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Resumen

Este trabajo se enfoco en el tratamiento de las vinazas provenientes de la industria
del Tequila mediante biofiltros empacados con astillas de Ficus benjamina
inoculados con dos cepas de hongos basidiomicetos, adicionalmente los sistemas
fueron comparados con un biofiltro sin indculo (testigo) con el objeto de determinar
la influencia de los hongos sobre la degradacion de los contaminantes contenidos
en las vinazas. El estudio se dividi6 en dos fases, durante la primera fase se
evalud el crecimiento de tres hongos (Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor y Pleurotus ostreatus) en medios de cultivo solidos preparados con 10 y
20% de vinaza y en medios de cultivo liquidos preparados con 20, 40 y 100% de
vinaza, respecto a un blanco en ambos casos; mientras que en la segunda fase se
evalud la remocion de contaminantes variando las condiciones de operacién en
influente de los biofiltros (5 etapas), siendo estas relaciones de vinaza:agua de
30:70, 40:60, 50:50, 40:60 segunda fase y 40:60 con recirculacion.

Al hacer crecer las cepas in-vitro en los medios de cultivo solidos, Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus tuvieron una tasa de
crecimiento de 0.32, 0.87 y 3.05 en el blanco, mientras que en el medio de cultivo
preparado con 10% fue de 2.24, 1.28, y 2.09 respectivamente. Mientras que al
trabajar con medios de cultivo preparados con 20% de vinazas, las tasas de
crecimiento fueron para Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolory
Pleurotus ostreatus fueron de 1.00, 0.67 y 1.73 en el blanco, comparados con una
tasa de crecimiento en el medio con vinaza de 0.85, 0.39 y 0.19 respectivamente.
El crecimiento de los hongos en los medios de cultivo liquidos se presenté al
trabajar hasta con 40% de vinaza para Trametes versicolor y 20% para el
Pleurotus ostreatus, mientras que el Phanerochaete chrysosporium crecio en el
medio preparado con vinaza al 100%. En base a los resultados obtenidos del
crecimiento de los hongos en los medios de cultivo, se eligieron al Phanerochaete
chrysosporium y Trametes versicolor para la inoculacion de los biofiltros (BF 1y 2
respectivamente). Las remociones de materia organica obtenidas durante las
cinco etapas de biofiltracion fueron del 69, 65, 24, 84 y 70% en el BF 1, de 66, 68,
26, 85y 74% en el BF 2 y de 10, 62, 8, 64 y 69% en el BFT respectivamente. Se
evaluo la actividad enziméatica de lacasas (EC 1.10.3.2) en los biofiltros inoculados
con las dos cepas de hongos y se determind que su produccion estuvo presente
durante toda la operacion. El efluente del tratamiento requiere de un tratamiento
de pulimiento ya aun que representa altas concentraciones de contaminantes
recalcitrantes.

Palabras clave: vinazas, Tequila, hongos basidiomicetos, biofiltracion
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Abstract

This work focused on the treatment of the vinasses from the Tequila industry using
biofilters packed with splinters of Ficus benjamina inoculated with two strains of
basidiomycetes fungi, additionally the systems were compared with a biofilter
without inoculum (witness) in order to determine the influence of fungi on
degradation of pollutants contained in the vinasses. The study was divided into two
phases, during the first phase was evaluated the growth of three fungi
(Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor and Pleurotus ostreatus) in
solid culture media prepared with 10 and 20% of vinasse and in liquid culture
media prepared with 20, 40 and 100% of vinasse, with respect to a witness in both
cases; while in the second phase was evaluated the removal of contaminants by
varying the conditions of operation in the biofilters influent (five stages), being
these relationships of vinasses:water of 30:70, 40:60, 50:50, 40:60 second phase
and 40:60 with recirculation.

To the growing strains in vitro in solids culture media, Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor and Pleurotus ostreatus had a rate of growth
of 0.32, 0.87, and 3.05 in witness, while in the culture media prepared with 10% it
was 2.24, 1.28, and 2.09 respectively. While working with culture media prepared
with 20% of vinasses, growth rates for Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor and Pleurotus ostreatus were 1.00, 0.67 and 1.73 in witness, compared
with a rate of growth in the middle with vinasse of 0.85, 0.39 and 0.19, respectively.
The growth of the fungi in the liquid culture media was presented working up to
40% of vinasse for Trametes versicolor and 20% for Pleurotus ostreatus, while to
Phanerochaete chrysosporium grew up in medium prepared with vinasse to 100%.
Based on the results of the growth of the fungi in the culture media, were chosen to
Phanerochaete chrysosporium and Trametes versicolor for the inoculation of the
biofilters (BF 1 and 2 respectively). The removal of organic matter obtained during
the five stages of biofiltration were 69, 65, 24, 84, and 70% in BF 1, 66, 68, 26, 85
and 74% in BF 2 and 10, 62, 8, 64 and 69% in the BF T respectively. Assessed the
enzymatic activity of lacasas (EC 1.10.3.2) in the biofilters inoculated with the two
strains of fungi and determined that its production was present during the entire
operation. The effluent from the treatment requires a polishing treatment already
still representing high concentrations of recalcitrant pollutants.

Key words: Vinasses, Tequila, basidiomycetes fungi, biofiltration.
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Glosario de términos

Abreviatura

°C Grado Centigrado
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CHS Carga Hidraulica Superficial
cm Centimetro

COoT Carbon Organico Total

CRT Consejo Regulador de Tequila
d Dias

DBO Demanda Bioquimica de Oxigeno
DQO Demanda Quimica de Oxigeno
g Gramos

h Hora

kg Kilogramo

KPa Kilo Pascales

L Litros

m Metros

min Minutos

mg Miligramos

mL Mililitros

mS Milisiems

mV Milivolts

NT Nitrégeno Total

N-NH*4 Nitrogeno Amoniacal

NTU Nephelometric Turbidity Unit
pH Potencial de Hidrégeno

PT Fosforo Total

Q Caudal

TRH Tiempo de Retencion Hidraulico
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1. Introduccioén

El tequila es una bebida alcohdlica tradicional de México, la NOM-006-SCFI-2012,
define al tequila como el producto en el que los mostos son susceptibles de ser
enriquecidos y mezclados conjuntamente en la formulacion con otros azucares
hasta en una proporcion menor al 49% de azucares reductores totales expresados
en unidades de masa. Este enriqguecimiento maximo de 49% de azUcares
reductores totales expresados en unidades de masa, no se debe realizar con
azucares provenientes de cualquier especie de agave. Solo en la variedad Agave
tequilana Weber variedad azul el cual tarda mas de 7 afios en madurar, se puede
incrementar el 51% de azlcares reductores totales expresados en unidades de
masa.

Su produccion ha contribuido al desarrollo agricola e industrial de México,
especialmente a Jalisco, que es el principal estado productor de tequila. Su
produccién y comercializacion se encuentra regulada por el Consejo Regulador de
Tequila (CRT).

Para el tequila, México tiene la denominacién de origen. En 2008 el CRT tenia
registradas 146 empresas (micro, pequefias, medianas y grandes) como
destilerias certificadas (Iniguez y Hernandez, 2010), mientras que en el afio 2014
se registraron 159 empresas (Consejo Regulador de Tequila, 2014). ElI 60% lo
representan pequefios productores, los cuales no cuentan con sistemas de
tratamiento de aguas residuales, mientras que solo el 50% de las grandes
industrias trata sus residuos.

La produccion del tequila (40% alcohol), de manera general ha ido en crecimiento,
con una disminucién en el afio 2013 y una ligera recuperacion en el 2014, en la
Tabla 1.1 se muestra el inventario de tequila histérico en millones de litros, al
cierre de diciembre de cada afo y al mes de febrero del 2014 (Analisis estadistico
CRT, 2014)

Tabla 1.1. Inventario de tequila histérico en millones de litros

Afo 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014

'”VTe(;‘tZ"I”O 75.1 | 100.0 | 132.4 | 197.0 | 282.9 | 313.6 | 325.4 | 326.0 | 315.8 | 282.6 | 287.9

El nUmero de empleos generados por la industria tequilera en febrero del 2013
ascendio a 29,360, de los cuales 5,360 son industriales y 24,000 de campo
(Analisis estadistico CRT, 2014), esto representa una importante actividad
econdémica para los mexicanos.

