactores que permitan incrementar tanto el tiempo como la
superficie de contacto; el uso de agitadores estéticos ha sido una buena alternativa para
este punto.

Presencia de radicales secuestrantes (scavengers)

El efecto ejercido por estos compuestos dependera basicamente del mecanismo de
oxidacion. Si la degradacion se da por ataque directo del ozono sobre los enlaces
quimicos, no habrd mayor perjuicio a la reaccion; pero si el mecanismo es través de
radicales libres, la presencia de radicales secuestrantes como iones HCO3 y sustancias
hamicas disminuyen la eficiencia de degradacién. Este punto es muy importante, ya que
se espera que una gran variedad de efluentes contengas altas cantidades de las
sustancias mencionadas.

Temperatura de operacion

La temperatura tiene un doble efecto: incremento de la tasa de reaccion y variacion de la
tasa de solubilidad del ozono. Altas temperaturas reducen la solubilidad del ozono,
reduciendo la degradacién de la materia organica. Sin embargo, es conocido que el
incremento en la temperatura, incrementa significativamente la tasa de degradacién de
ciertos compuestos; para tener un doble efecto positivo con el incremento de la
temperatura|, se recomienda incrementar la presion parcial del ozono para recuperar la
solubilidad.

Presencia de catalizador

Catalizadores como TiO2 fijo, Fe (Il), Mn (ll) pueden ser usados para incrementar la
eficiencia de degradacion.

Combinacion con otros procesos de oxidacion

La ozonizacion puede ser efectivamente combinada con otros procesos de oxidacion,
tales como: radiacion ultrasoénica, radiacion UV, radiacion-y, peroxido de hidrégeno,
Fenton y procesos bioldgicos.

4.6 Acoples

El tratamiento de efluentes residuales con Procesos de oxidacion avanzada (POA), es de
gran importancia para el tratamiento de contaminantes toxicos no biodegradables o poco
biodegradables (Malato et al., 2009). Es ampliamente aceptado que los tratamiento
biol6gicos son més econdmicos que los fisico-quimicos, no obstante la implementacion de
acoples POA-Bioldgico (especialmente digestion anaerobia), viabiliza el uso de un
proceso fisico-quimico o pretratamiento, ya que mejora la eficiencia del proceso biolégico,
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disminuye los costos de construccion (reactores con cargas volumétricas mayores) y
mejora el rendimiento de la produccion de metano por la transformacion de compuestos
inhibitorios.

Malato et al. (2009), describen ocho pasos que se deben tener en cuenta al plantear una
estrategia de tratamiento y el disefio de una planta que incluya un acople POA-Biologico.

1. Verificar si el agua residual o efluente es potencialmente tratable por POA’s y/o
biolégicamente.

2. Seleccionar la estrategia de funcionamiento, segun las caracteristicas de los
efluentes (solo POA, POA-bio, bio-POA, solo bio o ningun tratamiento).

3. Si la opcion POA-bio, fue seleccionada, se debe desarrollar y optimizar la

estrategia de acople.

Realizar estudios a escala piloto y analizar las cinéticas de reaccion.

Realizar el escalamiento tedrico de la planta real.

Realizar el estudio econémico.

Escoger el mejor desempefio para el POA.

Disefar la planta real.

© N O A

4.6.1 POA’s + Digestion anaerobia

El objetivo de un acople POA-bio, para produccién de metano, es obtener materia
organica mas disponible para los microorganismos. Los POA’s, tienen la capacidad de
mineralizar por completo la materia organica (Doménech et al., 2001), no obstante esto no
se pretende en los acoples para metanizacion. El acople debe estar enfocado en la
degradacion parcial de la materia organica, para incrementar el rendimiento de la
produccién de volumen de CH4#/DQO,gicionada ¥ disminuir asi los tiempos de reaccion o
aumentar la velocidad de generacion, segun sea el caso. La mineralizacion de la materia
organica por parte de los POA’s, tan solo generara una disminucién de la cantidad de CH,
y por tanto una baja en el rendimiento y potencial energético del residuo a valorar.

Los pretratamientos con POA’s, deben ser lo mas selectivo posible, si bien los radicales
oxidantes no hacen distinciébn entre la materia organica, la termodindmica de cada
reaccion dirigird la degradacion global y la generacion de subproductos deseados o
indeseados. Para esto es necesario escoger un pretratamiento adecuado y selectivo, para
la transformacién de compuestos presentes en otros mas biodegradables. Siles et al.
(2011), mencionan que la ozonizacion tiene una alta afinidad y seleccion por los fenoles
(inhibidores de la metanogénesis), al oxidar los fenoles se obtienen subproductos que son
facilmente asimilables por las comunidades microbianas presentes en los procesos
anaerobios. Los cambios en los componentes toxicos no son necesariamente grandes
cambios, pueden ocurrir cambios a nivel estructural en moléculas complejas, sustrayendo
grupo orgéanicos y volviendo asi, el componente menos toxico para los microorganismos o
totalmente biodegradable (Malato et al., 2009). Estos cambios mencionados, no producen
grandes remociones en el contenido organico (DQO o COT), lo cual representa una gran
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ventaja, ya que no se desvaloriza el residuo por pérdida de materia orgénica, sino por el
contrario se aprovecha toda la carga orgénica para la produccion de metano.

4.6.2 POA’s + Digestion anaerobia + vinazas

No existen experiencias reportadas de acoples a escala real (ni piloto) de FotoFenton con
Digestion anaerobia para vinazas. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados
sobre acoples POA - bio, han sido realizados anteponiendo la digestion anaerobia o
sistemas aerobios como una opcién para reducir los costos del POA (bio — POA).

Se encuentran estudios reportados de cinéticas de oxidacion de vinazas ozonizadas
(Benitez, 2003; Lucas et al., 2009), degradacion selectiva de polifenoles (Martin Santos et
al., 2005), ozonizacion en medio alcalino y acido (Martin Santos et al., 2003) e incremento
de la biodegradabilidad de vinazas ozonizadas (Beltran et al., 1999). Siles et al. (2011)
reportan un incremento del 41.6% de la produccién de metano en vinazas ozonizadas sin
concentrar (10% de ST), respecto al 50% de incremento obtenido en vinazas ozonizadas
concentradas (55% de ST).

4.6.3 Biogas y valorizacion de las vinazas

El proceso general, de la digestion anaerobia es llevada a cabo de manera simplificada en
tanques sépticos, biodigestores tipo batch, reactores de mayor complejidad (UASB),
reactores de alta tecnologia (de lecho fluidizado), rellenos sanitarios municipales, entre
otros (Awosolu, 2007). La tecnologia del biogas es una opcién que puede satisfacer la
creciente demanda de energia de las zonas rurales de los paises en desarrollo (Rubab y
Kandpal, 1996). El biogas es un recurso energético versatil que puede tener diferentes
usos, tales como coccién de alimentos, iluminacién y generacién potencia, entre otros.

El biogas es una mezcla de gases procedentes de la biodegradacion anaerobia, cuyos
componentes principales son el metano (CH,), diéxido de carbono (CO,) y trazas de acido
sulfhidrico (H,S), las cuales pueden corroer las tuberias de conduccién segun la
concentracion del mismo (GTZ, 1999). Sus propiedades y composicion se presentan a
continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion y propiedades del biogas bajo condiciones estandar (0°C,

102.325 KPa)

Propiedad/Componente CH4 Co2 H2 H2S 60% CH4 65% CH4
40% CO2 34% CO2
1% Resto
Fraccion en volumen (%) 55-70 27-44 0-1 0-3 100 100
Valor calorifico neto (Kw-h/m3) 9,9 3 - 6,3 6 6,8
Inflamabilidad en aire (% en aire) " 515 - 4-80 4-45 6-12 7,7-2,3
Temperatura de ignicion ( °C) 650-750 - 585 - 650-750 650-750
Presion critica (Kpa) i 4700 7500 1300 8900 7500-8900 7500-8900
Temperatura critica ( °C) -82,5 31,0 290 7 100 7 -85 7 -85
Densidad (Kg/m3) 0,72 1,98 009 " 154 7 12 7 115
Gravedad especifica " 055 2,5 007 "~ 12 7 o083 " o9
Capacidad calorifica (KJ/m3 °C) 1,6 1,6 13 7 14 7 16 7 16
Velocidad de la llama (m/s) 0,43 - 0,47 - 0,36 0,38

Fuente: (GTZ, 1999).

La parte util de la energia del biogas es el valor calorifico de su contenido de CH,, los
otros componentes poseen un contenido energético, pero ellos no participan en el
proceso de combustion. Dicho valor calorifico es una funcion del porcentaje de CH, en el
biogéas, la temperatura y la presién absoluta. En la Tabla 5 se presentan los principales
parametros termodinamicos del CH,4 en condiciones normales.

Tabla 5. Parametros termodinamicos del CH, en condiciones normales

Propiedad Valores
Masa Molar (M) 16,04 Kg/Kmol
Densidad 0,72 Kg/m3
Capacidad calorifica (cp) 2,165 KJ/Kg K
Valor calorifico (Hu) 50 MJ/Kg

Viscosidad

Limite de inflamabilidad en aire

Relacion Cp/Cv

0,012 centipoise
5,3-14% volumen

1,307

Fuente: (GTZ, 1999).

La calidad del biogas depende del sustrato o materia prima empleada en la digestion
anaerobia. En la Tabla 6, se detallan las caracteristicas del biogas dependiendo del

sustrato utilizado.
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Tabla 6. Caracteristicas del Biogas segun la materia prima

Componente Residuos Lodos de Residuos Gas de vertedero
agricolas depuradora industriales

Metano 50-80% 50-80% 50-70% 45-65%
Dioxido de carbono 30-50% 20-50% 30-50% 34-55%
Agua Saturado Saturado Saturado Saturado
Hidrégeno 0-2% 0-5% 0-2% 0-1%
H2S 100-700 ppm 0,10% 0-8% 0,5-100 ppm
Amoniaco Trazas Trazas Trazas Trazas
Mondxido de carbono 0-1% 0-1% 0-1% Trazas
Nitrégeno 0-1% 0-3% 0-1% 0-20%
Oxigeno 0-1% 0-1% 0-1% 0-5%
Compuestos orgdnicos Trazas Trazas Trazas 5 ppm (terpenos,

esteres, etc)

Fuente: (GTZ, 1999).

Las plantas de etanol a partir de cafia de azucar sufren de una carencia en la valoracién
de sus subproductos, especialmente las vinazas, las cuales son generadas en grandes
proporciones y podrian ser bien aprovechadas (Nitayavardhana y Khanal, 2010).

Los sistemas de metanizacion ofrecen diferentes beneficios, tanto a sus usuarios como al
ambiente, entre los mas destacados se tiene: produccién de energia en diferentes formas
(calor, electricidad, combustién), reduccién de patégenos, reduccién de las emisiones de
efecto invernadero y otras ventajas ambientales como proteccién contra la deforestacion.
Se ha calculado que 1 m® de biogéas utilizado para cocinar evita la deforestacion de 0.335
hectareas de bosques de un promedio de 10 afios de vida (Raman et al., 1989).

De esta manera, la valoracion de las vinazas como residuos altamente contaminantes, es
proyectada desde el aprovechamiento del biogas producido. Awosolu (2007) propone los
siguientes items como componentes claves para la valoracion del biogas:

¢ Independencia de combustibles fésiles.
¢ Reducciéon de emisiones de efecto invernadero.
e Desarrollo rural y generacion de valor agregado a la agro-industria.

Esta investigacion es un punto de partida clave, para generar valor agregado a las
vinazas de las destilerias de alcohol carburante en el Valle del Cauca y promover el uso
de energias alternativas y el desarrollo rural.

5 MATERIAL Y METODOS

Cabe anotar que las metodologias empleadas en esta investigacion persiguen los
objetivos del WP4 del proyecto de investigacion “Sustainable Biofuels from Agricultural
Residues in North-Andean Countries (SUBA),” liderado por la Escuela Politécnica de
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Laussane — EPFL. Los objetivos estan relacionados con la viabilidad técnico-econémica
de los acoples POA’s-bio para la transformacion de residuos agro-industriales en biogas.
El montaje de los experimentos fue el resultado de ensayos previos del grupo de
investigacion GAOX en las &reas de Fotofenton (Isaza et al., 2010) y digestion anaerobia
de vinazas pretratadas con Fotofenton (Gil-Molano et al., 2010). Los procesos de
ozonolisis en vinazas son nuevos para el grupo de investigacion y solo encontramos una
referencia previa. En este trabajo se encuentran los primeros resultados del grupo en
ozonizacion de vinazas y digestion anaerobia de estas.

5.1 UBICACION ESPACIAL

Esta investigacion fue realizada en el Campus Universitario de la Universidad del Valle,
Edificio 336. Los procesos fotocataliticos y los ensayos de produccion de metano, se
realizaron en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental a escala laboratorio.

5.2 DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

Para esta investigacion se empleo vinaza proveniente de la industria de alcohol
carburante, esta vinaza fue sometida a dos tipos de pretratamiento, con el fin de aumentar
la tasa de generacion de metano por unidad de DQO. Posterior a los tratamientos, las
vinazas se pusieron en contacto con diferentes inoculos microbianos en condiciones de
digestién anaerobia.

En la Figura 4, se puede observar el planteamiento basico del proyecto.

Variables Variables de

Experimentales Respuesta Covariables

Pretratamiento

di VRS Produccién de
Fotofenton (1 CH,

. .z z . .
Ozonizacion Seguimiento por

Cromatografia de

INOCULOS Gases
IV, IG, IGV

Analisis Econémico en el Nivel de Perfil

Figura 4. Esquematizacion del experimento asociado a cada objetivo especifico
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5.2.1 Procedenciade las vinazas

Las vinazas utilizadas en esta investigacion provinieron de la destileria del Ingenio
Mayagiiez S.A., ubicada en las cercanias del municipio de Candelaria, Valle del Cauca
(Ver Figura 5). La destileria tiene una capacidad instalada de 150.000 L d™* de alcohol
carburante y un esquema de produccién con una relacién de 2 L de vinaza / 1 L de etanol
anhidro (CENICANA, 2006). Bajo el esquema de produccion de alcohol carburante
mencionado anteriormente, se obtienen unas vinazas muy concentradas, conocidas como
vinazas al 55% de solidos totales. 60 L de vinaza fue colectada antes de la Ultima etapa
de concentracion, el dia 5 de Marzo de 2010. El uso de vinaza diluida se propuso debido
a que no encontramos soportes que sugieran la factibilidad de digestibn anaerobia de
vinazas concentradas. Para este tipo de vinazas se requeriria de sistemas de biodigestion
similares a los usados para lodos de depuradoras o biodigestores secos. Por otro lado, la
concentracidon o evaporacion de vinazas es un paso adicional usado por la industria, de
alto consumo energético (aproximadamente el 10% de la energia del alcohol obtenido
(Wilkie et al., 2000), el cual es cuestionado en la propuesta global del grupo de
investigacion GAOX. Todos los ensayos descritos en este documento emplearon
alicuotas de la misma vinaza. La vinaza fue conservada en refrigeracion (4°C), hasta su
etapa de pretratamiento.

N A
A ViaaBuga Y

Via Cali-Florida

' Mayagiiez ¥ e

Castilla

Crucero
Candelaria)

Cenicana

Estacién Experimental

Incauca

Puerto Tejada
http://www.cenicana.org/pdf/otros/ruta_cenicana.pdf

Figura 5. Ubicacion espacial de la destileria del Ingenio Mayagtiez
Fuente: www.cenicana.org/pdf/otros/ruta_cenicana.pdf
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5.2.2 Caracterizacion de las vinazas

Las vinazas usadas en este estudio fueron caracterizadas en detalle en una fase anterior
de la investigaciébn como se muestra en el apartado de caracterizacion de vinazas, para
esta fase el seguimiento se hizo usando los parametros de Temperatura (86°C), DQO;
(150.600 mg L™), pH (4.57 unidades), ST (52.000 mg L™), segin metodologia APHA
(2005). Cabe anotar que esta investigacion esta enfocada en evaluar la produccion de
metano en vinazas pretratadas bajo diferentes condiciones de Fotofenton y Ozono. Los
parametros basicos medidos permitieron responder a la hipétesis de investigacion.

Antes de los pretratamientos se realizé una medicién de DQO y pH y se alicuot6 para los
diferentes pretratamientos de FotoFenton y Ozono. Posterior a los pretratamientos y a la
digestion anaerobia, nuevamente se midié DQO; y pH.

5.2.3 Pretratamiento de las vinazas

Las vinazas fueron pretratadas mediante dos POA’s: Fotofenton y Ozonolisis. Lo anterior
con el objetivo de eliminar sustancias inhibidoras y aumentar la producciéon de metano.
Cabe anotar que no se encontraron referencias previas para este tipo de acoples para
aprovechamiento y valorizacion de vinazas.

Fotofenton

Para el pretratamiento de las vinazas con fotofenton, estas se diluyeron 50% v/v en agua
destilada y se trataron 15 y 30 mL en reactores de 150 mL. Todo el experimento
fotocatalitico se realiz6 en tandas, en un solo dia y por duplicado. La radiacién empleada
fue de 80 W m? emitida por un ATLAS Suntest® “Original” Heraues. La cantidad de
materia organica usada fue 22.5 g DQO (sistema cerrado - tandas) para ambos tipos de
vinaza, diluida y no diluida (DQO vinaza no diluida: 150,6 g L™ y DQO vinaza diluida: 75.4
gL™h.

Figura 6. Equipo de radiacion (suntest) empleado durante el pretratamiento con
fotocatalisis

Para el pretratamiento con Fotofenton se realiz6 un experimento 3% con los siguientes
factores:
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e Tipo de vinaza: no diluida y diluida.
e Concentracion de Peréxido de Hidrégeno [H,0,]: 0.5 mol L* y 1 mol L™
e Relacién de peréxido / hierro [H,0./Fe*¥]: 15y 20.

Los niveles establecidos para la concentracién del peroxido y la relacion peréxido/hierro
estdn de acuerdo con los resultados previos obtenidos por el grupo de investigacion
GAOKX (Isaza et al., 2010). Todas las combinaciones de los niveles fueron realizados por
duplicado y se cont6 con un blanco en oscuridad de cada combinacion para evaluar la
pertinencia de la radiacién. El proceso de fotocatdlisis se monitoreé usando como
parametro de seguimiento el potencial de Oxido-Reduccion, el proceso fue detenido al
desaparecer el H,0O, (Isaza et al., 2010).

Ozondlisis

Los pretratamientos con ozono se realizaron en un reactor de contacto de flujo
ascendente (Figura 7), con volumen util de 1 L. El generador de ozono (Figura 7)
empleado fue desarrollado por el grupo de investigacion GRALTA de la Universidad del
Valle, dentro de los objetivos del WP4. La capacidad de generacion es de 55 mg O3 L™.

Figura 7. Sistema de ozonizacion. A) Generador de ozono. B) Reactor de contacto

Los pretratamientos con ozono (2) se realizaron en tandas por duplicado con una
concentraciéon de 20 mg O; L™, tiempo de contacto de 0.5 hy 1 h y un flujo de stripping de
0,5 L min™. Los tiempos de reaccion mencionados anteriormente (30 y 60 mins) fueron
seleccionados bajo un criterio de exploracion que permitiera al grupo de investigacion
obtener los primeros resultados de ozono. Para el pretratamiento con ozono solo se
emplearon vinazas sin diluir. La cantidad de materia organica usada fue 75 g de DQO
(sistema cerrada - tandas) en un volumen util de 500 mL (DQO vinaza no diluida: 149,2 g
LY.

Dosis de Ozono (20 mg Oz L™ x 0.5 L min™ = 10 mg O3 min ™):

1) 10 mg Os; min * x 30 min = 300 mg O,
2) 10 mg Oz min "*x 60 min = 600 mg O

34



Vinaza pretratada
/— 300 y 600 mg O,
Generador de O, e

10 mg O; min 1

Reactorde 1L
—+—> 500 mL de vinaza
no diluida

S—
Figura 8. Esquema de ozonizacion

En la Tabla 7 se observan los pretratamientos realizados con fotofenton y con ozono. La
vinaza pretratada y la vinaza sin pretatar, se emplearon como sustrato en los

experimentos de produccién de metano.

Tabla 7. Nomenclatura del sustrato (vinazas), segun el pretratamiento recibido

FOTOFENTON OZONO SIN PRETRATAMIENTO
Vin FF [0,5mol L™ ] (15) Vin Oz 30’ Vin
Vin FF [Imol L™ ] (15) Vin Oz 60° Vin D

Vin D FF [0,5mol L™ ] (15)
Vin D FF [0,5mol L™ ] (20)
Vin D FF [Imol L™ ] (15)
Vin D FF [1Imol L™ ] (20)
Vin: Vinaza (35% de sdlidos totales); Vin D: Vinaza diluida (50% v/v; agua destilada); FF:
pretratada con Fotofenton; [H,O,] = 0.5 mol L™y 1 mol L™; (H,O,/Fe™®) = 15 y 20; Oz:
pretratada con Ozono; 30’ = tiempo de contacto; 60’ = tiempo de contacto.

5.2.4 Produccién de metano
In6culo

Para la produccion de metano fueron empleados tres indculos biolégicos con el fin de
comparar su produccion de metano en los efluentes de los diferentes tratamientos (10).
Dos inéculos fueron tomados de sistemas anaerobios en funcionamiento y un tercer
inodculo fue compuesto a partir de los anteriores.
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El in6culo I1G (In6culo Granular) fue tomado del reactor UASB de la central de sacrifico
animal de CAVASA, ubicado en el municipio de Candelaria, Valle del Cauca. Inéculo
granular, referente de digestién anaerobia en el Valle del Cauca por su alta eficiencia en
la remocién de carga contaminante. En los granulos de este tipo de indculo se albergan
microorganismos de todos los niveles tréficos involucrados en la digestion anaerobia. Los
efluentes tratados por este reactor son aguas residuales con alto contenido de sangre
bovina, por lo tanto rico en proteinas. La concentracion de SSV fue de 90,16 g L™.

El inéculo 1V (Inéculo Vinaza) fue tomado de una laguna anaerobia de alta mezcla, de la
empresa Sucromiles S.A. ubicada en el municipio de Palmira, Valle del Cauca. El inéculo
de este reactor presenta una caracteristica floculenta debido a la alta mezcla que se
presenta en su interior; este reactor trata vinazas al 10% de ST provenientes de la
destileria de la fabrica de acido citrico de esta compafia. Este inéculo fue escogido por
presentar preadaptacion al sustrato, no obstante las vinazas de esta investigacion
presentan una concentracion mayor de ST (55%). La concentracion de SSV fue de 65,17
gL™

El in6culo IGV (In6culo Granular+Vinaza) fue compuesto mediante una mezcla 1:1 v/v, del
in6culo 1G e IV. La mezcla, fue propuesta con el objetivo de obtener traslapamientos
ecoldgicos o seleccion de poblaciones microbioldgicas. La concentracién de SSV fue de
77,67 g L™

Montaje experimental

A cada uno de los reactores del experimento (botellas de 120 mL) se les agreg6é una
cantidad fija de materia organica (70 mg de DQO) teniendo en cuenta una relacién de 2
mg DQO mL de reaccion™, segun lo recomendado por Conil (2005), en 34 mL de agua
destilada (Alazard, 1991). Lo anterior se realizé teniendo en cuenta el siguiente calculo:

1 mL de vinaza ——> x mg DQO
x mL de vinaza —> 70 mg DQO

Posteriormente se agreg6 el inéculo en una relacion de 0,41 DQO/SSV como lo
recomienda Ferreira (2006) para el tratamiento de vinazas.

70 mg DQO /X =0,41
Xxmgde SSV. . @—> 1 mL de in6culo
171mgSSsv. = ——> x mL de in6culo

Para optimizar las condiciones de metanogénesis de arranque, a cada reactor se le
agrego una solucion de vitaminas (ver Tabla 8). Esta adicion no se requiere en sistemas
continuos, ya que los reactores pueden ser cargados paulatinamente. Las pruebas se
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realizaron en ausencia de nutrientes ya que las vinazas son ricas en nitrégeno y fésforo
(Tabla 1).

Tabla 8. Composicién de la solucién de vitaminas empleadas

Nombre Concentracién (mg L)
Biotina (vit. H) 2
Acido para amino benzdico 0,5
Cianocobalamina 0,1
Tiamina, HCI (vit. B1) 5
Pantotenato de Calcio 5
Acido Nicotinico 5
Piridoxina HCI (vit. B6) 10
Acido Félico 2
Rivoflavina 5
Acido Lipéico 5

La combinacion de todos los sustratos producto de los pretratamientos (Tabla 7) con los
tres inoculos (IG, IV e IGV), conformaron el experimento de la produccion de metano; en
la Tabla 9 se observan las combinaciones.

Tabla 9. Pruebas de produccion de metano, tratamientos del experimento

Indculos
Inéculo 2

Sustrato Inéculo 1 Inéculo 3

Vin FF [0,5mol L™ ] (15)

Vin FF [0,5mol L™ ] (15) +Indculo 1

Vin FF [0,5mol L™ ] (15) + Indculo 2

Vin FF [0,5mol L™ ] (15) + Indculo 3

Vin FF [Imol L] (15)

Vin FF [1mol L™ ] (15)+ InSculo 1

Vin FF [Imol L™ ] (15)+ InSculo 2

Vin FF [1mol L™ ] (15)+ Inéculo 3

Vin D FF [0,5mol L™ ] (15)

Vin D FF [0,5mol L™ ] (15) + InSculo 1

Vin D FF [0,5mol L™ ] (15) +Indculo 2

Vin D FF [0,5mol L™ ] (15) + Indculo 3

Vin D FF [0,5mol L™ ] (20)

Vin D FF [0,5mol L™ ] (20) + Indculo 1

Vin D FF [0,5mol L™ ] (20) + Indculo 2

Vin D FF [0,5mol L™ ] (20) +Indculo 3

Vin D FF [1mol L™] (15)

Vin D FF [1mol L™ ] (15) + In6culo 1

Vin D FF [1mol L™ ] (15) + Inéculo 2

Vin D FF [1mol L™ ] (15) + InSculo 3

Vin D FF [1Imol L™ ] (20)

Vin D FF [1mol L™ ] (20) + Inculo 1

Vin D FF [1mol L™ ] (20) + Inéculo 2

Vin D FF [1mol L™ ] (20) + Inéculo 3

Vin Oz 30 Vin Oz 30" +Indculo 1 Vin Oz 30" + Inéculo 2 Vin Oz 30"+ Indculo 3
Vin Oz 60 Vin Oz 60" +Indculo 1 Vin Oz 60" + Indculo 2 Vin Oz 60"+ Indculo 3
Vin Vin +Indculo 1 Vin +Indculo 2 Vin +Indculo 3
Vin D Vin D +Indculo 1 Vin D +Inéculo 2 Vin D +Inéculo 3

Vin: Vinaza (35% de sélidos totales); Vin D: Vinaza diluida (50% v/v; agua destilada); FF:
pretratada con Fotofenton; [H,O,] = 0.5 mol L™y 1 mol L™; (H,0,/Fe™®) = 15 y 20; Oz:
pretratada con Ozono; 30’ = tiempo de contacto; 60’ = tiempo de contacto.

Las botellas fueron inoculadas en anaerobiosis y el escape de gases se controlé con
anillos de aluminio sobre un tapén de caucho (Figura 10a). Todas las botellas fueron
sometidas a desplazamiento de O, con N,. El espacio de acumulaciéon o headspace del
biogas fue de 80 mL; las botellas fueron incubadas durante todo el tiempo a 35°C y con
posicion invertida. De esta manera, se gener6 un sello hidraulico hacia el tap6n de caucho
(Figura 10b).
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En la Figura 9 se esquematiza lo comentado anteriormente para los montajes de
produccién de metano a escala laboratorio.

[

Botellas 120 mL <— DQO/SSV = 0,41

(Ferreria, 2006)
Relacion volumétrica =

2 mg DQO mL de
34 mL de agua destilada rgeaccién’l
(volumen d_e rea_cuon) —> (Conil, 2005)
0,4 mL de vitaminas v ;J Materia orgénica
(Alazard et al., 1991) aplicada = 70 mg DQO

Figura 9. Descripciéon del montaje de las botellas para la produccién de metano

Se realizaron 30 tratamientos, con 5 réplicas cada uno y con controles para cada sustrato
y cada inOculo. Las unidades experimentales se mantuvieron a lo largo del experimento
(70 dias). No obstante, algunas de las réplicas eran dadas de baja al azar para analizar
pH, DQO y obtener muestras para la extraccion de DNA para andlisis posteriores; a lo
largo del experimento se extrajeron dos réplicas de cada tratamiento. Para el seguimiento
se tomaron muestras diarias hasta el dia 40 y una ultima el dia 70.
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Figura 10. a) Siembra en anaerobiosis. b) Forma de incubacion

Seguimiento de la produccién de metano

La produccion de metano fue realizada por mediciéon directa de la concentracién del
mismo, en un volumen fijo extraido de las botellas segun lo propuesto por Bhatta et al.
(2007). El metano producido fue monitoreado usando cromatografia de gases (Shimadzu
GC 14, FID). Se empled una columna Carbowax 20M (3%), HsPO, (1%) y supelco 80/100.
Los picos de metano se detectaron alrededor de los 90 segundos, mediante el software
Peak Simple 3.0. Las condiciones de operacién del cromatografo fueron: H,= 50 psi, Aire=
50 psi, carrier 1= 400 psi y carrier 2= 60 psi.

El gas de arrastre de ambos carriers fue Nitrdgeno molecular (N).

Figura 11. Cromatégrafo de gases Shimadzu GC-14 (Sistema de deteccién FID)
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Las lecturas diarias de metano fueron realizadas por duplicado y completamente al azar.
El volumen de inyeccion fue de 1 mL, se utilizé jeringa con valvula para gases.

Anélisis de DQO,

Los analisis de DQO; se realizaron bajo la técnica de espectrofotometria, segun los
standard methods (APHA, 2005). Las mediciones realizadas corresponden a las vinazas
sin tratar, vinazas diluidas sin tratar, vinazas pretratadas y vinazas digeridas por la
biodegradacién anaerobia.

5.2.5 Seguimiento biol6égico de archaeas metanogénicas

Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se seleccionaron los pretratamientos que presentaron las
mayores producciones de metano, al igual que los que presentaron inhibicién total (todas
las extracciones corresponden a muestras tomadas al final del experimento) (ver Tabla 9).
También se tuvo en cuenta la extraccion de DNA de los inéculos (IG, IV e IGV) para su
comparacion.