Durante los procesos de fermentacion y destilacion del tequila se generan grandes
cantidades de residuos solidos (bagazo) y liquidos, que se conocen como vinazas
de tequila (Rodriguez et al, 2013), dichos residuos generan un problema tanto
para los productores como para el ambiente. Para los productores debido a que se
generan costos extras para su tratamiento y para el ambiente debido a sus
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caracteristicas fisicas, quimicas y al pobre o nulo aprovechamiento de éstas,
debido a que al no ser dispuestas de una manera correcta contribuyen a la
eutrofizacion de los depdsitos de agua o suelo (Manahan, 2007).

El bagazo se produce durante la extraccion de jugo de las cabezas de agave
cocidas, mientras que las vinazas se generan durante de la destilacion del mosto
fermentado del agave y se mantienen en la parte inferior de la columna (Lopez-
Lopez et al., 2010).

En la actualidad, existen estudios sobre el tratamiento de las aguas residuales
provenientes de industrias de tequila mediante procesos:

1. Biolégicos, como lo son la digestion anaerobia (Obaya-Abreu et. al, 2004),
digestion anaerobia-aerobia (Bazta et al.,1991) reactores de flujo continuo
anaerobios (Robles-Gonzalez et al., 2012), produccion de biohidrégeno
(Kapdan y Kargi, 2006), ozono combinado con reactor anaerobio (Goyes y
Bolanos. 2005; Siles et al.,, 2011), consorcios bacterianos, fuentes
alternativas de proteinas (Lopez-Pérez et al., 2001; Fernandez et al.,
2009).

2. Fisico-quimicos, como lo son ozono, coagulacién/floculacion (Ifiguez vy
Hernandez, 2010; Lopez-Lopez et al., 2010), electrocoagulacion-
electroflotacion (Davila et al, 2011), evaporacion, el cual tiene un costo
elevado de operacion (Jauregui-Rincon, 2011).

Por otra parte, se tiene reportado el uso de hongos basidiomicetos para la
degradacion de compuestos recalcitrantes y téxicos, tales como quimicos
insolubles (Barr y Aust, 1994), colorantes (Garcia-Sanchez, 2007; Kwang-Soo y
Chang-Jin, 1998; y Davila-Solano, 2004) y suelos contaminados (Quintero-Diaz,
2011; Cruz-Colin, 2003), por lo tanto el presente trabajo pretende determinar su
capacidad de degradacion de compuestos presentes en la vinaza de tequila, sin
embargo y debido a las altas concentraciones de compuestos inhibitorios
encontrados en las aguas residuales de la industria de tequila es importante que al
ser tratadas con hongos sean diluidas o pretratadas (Strong y Burgess, 2008b).

El enfoque del presente trabajo es evaluar si se pueden utilizar hongos
basidiomicetos en un reactor biol6gico de filtracion sobre cama organica para
remover los contaminantes presentes en las vinazas de tequila.
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1.1  Objetivo general

Evaluar el uso de dos cepas de hongos basidiomicetos inoculadas sobre
materiales organicos como un sistema de tratamiento biolégico para aguas
residuales provenientes de la industria del Tequila.

1.1.1 Objetivos especificos

1 Determinar que cepas (Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus vy
Phanerochaete chrysosporium) muestran un mayor crecimiento en contacto
con la vinaza de Tequila a nivel laboratorio.

1 Evaluar y comparar las eficiencias de remocion de contaminantes (materia
organica, nutrientes, color, turbiedad, sulfuros, sdlidos suspendidos,
proteinas y azucares reductores) de la vinaza de Tequila entre dos cepas
de hongos basidiomicetos en sistemas de biofiltracion.

1 Evaluar el efecto de la carga organica en los sistemas de biofiltracién.

1.2 Metas

9 Caracterizar las vinazas de tequila procedentes de destilerias del estado de
Jalisco, México.

1 Instalar dos sistemas de biofiltracion con material de soporte (filtrante)
organico para crecimiento de la biomasa fungica y un biofiltro testigo sin
hongos.

1 Arrancar y estabilizar los dos sistemas de biofiltracion fungica y el testigo.

1.3  Justificacion

De acuerdo a Lopez-Lopez et al. (2010) se estima que por 1 L de tequila se
generan de 10 a 15 litros de vinaza tequilera. Las vinazas tequileras se consideran
un agua residual compleja ya que tienen una carga organica muy alta y una
demanda quimica de oxigeno entre 20,000 y 40,000 mg L%, ademas de tener un
pH acido que va de 3 a 4 unidades (Madrigal-Pulido, 2000), presencia de color
marron obscuro que inhibe la actividad fotosintética de los organismos acuaticos y
reduce el oxigeno disuelto de las corrientes donde se descargan.

En base a la cantidad de tequila producido en el afio 2013 (282.6 millones de
litros), y al hecho que por cada litro de tequila se producen entre 10 y 15 litros de
desechos, se calcula que la vinaza generada al afio es de 4,239 millones de litros
y si se considera que el 80% se descargan directamente a cuerpos receptores,
rios, lagos o cuerpos de abastecimiento, esto representa un problema tanto a la
ida acuatica como a las fuentes de abastecimiento de agua potable (Lopez-Lopez
et al., 2010).

Los hongos basidiomicetos han sido utilizados para el tratamiento de efluentes
industriales, debido a su capacidad de degradacién de compuestos organicos
aromaticos y contaminantes complejos, con ello se logra la disminucion de

Alvillo Rivera Angélica Julieta Pagina3



Tratamiento de vinazas de tequila con hongos basidiomicetos

tratamientos quimicos que pudieran generar contaminantes secundarios o alternos
e incrementar el impacto ambiental.

Debido a la gran cantidad de agua residual generada de la produccion de tequila,
a la composicion de ésta y a que las industrias no brindan un tratamiento previo a
su disposicion en aguas nacionales y por consecuente no cumplen con la
normatividad nacional que establece un promedio mensual 15 mg L'de grasas y
aceites, 150 mg L' de Soélidos Suspendidos Totales (SST), 150 mg L* de
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), 40 mg L de Nitrégeno Total y 20 mg L
L de Fosforo Total (NOM-001-SEMARNAT-1996, Tipo A-Uso en riego agricola), es
importante evaluar los procesos de tratamiento que se le pueden dar a las vinazas
tequileras y promover métodos Optimos para su utilizacion, tales como el
tratamiento con hongos.
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2. Marco tedrico
2.1 Produccion de tequilay generacion de sus aguas residuales (vinazas)

El proceso de produccion de Tequila de acuerdo a lo sefalado por el Consejo
Regulador de Tequila (2015), dura entre 7 y 9 afios e inicia con la plantacion del
agave Tequilana weber variedad azul, que es la materia prima utilizada para la
elaboracion de esta bebida alcohdlica. A su vez, de acuerdo con la Declaratoria
General de proteccién a la denominacion de Origen y la NOM del Tequila, la citada
variedad de agave debe cumplir con otros requisitos para que pueda utilizarse en
la fabricacion de Tequila, esto es:

1. Su cultivo debe realizarse dentro de una zona geografica delimitada por la
declaratoria general de denominacién de origen
2. Eltequila debe estar registrado en el organismo de certificacion del Tequila.

Crecimiento- El tiempo promedio que requiere la planta para alcanzar su madurez
es de 7 afos (Figura 2.1), para alcanzar la acumulacibn maxima de los
carbohidratos en esta planta. El carbohidrato principal es la inulina, polimero de
alto peso molecular formado por aproximadamente 43 mondmeros de fructosa
cuyos extremos los constituye una molécula de glucosa.

Jima- Accién que consiste en separar la parte no aprovechable de las hojas o
pencas de agave (Figura 2.2) cuando alcanza el desarrollo adecuado para su
industrializacion. EIr esul t ado de esta operaci -n
agave formado por el tallo y la parte basal de las hojas o pencas en donde se
encuentran almacenados los carbohidratos utilizados para la elaboracion del
Tequila. La herramienta utilizada en la jima del agave es la Coa.
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Figura 2.2. Jima de las pencas del agave (CRT, 2015)

Hidrolisis- Considerando que el principal carbohidrato que contiene el agave es la
inulina- el cual es un polimero de fructosa y glucosa- y que este compuesto no es
susceptible de ser fermentado por las levaduras, es necesario realizar la hidrolisis
para obtener azlcares simples (principalmente fructosa). Para ello, se utiliza un
procedimiento térmico o enzimatico o bien, la combinacion de ambos. La hidrolisis
se lleva a cabo en hornos de mamposteria o autoclaves y en ambos casos se
emplea vapor a una temperatura de 100-110°C (Figura 2.3).