Se seleccionaron 21 muestras en total para la extraccion de DNA. Las extracciones se
realizaron con el kit Power Soil DNA Isolation (Mo Bio Lab Inc.; catalog N° 12888-100 y lot
N Ps10F14), bajo el protocolo del kit; un secado prolongado de alcohol fue adicionado
antes de la elucién del DNA. En la Tabla 10 se muestran los tratamientos de produccién
de metano empleados para la extraccion de DNA.

Tabla 10. Tratamientos de produccién de metano elegidos para andlisis biolégico

Inoculos
Sustratos IG v IGV
Vin D FF [0,5mol L™ ] (15) X X X
Vin D FF [0,5mol L™ ] (20) X X X
Vin FF [0,5mol L] (15) X X X
Vin Oz 30° X X X
Vin FF [1Imol L™ ] (15) X X X
Vin D FF [1mol L™ ] (20) X X X
Vin D FF [Imol L™ ] (15) X X X
IG
v
IGV

Las muestras de los tres inéculos fueron tomadas y conservadas el dia del montaje del
experimento de produccion de metano. Las muestras de los tratamientos de produccion
de metano fueron tomadas al final de la Ultima medicién de metano (dia 70).
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La concentracion de DNA fue medida con un espectrofotometro Shimadzu UV 1800 a una
longitud de onda de 260nm. El célculo de la concentracion se realiz6 mediante la
siguiente ecuacion.

Ecuacion 3. Concentracion de DNA

Concentracion de DNA (ng pL-1) = Absorbancia a 260 nm * Factor de Absorbancia (50
pug mL-1) * Factor de dilucién (1.000)

Las extracciones de DNA fueron corroboradas mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2.4%.

La extraccion de DNA permite extraer el material genético de cada uno de los grupos de
microrganismos que estuvieron presentes en la muestra para su posterior analisis.

Amplificacién por PCR

El DNA extraido fue amplificado por PCR con un termociclador Multigen de Labnet
International Inc. Para la amplificacion se utilizaron primers especificos para archaeas
metanogénicas del fragmento de gen 16S rRNA de metanogénicas (Watanabe et al.,
2006). 1106F (5"- TTW AGT CAG GCA ACG AGC -3") y 1378R (5'- TGT GCA AGG AGC
AGG GAC -3%); el primer 1106F tuvo adherida una cola de GC (5"- CGC CCG CCG CGC
GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G -3)). El fragmento a amplificar tiene
una longitud aproximada de 320 pb incluyendo la cola de GC. En la Tabla 11 se observa
el detalle de los reactivos empleados para la amplificacién por PCR. La Tabla 12 muestra
el programa de PCR utilizado, modificado de Watanabe et al. (2006).

Tabla 11. Especificaciones del Cocktail de PCR

Reactivo Concentracion | Concentracion Volumen

Inicial final (uL)

H,0 molecular | - | - 16,3
Buffer A 10X 1X 2,5
MgCl, 50mM 2mM 1
DNTPs 5mM 0,2mM 1
Primer 1106F 10uM 1uM 1
Primer 1378R 10uM 1uM 1
Taq 5U/uL 1U 0,2
ADN 2
Total 25
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Tabla 12. Programa de PCR

Proceso Temperatura | Tiempo | Ciclos
°C (min)
Denaturacion 94 1,3
inicial
Denaturacion 94 0,30
Anneling 64 0,30 35
Extension 72 1,3
Extension final 72 3
Stop 4 Infinito

Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 2.4% por electroforesis
horizontal. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y visuallizados en
transiluminador UV. Los productos PCR que cuya amplificacion fue positiva, fueron
almacenado a -20°C para su posterior separacion por DGGE.

La técnica de amplificacion por PCR es utilizada para aumentar el nimero de copias de
una secuencia de interés, en un grupo bioldgico en particular. Como resultado se obtiene
un producto de PCR que contiene mdltiples copias de la secuencia de interés, de cada
uno de los organismos del grupo biolégico estudiado.

Separacién de productos PCR por DGGE

La técnica se realizé con un DCode system de BioRad. Las caracteristicas de corrida se
describen a continuacion:

e 16 horas de corrida

e 100 voltios constantes

e temperatura 60°C

e Gel de acrilamida

e Soluciones denaturantes 40% y 60%.

El gel de DGGE fue tefiido con tincibn de plata por 30 minutos y visualizado en
transiluminador UV.

La técnica de DGGE permite separar en un medio denaturante, las diferentes copias de la
secuencia de interés amplificada por PCR. La separacién de copias se visualiza en forma
de bandas.
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5.3 ANALISIS FINANCIERO DEL NIVEL DE PERFIL DEL USO DE BIOGAS A
PARTIR DE LA METANIZACION DE VINAZAS

Se realizaron busquedas de informacion en fuentes primarias y secundarias: se
consultaron revistas especializadas, libros, estudios técnico-econémicos, entre otros.
Ademas se realizaron entrevistas con expertos y gerentes de destilerias.

Para el conocimiento de la situacién actual de las destilerias en el Valle del Cauca y su
gestion con las vinazas, se recurri6 a diferentes entes tanto gubernamentales como
privados; tales como la Corporacion Autbnoma Regional del Valle del Cauca — CVC, el
Centro de Investigacion de la Cafa de Azucar de Colombia — Cenicafia, la Asociacion de
Cultivadores de Cafia de Azicar — ASOCANA, la Planta de Alcohol de Manuelita S.A. y a
Biotec International como empresa experta en produccion de biogas. Para consolidar el
analisis financiero fue necesario consultar fuentes secundarias, como proveedores
nacionales e internacionales y empresas especializadas en proyectos energéticos. La
informacion recolectada sirvié para conocer de manera general las demandas energéticas
de los grupos industriales de la cafia de azlcar y los recursos energéticos que podrian ser
reemplazados por la utilizacion del biogas. También fue necesario conocer los precios de
los energéticos a nivel industrial en el Valle del Cauca, éstos sirvieron para establecer los
costos de oportunidad.

Para realizar el analisis del nivel de perfil de este estudio, como parte fundamental de la
viabilidad del proceso de pretratamiento de vinazas, fue preciso determinar los costos de
puesta en marcha, operacion y mantenimiento de una planta de biogas. Se construyeron
flujos de caja proyectados, los cuales incluyen VAN, TIR y el tiempo de recuperacion de la
inversion.

A partir de la recoleccion de la informacion mencionada arriba y bajo el supuesto de
inversion propia, se determiné la rentabilidad de la inversion de capital. Para realizar el
andlisis de la viabilidad econémica, se tom6 como base técnica la propuesta de
aprovechamiento del biogas en la agroindustria de la cafia de azucar (Conil, 2005).

5.3.1 LOS POA’s COMO UN INCREMENTO EN LAS VENTAS (AHORROS) EN LA
METANIZACION DE VINAZAS

Para considerar el pretratamiento de vinazas con POA’s como una adicionalidad
economica en la generacion y aprovechamiento de biogas, se compararon los valores de
produccion de metano esperados en el estudio de Conil (2005) con la produccion de
metano obtenida en este experimento. Ante la imposibilidad de realizar toda la etapa de
prefactibilidad del proyecto con los resultados de metano obtenidos en este estudio (no es
posible emplear estos valores sin contar con una escala piloto), se realizé una tabla
comparativa considerando el aumento de la produccion de metano como un excedente en
las ventas o costos de oportunidad del proyecto. Por lo anterior, no fueron incluidos los
costos de inversion, ni de operacion del sistema POA de pretratamiento. Los excedentes
de ventas (costos de oportunidad), se realizaron bajo el supuesto del mejoramiento de la
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tasa de produccién de metano; esto permite realizar un andlisis financiero del nivel de
perfil. Para finalizar la etapa de prefactibilidad del proyecto, se requiere la informacién que
generard la siguiente etapa (escala piloto).

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Pretratamiento de vinazas con Fotofenton

A partir de la vinaza caracterizada (parametros descritos en la metodologia), se realiz6 el
experimento de pretratamiento con Fotofenton con dos tipos de vinazas: no diluidas y
diluidas.

Tabla 13. Reducciones de materia organica en los experimentos de fotofenton, en
términos de DQO.

DQOinicial |desviacion estandar| DQO final |desviacion estandar| 9 de Remocidn
Pretratamiento (gL™?) (gL?)(n=3) (gL™) (gL?)(n=3) de DQO

Vin FF [0,5mol L™ ] (15) 151 7,4 87 5,3 42
Vin FF [1Imol L™ ] (15) 151 7,4 78 6,2 48
Vin D FF [0,5mol L] (15) 75 5,5 34 1,1 55
Vin D FF [0,5mol L™ ] (20) 75 5,5 37 2,3 51
Vin D FF [1mol L™ ] (15) 75 5,5 12 1,7 84
Vin D FF [Imol L™ ] (20) 75 5,5 32 43 58

*Se realizaron blancos (sin radiacion) para cada una de las combinaciones de los
factores, ninguno superd el 4% de remocién por tanto la degradacion es atribuida al
proceso fotofenton.

En la Tabla 13, se observa que los porcentajes de remocién de materia organica fueron
MAas representativos en vinazas con concentraciones bajas de DQO (todos los
pretratamientos tuvieron la misma cantidad de materia organica, ver capitulo 5.2.3). La
remocién de materia organica de las vinazas diluidas y no diluidas alcanz6 valores
maximos de remocion de 84% y 47% respectivamente. Lo anterior responde a que las
eficiencias de remocion de la materia organica en los POA’s, estan determinadas por la
cantidad de materia organica a oxidar y que entre mayor sea el contenido de materia
organica, mayor sera el tiempo y los reactivos necesitados para la mineralizacion o
degradacion de los compuestos de interés (Malato et al., 2009). Ademas, de acuerdo con
los procesos termodinamicos de los POA’s, la degradacion de la materia organica ocurrira
en primera instancia sobre los compuestos mas sencillos o de facil degradacion (Chen y
Pignatello, 1997). Por otro lado, también es importante anotar que las vinazas no diluidas
presentan el doble de contenido de solidos totales en comparacién con las diluidas
(dilucién 50%; v/v, agua destilada); un alto contenido de solidos totales generalmente esta
relacionado con una alta concentracion de DQOy, de la cual una fraccién sera recalcitrante
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con dificultad para ser removida tanto por procesos quimicos como biologicos
(Wageningen-UR, 1987). Un alto contenido de soélidos también desfavorece las
reacciones fotocataliticas, al impedir la excitacion electronica de los reactivos,
basicamente por fendmenos de Scattering (dispersion o apantallamiento) (Pareek et al.,
2003; Mozia et al., 2005). Cabe anotar que durante la oxidacion avanzada de matrices
organicas de alta complejidad como la vinaza, siempre habra formacién de nuevos
productos como resultado de la oxidacion parcial de los compuestos predecesores. Estos
nuevos productos quimicos pueden ser inhibidores de los mismos procesos de oxidacion
(impiden la excitacion de electrones) o de los biol6gicos posteriores (compuestos toxicos
o inhibidores); esta situacién es frecuente en sustratos altamente concentrados. El
monitoreo de nuevos productos formados no fue realizado en esta investigacion, pero
podran ser incluidos en la escala piloto posterior a esta investigacion.

Los POA’s degradan rapidamente el material soluble (solidos disueltos), el material
suspendido (solidos suspendidos) presenta resistencia a la oxidaciébn y ejerce una
demanda de oxigeno (DQO) que se considera fuerte y dificil de remover, debido a la
heterogeneidad del medio (Yadvika et al., 2006). Todo lo anterior se resume en bajas
eficiencias de remocién en efluentes altamente concentrados como las vinazas no
diluidas.

Las altas concentraciones de solidos totales tampoco favorecen el proceso de Fotofenton
por la baja difusién que se presenta de O, al medio. En la Ecuacion 4 se presenta una de
las reacciones quimicas de generacion de radicales hidroxilo (OHe¢) que ocurre en
presencia de oxigeno; en ausencia de oxigeno no se presentara esta reaccion,
disminuyendo asi la cantidad de radicales OH- disponibles y por tanto la eficiencia de
remocion de materia organica.

Ecuacion 4. Reacciones de generacion de OHe con O,
HiO2+ 0 = *0H+0OH + 0y

Fuente: (Malato et al., 2009).

Santana y Fernandes (2008) no encontraron degradacién de materia organica al exponer
directamente las vinazas a la radiacion solar como proceso fotolitico y los blancos del
experimento no presentaron degradaciones superiores al 4%, ésto comprueba que las
degradaciones presentadas ocurrieron por el proceso de FotoFenton y no solo por el
proceso Fenton.

Como se observa en la Tabla 13, el factor méas influyente sobre la degradacion
fotocatalitica es la concentraciéon de H,O,, ya que ambos tipos de vinazas (no diluida y
diluida) presentaron las mayores remociones de DQO en los pretratamientos que tenian
alta concentracion de peroxido (1 mol L™). También es necesario tener en cuenta que un
alto contenido férrico, lo cual se traduce en una baja relacién [H,O,/Fe*®], mejora la tasa
de produccion de radicales OHe y por tanto aumenta la degradacion de la materia

45



organica (Torrades et al., 2003); este factor también se observa en los resultados de la
Tabla 13.

Las remociones de materia organica (DQO) de la mayoria de los pretratamientos (no
mayor a 67%) estan de acuerdo con lo revisado por Malato et al. (2009). El autor describe
que los tratamientos con fotofenton han sido exitosos en concentraciones de DQO desde
10 mg L* hasta 25 mg L™. Aunque la concentracién de DQO en las vinazas es mu
superior, debe tenerse en cuenta que el objetivo de este pretratamiento no era mineralizar
la materia orgénica, sino volverla mas biodegradable y por tanto obtener una mayor
produccién de metano.

Altas concentraciones de sulfatos SO;? y compuestos halogenados tienden a formar
complejos moleculares con los catalizadores, alterando su actividad (generacion de
radicales hidroxilo) y promoviendo la formacién de radicales menos reactivos (de Laat et
al., 2004). Es ampliamente conocido que las vinazas presentan un alto contenido de S0; 2
(proceso de sulfitacion del jugo de cafia) (Tabla 1), de esta manera, las vinazas diluidas
presentan menor cantidad de S0;2, disminuyendo asi la generacion de complejos
inactivantes. Las bajas tasas de generacion de radicales de alto poder oxidativo (radical
hidroxilo OH¢) y las bajas eficiencias de remocion de materia organica, podrian ser
mejorados mediante la adicion de aniones inorganicos (oxidantes), disminuyendo los
costos de operacién y el dimensionamiento de los reactores.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, la baja remociéon de DQO en las vinazas no
diluidas pretratadas con Fotofenton se debe a la alta concentracién de sélidos totales
(Pareek et al., 2003; Mozia et al., 2005), baja difusién de O, y alto contenido de SO; 2
(Malato et al., 2009).

6.2 Pretratamiento de vinazas con Ozono

A partir de la vinaza caracterizada (parametros descritos en la metodologia), se realizé el
montaje del pretratamiento con Ozono, solo se tuvo en cuenta vinaza no diluida. La
ozonizacion en medio acido representa una desventaja para el proceso de pretratamiento,
esto a su vez repercute en la aplicacion de la ozonozacién en vinazas. De Schepper et al.
(2009) reportan que en residuos altamente concentrados, el ozono tiene una mejor
reduccion de DQO cuando es aplicado a pH 11 que cuando se aplica a pH neutro. Esta
situacion es conocida, no obstante la neutralizacion y/o el incremento del pH hasta 11
unidades en vinazas de una produccién de alcohol carburante es poco viable por los altos
volumenes producidos y el alto costo que representarian los alcalinizantes requeridos. La
ozonizacion a pH natural (4.57 unidades) fue pensada con la finalidad de evaluar el
desempefio de este pretratamiento en condiciones reales y estimar su pertinencia en la
produccién de metano.
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Tabla 14. Reducciones de materia organica en el pretratamiento con ozono, en
términos de DQO.