Ademas de la hidrdlisis de la inulina, en esta etapa también se forman muchos
compuestos que determinan el perfil organoléptico del producto final, los cuales se
mencionan a continuacion:

9 La hidrdlisis de la celulosa se produce en ambientes 4cidos y temperatura
elevadas. En estas condiciones, se degradan los derivados de la
hemicelulosa (xilosa y arabinosa) produciendo entre otras cosas, frutal
(inhibidora de la fermentacion).

1 Muchos de los procesos, realizan una primera hidrolisis de la hemicelulosa,
y luego hacen una segunda hidrélisis para la celulosa.

1 La lignina no produce fenoles, aporta el aroma a la madera y es el
responsable del color oscuro.

La etapa de la hidrdlisis es muy compleja, lo que trae como consecuencia que en
las siguientes etapas del proceso se presenten problemas o deficiencias, las
cuales se mencionan a continuacion:

1 El agave no tiene un solo carbohidrato, presenta un grupo de ellos que en
conjunto algunos autores han llamado fructooligosacaridos (FOS) que no
solo tienen distinto tamafio de cadena, sino que algunos estan mas
ramificados que otros. Dichos carbohidratos se hidrolizan bajo diferentes
condiciones de tal forma que las condiciones para hidrolizar las cadenas
mas complejas, son muy drasticas para las cadenas mas sencillas. Lo
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anterior ocasiona que los azucares obtenidos de estas cadenas sencillas
puedan caramelizarse durante la hidrolisis de las cadenas complejas.

1 La caramelizacion del azucar representa mermas al proceso porque el
caramelo no se fermenta. Ademas, durante la caramelizacién se generan
compuestos secundarios como el furfural y el hidroximetil furfural,
compuestos que son inhibidores de la fermentacion.

1 Una hidrdlisis excesiva puede generar problemas con el metanol que se
genera por desmetilacion de las pectinas presentes en la fibra de agave. El
caso opuesto, que una hidrdlisis deficiente significa perdida de azucares por
hidrolisis parcial de los carbohidratos.

El metanol forma enlaces con el etanol provocando con ello A una n
mo | ® c y poalo mismo, es dificil separar el metanol del etanol no obstante que
tienen propiedades fisicas diferentes y que en teoria resultaria facil separarlos
durante la destilacién, situacion que en la practica no ocurre. Adicionalmente,
durante la hidrdlisis se forman glucoproteinas (uniéon de glucosa y una proteina),
algunas de las cuales son responsables de aportar sabores y aromas
caracteristicos del Tequila, pero por otra parte representan mermas al proceso.

Extraccion- Previa o posterior a la hidrdlisis, los carbohidratos o azuUcares
contenidos en las pifias de agave deben ser separados de la fibra, esta extraccion
se realiza comunmente con una combinacién de desgarradora y un tren de
molinos de rodillos, ademas es comun el uso de difusores para eficientar la
extraccion de los azlcares. (Figura 2.4). Todavia existen casos donde la
extraccion de los azucares se realizan en Tahonas (aparatos tipo molinos, que son
movidos por animales).

1. ~‘\\‘..

' L . '\‘&1‘ . A
agave (CRT, 2015)

Figura.'z.. fidrolisis del
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= ¢ -xﬂ .
Figura 2.4. Extraccion de azUcares (CRT, 2015)

Formulacion- De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana del Tequila, el fabricante
puede elaborar 2 categorias de Tequila, las cuales son Tequila 100% de agave y
Tequila respectivamente (Figura 2.5y 2.6).

1 El Tequila 100% de agave es aquel que se elabora a partir de los azlcares
extraidos del agave exclusivamente y, por lo tanto, la formulaciéon a que nos
referimos puede consistir Unicamente del envio de los jugos a las tinas de
fermentacién y la adicién de levaduras, ajuste del pH Optimo para las
levaduras y ajuste de la temperatura adecuada. El resultado de esta
operacion es el mosto fresco (Figura 7), listo para iniciar la fermentacion.

1 EI Tequila, puede elaborarse con la participacion de hasta un 49% de
azucares provenientes de fuente distinta al agave; en tal caso, la
formulacién consiste en la mezcla de los azucares extraidos del agave y de
otra fuente, siempre y cuando la participacion de esta Ultima no sea mayor
al 49% de azucares reductores totales expresados en unidades de masa.
Ademas de lo anterior, se lleva a cabo la adicién de levaduras, ajuste del
pH 6ptimo para las levaduras y ajuste de la temperatura adecuada. El
resultado de esta operacion es el mosto fresco (Figura 2.7), listo para
iniciar la fermentacion.
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[ CELULOSA ]

[ HEMICELULOSA J

[ LIGNINA ]
HIDROLISIS DE LA
HEMICELULOSA HIDROLISIS DE
LA CELULOSA
140 °C/H2S04 (70%) A 210 °C
l L d
sSOLIDO
XILOSA (CELULOSAY L+ ,| GLUCOSA
ARABINOSA LIGNINA) MAS LIGNINA

Figura 2.5. Proceso de formulacién del Tequila (CRT, 2015)

Flgura 2.7. Mosto fresco (CRT 2015)

Fermentacion- En esta fase del proceso, los azucares presentes en los
mostos son transformados, por accién de las levaduras, en alcohol etilico y
biéxido de carbono. En esta etapa, también se formaran otros compuestos que
contribuiran a las caracteristicas sensoriales finales del Tequila. Sin embargo,
en la naturaleza, la fermentacion no es un proceso comun para los organismos
(Figura 2.8). La fermentacién es un proceso que realizan ciertos organismos,
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principalmente las levaduras cuando son sometidos a algun tipo de estrés
(ausencia de oxigeno), como un mecanismo para sobrevivir.

[ Glucosa ]

Glicolisis
Condiciones 2 Pyruvato ] Condiciqnes
anaerobi anaerobias
[ 2 Etanol+2CO> Condiciones aerobias 2 Lactato ]
CQ
Fermentacion de [ 2 Acetyl-Co A T Fermentacion de
alcohol a lactato en
levadura concentracion de
L citrocitos, algunas
[ 4 CO2+4H20 ] otras células y
microrganismos

Animales, plantas y muchas
células microbianas producen
energia bajo condiciones aerobie

Figura 2.8. Proceso de fermentacion (CRT, 2015)

La fermentacion obedece fundamentalmente a la siguiente ecuacion, con la cual
se obtiene 92.14 g de etanol a partir de 180.16 g de glucosa:

C4Hy,0, — 2C,H;OH + 2C0, + ATP + 17.015 Cal

Se deben controlar los factores criticos (Figura 2.9) en esta fase tales como, la
temperatura (32 a 35°C), el pH (4-5), nutrientes y la contaminacioén por organismos
gue representan una competencia para las levaduras. Controlando estos factores,
aparte de favorecer la fermentacion, también se controla la contaminacion por
hongos o bacterias. Otros factores a controlar porque afectan negativamente la
fermentacién son la presencia de calcio, azufre, floculacion de las levaduras y
espuma.

El calcio puede provocarla floculacion de las levaduras mismas que se precipitan y
por lo mismo, no se lleva a cabo una fermentacién total de los azlcares. El azufre
(proveniente como contaminante en los otros azucares) inhibe la fermentacion. La
espuma ocasiona derrame de las tinas de fermentacion y por lo tanto mermas.
Algunas empresas utilizan antiespumante para evitar este problema.
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El aumento de temperatura por arriba del optimo, puede provocar muerte de las
levaduras y por lo tanto detener la fermentacion con las consecuentes perdidas
por ineficiencia; sin embargo, antes de que eso suceda, el incremento de la
temperatura puede favorecer la evaporacién del etanol formado ademas que la
expulsion del bioxido de carbono es mas violento generando un mayor arrastre de
etanol a través de las micropeliculas que rodean a la burbuja de bioxido de
carbono y que se convierte en pérdidas o ineficiencias en el proceso.

Destilacion- Una vez concluida la fase de fermentacion, los mostos contienen
cantidades minimas de azucares y a su vez, contienen cantidades representativas
de alcohol, estas cantidades pueden variar de 4 a 10% Alc. Vol. Por lo tanto, es
necesario llevar los mostos a destilacion; proceso que consiste en la separacion
de los constituyentes del mosto. La destilacion alcohdlica estd basada en que el
alcohol etilico siendo més ligero que el agua, vaporiza a una temperatura menor
que el punto de ebullicion del agua, los vapores pueden ser condensados y
convertidos a forma liquida con un alto contenido alcohdlico.

La destilacion se realiza generalmente en alambiques y consiste en dos fases,
aunque también es comun el uso de columnas de destilacion (Figura 2.10). El
producto obtenido del primer ciclo se conoce cominmente como ordinario y en
esta fase, se eliminan los componentes no deseables como son: los restos de
levaduras, las sales nutritivas, solidos, algunos alcoholes secundarios como el
metanol y un grupo de compuestos conocidos como alcoholes superiores y en
dltima instancia, el agua. El conjunto de estos componentes no deseables se
conoce como vinazas.

e

Figura 2.9. Control de los factores en'le:i‘ermentacic')n (CRT, 2015)
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2.2 Caracteristicas de las vinazas de tequila

Una de las principales caracteristicas de la vinaza de tequila es su gran contenido
de agua, ya que se estima que se tiene una relacién de 10% sdlidos y 90% agua
(Zayas et al., 2012), lo cual hace que se incremente las cantidades a tratar, sin
embargo, otros autores (Ifiiguez y Hernandez, 2010) sefialan que los tratamientos
de vinazas deben incluir como primer paso la separacion de sélidos, debido a las
grandes cantidades presentes. Dichos sélidos se encuentran constituidos
principalmente por particulas de agave (celulosa y pectinas), células de levaduras,
asi como proteinas y algunos acidos organicos (Ifniguez y Hernandez, 2010).

Entre las caracteristicas mas importantes a tener en cuenta de las vinazas es que
presentan un color marrén oscuro, lo que se debe a la presencia de melanoidinas
y caramel os. ALas mel anoidinas son po
reaccionar, en condiciones alcalinas, azUcares y aminoacidos (reaccion de
Maillard), de manera mas general por la reaccién entre los grupos amino y
carboxil o de sust &adldguea st ali 20@), kg Problemaica e
las melanoidinas son sus propiedades antioxidantes y toxicidad para los
microrganismos, ademas de ser consideradas compuestos recalcitrantes (Siles et
al., 2011).

Algunos de los metales pesados son necesarios para los seres vivos como lo son
el cobre, zinc, manganeso, hierro, molibdeno, niquel y cobalto, mientras que otros
como el cadmio y plomo no participan en procesos metabdlicos celulares
(Delgado-Londofio, 2008). Sin embargo, en ambos casos pueden llegar a
considerarse compuestos contaminantes una vez que alcanzan concentraciones a
las cuales llegan a ser toxicos para todo tipo de células. Las vinazas de Tequila
cuentan con la presencia de metales pesados en su composicion, los cuales
pudieron ser absorbidos desde el suelo por parte de la propia planta (Garcia vy
Dorronsoro, 2005), en este caso Agave tequilana weber, mientras que la presencia
de estos en el suelo se considera que tiene origenes geologicos (Jeng y Bergseth,
1992).
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A continuacién (Tabla 2.1) se presentan algunas de las caracteristicas fisico-
guimicas de las vinazas de tequila citadas por dos autores distintos.

Tabla 2.1 Caracteristicas fisico-quimicas de las vinazas de tequila

Pardmetro Valor
pH 3.4-4.5 3.35 3.2-4.0 3.4
Grasas Y aceites (mg L™?) 10-100 18-31 - -
60,000- 28,000- | 29,900- | 55,200-
-1 1 1 1 1
DQO total (mg L) 100,000 | 50,000 | 30,500 | 66,300
40,000-
-1 ) _ - -
DQO soluble (mg L) 80,000
35,000- 13,000- | 19,800-
-1 1 1 1
DBO total (mg L) 60.000 24.000 20.900 20,600
25,000-
-1 ’ _ - -
DBO soluble (mg L*) 50.000
- 25,000-
-1 1 - - -
Solidos totales (mg L) 50.000
Solidos suspendidos totales | 2,000- i i
(mg LY 8,000 12,000
Solidos suspendidos volatiles |  1,990- 9 800 ) )
(mg L) 7,500 ’
Solidos disueltos totales (mg | 23,000- i i i
L1 42,000
Solidos sedlmle)ntables (mL L 10-900 333 i i
Alcalinidad total (mg Lt) <6.00 - - -
. 1,500-
-1 1 - - -
Acidez total (mg L) 6.000
. 200-
-1 - - -
Calcio (mg L) 1.100
Magnesio (mg L) 100-300 - - -
Potasio (mg L %) 150-650 - - 240-345
Fosfatos (mg L) 100-700 - - -
Sulfatos (mg L?) - - 915 -
Nitrégeno total (mg L) 20-50 243 - -
Nitrégeno amoniacal (mg L) 15-40 - 110 -
Nitrégeno organico (mg L1) 5.0-10 - - -
Cobre (mg L) <3.0 0.364 - 0.36-4
Hierro (mg L1) <45 - - 35.2-45
Niquel (mg L?) <0.02 <0.033 - -
Zinc (mg L) <1.0 0.399 - -
Fosforo total (mg L) - 21 - 41
Cadmio (mg L?) - <0.010 - 0.01-0.2
Plomo (mg L) - <0.065 - 0.065-0.5
Fenoles (mg L) - - 44-81 44-81
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Coliformes totales (NMP por i >3 i i
100 mL)
Huevos de helminto (L) - >1 - -
Lopez- | Méndez- Buitron | Espaia-
REFERENCIA Lopez, Acosta et y Gamboa
2009 al 2010 Carvajal, et al.,
’ 2010 2011

2.3 Estrategias de gestion de vinazas que han sido aplicadas

Existen diferentes técnicas que pueden ser empleadas para el tratamiento de las
vinazas de tequila, la eleccion de la técnica adecuada se encuentra en funcion a la
region donde se encuentre y al analisis economico (Lopez-Pérez et al.,, 2001).
Lopez-Lopez et al. (2010) recomiendan brindarle un pretratamiento a las vinazas,
el cual consiste en la disminucion de la temperatura mediante tanques de
enfriamiento y el incremento del pH con la adicion de Ca(OH)2. A continuacion se
presentan diferentes técnicas aplicadas por los productores:

2.3.1 Dilucién en la etapa de fermentacion

En este sistema las destilerias mezclan las levaduras recuperadas en la etapa de
fermentacién con agua, en un volumen de hasta el 60% en volumen de vinazas
para utilizarse en posteriores fermentaciones (Kujala, 1979).

Las principales ventajas de este tipo de tratamiento ademas de la recuperacion y
reutilizacion de las levaduras, es que se pueden clarificar y pasteurizar las
melazas (Kujala, 1979).

Ademas, las vinazas son utilizadas para irrigar las tierras de cultivo en localidades
rurales, para este caso la cantidad de vinazas que puede llegar a ser utilizada
depende de las caracteristicas de la tierra del cultivo (Kujala, 1979).

En el caso de la recirculacién la principal desventaja es que si se excede de una
relacion mayor al 40% agua y 60% vinazas las velocidades de fermentacion
disminuyen (Dahiya et al., 1982), mientras que al ser utilizadas en la irrigacion de
los cultivos se generan costos adicionales de transporte para su traslado y se
requieren estudios previos para establecer las dosis 6ptimas de aplicacion (Brieger
et al., 1979).

2.3.2 Produccion de energia

Este tipo de tratamiento mezcla 50% de bagazo con 50% de vinaza, los cuales
pasan por un proceso de secado hasta obtener una concentracion del 70% en
peso seco Yy posteriormente introducen en hornos para aprovechar el poder
calorifico en la produccion de energia (Lopez-Hernandez, 1991). Ademas, las
cenizas generadas pueden utilizarse como fertilizante por su elevado contenido en
potasio.
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Otro tipo de produccion de energia en base a las vinazas provenientes de
destilerias de alcohol es mediante su combustién y evaporacion, Spruytenburg
(1982) informa sobre la reduccion en un 40% de los costos energéticos de una
planta de destilacion localizada en Tailandia, esto gracias a que se generan 0.9
ton de vapor por cada tonelada de vinaza concentrada evaporada. Sin embargo,
se producen productos secundarios calientes, los cuales pueden implicar un costo
adicional al tratamiento propio.