DQO inicial |desviacion estandar| DQO final |desviacion estandar| 9 de Remocion

Pretratamiento (gL™) (gL™)(n=2) (gL™) (gL™)(n=2) de DQO
Vin Oz 30’ 149,2 6,7 52,3 5,6 64,9
Vin Oz 60’ 149,2 6,7 73,2 4,7 50,9

Las bajas eficiencias de remocion de materia organica por parte del pretratamiento de
Ozono, estan de acuerdo con lo reportado por Martin et al. (2003), donde la ozonizacion
de vinazas en medios acidos (las vinazas no fueron neutralizadas, pH= 4.57 unidades), no
presentan altas tasas de remocion, sino que solo presentan transformacion de los
compuestos presentes; lo anterior favorece este tipo de investigaciones con ozonizacion,
ya gque para la metanizacion solo se busca la transformacion de la materia organica en
compuestos mas bio-asimilables y sin degradacién de la materia organica; entre mas
carbono organico exista en el medio, mas CH, se podra producir.

Por otro lado, debe considerarse como una ventaja, el hecho que el ozono realice una
transferencia de masa mas efectiva (diluido y en columnas de contacto) respecto al
proceso FotoFenton (Machuca-Martinez, 2010). Esto podria ser una de las explicaciones
a los resultados observados en la Tabla 13 y Tabla 14, donde las eficiencias de remocién
fueron mas altas para los pretratamientos con ozono, respecto a las vinazas no diluidas
pretratadas con FotoFenton.

En la Tabla 14 se observa una mejor eficiencia de remocién por parte de la menor dosis
de ozono (300 mg O) respecto a la dosis alta (600 mg Os). No existen referencias
comparativas para estos datos, ya que Martin Santos et al. (2005) solo ozonizaron la
vinaza por 15 minutos, encontrando que la DQO se mantiene practicamente estable. Por
otro lado, De Schepper et al. (2009) encontraron que la reduccién de la DQO sigue una
cinética de primer orden con la concentracion de Oz, no obstante los investigadores
emplearon altas concentraciones desde 500 mg O; L™ hasta 2000 mg O; L* y esta
investigacion contd con 20 mg O; L™*. Cabe mencionar que se busca implementar
pretratamientos con costos modestos que no inviabilicen econémicamente el acople, altas
concentraciones de ozono como las mencionadas arriba requieren de un generador de
alta potencia y por lo tanto un elevado precio de elaboracion o de adquisicion.

6.3 Produccién de metano

6.3.1 Analisis estadistico

Para una interpretacion clara de los resultados, se procedié con estadistica descriptiva
para observar las tendencias poblacionales y con andlisis univariado para las tendencias
muestrales. En la Tabla 15 se presenta un resumen de las producciones de metano de
todos los montajes a lo largo del experimento (dia 70 = dltimo dia). La Tabla 15 se
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encuentra organizada por promedios aritméticos, desviaciones estdndar y numero de
unidades experimentales; basadas en la lectura final (dia 40. No hubo diferencia entre la
produccion de metano del dia 40 y 70). Durante el experimento se eliminaron unidades
experimentales al azar, para obtencién de muestras para pH DQO, AGV (investigaciones
futuras) y DNA (ver 5.2.4 Produccion de metano).

Tabla 15. Resumen de la produccion de metano de los tratamientos

. Media (CH, mL) +
Sustrato Inéculos edia (CH, mL) N
DS
IG 12,6 0,1 3
Vin D
\% 10,4 0,9 2
IGV 11,8 +0,2 3
total 11,8+1 8
IG 11,3+0,6 3
Vin IV 11,4+ 0,8 3
IGV 11,2+0,8 3
total 11,3+0,6 9
_ . IG 20,5+0,2 2
Vin D FF [1mol L'}] (20)
\Y 0+0 3
IGV 0+0 3
total 51+9,5 8
Vin D FF [1mol LY (15) G 0£0 3
v 0+0 3
IGV 0+0 3
total 0+0 9
+
Vin D FF [0,5mol L] (20) IG 22+0,9 3
\Y 17,9 + 0,32 3
IGV 18,5+1,1 3
total 19,5+2,1 9
IG 20,8 +0,7 3
Vin D FF [0,5mol L] (15) N 182 4 0.6 5
IGV 2143 2
total 20,1+1,9 7
) IG 18+1 3
Vin FF [1mol L] (15) v 12.9+0,3 3
IGV 14,8+ 0,4 2
total 15,3+2,4 8
Vin FF [0,5mol L] (15) IG 186+0,5 3
\Y 16,7 £2,3 2
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i +
Sustrato Inbeulos | Media (CHamt) £ N

DS
IGV 18+0,8 3
total 17,9+1,3 8

+
Vin 0z 30° IG 183+2,1 3
vV 14,7+ 2,6 2
IGV 15,704 3
total 16,4+2,2 8

+
Vin 0z 60° IG 12,340,3 3
IV 9,22 3
IGV 11,2+04 3
total 109+1,7 9
IG 15,3+6,5 29

Total

IV 10,5+ 6,6 26
IGV 11,8+7 28
total 12,6 +6,9 83

En la Tabla 15, se puede observar que los valores mas bajos (media estadistica) de la
produccién total de metano (mL CNPT; 40 dias) fueron presentados por las pruebas de
produccion de metano cuyo sustrato era vinaza sin pretratamiento; un comportamiento
similar se observé en ambos pretratamientos y para los tres inéculos. Esto demuestra que
los pretratamientos con Fotofenton y Ozono mejoran la produccién de metano en vinazas,
transformando los compuestos organicos presentes en las vinazas, en compuestos mas
bio-asimilables y/o biodegradables.

Por otra parte, el tratamiento que mayor produccién de metano presentdé fue el
tratamiento: Vin D FF [0.5 mol L% (20) + IG (22mL). También se observa que el
pretratamiento Vin D FF [1 mol L] (15) produjo inhibicion total o muerte de los
microorganismos de los tres indculos. Situacion similar se present6 con el pretratamiento
Vin D FF [1 mol L™] (20), el cual produjo la misma situacién en los inéculos IV e IGV; no
obstante el IG con este sustrato presenté una produccién de metano (20,5 mL) 1,3 veces
superior al promedio total del IG (en todas las pruebas) y 1,6 veces superior al promedio
total de todas las pruebas de produccion de metano. En la Tabla 13 se observa que la
mayor degradacion de DQO la presentaron los pretratamientos con alta concentracion de
peroxido (1 mol L™), no obstante esta condicion fue desfavorable para la produccion de
metano, llegando incluso hasta inhibir por completo el proceso anaerobio (ver capitulo
6.3.3).

Todas las pruebas de produccién de metano que presentaron inhibicion total o muerte de
microrganismos (ver capitulo 6.3.3), como se menciona arriba, presentaron bajo pH. El
sustrato Vin D FF [1 mol L] (15) presenté pHs (unidades) de: 3,4; 3,1 y 3, para los
indculos IG, IV e IGV respectivamente. El sustrato Vin D FF [1 mo L™] (20) present6 pHs
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(unidades) de: 7,3; 4,9 y 4,5, para los indculos IG, IV e IGV respectivamente. Se puede
observar que una baja concentracién de hierro (alta relacién H,0,/Fe*®) inhibe menos el
proceso anaerobio y por tanto los pHs no son tan bajos como los presentados en por el
sustrato con alta concentracion de hierro (baja relacion H,O,/Fe*®). En ambos sustratos se
observa un mejor comportamiento en términos de pH por parte del IG; este inéculo
resistio a las condiciones generadas por parte del sustrato Vin D FF [1 mo L] (20), de
este modo logré generar metano a partir de ese nuevo sustrato (ver capitulo 6.3.3).
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Tabla 16. Remocién de DQO de las pruebas de produccién de metano

desviacion Eficiencia de
Prueba de Biodegradabilidad DQO final | estandar(mgL | remocién de
(mgL?) ) DQO
Vin D FF [0,5 mol L-1](15) +1G 7.009 250 79
Vin D FF[0,5 mol L-1](20) + 1G 5.818 232 84
Vin FF[0,5 mol L-1](15) +IG 25.612 2.320 71
Vin 0z30" +1G 16.199 589 69
Vin FF [1 mol L-1](15) +IG 25.236 2.067 68
Vin D FF [1 mol L-1](20) +1G 6.960 311 78
Vin D FF [1 mol L-1](15) + IG 13.200 389 -7
Vin D FF [0,5 mol L-1](15) + IV 10.645 362 69
Vin D FF[0,5 mol L-1](20) + IV 11.995 358 67
Vin FF[0,5 mol L-1](15) + IV 32.411 4.346 63
Vin 0z 30" + IV 23.853 3.987 54
Vin FF [1 mol L-1](15) + IV 41.319 4.426 47
Vin D FF [1 mol L-1](20) + IV 32.100 3.505 -2
Vin D FF [1 mol L-1](15) + IV 14.260 431 -16
Vin D FF [0,5 mol L-1](15) + IGV 6.843 254 80
Vin D FF[0,5 mol L-1](20) +I1GV 11.040 374 70
Vin FF[0,5 mol L-1](15) + IGV 27.831 2.104 68
Vin Oz 30" + IGV 21.563 2.132 59
Vin FF [1 mol L-1](15) +IGV 35.439 3.236 55
Vin D FF [1 mol L-1](20) + IGV 32.900 3.047 -4
Vin D FF [1 mol L-1](15) + GV 12.800 398 -4

En la Tabla 16 se observan las eficiencias de remocion de DQO por parte de los
tratamientos del experimento de produccion de metano, se puede apreciar que la
eficiencia de remocién guard6 relacibn con la generacion de metano; asi, los
pretratamientos que mas metano generaron fueron los que mayor remocion de DQO
presentaron. En los sustratos Vin D FF [1 mol L] (15) y (20) hubo inhibicién en la
produccién de metano (Tabla 15), adicionalmente se present6 una eficiencia negativa de
DQO para estas mismas pruebas de produccion de metano. Esto se explica por una
remocién de DQO nula y por un pequefo incremento en la DQO; final, ejercida por el
in6culo (lodo) adicionado.

En la Figura 12 se puede observar la esquematizacion de los datos presentados en la
Tabla 15, mediante gréfico de cajas y alambres de manera individual para los sustratos e
indculos. El IV present6 una mejor distribucion de sus datos por ser una mezcla de los
indculos IG e IV; una adecuada distribucion de datos evidencia una produccion de metano
estable aun bajo diferentes caracteristicas del sustrato. Lo anterior permite pensar que
éste es un indculo robusto, ya que podra soportar variaciones fuertes en el proceso de
metanizaciéon. Al ser una mezcla de indculos, tiene caracteristicas bioldégicas de dos
sistemas de tratamiento totalmente diferentes, esto aporta una ventaja ecoldgica al nuevo
indculo para soportar variaciones en el sustrato o stress por sobre carga (Briones y
Raskin, 2003; Nettmann et al., 2008). Por otro lado, el IG presenta una mediana superior
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a la presentada por los inéculos IV e IGV, comprobando su potencial metanogénico. La
distribucion de datos del I1G, permite evidenciar que la mayor parte de sus datos se
encuentran cerca del percentil 75, lo cual se traduce en una alta produccion de metano en
la mayoria de tratamientos en los que se evalu6 este indculo.
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Figura 12. Diagramas de cajas y alambres para los factores sustrato e inéculos

Dentro de los andlisis estadisticos se realiz6 una prueba de analisis de varianzas de dos
vias, teniendo como factores Sustrato e In6culo y como variable dependiente la
produccién total de metano (mL CNPT).

La ANOVA mostr6 que existen diferencias significativas entre las varianzas de la muestra
y evidencid que hay interaccion entre los factores evaluados (p<0,05). Lo anterior,
confirma la influencia positiva (significativamente) de los pretratamientos con POA’s en la
metanizacion de vinazas. Como se menciond, existe una interaccion entre ambos factores
(sustrato e indculo); de esta manera, se comprueba la importancia de desarrollar in6culos
capaces de degradar matrices organicas complejas como las vinazas, ya que un buen
inéculo sumado a los efectos positivos generados por los pretratamientos con POA
permitira obtener una mejor produccion de metano. Las especializaciones troficas de los
indculos dependen del tipo de sustrato a digerir y de las condiciones ambientales en los
gue se encuentran (Watanabe et al., 2009); de este modo, el desarrollo de in6culos debe
estar enfocado a incluir factores tanto de preadaptacion al sustrato (IV) como de alta
organizacion bioldgica (1G).

A partir de las diferencias significativas observadas, se procedi6 a realizar un analisis de
Postanova — Tukey. En la Tabla 17, se observa la jerarquizacion de los sustratos en
términos de produccion de metano.
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Tabla 17. Andlisis de Tukey para los sustratos

Subconjuntos

Sustrato N 1 2 3 4 5 6 7

Tukey Vin D FF [1 mol LY](15) 0,000
a=0,05 Vin D FF [1 mol L™](20)
Vin 0260

Vin

Vin D

Vin FF [1 mol L}(15)
Vin 0230

Vin FF[0,5 mol L'](15)
Vin D FF[0,5 mol L](20) 19,4667 19,4667
Vin D FF [0,5 mol L?](15) 20,1143
Sig. 1,000 1,000 0,761 0,367 0,086 0,065 0,941

51125

10,9111
11,2889
11,7625

15,2625
16,4125 16,4125
17,9125 17,9125

~N |WO |00 |00 [0 [0 |WO|W ]| |WO

La Tabla 17 destaca las producciones de metano (mL CNPT) de los sustratos Vin D
FF[0.5 mol L*(15) y Vin D FF[0.5 mol L"(20) (20,1mL y 19,5mL respectivamente) y
muestra que no hay diferencias significativas entre ellos (p=0,941). A partir de estos
resultados, el mejor pretratamiento es Vin D FF[0.5 mol L™](20), ya que fue el sustrato de
mayor produccion de metano (19,5 mL) y es la opcibn mas econdémica de las dos
mencionadas, puesto que emplea una concentracién baja de hierro (relacion alta de
H,O,/Fe*?). Otro pretratamiento potencial es Vin FF[0.5 mol L™](15), ya que éste se puede
aplicar directamente sobre vinazas después de la etapa de recirculacion (antes de
concentracion) (Figura 1), sin necesidad de diluir. En el esquema de produccion del
alcohol carburante se podria proponer eliminar la recirculacién y la concentraciéon de
vinaza, bajo un esquema de produccion: 1 L de EtOH / 13 L de vinazas. De esta manera,
se podré tener un sustrato como el empleado en esta investigacion: vinaza diluida. Con
esto, las destilerias ahorrarian grandes cantidades de energia eléctrica, ya que la
concentracion consume un 10% del contenido energético del alcohol producido (Wilkie et
al., 2000). Por otro lado, las vinazas estarian en mejores condiciones para un
pretratamiento con FotoFenton a bajas concentraciones de H,0,.