2.3.3 Acidogénesis para la produccion de hidrégeno

El principal criterio de seleccion para que un sustrato produzca hidrogeno es el
costo, el contenido de carbén y la biodegradabilidad (Kapdan y Kargi, 2006),
mientras que la produccién de hidrogeno depende de condiciones tales como la
temperatura, el pH, el tiempo de retencién hidraulico y la configuracion del reactor
(Davila-Vazquez et al, 2008), algunas de las desventajas de utilizar el hidrogeno
como fuente energética es que su almacenamiento requiere de grandes
contendores, ademas durante su transporte y distribucion implica un problema
adicional debido a la falta de infraestructura apropiada para dichas actividades.

El principal interés por la produccion de hidrogeno es debido al alto poder
energético que contienen, el cual consiste en la cantidad de energia por unidad de
peso, un ejemplo seria que 1 kg de hidrégeno contiene la misma cantidad de
energia que la contenida en 8 kg de gasolina (Davila-Vazquez et al, 2008), esta
técnica no se ha llevado a cabo a nivel industrial y solo existen en escala
laboratorio.

Espinoza-Escalante et al. (2008) estudiaron los efectos de tres pretratamientos
para aumentar la eficiencia de la hidrélisis en las vinazas, dichos experimentos se
llevaron a cabo en reactores semi-continuos variando las condiciones de
operacion, tales como el tiempo de retencion hidraulico, pH y la temperatura, con
lo cual se obtuvo que para mejores resultados de produccion de Hz es necesario
un TRH=5 dias, pH=5.5 y temperatura=55°C. La principal desventaja de este tipo
de tratamiento es el requerimiento energético para elevar la temperatura de las
vinazas.

Se han realizado estudios por Lopez-Lopez et al. (2010) en reactores batch con
dos sustratos evaluando la produccién de hidrogeno a diferentes pH's y
temperaturas, obteniendo que las vinazas son mejores sustratos, sin la necesidad
de encontrarse a temperatura ambiente y con pH de 6.5 como otros sustratos, sin
embargo, requiere de grandes tiempos de retencion.

En los estudios realizados por Espinoza-Escalante et. al (2009) se analizo el
efecto del pH, la temperatura y el tiempo de retencion (5 d) en reactores
anaerobios, concluyendo que para la produccion de hidrogeno la temperatura
Optima es de 55 °C mientras que para la produccion de metano es de 35 °C,
ademas es necesario incrementar el pH de las vinazas de 3.5 a 5.8 como minimo

Alvillo Rivera Angélica Julieta Paginals



Tratamiento de vinazas de tequila con hongos basidiomicetos

para permitir que el proceso sea mas eficiente, lo cual implicaria un costo adicional
de reactivo; mientras que en los estudios realizados por Buitron y Carvajal (2010),
se evalud el efecto de dos temperaturas (25 y 35 °C) y del tiempo de retencién
hidraulico (12 y 24 horas) para la produccion de hidrogeno a partir de vinaza de
Tequila sin un pretratamiento, siendo las condiciones 6ptimas al trabajar con una
temperatura de 35 °C y un tiempo de retencion hidraulico de 12 horas, logrando
producir un maximo volumétrico de hidrégeno de 50.5 mL H2 L h? con un
contenido de hidrégeno en el biogas promedio de 29.2 + 8.8%.

2.3.4 Alimento para animales

Lopez-Perez et al. (2001) mencionan que las vinazas contienen un valor
alimenticio alto y una digestibilidad para los animales del 50%, razon por la cual se
han utilizado en proporciones del 10% en la comida diaria de los rumiantes y de
hasta el 30% en la alimentacion diaria de los cerdos, sin embargo, no se hay
llevado a cabo estudios sobre el efecto a largo plazo que cause este tipo de
alimentacion a dichos animales.

Se ha realizado estudios adicionales sobre la alimentacibn de las ovejas,
mezclando su alimento diario con vinazas, dichos estudios fueron realizados por
Fernandez et al. (2009) y concluyen que las ovejas no pueden ser alimentadas
con una relacion vinaza/alimento mayor al 13% debido a que a esa concentracion
no se presentaron propiedades organolépticas distintas a su alimento diario y a
gue no hubo diferencias significativas en su digestibilidad.

2.3.5 Coagulacion-floculacion

Es posible utilizar la coagulacion-floculacion para el tratamiento de vinazas, tal
como lo menciona Ifiguez y Hernandez (2010), al utilizar 700 mg L* de coagulante
poliméricos de poliacrilamida (PAM) en 100 L de vinazas se recolectaron 43.7 L de
s6lidos, mientras que con 400 mg L de PAM se recolectaron 28.3 L de soélidos por
cada 100 L de vinaza.

Sin embargo, al utilizar PAM’s es importante controlar la dosis de coagulante que
se adiciona ya que un exceso de éste produce que los floculos sean pegajosos y
de poca consistencia, ademas de que se debe de llevar a cabo una buena
homogenizacion de las vinazas previamente a su adicion y se recomienda utilizar
CaO para neutralizar las vinazas en lugar de NaOH debido a su menor costo
(Iniguez-Covarrubias y Peraza-Luna, 2007).

Al igual que lo menciona Ifiguez y Hernandez (2010), Lopez-Lopez et al. (2010)
seflalan que el tratamiento fisico-quimico de coagulacién-floculacion es el mas
utilizado tanto a escala laboratorio como industrial, utilizando Al2(SO4)s como
coagulante y un pH de 6, con lo cual se obtienen remociones del 70% de color y
30% de sodlidos suspendidos, sin embargo, su principal desventaja es la cantidad
de lodos generados y el costo adicional monetario para su tratamiento.
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2.3.6 Electrocoagulacion-electroflotacion

Los tratamientos electroquimicos son utilizados en las vinazas previamente
tratadas, sin embargo, de acuerdo a Rincon et al. (2009) éstos son inefectivos
debido a que en el mejor de los casos se obtienen remociones del 58% utilizando
electrodos galvanizados, con pH’s basicos, 20 mA.cm? y una concentraciéon de
60,000 mg Lt H20:.

Se utilizé el método de Taguchi, el cual es utilizado en la industria para el analisis
de la remocion de COT, DBO, DQO vy turbiedad y se basa en la realizacion de
disefios experimentales practicos y de calidad tal que cumpla con las
especificaciones tanto del analista como de otros observadores. Se demostré que
cuando se trabaja con vinazas que contengan 25% de sdlidos totales, pH=4,
turbiedades mayores a 600 y menores de 700 NTU, se obtienen remociones del
50%, 89%, 25% y 61% de solidos totales, turbiedad, carb6n organico y DQO
respectivamente. La principal desventaja de este tipo de tratamiento es la
necesidad de llevar a cabo diluciones para la eliminacién de turbiedad (1:10) y de
COT (1:1000) (Davila et al, 2011).

2.3.7 Flotaciéon con aire disuelto

Este tipo de tratamiento no es comunmente utilizado a escala industrial, pero en
los casos donde se ha llegado a utilizar es necesario la adicion de un polimero
para la aceleracion de la separacion de los solidos suspendidos, con lo cual se
llega a remociones del 80%, sin embargo, una desventaja es que la DBO vy los
sélidos disueltos no alcanzan remociones significativas (Lopez-Lopez et al., 2010).

2.3.8 Lagunas de sedimentacion

Generalmente son utilizadas para el almacenamiento de las vinazas, pero se han
llegado a utilizar adicionalmente como sedimentadores primarios, ya que se logran
remociones de mas del 90% de los sélidos suspendidos presentes en las vinazas,
una de sus principales desventajas es que su disefio no contempla la
impermeabilizacion del suelo, por lo que una contaminacion a éste se encuentra
siempre presente (Ifiguez y Hernandez, 2010).

2.3.9 Ozono

Debido a que el ozono se considera un oxidante fuerte, comunmente es utilizado
para degradar el color, fenoles y pesticidas como un pre o post tratamiento de un
proceso biolégico. Goyes y Bolanos (2005) ha demostrado la reduccion de materia
organica en las vinazas de un 97% con tiempos de reaccion de menos de 3.5
minutos, produciendo como productos secundarios agua con sal y gases de
combustién. Este tipo de tratamiento es costo y para pequefias empresas no
resulta factible en el aspecto econémico.
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Por otra parte, estudios realizados por Siles et al. (2011) demuestran con que 15
min de ozonacidén la concentracion de fenoles en las vinazas se reducen
aproximadamente al 40%, mientras que al estar en contacto las vinazas con el
o0zono por mas de 60 min la concentracion de fenoles se reduce como maximo en
un 65%, esta técnica fue realizada con reactores que contenia 34 g de Oz.m3y
con un pH &cido; sin embargo, no se demuestran reducciones significativas en
otros tipos de compuestos.