En la Tabla 15 se puede observar que las mayores producciones de metano se obtuvieron
con los sustratos pretratados (Fotofenton) con una baja concentraciéon de H,O, (0,5 mol L°
) (pruebas de produccién de metano), a diferencia de lo presentado en la Tabla 13,
donde se observa que las mayores eficiencias de remocion de materia organica fueron
presentadas por los pretratamientos de vinaza con una alta concentracion de H,0,
(pretratamiento de vinazas). Esto esta de acuerdo con los objetivos de esta investigacion,
donde no se pretende mineralizar la materia organica, sino solo transformarla para
obtener una mayor produccion de metano. Altas concentraciones de peréxido pueden
mineralizar en mayor proporcién la materia orgédnica, aumentando la eficiencia de
remocién (Tabla 13), pero disminuyendo la cantidad de materia organica disponible para
su transformacion en metano (Tabla 15). Como también fue mencionado, las altas
concentraciones de H,O, ocasionaron inhibicion y/o muerte, esto también influye sobre la
produccion de metano en las vinazas no diluidas (ver capitulo 6.3.3).

53




A partir de lo comentado anteriormente, al emplear una vinaza no diluida se obtiene un
menor rendimiento de CHi/DQO.qicionada- NO oObstante, esto no es suficiente para
determinar que la vinaza diluida o no recirculada es la mejor opcion de tratamiento, ya que
se debe evaluar los volumenes de vinaza que se producen bajo ambos esquemas
(diluidas y recirculadas). Para esto, es necesario un analisis técnico en una escala piloto
gue de soporte a la alternativa que representa el mejor panorama: no recircular (mayor
produccién de metano, pero mayor volumen de vinaza a tratar) o recircular (menor
produccion de metano, pero menor volumen de vinaza a tratar).

Cabe anotar que no hubo diferencias significativas (p=0,086) entre Vin Oz 30" y Vin
FF[0.5 mol L™*](15), De este modo, el pretratamiento Vin Oz 30" representa otra alternativa
para el pretratamiento de vinazas sin diluir, teniendo en cuenta que podria ser una opcion
atractiva para las destilerias que quieran conservar su esquema de producciéon con
recirculacion de vinaza. Por otro lado, es importante mencionar que un pretratamiento con
Ozono es mas econémico que uno con FotoFenton, debido a la simplicidad del reactor
usado en ozonizacién y a un menor costo en los reactivos empleados. El grupo GRALTA
de la Universidad del Valle esta en condiciones de desarrollar ozonizadores para este tipo
de aplicaciones a escala industrial, esto también representa una ventaja para la propuesta
tecnolégica del grupo de investigacibn GAOX, ya que este desarrollo local lograria
disminuir considerablemente los costos de la tecnologia.

Las reducciones de DQO con ozono no fueron muy notables (Tabla 14) no obstante, no
se conoce la remocién de compuestos fendlicos que se pudo haber presentado. Los
pretratamientos con o0zono representan una gran ventaja para el mejoramiento de la
produccién de metano, ya que transforman los compuestos fendlicos presentes, volviendo
mas biodegradable la vinaza y sin disminuir demasiado la carga organica (Martin Santos
et al., 2005). Lo observado en la Tabla 15 esta de acuerdo con los resultados de Martin
Santos (2003; 2005), ya que la degradacién de la materia organica fue baja (DQO) pero
se mejor6 la produccién de metano (respecto a la vinaza sin pretratar). Aunque, no se
midieron fenoles ni DBO, es clara la evidencia que se mejor6 la produccion de metano
con el pretratamiento de ozono y que los resultados estan de acuerdo a lo reportado en la
literatura.

La ozonizacion parcial es a menudo preferida sobre la mineralizacion total, ya que esto
reduce los costos de aplicacion de ozono. Por otro lado una baja dosis de ozono resulta
en una maxima remocion de DQO vy de toxicidad (de Schepper et al., 2009). Fernandez-
Alba (2002) encontraron en sus experimentos que una alta oxidacion puede causar un
incremento en la toxicidad de las aguas residuales. Ledakowicz et al. (2006) mencionan
que no se debe buscar la mayor degradacion, sino reducir la toxicidad y/o aumentar la
DBO o fracciobn organica biodegradable. La produccion de metano de las vinazas
pretratadas con ozono estdn de acuerdo con lo mencionado anteriormente. La menor
dosis de ozono presentd mejor produccion de metano respecto a la dosis alta de ozono,
esto tiene un doble efecto positivo en la aplicacion de este pretratamiento, ya que
aumentard la metanizacion de la vinaza y reducira los costos del pretratamiento. Cabe
mencionar que aunque no se realizaron pruebas de toxicidad (no era el objetivo), la
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produccion de metano debe ser interpretada como prueba del mejoramiento de la
biodegradabilidad de las vinazas pretratadas. Es importante continuar investigando sobre
el mejoramiento de la metanizacion en vinazas ozonizadas e incluir vinazas diluidas o
tomadas antes de la etapa de recirculacion de vinaza en las etapas posteriores a este
trabajo.

En la Tabla 18, se muestran la distribucion de los subconjuntos establecidos mediante la
prueba de tukey en términos de las medias de metano producido (mL CNPT), por los
in6culos evaluados.

Tabla 18. Andlisis de Tukey, paralos inéculos

Subconjuntos
Inéculos N 1 2 3
Tukey \ 26 10,542
a=0,05 IGV 28 11,8071
IG 29 15,269
Sig. 1,000 1,000 1,000

El andlisis de tukey destaca al |G, con las medias mas altas de produccién de metano;
siendo todos los indculos diferentes significativamente. Esto ratifica que el IG es el mejor
en términos de produccion de metano, no obstante no es facil considerar este tipo de
in6culo dentro de una tecnologia de metanizacion de vinazas pretratadas, ya que el lodo
granular con toda su organizacién microbiologica solo se puede obtener bajo condiciones
particulares de proceso (Schmidt y Ahring, 1996), como las encontradas en el sistema de
tratamiento de donde procede. La composicidon de inéculos (mezcla de varios indculos)
cobra gran importancia, en el sentido que un biodigestor para metanizacién de vinazas
generalmente tiene mas de 5.000 m® de volumen (til y la biomasa o inéculo en estos
biodigestores es aproximadamente el 30% de su volumen (1.500 m®). El IGV (segundo
mejor segln prueba de Tukey) es una muy buena opcioén para el tratamiento de vinazas
pretratadas, ya que puede ser generado a partir de un indculo con alta organizacion
ecoldgica (IG) y de un inéculo preadaptado y abundante (1V).

El IGV representa una alternativa novedosa y llamativa, ya que relne caracteristicas
importantes de ambos in6culos: potencial metanogénico (IG) y adaptacion al sustrato (V).
En las figuras de distribucién de medias (IG) y en la tabla resumen de produccion de
metano (Tabla 15) se observa cualitativamente que es justamente un valor medio entre
los dos inéculos que lo conforman. Desde el punto de vista microbiolégico y operacional
de sistemas anaerobios, este tipo de inéculo representa una buena alternativa, ya que
posee comunidades microbiolégicas adaptadas a diferentes sustratos y condiciones
operativas, lo anterior puede representar una respuesta positiva ante determinadas
condiciones de estrés operacional o de tipo sustrato.
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6.3.2 Cinéticas de produccién de metano

En la Figura 13, Figura 14 y Figura 15 se presentan las producciones acumuladas de
metano de los tratamientos destacados en el analisis estadistico de Tukey. Cada figura
representa un indculo diferente. En ninguno de los tres indculos se observan diferencias
significativas entre el dia 40 y el 70 como lo visto en ensayos previos por Gil-Molano et al.
(2010). En estas figuras se observa claramente que la produccion acumulada mas alta la
presentd el IG, seguido del IGV. Estos in6culos presentaron el mismo patrén de
jerarquizacion en la producciéon de metano en términos de pretratamiento; organizandose
en orden descendente de la siguiente manera: Vin D FF[0.5 mol L™](20), Vin FF[0.5 mol L’
(15), Vin 0z30", Vin D y VinND. Para el 1V, se presentd una ligera variacion en el orden
jerarquico de las vinazas sin pretratamiento respecto al IG: Vin D FF[0.5 mol L™](20), Vin
FF[0.5 mol L™*](15), Vin 0z30", Vin y Vin D. La descripcion anterior de las figuras confirma
la importancia del pretratamiento de vinazas y la influencia de las caracteristicas de cada
pretratamiento en la produccién de metano.
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—— Vin DFF [0,5 mo L1](15) —#—Vin0z30" —#—VinD

—&— Vin FF [0,5 mo L1](15) ——Vin —&— Control Indculao

Figura 13. Variaciones del volumen de metano acumulado durante 70 dias, con el IG

En la Figura 13, se observa las tendencias de acumulaciéon de metano presentadas por
los pretratamientos con el 1G. Los tres pretratamientos, describen tendencias similares
con un incremento temprano de la produccion de metano (alrededor del dia 10), una
etapa de acumulacion lenta (entre el dia 20 y 30 aproximadamente) y una etapa final de
incremento de la acumulacion entre el dia 30 y 40. Es importante describir estas
situaciones como posibles comportamientos operacionales al escalar este tipo de acoples
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y para entender los mecanismos de la degradacion de la materia organica en sustratos
pretratados con POA’s y su posterior metanizacion. Estos cambios en la velocidad de
produccion de metano, deberan ser estudiados en detalle, ya que estas caracteristicas
podrias ser optimizadas en sistemas de digestion anaerobia de dos fases.
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—&— Vin FF [0,5 mo L1](15) —w—Vin —8— Control Indculo

Figura 14. Variaciones del volumen de metano acumulado durante 70 dias, con el IV

En la Figura 14, se observa que el IV tuvo un comportamiento diferente al IG (Figura 13).
Sin embargo, se observa mucha uniformidad en la generacién de metano y un ligero
incremento en la acumulacion de metano por parte de la vinaza no diluida sin
pretratamiento. Lo anterior refleja la importancia de la preadaptacion al sustrato, ya que
este indculo provino del tratamiento de vinaza de Sucromiles S.A.
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Figura 15. Variaciones del volumen de metano acumulado durante 70 dias, con el
IGV

El IGV, como se evidencia en la Figura 12 y Figura 15 y en la Tabla 15 y Tabla 18,
presenta un comportamiento intermedio (datos de produccion de CH,) entre el IG y el IV.
Con este in6culo, los sustratos de vinazas pretratadas mostraron un comportamiento
similar al IG: fases rapidas y lentas (cortas) durante el proceso. Sin embargo, los cambios
en la acumulacion fueron mas suaves, esto puede ser explicado por la presencia de
comunidades bioldgicas del IV.

En la Figura 16 y Figura 17, se presenta la linealizacion de las curvas de produccion de
metano, mediante la cinética de Chen Hashimoto citada por Linke (2006). Para esta
cinética, se tiene en cuenta la produccién diaria de metano y la produccibn maxima.
Segun el autor, la produccién maxima (Ym) es obtenida mediante la regresion lineal de las
producciones diarias vs. el tiempo de generacion, llevando el tiempo hasta infinito. Para
este caso se estim0 el valor de la produccién maxima (Ym), considerando una remocion
de la DQO del 95% y una tasa de generacion igual a 0,35mLCH; CNTP / mgDQOemovida-

DQOremovida = 70*95% = 6615 mg DQOremovida
Ym =24,6 mLCH,

Las pendientes (k) de la ecuacion se obtuverion mediante la regresion de Y/(Ym-Y) vs.
Tiempo de generacion. Para la linealizacion se tuvieron en cuenta todos los datos de
acumulacion hasta el dia 40; los R? de las vinazas sin pretratar no son altos y la ecuacién
de linea recta no describe bien la produccion de metano de éstas. Caso contrario sucedio
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con la generacion de metano a partir de vinazas pretratadas que presentaron buena
significancias de R?. Lo anterior esta influenciado por valores altos de produccion en las
vinazas pretratadas con tendencia hacia Ym.

Las pruebas de produccién de metano presentadas en las Figura 16 y Figura 17,
corresponden a los tres mejores tratamientos en cuanto a produccion de metano (Tabla
17) y sus respectivos comparativos (vinaza sin pretratamiento). Las cinéticas de
produccién estan separadas por vinazas diluidas (Figura 16) y no diluidas (Figura 17).
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Figura 16. Cinéticas de produccién de metano, para las vinazas diluidas, tanto pretratadas
como sin pretratar. A) IG, B) IVy C) IGV.

La Figura 16 muestra las gréficas linealizadas de la produccion de metano para el
pretratamiento Vin D FF [0.5 mol L] (20) y su comparacién con la vinaza diluida sin
pretratamiento para los tres in6culos. Se observa la diferencia de pendientes o tasas de
generacion de metano (k) que se encontr6 para cada inéculo, siendo para el
pretratamiento Vin D FF [0.5 mol L™] (20): IG (0,14 d™) > IGV (0,09 d*) > IV (0,08 d). En
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esta figura también se puede apreciar el efecto positivo del pretratamiento con fotofenton,
ya que se observa un incremento en la tasa de produccion de metano de 366%, 350% y
166% para los inoculos 1V, IGV e IV respectivamente.
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Figura 17. Cinéticas de produccién de metano, para las vinazas diluidas, tanto pretratadas
como sin pretratar. A) IG, B) IVy C) IGV

La Figura 17 muestra las cinéticas de produccion de metano de las vinazas no diluidas,
tanto pretratadas con fotofenton y 0zono, como no pretratadas. Se puede observar que no
hay diferencia entre las tasas de produccion de metano de los diferentes indculos para el
pretratamiento Vin FF [0.5 mol L™] (15) (0,07 d); caso contrario a lo sucedido en el
pretratamiento con ozono: IGV (0,09 d™) > IG (0,08 d™) > IV (0,07 d™).
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Las vinazas no diluidas pretratadas (fotofenton y ozono) presentaron un incremento en la
tasa de producciéon de metano respecto a la vinaza (no diluida) no pretratada, lo cual
confirma el aumento de la biodegradabilidad de las vinazas mediante POA’s y esta de
acuerdo con lo reportado para Ozono por Siles et al. (2011). Los incrementos fueron del
350%, 300%, 250%, 133% y 133% para los tratamientos Vin Oz 30"+IGV, Vin Oz 30"+IG,
Vin FF [0.5 mol L] (0.5) +in6culo (IV e IGV), Vin Oz 30" +IV y Vin FF [0.5 mol L™] (0.5)+IV
respectivamente. Para las vinazas no diluidas la mejor combinacién la presenta Vin Oz
30" +IGV (k=0,09 d*), como se mencion6 anteriormente, no hay diferencias significativas
entre el pretratamiento Vin Oz 30" y Vin FF [0.5 mol L] (15) para la produccién de metano
(Tabla 17). Lo anterior es un buen resultado para la implementacion de generadores de
ozono (tecnologia colombiana) en el pretratamiento de residuos industriales para el
mejoramiento de su metanizacion y asi, aprovechar su potencial energético.