2.3.10 Digestién anaerobia

La digestion anaerobia es una de las tecnologias que se han utilizado mas para el
tratamiento de las vinazas debido a sus costos bajos de operacion, la escasa
produccion de lodos y la generacion de sub-productos como el biogas (Robles-
Gonzaélez et al., 2012)

Bazua et. al (1991), realizaron experimentos a escala laboratorio y piloto
combinando un sistema anaerobio y aerobio. El sistema aerobio consistié en una
cama fluidizada de 0.12 m® (dimensiones del reactor: diametro de 30 cm y una
altura de 4 m), la temperatura se mantuvo entre los 30 y 37 °C; mientras que el
reactor aerobio consisti6 en dos camaras de discos biolégicos rotatorios, para el
laboratorio 5 por cada camara (10) y para la planta piloto 18 en cada cadmara (4)
con una superficie de area por disco de 7 y 450 m? respectivamente.

Los resultados mostraron que para el tratamiento anaerobio se logran remociones
del 70% de DQO con una produccién de 7 m? d* de biogas, el cual contuvo el 70-
80% de metano, mientras que en el tratamiento aerobio las remociones de DQO
no fueron mayores al 60%. Una desventaja de este tipo de tratamiento es la
generacion de solidos y el costo de energético para aumentar la temperatura en el
sistema anaerobio (Bazua et. al, 1991).

En el afio 2004 se puso en marcha una planta para tratar 800 m? de vinazas de
destileria de alcohol en Cuba, con una producciéon de 16,000 m?® de biogas. La
operacion del reactor se baso en la aclimatacion de los lodos durante 8 meses con
un pH de 7 unidades y una carga organica de operacién de 20 g DQO L. El
inconveniente de esta planta es que se mezclan las vinazas con agua procedente
de azucares, por lo tanto, no se alcanza la carga organica de alimentacion del
reactor; para solucionar este tipo de problema se tiene contemplado el introducir
las vinazas crudas o el utilizar otro tipo de aguas residuales, sin embargo, no se
han estudiado los posibles efectos que éstos puedan llegar a ocasionar (Obaya-
Abreu et. al, 2004).

Farhadian et al. (2007) utilizaron reactores anaerobios de lecho fijo y de flujo
ascendente, empacados con diferentes materiales inorganicos, los resultados
mostraron que la eficiencia de remocion de DQO dependia del tipo de empaque
utilizado, para empaques industriales estandar corrugados se obtuvieron
eficiencias méaximas del 93%, sin embargo, para empaques de PVC las
remociones no fueron mayores del 77%.
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Méndez-Acosta et al. (2010), estudiaron el uso de un reactor anaerobio tipo CSTR
(reactor de agitacion continua, por sus siglas en ingles), en el cual se regul6 el pH
a 6.5-7 mediante la adicion de NaOH vy se trabajo con una temperatura de 35 °C,
logrando remociones del 90-95% de DQO con la produccion de 537 L de biogéas /
1 kg de DQO removido, el cual se encontré6 compuesto por 65% de metano.

Los principales inconvenientes de los reactores anaerobios son la lenta puesta en
marcha, la existencia de zonas muertas cuando se opera a velocidades bajas,
susceptibilidad a la presencia de solidos en el influente y presencia de biomasa
activa en el efluente (Nicolella et. al, 2000).

2.4 Biofiltracién

Los dos sistemas de filtracion principales para el tratamiento de aguas residuales
son la filtracion sobre lecho organico, también llamada biofiltracion (Buelna, 1994)
yl os filtros de | echo sumer gi dao.biomadao s
inmovilizada, empacados con diversos tipos de materiales que actian como medio
filtrante; mientras que los filtros de lecho sumergido son reactores con algun

bi

of

materi al de soporte | os cual es s e encuent

(Medina-Mazari, 2012).

Los materiales que actian como medio filtrante pueden ser rocas, paja, trozos de
madera, turba, entre otros (Medina-Mazari, 2012) y sus principales funciones son
la de fijar las sustancias contaminantes por mecanismos fisico-quimicos y el
proveer una superficie tal que permita el crecimiento y desarrollo de comunidades
microbianas u hongos encargadas del tratamiento de las aguas residuales
(Buelna, 1994).

Este proceso es comunmente utilizado de manera descendente, donde el influente
es introducido por la parte superior del reactor mediante un distribuidor, fluye a
través del medio filtrantes donde se lleva a cabo el crecimiento de
microorganismos que se nutren del material organico y oxigeno presente en las
aguas contaminadas (Escalante-Estrada et al., 2000), es comunmente utilizado el
aire como suministro adicional de oxigeno ya que la falta de éste puede llegar a
limitar la productividad del micelio (Frederick et. al, 1992) con el paso del tiempo y
debido al aumento poblacional de los microorganismos se forma una capa sobre la
superficie del medio filtrante la cual es llamada biopelicula, el material de soporte
se encargada de retener el lecho del medio filtrante y de permitir que el aire fluya
de manera uniforme en todo el filtro (Garcia-Sanchez, 2007), finalmente el agua
tratada se recolecta en la parte inferior (Escalante-Estrada et al., 2000).

De acuerdo a Davila-Solano (2004) durante los procesos de biorremediacion se
llevan a cabo la desintegracién de componentes organicos como lo son desechos
toxicos por medio de microorganismos para transformarlos en compuestos mas
sencillos e inocuos al ambiente, Garzon-Zufiga et al. (2008), mencionan que
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dichos contaminantes son removidos mediante tres procesos simultaneos que
ocurren durante la biofiltracion:

1. Filtracioén, en la cual se reducen los sélidos
2. Adsorcioén, absorcion e intercambio idnico
3. Degradacioén biolégica

Medina-Mazari (2012) sefiala que la eficiencia de un biofiltro con un medio
organico de empaque estd en funcion del area superficial especifica del medio
filtrante, la profundidad de este medio y la carga hidraulica, mientras que Couillard
(1994) hace mencién de los principales factores para el tratamiento de aguas
residuales, entre los que se encuentran el tiempo de residencia hidraulica, el area
especifica y profundidad del medio filtrante.

Garzon-Zuniga y Moeller (2007), desarrollaron biofiltros aerobios que emplean
como soporte, residuos de madera donde se lleva a cabo el crecimiento de la
biopelicula microbiana, obteniendo altas eficiencias de remocion de materia
organica medida como DBOs, nutrientes y coliformes fecales. De acuerdo a
Flemming y Wingender (2001), la adhesion de los microorganismos a los residuos
de madera se lleva a cabo por la produccién de polimeros extracelulares (poli-B-
hidroxibutiratos) y de estructuras como los flagelos vy pilis.

De acuerdo a Wakelin et al. (2010) los organismos predominantes en los biofiltros
son las bacterias facultativas y aerobias, los cuales descomponen la materia
organica, mientras que en la parte baja de los biofiltros se encuentran las bacterias
nitrificantes. Las Achromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas y Alcaligenes son
los géneros de bacterias comiunmente asociados con los biofiltros.

2.4.1 Material de empaque

Para la seleccion de un medio filtrante debe tomarse en cuenta las caracteristicas
reportadas por Couillard (1994) y Metcalf y Eddy (2003) entre las que se
encuentran la capacidad de retenciéon de humedad, el pH, la porosidad, le
densidad aparente, las caracteristicas medicinales, farmacéuticas o toxicoldgicas,
usos y disponibilidad. Una vez seleccionado el medio filtrante se debe de realizar
su caracterizacion mediante pruebas de porosidad in situ, de conductividad
hidraulica y caracterizacion fisico-quimica, toxicolégicas y de resistencia mecénica
(Garcia-Sanchez, 2007).

Otra de las caracteristicas a tomar en cuenta en la seleccion del tipo de empaque
es agua que se va a tratar y la concentracion de los contaminantes (Chaudhary et
al., 2003). Un material de empaque ideal es aquel que tiene una elevada area
superficial por unidad de volumen para el desarrollo de la biopelicula, es de bajo
costo, es muy durable y tiene una alta porosidad, lo que minimiza las
obstrucciones y permite una buena circulacion de los fluidos (Metcalf y Eddy,
2003).
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Los materiales organicos tienen una mayor adsorbancia comparado con los
materiales inorganicos, la razén de esto es debido a que los primeros contienen
una mayor variedad de grupos reactivos como carboxilo, amino e hidroxilo
localizados en la superficie del material organico (Medina-Mazari, 2012).

2.4.2 Porosidad del empaque

Los principales atributos que se busca en un material de empaque es que cuenten
con una elevada porosidad, con lo cual se tendr4 una mayor area superficial y que
sus propiedades hidraulicas sean buenas (Medina-Mazari, 2012). Mientras mayor
sea la porosidad en el empaque, el biofiltro tendra una mayor area superficial, lo
que permite que una mayor cantidad de microorganismos pueda adherirse a éste
y que su biopelicula sea mas estable y resistente comparada con aquella que
crece sobre materiales menos porosos (Cohen, 2001), ademas la pérdida de
carga a través del biofiltro disminuye (Stevik et al. 2004). Adicionalmente, al
contarse con microporos en el material de empaque se favorece la degradacion de
compuestos dificiles de biodegradar, esto debido a que el agua residual
permanece en contacto con los microorganismos por periodos de tiempo mayores
(Cohen, 2001).

2.4.3 Obstrucciones en el material filtrante y la pérdida de carga

Las obstrucciones en los biofiltros se presentan como otra limitante o
inconveniente en este tipo de sistemas y es debida principalmente al crecimiento
de la biomasa sobre el material de empaque (Stevik et al., 2004) lo cual a su vez
restringe el area de superficie efectiva de los poros (McDowell-Boyer et al., 1986),
sin embargo hay otros factores que pueden ocasionarlo, como es la acumulacion
de materiales sélidos (Stevik et al., 2004), la cual puede presentarse tanto en la
superficie como en la parte inferior del biofiltro (McDowell-Boyer et al., 1986) y la
p®r di da de <carga, gue es dAla dificult
col umna del ma t EadinsaMazarif ROLZ),r la rcwak Gausa( una
disminucién en los espacios vacios dentro de la columna y un incremento de la
velocidad de la filtracion provocando el arrastre de las particulas hacia las capas
inferiores del biofiltro (Metcalf y Eddy, 2003) ocasionando que la calidad del
efluente se vea afectada (Medina-Mazari, 2012).

Mientras mas grande es el empaque, mayor sera la presencia de espacios vacios
por los cuales podran circular los fluidos, por consiguiente, la pérdida de carga
sera menor. Por otra parte, los empaques pequefios pueden llegar a compactarse
y formar taponamientos (disminuye su porosidad), lo que aumenta la presion
necesaria para que los fluidos atraviesen el biofiltro, sin embargo, al utilizarse
particulas de gran tamafio la retencion de contaminantes no sera la adecuada
para que el sistema alcance las eficiencias que se requieren (Medina-Mazari, 2012
y Garcia-Sanchez, 2007).
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3. Antecedentes

3.1 Hongos

Los hongos son organismos eucariontes, heterotrofos y en su pared celular
contienen un polisacarido nitrogenado llamado quitina, ademas su cuerpo se
encuentra conformado por filamentos microscopicos ramificados llamados hifas
(también llamadas lAdminas), que a su vez se encuentran en conjuntos llamados
micelios

Las hifas se encuentran en la superficie externa del hongo y son tubos largos y
finos, lo que ayuda a que los hongos obtengan su alimento absorbiendo materia
organica desde el exterior a través de sus paredes celulares. Mientras que el
micelio se forma a partir de que las hifas se ramifican y crecen en varias
direcciones (Campell et al., 2007).

Al ser heterétrofos, los hongos obtienen los nutrientes a partir de materia
elaborada por otros organismos, sin embargo, como no son capaces de ingerir la
materia organica segregan enzimas al medio, las cuales rompen las grandes
moléculas orgénicas y los hongos absorben a través de las paredes y membranas
de las hifas las moléculas previamente rotas.

Los hongos se clasifican generalmente en cuatro grupos, los cuales son
Chytridiomycetes, Zigomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes (Garcia-Sanchez,
2007).

Las principales caracteristicas que diferencian un hongo de una bacteria (Solomon
et al.,, 2011) son:

1. Morfologia, ya que las bacterias crecen de forma esférica (cocos) o de
baston (bacilos) y los hongos en forma de hifas.

2. Estructura, los hongos (Figura 3.1) cuentan con basidios, hifas, micelios,
volva, pared celular; y las bacterias (Figura 3.2) con flagelos, ribosomas,
pared celular, citoplasma, membrana citoplasmatica, inclusiones y fimbrias.

3. Reproduccién, los hongos se reproducen de manera asexual, por esporas y
sexual, mientras que las bacterias de manera asexual y sexual.

4. Respiracion, los hongos en su mayoria son aerobios, en cambio las
bacterias pueden llegar a ser aerobias y anaerobias.
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Los hongos han sido ampliamente estudiados debido a su capacidad de producir
una gran variedad de proteinas extracelulares, acidos organicos y otros
metabolitos, asi como su capacidad de adaptacibn a ambientes contrastantes
(Mohana et al., 2009).

3.2 Hongos basidiomicetos

Los hongos basidiomicetos son un grupo de hongos que abarcan alrededor de
treinta mil especies (Rojas-Ramirez, 2013), son considerados especies superiores
debido a su complejidad morfologica y la presencia de basidios (caracteristica
principal que los identifica y define), su reproduccion es sexual mediante esporas
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gue son producidas en érganos fértiles llamados basidios, en funcién al nimero de
esporas que alberguen en sus esterigmas (cavidades externas encargadas de la
generacion de esporas) se dividen en bispéricos o tetrasporicos. (Campell et al.,
2007), se caracterizan por sus setas en forma de sombreros (Garcia-Sanchez,
2007).

Los hongos basidiomicetos pueden dividirse en dos categorias: hongos de
pudricion blanca y hongos de pudricion café, esta clasificacion se basa tanto en el
color del micelio del hongo como en el color de los residuos que generan. El color
café se atribuye a la degradacion incompleta de la lignina lo cual contrasta con los
hongos de pudricién blanca que realizan una degradacion mas completa (Cruz-
Colin, 2003).

Estos hongos basan su importancia en que pueden degradar o descomponer la
lignina, la cual es un polimero aromético, heterogéneo y complejo que protege las
pl antas de ataques fitopat -genos; as?
acei t eras, text i RomsRawmirep a0p3y. Elerinaigaloobjdtivo de los
tratamientos con hongos basidiomicetos es purificar el efluente consumiendo las
sustancias organicas, reduciendo con esto la demanda quimica y biologica de
oxigeno y obteniéndose algunos productos valorizables como biomasa rica en
proteinas para el alimento de ganado; ademdas cuentan con una menor
sensibilidad a los cambios de temperatura, nutrientes, aireacion (Pant y Adholeya,
2007; Espana-Gamboa et al., 2011) y pH, ya que pueden soportar pH's de 2 a 9
unidades, siendo el 6ptimo de 5.6 (Carranza-Diaz, 2006).

3.3 Hongos basidiomicetos en la bioremediacion

Los hongos de podredumbre blanca basan su funcionamiento en la degradacion
de las melanoidinas debido a las similitudes quimicas, espectroscopicas y
composicién elemental que éstas tienen con los acidos humicos del suelo. Estos
dos compuestos son sustancias poliméricas coloidales y de peso molecular
variable, ademas de contener en su estructura lignina (Gonzéalez et al., 2006). De
acuerdo a Satyawali y Balakrishnan (2011) algunos de los hongos estudiados en
la degradacion de melanoidina sintética son el Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor (Gonzalez et al., 2006), Coriolus hirsutus (Miyata et al., 1998)
y Coriolus versicolor, sin embargo, para éste ultimo fueron requeridos nutrientes
adicionales como lo son la glucosa y la peptona (Aoshima et al., 1985; Chopra et
al., 2004).