Los mejoramientos en la producciéon de metano por parte de los pretratamientos con
FotoFenton, pueden ser explicados mediante la generacion de compuestos carboxilicos y
dicarboxilicos que no logran mineralizarse, debido a su alta estabilidad, pero de alta
biodegradabilidad (Malato et al., 2009). Por otro lado, los procesos FotoFenton generan
acido acético y oxalico (facilmente metanizables) como compuestos finales de ciertas
degradaciones. Segun Kavitha y Palanivelu (2004), estos compuestos son degradados
por completo después de 120 minutos de reaccion, lo cual excede el tiempo de oxidacién
para los pretratamientos con fotofenton. Lo reportado por los autores mencionados,
pueden ser una explicacion para el mejoramiento de la produccion de metano con los
POA’s y queda dentro de los pardmetros a tenerse en cuenta en la siguiente etapa de
investigacion (escala piloto)

6.3.3 Inhibicién de la producciéon de metano

La inhibicion de la produccion metano presentada en los tratamientos Vin D FF [1 mol L™]
(20 y 15) observada en la Tabla 15, podria explicarse a partir de otras evidencias
experimentales reportadas en la literatura. Es ampliamente conocido que la toxicidad de
un compuesto puede aumentar durante el proceso de oxidacién con POAs. Malato et al.
(2009) mencionan que compuestos intermediarios pueden ser mas toxicos que sus
compuestos predecesores, cuando las reacciones son llevadas a cabo por un largo
tiempo, de este modo la toxicidad de un proceso de oxidacién no puede ser predecible sin
evidencia experimental. Los autores también mencionan que ciertos compuestos
intermediarios producidos durante la oxidacion, pueden ser téxicos para ciertos
microrganismos y no para otros. Esto explica el comportamiento de inhibicién observado
en el tratamiento de produccion de metano Vin D FF [1 mol L™] (20), donde todos los
tratamientos con los indculos 1V e IGV fueron inhibidos completamente. El IG resistio ante
los posibles compuestos inhibitorios generados durante la oxidaciéon de las vinazas, esto
puede ser explicado por el alto grado de organizacion biolégica de este indculo (granular)
que le permitié adaptarse al téxico o inhibidor y alcanzar una buena produccion de metano
(20 mL).
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Otros autores también exponen el incremento de la toxicidad durante la oxidacion de
compuestos organicos. Sauer et al. (2006) emplearon varios POA’s para la oxidacion de
aguas residuales de una curtiembre, removiendo hasta el 60% de la DQO y eliminando
los principales contaminates, no obstante las pruebas de toxicidad con Artemia salina
demostraron que la toxicidad de este efluente habia incrementado posterior a la oxidacion
avanzada. Por otro lado, Rodriguez et al. (2011) estudiaron la degradacion de la nicotina
con reactivos de fenton, alcanzando degradaciones de COT hasta un 60%. Los autores
reportan que en las etapas iniciales de la oxidacion avanzada, algunos toxicos
intermediarios se generaron; por ejemplo cuando se obtuvo una conversion del 80% para
la nicotina y un 10% de la remocién de COT, la toxicidad llegd a ser 15 veces mayor que
la presentada por la solucion inicial. Andreozzi et al. (2011) estudiaron la degradacién del
2-4-diclorofenol y del 3-4-diclorofenol con Fe(lll)/O2. Estos encontraron que las soluciones
tratadas de 2-4-diclorofenol fueron menos toxicas en algas (Pseudokirchneriella
subcapitata) que las soluciones de este compuesto sin tratar. No obstante, observaron
gue durante la oxidacién de la solucién de 3-4-diclorofenol, aparecieron compuestos
téxicos que inhibieron totalmente el crecimiento de las algas, especialmente en los
tiempos de oxidacion 20 y 60 minutos.

Esta situacion también fue analizada desde otra perspectiva, la cual se basd en los
mecanismos de desinfeccion reportada para los POA’s. Los POA’s han sido ampliamente
utilizados tanto para la oxidacion de aguas residuales como para la desinfeccién de agua
potable. Vale la pena anotar que los indculos no estuvieron expuestos directamente a los
pretratamientos POA’s, no obstante los reactivos residuales y subproductos del proceso
de oxidacion avanzada, quedan contenidos en el sustrato a ser metanizado (vinazas
pretratadas). Malato y et al. (2009) describen las diferentes sustancias reactivas o
residuales y/o factores que infieren en el proceso de muerte celular enfocado a la
desinfeccion: tipo de desinfectante, naturaleza de los microorganismos, concentracion del
desinfectante, tiempo de contacto, pH Temperatura. Los agentes bactericidas causan
dafios secuenciales: atacando primero la pared celular, membrana celular (externa e
interna), diferentes organélos de la célula, DNA, moléculas, etc. Una rapida salida de los
iones potasio de las células por ruptura celular, ha sido reportado por Saito et al. (1992)
como uno de los efectos bactericidas; esto desequilibra la capacidad de homeostasis de
la célula, dejandola mas vulnerable a otros ataques y llevando finalmente a la muerte
celular.

La Figura 18 ejemplifica otra hipotesis de lo sucedido en las pruebas de produccién de
metano con los pretratamientos Vin D FF [1 mol L™] (15) y Vin D FF [1 mol L] (20). En
ésta se observa el efecto y la entrada de perdxido (posible residual) a la célula por
rupturas en la pared y membrana celular o por aumento en la permeabilidad de la
membrana debido a cambios osmdéticos. Cuando el H,O, penetra las células podra
reaccionar con un reservorio de Fe celular (LIP — Labil Iron Pool, por sus siglas en Inglés)
generando nuevos radicales hidroxilos que generaran dafos irreversibles a las células y
dafio al DNA (Kakhlon y Cabantchik, 2002).
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Figura 18. Dafio celular en A: Vin D FF [1 mol L™] (20) y B: Vin D FF [1 mol L™] (15)

Como ha sido mencionado arriba, una baja relacion de H,O,/Fe*" implica una alta
concentracion de Fe (lll). En la Figura 18B se puede observar que una alta concentracion
de Fe genera un desequilibrio en la capacidad homeostética de la célula (Kakhlon y
Cabantchik, 2002) faciltando la entrada de compuestos quimicos que afectaran
irreversiblemente la célula. En la Figura 18A se observa que el riesgo al dafio celular es
mas bajo a bajas concentraciones de Fe. En un exceso de Fe, el proceso de produccion
de radicales hidroxilos por Fenton seguird ocurriendo y el riesgo al dafio celular sera
evidentemente mayor respecto a bajas concentraciones de Fe. En el caso de la inhibicion
de la produccién de metano presentada en este estudio, se asume pudo ser causada por
una alta concentracion de H,O,, una alta concentracion de Fe y un bajo pH (pH natural de
las vinazas) (4,57 unidades), lo anterior, representa una carga bactericida lo
suficientemente fuerte como para inhibir o causar muerte celular en los microrganismos
de los in6culos IG, IV e IGV.

Cabe mencionar que los pretratamientos Vin D FF [1 mol L] (15) y Vin D FF [1 mol L]
(20) fueron los que mejor eficiencia de remocion de DQO presentaron cuando se realizo el
pretratamiento, 84% y 58% respectivamente (Tabla 13). Esto puede ser explicado como
un exceso de reactivos (H,O, y Fe*®) que redujeron bastante la materia organica en los
pretratamientos, pero desencadenaron la inhibicion o muerte celular en las pruebas de
producciébn de metano, ya sea por compuestos téxicos intermediarios o por dafios
celulares causados por los reactivos. Estas inhibiciones que pueden presentarse en un
acople POA + Digestion Anaerobia deben estudiarse con detenimiento en la
conceptualizacion de la propuesta tecnologica del grupo de investigacion. Lo descrito
arriba, podria inhibir por completo el indculo de un sistema a escala real, conllevando
grandes pérdidas y la inviabilidad de la tecnologia. Si bien se puede concluir de este
estudio que las altas concentraciones de peroxido y de hierro afectan significativamente el
indculo y no deberian considerarse para una tecnologia de acople, también puede ser
vélido en la conceptualizacion tecnolégica, proponer sistemas anaerobios de dos fases
para un mejor control perturbaciones (Acharya et al., 2011).
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6.4 Seguimiento de archaeas metanogénicas por técnicas de biologia molecular

Extraccion de DNA vy amplificacién por PCR

En la Tabla 19 se observan las concentraciones del DNA extraido de los tratamientos de
produccion de metano (muestras tomadas al final del experimento) y la amplificacion del
producto PCR obtenido con los primers 1106F y 1378R.

Tabla 19. Concentracién de DNA y amplificacién por PCR

concentracion de DNA Amplificacion por PCR

Prueba de Produccion de Metano

(ng/uL) (1106F y 1378R)
Vin D FF [0,5 mol L-1] (15) + IG 14.000 Amplificé
Vin D FF [0,5 mol L-1] (20) + IG 13.350 Amplifico
Vin FF [0,5 mol L-1] (15) +1G 33.360 Amplificé
0z30 +1G 50.866 Amplificé
Vin EF [1 mol L-1] (15) +1G 18.830 Amplifico
Vin D FF [1 mol L-1] (20) + 1G 13.300 Amplificd

Vin D FF [1 mol L-1] (15) +1G

no se obtuvo DNA

No amplificd

Vin D FF [0,5 mol L-1] (15) + IV 14.250 Amplifico
Vin D FF [0,5 mol L-1] (20) + IV 13.800 Amplifico
Vin FF [0,5 mol L-1] (15) + 1V 16.000 Amplifico
0z30' +1IV 17.017 Amplificé
Vin FF [1 mol L-1] (15) +1IV 18.150 Amplificé
Vin D FF [1 mol L-1] (20) + IV 16.020 No amplificé

Vin D FF [1 mol L-1] (15) + IV

no se obtuvo DNA

No amplificd

Vin D FF [0,5 mol L-1] (15) + GV 15.867 Amplifico
Vin D FF [0,5 mol L-1] (20) + IGV 50.800 Amplificé
Vin FF [0,5 mol L-1] (15) + IGV 15.800 Amplificé
0z30 +IGV 50.650 Amplificé
Vin FF [1 mol L-1] (15) + IGV 17.800 Amplificé
Vin D FF [1 mol L-1] (20) + IGV 15.300 No amplificé

Vin D FF [1 mol L-1] (15) + IGV

no se obtuvo DNA

No amplificd

IG 17.250 Amplificd
v 15.300 Amplificé
IGV 15.700 Amplificod

Como se observa en la Tabla 19 y en la Figura 19, no se obtuvo DNA de los tratamientos
de produccién de metano con el sustrato Vin D FF [1 mol L™](15) para ninguno de los tres
inoculos. Esto estd de acuerdo con la inhibicion de la produccién de metano, observada
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en la Tabla 15 por parte del mismo sustrato y permite concluir que no se presentd
inhibicién, sino muerte de toda la comunidad microbiolégica. Esto soporta lo argumentado
en el capitulo 6.3.3 relacionado con el aumento de la toxicidad bajo ciertas condiciones de
oxidacién con fotofenton, responsable de la inhibicion. Cabe mencionar que la extraccion
de DNA no discrimina ente grupos de microrganismos.

Figura 19. DNA en gel de agarosa 2.4%
1) Vin D FF [0.5 mol L™](20)+1V; 2) Vin D FF [1 mol L™](20)+IGV; 3) y 4) Vin D FF [1
mol L™*](20)+IG; 5) Vin D FF [1 mol L*](15)+IG; 6) y 7) Vin D FF [1 mol L™}](15)+IGV; 8)
Vin D FF [1 mol L™*](15)+IV.
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Exceso de dNTPs

Figura 20. Producto PCR (1106F y 1378R) en gel de agarosa 2.4%
1) Marcador de Peso (500 - 50 pb); 2) Control (-); 3) Control (+); 4) Vin D FF [1 mol L
(20)+IGV; 5) Vin FF [0.5 mol L*](15)+IG; 6) Vin D FF [1 mol L™*](20)+IV; 7) Vin D FF
[1 mol L*(20)+IG; 8) Vin D FF [1 mol L*(20)+IG; 9) y 10) Vin D FF [0.5 mol L
1(20)+IG.

Como se observa en la Tabla 19, Figura 19 y Figura 20, se obtuvo DNA de todos los
tratamientos de produccién de metano con el sustrato Vin D FF [1 mol L™](20). No
obstante, este DNA solo amplific6 por PCR (1106F y 1378R) en el tratamiento que incluy6
el 1G. Con este resultado se concluye, que este sustrato no inhibe los microorganismos
del IG, pero causa muerte a las archaeas metanogénicas del IV e IGV. Cabe mencionar
que el DNA extraido proviene de todos los microrganismos presentes en el inéculo,
mientras que la amplificacion por PCR se da exclusivamente sobre el DNA de archaeas
metanogénicas.
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Separaciéon de bandas por DGGE

Figura 21. Separacion de bandas obtenidas en la amplificacién por PCR, mediante
DGGE

1) IG; 2) IV; 3) IGV; 4) Vin D FF [0,5 mol L*](15)+IG; 5) Vin D FF [0,5 mol L™](15)+IV; 6)

Vin D FF [0,5 mol L™](15)+IGV; 7) Vin D FF [1 mol L™](20)+IG; 8) Vacio.

La imagen de la Figura 21 corresponde al tnico gel de DGGE que se pudo obtener con el
DNA amplificado de las muestras de esta investigacion, previo al dafio del equipo. Aunque
no se tiene una buena visualizacion, la imagen fue analizada en un software de contrastes
(UVigelstartMw version 11.01) para una mejor observacion de las bandas. Las barras
adicionadas a la imagen, corresponden a bandas no visibles pero que fueron detectadas
con el software. Cabe mencionar que cada banda representa un grupo de archaeas
metanogénicas que comparte una secuencia (pares de base) casi idéntica en el
fragmento del gen 16S rRNA amplificado mediante PCR con los primers 1106F y 1378R.
El nimero de bandas denota riqueza biolégica, debido al nUmero de variaciones posibles
en la secuencia del mismo fragmento de gen.

En la Figura 21 se observa que todas las amplificaciones por PCR presentaron el mismo
patron de bandas (nimero y posicion). No obstante el producto PCR del tratamiento Vin D
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FF [1 mol L"](20)+IG (carril 7) no presentd el mismo patrén, por el contrario tiene una
menor cantidad de bandas (enmarcadas en 6valos) con respecto a los productos de PCR
en los demas carriles. Lo anterior refuerza el argumento del incremento de la toxicidad en
la vinaza diluida por parte del pretratamiento FF [1 mol L™*](20), disminuyendo el nimero
de bandas en dicho tratamiento (muerte de algunos grupos de archaeas).

Esta etapa fue estandarizada exitosamente, no obstante solo se pudo obtener un gel con
PCR amplificado de las muestras del experimento, ya que el equipo requerido para esta
etapa se dafid y aun se encuentra en tramite para reparacion por parte de la empresa
importadora.

Técnicas de biologia molecular para el estudio del comportamiento de archaeas

metanogénicas en muestras ambientales

Uno de los objetivos iniciales de esta investigacion, fue estudiar el efecto de los
pretratamientos con POA’s sobre las comunidades metanogénicas. Este objetivo no se
pudo cumplir a cabalidad por el dafio del equipo de DGGE. Sin embargo, la experiencia
del laboratorio en esta investigacion, permite concluir algunos aspectos importantes sobre
la aplicacion de técnicas moleculares para el estudio biol6gico en muestras ambientales.

La extraccion de DNA de muestras de suelo o lodo, es una practica sencilla cuando se
cuenta con un kit de extraccion. Diferentes laboratorios producen estos kits, tales como
Intron Biotechnology, Favorgen, Norgen, MPbio, MoBio, entre otros.

En la estandarizacién de esta técnica se emplearon kits de MPbio y de MoBIO. Ambos
tienen metodologias sencillas y en la estandarizacion funcionaron adecuadamente. No se
recomienda mezclar los reactivos de ambos kits; ya que esto genera errores, aumento o
repeticion de pasos e incluso un proceso de extracciéon de DNA fallida. La metodologia
estandarizada puede tardar alrededor de 3 horas. Dependiendo del tipo de muestra
(porcentaje de humedad) puede requerirse alguna variacion en el protocolo del Kkit,
principalmente en el tiempo y en la intensidad de la primera etapa de voOrtex. Por otra
parte, las muestras de agua deben emplear un tipo de kit diferente y éste requiere un
mayor tiempo para el procesamiento.

La amplificacién por PCR de DNA extraido de muestras ambientales, puede ser inhibida
por las sustancias de la muestra. Para esto, es necesario obtener un DNA de alta calidad.
En la estandarizacion de esta técnica, se emplearon tanto reactivos independientes, como
kits MasterMix listos para usar. Ambas metodologias funcionan, no obstante el uso de kits
MasterMix, reduce el error experimental, el gasto de reactivos y la repeticion de las
corridas. Cada set de primers usados en PCR deben ser estandarizados y el tiempo de
estandarizacion dependera de cada muestra. En ocasiones se requiere escoger o disefiar
un nuevo par de primers que permitan la amplificacion del fragmento. Cabe mencionar
gue los programas de PCR tomados de la literatura, con frecuencia requieren una
adaptacion previa al termociclador a emplear. Una corrida de PCR estandarizada, puede
tardar entre 2 y 6 horas, incluyendo el tiempo de preparacién de las reacciones.

68



La técnica de DGGE usada para separar el producto PCR, es una técnica costosa;
requiere una estandarizacion de un nivel de complejidad intermedio y es de aplicacion
dispendiosa. Esta técnica debe ser estandarizada para cada set de primers usados en la
amplificacién por PCR. Las variaciones en los tiempos de corrida, segun lo reportado en
la literatura y respecto a lo estandarizado en el laboratorio, son muy altas. Para esta
investigacion se tuvo una variacion de 10 horas con respecto a lo propuesto por
Watanabe et al. (2006).

El estudio de archaeas metanogénicas puede llevarse a cabo, tanto con técnicas
dependientes como independientes de cultivo. Las técnicas dependientes de cultivo
siguen representando una alternativa de estudio; no obstante, éstas tienen la limitante de
requerir mucho tiempo para su cultivo y de subestimar las poblaciones a causa de la
presencia de organismos viables no cultivables. Por otro lado, las técnicas independientes
de cultivo como las moleculares, requieren equipos costosos y la combinacion de técnicas
para la obtencion de resultados. Las mas usadas para archaeas metanogénicas son:
gPCR, DGGE, FISH, TRLFP, LH-PCR (Cardenas y Tiedje, 2008; Talbot et al., 2008).

El uso de las técnicas moleculares para el estudio de archaeas metanogénicas,
dependera principalmente del objetivo del estudio. Es necesario conocer a fondo las
técnicas, sus limitaciones y el alcance. Con las técnicas realizadas en esta investigacion,
se podria determinar una especie de riqueza biol6gica por nUmero de bandas en la
técnica de DGGE, sin llegar a determinar los organismos mas influyentes en la
metanogénesis, ya que esto requeriria una etapa posterior de secuenciacion. Cabe
mencionar que para llegar hasta este nivel de informacion, se podria evitar la técnica de
DGGE, mediante la secuenciacién directa del producto PCR. Esta metodologia es cada
vez mas econémica y accesible para los investigadores, por la tercerizacion del servicio.
Otra técnica como gPCR, cuantifica directamete del nimero de copias, permitiendo la
estimacion de la abundancia de microrganismos y de la diversidad biol6gica. FISH
representa otra alternativa de visualizacion y conteo de organismos, para la determinacion
de la diversidad microbiolégica, no obstante esta técnica requiere de un microscopio y un
filtro especial para su visualizacion y es necesaria una limpieza adecuada de la muestra
para lograr una buena cuantificacion.

Las técnicas realizadas en esta investigacion no permitirian la determinacion de la
diversidad de archaeas metanogénicas, pero el numero de bandas (DGGE) permiten
estimar la riqueza biolégica (variabilidad genética). En el Unico gel realizado (Figura 21),
se observé que el pretratamiento FF [1 mol L?](20) aplicado sobre la vinaza diluida,
disminuyé el nimero de bandas (riqueza) del IG, determinando que el sustrato resultante
después del pretratamiento tiene propiedades toxicas, ya que ademas de reducir el
namero de bandas en IG, causé la muerte de archaeas metanogénicas en IV e IGV. Por
otro lado, al no obtener DNA en los tratamientos con el sustrato FF [1 mol L™](15), se
comprobé que el pretratamiento indujo toxicidad sobre la vinazas y causé la muerte de los
microrganismos en los tres inéculos. Con lo anterior se concluye que a pesar de las
limitaciones presentadas en esta investigacion, fue posible identificar efectos
determinantes como la muerte y reduccién de riqueza biolégica.
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6.5 Andlisis financiero

Como uno de los objetivos de esta investigacion, de estimar el impacto econémico del
mejoramiento de la produccion de vinazas con POA’s, se realizo la viabilidad técnico-
econdémica en el nivel de perfil del aprovechamiento del biogas con dos alternativas de
uso. Lo anterior con la finalidad de viabilizar tanto tecnolégica como econémicamente, la
produccion de biogas en el Valle del Cauca. El uso de pre-tratamientos para el
mejoramiento de la produccién de biogas en las destilerias de alcohol carburante de la
region, representan una buena oportunidad para aumentar la sostenibilidad de este tipo
de proyectos de sustitucion de combustibles de origen fésil. No obstante, es necesario
continuar con la investigacion y el desarrollo de acoples de oxidacidbn avanzada y
digestién anaerobia a escalas mayores (piloto), ya que con la informacion disponible, no
es posible realizar por completo la prefactibilidad de un proyecto energético de biogas a
partir de vinazas pretratadas con un POA. Actualmente no existen experiencias a escala
real o piloto a nivel mundial que puedan dar soporte al estudio, sin embargo los sultados
obtenidos en esta investigacion permiten realizar el analisis financiero al nivel de perfil, el
cual es un paso importante dentro de la factibilidad, como factor decisorio para continuar o
abandonar la viabilidad econémica de un proyecto. En el subcapitulo siguiente se
presentan las ventajas de los pretratamientos en términos de incremento de la produccion
global de biogas y su posible incremento en las ventas.

La Figura 22 muestra el esquema de Conil (2005) de metanizacion de vinazas para el
Valle del Cauca, éste se tom6 como soporte técnico para el andlisis financiero. EI modelo
utilizado es para destilerias con una capacidad instalada de 150.000L d*, valor que
corresponde a las destilerias de menor capacidad de las que se encuentran actualmente
en funcionamiento en el Valle del Cauca. Asi mismo, este modelo sirve para nuevos
proyectos con la misma capacidad instalada (destilerias medianas y pequefas). El
esquema enfatiza en la metanizacion de vinazas con concentracion de solidos del 35%
(tecnologia Praj de la India), ya que actualmente no se cuenta con experiencias exitosas
para la metanizacién de vinazas al 55% de sélidos (Tecnologia de concentracién de
vinazas; Delta - Americana). Este planteamiento podria generar grandes ahorros en la
compra de equipos concentradores (evaporadores) en los nuevos proyectos. Dentro de
este esquema técnico también se plantea la venta de una parte de la vinaza para pienso
animal (después de la metanizacion) y otra para la fertilizacion liquida de los cultivos de
cafia de azlcar después de un pulimiento de los efluentes metanizados en lagunas
aireadas. Las alternativas se encuentran seleccionadas con un puntero.
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Ingenio 5.000T /d
Melaza 40%
Jugo 60%

Destileria
150.000 L/d

47

Vinaza 100 TDQO/d
2.000 m3/d x 50 kg DQO/m3
600 m3/d x 167 kg DQO/ m3

Sistema Biotec

Sistema de Enfriamiento | Caldera Gas \/
Biodigestores \
2 x 30.000 m3 l 3>0 BHP

D | | ,|Biogas — 12M m3/afio Filtracion 107 Vapor / hora
CH4 — 6M m3/afio H,S \
OO0

| Calderin Agua

[ — — —

Remocién DBO > 85%
Remocion DQO > 70%

Lagunas Facultativas

| Caliente
Laguna Aerobia A i
. L gua caliente 25MW
Rio con / sin aireacién Ferti-irrigacidon 2.5 MW - Planta Eléctrica —»24 h/ dia

365 dias / afio
Energia
2.2 MkW-h / afio

Figura 22. Esquema técnico de metanizaciéon de vinazas para una produccién de
600 m3 d-1 de vinazas con concentracion de solidos del 35%
Fuente: Conil (2005)

A partir de la referencia tecnoldgica se realizé un estudio financiero del aprovechamiento
del biogés, al interior de las fabricas de azucar y destilerias en el Valle del Cauca. Se
consideraron dos escenarios de aprovechamiento del biogas descritos en la Tabla 20

Tabla 20. Aprovechamientos de biogas planteados, para uso en las agroindustrias
azucareras

Tipo de Aprovechamiento del Biogas Beneficio
Produccion de energia eléctrica Venta de kW-h a la red nacional
Quema de biogds en calderas pirotubulares y
generacion de energia eléctrica autoconsumo Ahorro en GNC ahorro de 10 MkW-h/afio

La Figura 23 presenta los diferentes valores empleados para cuantificar los beneficios de
las alternativas presentadas, adicionalmente se utilizd una tasa de conversion de
1USD/2000COP para la conversion de volumenes y de unidades energéticas en valores
monetarios. Todos los valores monetarios estdn dados en COP, no obstante fue
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necesario emplear la tasa de conversion de divisas para los costos de Ingenieria e
Importaciones.

\
* VVenta del Kw-h a la red: $108.98
Produccion de
Energia eléctrica Y,
\
a f ® 59.36m3GN = 1 tonelada de vapor
uemMa de
Biogas en e Kw-h =246.21
calderas y

pirotubulares

Figura 23. Valores de célculo empleados en el andlisis

La Tabla 21, muestra los beneficios contabilizados en pesos colombianos para las dos
alternativas de uso del biogas.

Tabla 21. Beneficios del aprovechamiento del biogas

Valor total

Tipo de aprovechamiento Unidades producidas Valor unidad COP/afio

$108,98/Kw-h

2.397.560.
(contrato) $2.397.560.000

Generacion de energia eléctrica 22 MKw-h/afio

Reemplazo de GNC por biogds en
calderas pirotubulares y generacion de | 87600 Ton Vapor/afio
8,8 MKw-h/afio

$660,85/m3 (precio de

GNC industrial) 53.442.235.148

En la Tabla 22 se muestra el andlisis financiero realizado para ambos aprovechamientos
del biogas producido en el sistema anaerobio; para este andlisis se tuvo en cuenta un
horizonte de 20 afios, inversiones realizadas con capital propio durante el primer afio y
una tasa de descuento del 16% normalmente utilizados en proyectos de dicha categoria y
envergadura. Dentro de las ventas de los proyectos también fueron incluidos los
beneficios por venta de vinazas para pienso animal (4.234 Ton/afio; 51,55USD/Ton) y los
ahorros por reemplazo de fertilizantes (3.927 bultos de urea ahorrados/afo;
243USD/50Kg Urea).
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Tabla 22. Andlisis financiero de las opciones de uso: Produccién de energia
eléctricay quema de biogas en calderas pirotubulares y generacion de 1MW

Produccion de Quema de biogds en calderas
energia eléctrica pirotubulares y generacion de 1 MW

Inversiones Fijas

$15.285.625.000

$11.685.625.000

Inversiones Diferidas

$155.500.000

$155.500.000

Flujo Ajustado de Inversién

$15.441.125.000

$11.841.125.000

Costo de Operacion (anual)

$136.320.000

$136.320.000

Ventas (anuales)

$5.347.999.889

$8.141.947.481

Flujo ajustado de produccion

$4.845.839.889

$7.679.627.481

VNA (tasa de descuento: 16%)

$12.410.327.304,21

$32.665.787.610,08

TIR

30%

62%

Tiempo de recuperacion de la inversidn.

4,5

2,8

En la Tabla 22 se presenta el resumen del andlisis financiero de las dos opciones de
aprovechamiento del biogas, para mayor detalle ver los anexos. La mejor opcién es la
guema de biogas en calderas y la generacion de energia eléctrica para autoconsumo;
esta opcion genera un adicional de $20.255.460.366 comparado con la venta de energia
eléctrica a la red nacional y un tiempo de retorno de la inversiébn menor (1,7 afios). Por
otro lado, la opcién de la quema de biogas en calderas también representa la mejor
opcion en términos de operacion interna de la fabrica de azlcar y la destileria, ya que no
es necesario vender un producto a un consumidor externo y acarrear con el proceso de
facturaciéon y cartera. Ademas, la generacién de energia eléctrica para autoconsumo
permite el funcionamiento en isla de algunos sectores del complejo industrial, sin conexion
a la red eléctrica.

6.5.1 Pretratamiento de vinaza como una adicionalidad econémica a su
metanizacion

A partir del analisis financiero mostrado anteriormente y de los incrementos en la
produccion de metano presentados por los pretratamientos, se decidié incluir las mejoras
propiciadas por los pretratamientos como un plus a la inversibn en la generacién y
aprovechamiento de biogas a partir de vinazas. Los rendimientos de generacion
incrementados por parte de los pretratamientos, se tendran en cuenta solo en el
incremento tentativo de las ventas, ya que no se cuenta con una sistema piloto en
continuo que pueda revelar informacion sobre los costos de operacién y mantenimiento
del sistema de pretratamiento. Dentro de este enfoque se compardé el mejor
pretratamiento para vinazas diluidas (Vin D FF [0,5 mol L] (20)), y el pretratamiento de
Vin Oz 30" (tecnologia mas econémica que el fotofenton) para vinazas no diluidas. El
incremento de la generacion de metano por parte de los pretratamientos con fotofenton y
ozono fue de 65,5% y 45,4% respectivamente.
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Tabla 23. Andlisis financiero - incluyendo el pretratamiento con Fotofenton

Produccion de
energia eléctrica

Quema de biogds en
calderas
pirotubulares y
generacion de 1 MW

Inversiones Fijas

$15.285.625.000

$11.685.625.000

Inversiones Diferidas

$155.500.000

$155.500.000

Flujo Ajustado de Inversion

$15.441.125.000

$11.841.125.000

Costo de Operacién (anual)

$136.320.000

$136.320.000

Ventas (anuales)

$5.347.999.889

$8.141.947.481

Flujo ajustado de produccién

$4.845.839.889

$7.679.627.481

VNA (tasa de descuento: 16%)

$32.995.557.385,47

564.005.328.686

TIR

52%

107%

Tiempo de recuperacion de lainversion.

3

2

Tabla 24. Andlisis financiero — incluyendo el pretratamiento con Ozono

Produccion de
energia eléctrica

Quema de biogds en
calderas
pirotubulares y
generacion de 1 MW

Inversiones Fijas

$15.285.625.000

$11.685.625.000

Inversiones Diferidas

$155.500.000

$155.500.000

Flujo Ajustado de Inversion

$15.441.125.000

$11.841.125.000

Costo de Operacién (anual)

$136.320.000

$136.320.000

Ventas (anuales)

$5.347.999.889

$8.141.947.481

Flujo ajustado de produccion

$4.845.839.889

$7.679.627.481

VNA (tasa de descuento: 16%) $26.677.598.542,39 $54.386.688.044,39
TIR 46% 93%
Tiempo de recuperacion de lainversion. 3,3 2,2

Los pretratamientos influenciaron la tasa de produccion de metano, lo cual es un aspecto
importante desde el punto de vista financiero (Siles et al., 2011), ya que una mayor
generacién de metano por unidad de masa de DQO.gicionada PUede mejorar el analisis
economico (Tabla 23 y Tabla 24), mejorando la rentabilidad de estos proyectos y
volviendo mas atractiva la inversion.

7 CONCLUSIONES

El mejor pretratamiento de fotofenton aplicado en vinaza diluida, tuvo una concentracion
de H,O, de 0,5 mol L™ y una relacién H,0,/Fe*® de 20. La produccién méxima de metano
obtenida fue de 19,5 mL (CNTP). Este pretratamiento y el pretratamiento de ozono por 30
minutos, incrementaron la produccién de metano en 66% y 45% respectivamente.
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Una concentracion de H,O, de 1 mol L™ para el pretratamiento de vinazas diluidas, inhibe
la produccion de metano y causa muerte a los microrganismos presentes. Una relacion de
H,0,/Fe* de 15 empeora la situacion. Inéculos de alta organizacién microbioldgica (IG -
granular) tienen una mayor resistencia a esta inhibicion. La mezcla de in6culos (IGV)
presentd buena estabilidad y resistencia, estas caracteristicas deben ser tenidas en
cuenta en sistemas de metanizacion de vinazas.

Mayores dosis de ozono (600 mg Os) reducen tanto la degradacion de la materia
organica, como la biodegradabilidad de las vinazas respecto a dosis menores (300 mg
O3). Un menor tiempo de contacto con ozono, representa la mejor opcién para la
metanizacion de vinazas previamente ozonizadas.

Técnicas de biologia molecular como la extraccion de DNA y amplificacion por PCR,
permiten determinar efectos como la muerte de microorganismos. Técnicas mas
complejas como DGGE, permiten conocer el efecto de la toxicidad de un sustrato sobre
un inéculo, mediante la estimacion de la riqueza biolégica.

En el nivel de perfil, la valorizacion mas rentable para el biogas producido a partir de
vinazas, es la sustitucién de Gas Natural Comprimido (GNC) en calderas y la generacion
de energia eléctrica para autoconsumo. Los pretratamientos con FotoFenton y Ozono
incrementaron en un 40% la TIR del proyecto y redujeron el tiempo de recuperacion de la
inversion hasta en 1.5 afos.

8 RECOMENDACIONES

Esta investigacion se debe continuar para abarcar toda la informacién posible de las
muestras que fueron colectadas para la medicion de AGV, al igual que la extraccion de
DNA y su posterior analisis. Con las mediciones de AGV por cromatografia liquida, se
podra determinar las vias o rutas metabdlicas mas empleadas para la produccion de
metano de vinazas pretratadas. Ademas se podra determinar en las pruebas de
produccién de metano con el sustrato Vin FF [1 mol L] (20) si hubo generacién de
propionato y acetato y si éstos fueron consumido por bacterias sulfato-reductoras (SRB)
gue hayan resistido el estrés del pretratamiento. También se requiere continuar con el
analisis biologico de los experimentos (DNA y andlisis downstream DGGE), diferenciando
entre la riqueza bioldgica de los inGculos y el efecto de los pretratamientos sobre esta
riqueza. Por otro lado, 40 dias es tiempo suficiente para obtener la produccion maxima de
metano para vinazas pretratadas con POA’s. La carga volumétrica empleada (2mg DQO
mL™) podria ser incrementada en la medida que se realizara un arranque adecuado en un
reactor controlado y en continuo o semi-continuo.

Se debe continuar estudiando sobre el uso de vinazas no concentradas, directamente
obtenidas en la destileria y ver sus ventajas en términos de mayor produccion de metano
respecto a las vinazas obtenidas posterior a la etapa de recirculacion de las mismas
(previa concentracion o evaporacion). El eliminar las fases de recirculacion y
concentracion de los esquemas actuales de produccion de las destilerias del Valle del
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Cauca, traeria consigo muchos ahorros en la inversion inicial y en energia eléctrica en su
proceso de operacion.

Este tipo de acoples para la produccidon de metano representan una gran alternativa para
la produccion de biocombustibles de segunda generacién. Se recomienda seguir
investigando en éstos, pensando en nuevas modificaciones de ingenieria conceptual
como de fases, de temperaturas, etc.
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10 Anexos

10.1 Alternativa 1: Sustitucion de GNC, quema de biogas en calderas y la generacion de 10 MW-h/afo.

Tabla 25. Presupuesto de Inversiones

Afio
ITEM 1 | 2 4 5 6 7 8 10 11 1 13 14 15 16 17 18 19 20
1. Inversiones fijas ($11.685.625.000) $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0| $11.040.000
1.1 No depreciables ($65.625.000)
Terrenos (965.625.000)
1.2 Depreciables (611.620.000.000) $11,040.000
Construcciones civiles (51.066.785.000)
Otros (61.838.215.000)
Magquinaria y equipos (68.715.000.000) $11.040.000
2 Inversones ierd §15550000] % % 9 % % ] % ] ] % 0 El # L il ol %
Estudios (5155.500.000)]
Flujo ajustado de Inversion ($11.841.125.000)| $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0 $0| $11.040.000
Tabla 26. Costos de Operacion
Aflo
[TEM 1 1 3 4 5 ] 1 8 9 0o u 12 B u 15 Bf U 18 9 n
1, COSTODIRECTO §0| $867600000 | $136.320.000 $136.320.000  $136320000| $136.320.000  $136320000| $136.320.000  $136320000| $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000
Manode obra S0 $542250000 | $85.200000| $85.200000  $85200000| $85.200000  $85200000| $85.200000  $85.200000|  $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000 | $85.200.000
Prestaciones S| $325350000 | $51120000 $51120000  $51.120000( $5.120000|  $51120000  $50.120.000( $51120000|  $51.120000| $51.120000 | $51.120000] $51.120.000{ $50.120.000( $51.120000) $51.120000] $51.120.000{ $51.120.000( $51.120000] $52.120000
TOTALCOSTO OPERACION §0| $867.600000 | $136.320.000 $136.320.000  $136320000| $136.320.000  $136320000| $136.320.000 | $136320000| $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000




Tabla 27. Produccion de la Alternativa 1

o
TN | 1 3 J 5 § 1 § § (] 1 1 1 ] 55 ] ) 1§ ] ]
Inresos porventa 0] $8.141.947481] $8.141047.481] $8.141.947.481) §8.141947 481 68141947 481 8141947 480{ 8.1 7 480{ S8.161 907481 $0.141. 9474811 $8.141.947.481] 8.1 947 480{ 8.141.947 481 68.141.947.481{$8.141 047 81 S8.16. 947481 8.141.947.481{68.141.47 48 $8.141.947.481) $8.11. 47481
(ostototl SO[S1LA20080| UG0TRIS0| SeB0TOLE0| SeA0TOLEE0| SABOTELES0| SABOTGLASD| SUBOTGLASO| SUBOTGLASO| SUSOTGL0|  SUS0TGLN| SBOTGLA| SABDTELES0| S4B0720| SUS0T6L8%N | SUSOTGLA| SABOTELESD| S4B0TeL0| SUS0T6L8%0 | H80TGLELD
Utlidadnet ajutada 096320904631 | 7561184631 { 57661184531 57661184631 | 57661184631 57,661 184 631 | 57,661 164,631 | 661164831 | ST.61.184631 | 761184631 57,661 184,631 |57 661184631 | 97661184631 97661184631 {S7.661164.631 |57 661184631 107661184631 | 9761184631 ($7.61. 184531
I Amorizaciondeosdiferides O S| Sosue| Sosaef Sm0| s S0 SIRM0| STEO0| S| S| GIsM0| Sam0| Ssa0| S| G| s Smae| S| s
[ Depreiaiones Q| S0eens0| Sgers0| Seers0| SIg6TE0| S0GTE0| SI0SETAD| 0G| 0G| S0GETED|  SI0GEIED| SGTAD| SETE0| S0gers0| SI0GTE0| S0GETAD| SN SI0g6I%0| SI0GET0| 108667890
Flujoaustado de roduccon S0 S6.998.347481 [ $7679.617.81 | 7.679 621481 [ 5767962781 | .67 621481 7679627481 | .670621481 [ 767952081 | 170520488 $T670610.481 |57679,627.81 | 7679621481 | 767962748 [§7.679 627481 1678627481 167570617481 |57679,627.81 |37679.527.81 (87679627481
Tabla 28. Flujo Neto de Caja
Kio
[TEM 1 | 1 3 [} 5 ] 1 8 9 10 1 1 Ji] " 15 16 17 18 19 N
Fljoaustadode versin confinanciam] | (611.84L.125.000) ] 5 50 ] 50 ] 50 ] 50 ] 50 ] §0 50 50 50 5 §0[ S11040000
Flujoajustado de produccion SO S69U83U748T| ST670.627.481(STATOSTABL|  STETORLNABL[  STATOITA8L | T.6T9.627 8L (57670607481 | $T.679.627481 | §7.679.627.481 [S7.670.627.481 | $7.679.627.481 | §7.679.607.481 [$7.670.627.481 | $7.679.627.481 | $7.679.627.481 [$7.670.607.481 | $7.679.627481 | §7.679.627.481 [$7.679.627.481
Flujoneto de c3a (S11800.025.000)|  S6.948.347481 [ S7.670.627.481 ($7.67962748L |  STT02481(  $7679.627.481 |ST.670.620.481 | $7.679.627.481 | ST.679.620.481 | $7.679.627.481 | ST.679.627.481 | $7.679.627.481 | $7.679.627.481 ($7.679.627.481 | $T.679.627.481 ($7.679.627.481 | $7.679,627.481 {$7.679.627.481 | $7.679,627.481 [ $7,690.667.481
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10.2 Alternativa 2: Venta de Energia Eléctrica a la Red Nacional

Tabla 29. Presupuesto de Inversiones

ANO
M 1 | 1 3 4 5 b 1 8 9 10 1 1 3 14 15 16 7 18 19 0
1. Inversiones fjas (315.285.625.000) $0 $0 §0 §0 $0 $0 50 0 50 ] 0 0 ] 0 0 ] 0 S0 $11.040.000
1.1No depreciables (565.625.000)
Terrenos (565.625.000)
1.2Depreciables ($15.220.000.000) §12.040.000
Construcciones Ciiles ($1,086.785.000)
Otros (52.738.215.000)
Maguinariay equipos (§11.415,000.000) §11040.000
2 Iversiones ifeidas (§155.500.000) §0 §0 §0 $0 $0 §0 ) §0 90 ) §0 §0 ] $0 50 ] 50 80
Fstudios (§155.500.000)
Flujo ajustado de Inversion (315.441.125.000) $0 $0 $0 $0 0 $0 0 §0 50 0 $0 50 0 0 0 90 §0 §0 $11.040.000
Tabla 30. Costos de Operacion
Aio

[TEM 1 1 3 [ 5 b 1 § 9 0 o 1 B W 15 of 0 18 B0
1, COSTODIRECTO 50| $867.600000( $136320.000| $136:320000| $136:320000| $136320000{ $136320000| $136:320000| $136:320000( $136:320000| $136.320.000 | $136.320000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000
Mano de obra 0| $542250000( $65.200000| $85.200000 685.200000 |  $85.200000 85200000  $85200000| $85.200000  $85.200000 $85.200000| $85.200000| $85.200.000 | $85.200.000 $85.200.000| $85.200000| $85.200.000 | $85.200.000{ 985200000 $85.200.000
Prestaciones 0| $25350000 $51120000 50120000 951120000 50120000 50120000 $51120000| $5.120000( $5L.420000{ $50120000| 951.120000| $51.120.000 | $5.120000( $51.120000] 951120000 $51.120.000 | $51120000{ $51.120000| 951.120.000
TOTAL COSTOOPERACION 50| $867.600000( $136320.000| $136:320000| $136:320000| $136320000{ $136320000| $136320000| $136:320000( $136:320000| $136.320.000 | $136.320000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000 | $136.320.000
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Tabla 31. Produccion de la Alternativa 2

Ao
1] 1 ! 3 4 ; ; 1 3 9 0 i i B 1 5 1 1 18 19 ]
Ingresosporent 0] $5:347.9%9889( §5347.999.889{§5347999.889]§5.347.990.88] $5.347.099 8891 $5.347.99.889[ $5.347.99.889] 534799988 65.347.999.489] §5347.99.889{65.347.990.88] 5347999889 55.347.990 89| §5.3¢7.99.880{ 5,347,999 889 §5.347999.88 5347.99.889{ 65.347.990.89{ 5347 999888
sttt 0513645000 | $662135000 | 662135000 | S662135.000] S6e2I38000 | SeeLL000| $62135000 | 662135000 | S662135000[ 662135000 | $662.135000 | $662135000 | SAEL3000| SeRL000| SHeLI3B0ND | S66213500| 662135000 662435000 | $66235000
Utlidadneta austada 0 3.954564489 | S4.685.854.889 | S4.685.864.889 [ 54.665.54.889 | $4.685.854.89 | 4.68.864689 | 4.685.864.889 [ 4.605.854.889  S4685.864.889 | $4,68.864689 54.685.54.88 |S485.854.689 [ 4.685854.88 | 4. 685,854 889 [{4.685.654.89 | o4.685.854.889 |S4.685.854689 | 54.665.84.88 | 4.685.864.889
) Amrtzacion delos diferidos O qmsom| Sasmo|  Sme|  Smsow|  samsen|  Samen| Sasao|  Sme| Sason| o Samen| Ssow|  Sasao|  Ssoo| Samao|  amsew| Smae| Samon| o Simsow|
I Depreciacioes 0] $i52200000] $152200000 | 152200000 | S152200000 S152200000| $152200000 | $152200000 | 152200000 | S152200000|  $152200000| $152200000{ $152200000 | $152.200000] SI52200000| SI5200000 | S152.200000| S152200000] 152200000 | $152200000
Fijogstadode roducidn 0| 4.114.550.889 | $4.45.830889 [ 34545.830.880 [ $4.045.830.889 | $4.845.630.88 | 4.845.830.889 | 4.45,830.880 [ 4.045.830.880 34845830889 | §4,85.836889 | 04.045830.88 | 4.45.830.680 [ 4.845.839.88 | 4845.830.860 [$4.845.630.89 | 34045.830.889 |§4.85.830.489  34.045.830.88 | 4 45.830889
Tabla 32. Flujo Neto de Caja
Ao
[TEM ! 1 ] ] § § 1 § [ 10 i 1 ] ] il 1§ 1 1 19 ]
Fjoictadode s fonfrnciam) {15,400 § I 0 90 90 i ] ] 0 I 0 90 i i ] ] 0 0 S1LM00
|Hujuajustadodepradum’én O SHUASOR09|  SABRMRY|  SARSEIOSE0|  CABSHINE[ ABSHMY|  SARSEG|  CABSBKG|  ANSHNB|  ABOH0MY|  ARSHK|  CASSHNI| ABSH0NY|  ARSHMG|  SLBSHKG|  ABSHNI| SABOH0MY)  SARSHG|  SABSHIM[ 488089
|Hujnnetodecaia (A0S A0S A0 (S ABSHIBRI(S ABSHOBO[S ABISEIMO[S 4SHM|S ABHS ABSHMI|S AMSEIBR(S ABSHIOBO[S ABUSEMBEO[S ABSEM|S ABHM|S ABGHN|S AMSENII(S ABSHIOBO(S ABISEBO(S ABSEM(S 4B
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