Ademas de la lignina y la melanoidinas, este tipo de hongos puede degradar

muchos compuestos quimicos insolubles (Barr y Aust, 1994) tales como:

1. Aromaticos policicliclos: Benzopireno, pireno y antraceno.

2. Aromaticos clorados: Pentaclorofenol, 4-cloroanilina, bifenilos policlorados vy
dioxinas.

3. Plaguicidas: DDT, lindano, clordano y toxafeno.

4. Colorantes: Azul de metileno y cristal violeta.
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5. Municiones: 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), ciclotrimetilenotrinitroamina (RDX),
ciclotetrametilenotetranitroamina (HMX)

Garcia-Sanchez (2007) menciona el uso de biofiltros inoculados con el hongo
Pleutorus ostreatus para la degradacion del colorante AD2, obteniendo
remociones generales del 95% y 40% para el colorante y DQO respectivamente, la
baja remocién de la DQO debido a la degradacién del color. Mientras que Kwang-
Soo y Chang-Jin (1998) demostraron la degradacion del colorante azul de
bromofenol en un 98% con medios limitados de nitrogeno.

Por su parte Davila-Solano (2004) estudié la degradacion del colorante naranja
acido 24 con los hongos Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium
empacados en turba, logrando con este ultimo remociones mayores al 90% de
color, DQO, COT y toxicidad.

Ademas, se han utilizado estos tipos de hongos en la remediacién de suelos
contaminados por plaguicidas como el pentaclorofenol (Quintero-Diaz, 2011) con
potenciales de oxidacion menores a 8 mV debido a su capacidad oxidativa y el
DDT (Cruz-Colin, 2003) con el que se obtuvieron remociones del 76% a
temperatura ambiente y con valores bajo de materia organica y altos de
intercambio idnico.

3.3.1 Uso de hongos basidiomicetos en el tratamiento de vinazas

Se han llevado a cabo estudios sobre el uso de hongos para la degradacion de la
materia organica (Robles-Gonzalez et al., 2012), los cuales se basan en la
conversion de la lignina a lignocelulosa por enzimas extracelulares no especificas,
la cual puede ser aprovechada como fuente de energia y carbono por otros
organismos. Los estudios se llevaron a cabo a nivel laboratorio y con el uso de
suplementos de fuentes de carbonos, como lo son la glucosa en la mayoria de los
casos.

Para el tratamiento de vinazas provenientes de industrias productoras de vinos se
han estudiado los hongos Trametes pubescens (Melamane et al., 2007 y Strong vy
Burgees, 2008a) y P. chrysosporium (Potentini and Rodriguez-Malaver, 2006), los
cuales demostraron que la eficiencia de remocion de color y fenoles no se ve
afectada por la temperatura (25 y 39 °C). Por otra parte, Ferreira et al. (2011)
utilizaron Pleurotus sajor-caju para el tratamiento de vinazas provenientes de la
industria azucarera, con el cual obtuvieron remociones del 83% DQO, 75% DBO y
99% color y turbiedad; ademas realizaron bioensayos de toxicidad con lo cual se
demostré una reduccién de ésta después de su tratamiento; Kahraman y Yesilada
(2003), realizaron ensayos con los hongos Coriolus versicolor, Funalia trogii,
Phanerochaete chysosporium y Pleurotus pulmonarius y demostraron que los mas
eficientes para la remocion de color son el Coriolus versicolor y el Funalia trogii.
Para el tratamiento de melazas provenientes de la industria azucarera Garcia et al.
(1997), utilizaron Aspergillus terreus y Geotrichum candidum, con lo cual después
de 5 dias obtuvieron remocion del 66 y 70% de los fenoles respectivamente;
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Jiménez et al. (2005) estudiaron el crecimiento del hongo Penicillitum decumbens,
asi como la remocion de fenoles y color, con lo cual obtuvieron crecimientos de
biomasa de 0.35 g VVS/ g DQO, ademas de 74 y 41% de remocion de fenoles y
color.

El tratamiento con hongos de las vinazas reduce el contenido de materia organica,
medida como DQO, sin embargo, el pH del agua tratada se acidifica sin importar el
tipo de hongo que sea utilizado (Strong y Burgess, 2008a).

3.3.2 Sistema lignilolitico de los hongos basidiomicetos

La lignina es un polimero natural, que cuenta con una estructura compleja y
variable, dicha estructura forma parte de la pared celular de las plantas superiores,
formando una matriz compleja sobre las fibras de celulosa y hemicelulosa,
confiriendo rigidez a la pared lo que le ayuda a resistir el ataque de cierto tipo de
microorganismos (Llado-Fernandez, 2012). Precedido a la celulosa, la lignina es el
segundo compuesto mas abundante en la naturaleza y representa el 25% de la
biomasa de las plantas (Gonzalez et al., 2006).

De acuerdo a Barr y Aust (1994), la estructura de la lignina es heterogénea e
irregular, ademéas de que se produce una macromolécula altamente compleja,
amorga e insoluble en agua, lo cual se puede apreciar en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Estructura de la lignina (Barr y Aust, 1994)

El metabolismo lignilolitico, es general ment e degradacerdde
lignina (SDL ) Bl SDL es extracelular y es el sistema catabdlico mas importante de
degradacion de xenobiéticos (Quintero-Diaz, 2011), en el intervienen un grupo de
hemoproteinas extracelulares denominadas enzimas ligninoliticos: lacasas (Lac) y
peroxidasas, de entre las cuales la lignina peroxidasa (LiP) y manganeso
peroxidasa (MnP) son las mas importantes (Llado-Fernandez, 2012; Quintero-
Diaz, 2011; Retes-Pruneda et al., 2014).

flLa principal diferencia entre las lacasas y las peroxidasas recae en la naturaleza
del aceptor electronico, ya que las lacasas utilizan Oz, mientras que las
peroxidasas necesitan H2020 (Llado-Fernandez, 2012), debido a que estas
enzimas son oxidasas, no utilizan la lignina como fuente de carbono para su
desarrollo, sino que la degradan y de esa forma obtienen sus nutrientes (Cruz-
Colin, 2003).

3.3.3 Mecanismos de biodegradacion

Los basidiomicetos degradan completamente la lignina mediante enzimas
modificadoras basadas en radicales libres y con baja especificidad de sustrato
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(Llado-Fernandez, 2012), las cuales son productos del metabolismo secundario
bajo un proceso aerobio y trabajan a niveles de pH bajos. Los mecanismos que
intervienen en la degradacion o modificacion de los contaminantes por medio de
dichos hongos no usan substratos para su crecimiento, es decir, la degradacion se
hace por cometabolismo (Quintero-Diaz, 2011).

Las enzimas que actlan en el proceso de degradacion de lignina tiene una baja
especificidad y una fuerte capacidad oxidativa, por lo que los hongos de
podredumbre blanca pueden llegar a degradar una gran cantidad de compuestos
organicos que contengan estructuras similares a la lignina, como los hidrocarburos
policiclicos aromaticos, cloroanilinas y colorantes (Rojas-Ramirez, 2013).

Otro mecanismo descrito por Llado-Fernandez (2012) sefiala que debido a que su
sistema lignilolitico es extracelular permite degradar los sustratos sin tener que
internalizarlos y con esto permitir la oxidaciébn de compuestos poco solubles en
agua y aumentar su tolerancia a concentraciones de contaminantes.

La eficiencia de los hongos basidiomicetos depende del crecimiento, la
colonizacion y de la produccion de enzimas, lo cual a su vez depende de la
concentracion y disponibilidad de los nutrientes que requieren para llevar a cabo
dichos procesos.

3.3.4 Hongo Phanerochaete chrysosporium

La taxonomia del hongo Phanerochaete chrysosporium, de acuerdo a Volk (1999)
es la siguiente:

Division: Basidiomycota

Subdivisién: Basidiomycotina

Clase: Agaricomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden: Corticiales

Familia: Phanerochaete

Este tipo de hongos no forma una seta ni sombrero, sino que tienen cuerpos
planos que aparecen en las cortezas de los arboles, particularmente en la parte
inferior del tronco. Se caracteriza por ser una especie de pelusa blanca.

La principal ventaja de la utilizacion de este hongo es que dejan la celulosa intacta
y solo actian sobre la lignina, ademas de que su temperatura Optima de trabajo es
alrededor de los 40°C, lo que facilita su utilizaciébn en ambientes de condiciones
extremas.

3.3.5 Hongo Pleurotus ostreatus
La taxonomia del hongo Pleurotus ostreatus, de acuerdo a Garcia-Sanchez (2007)

es la siguiente:
Division: Basidiomycota
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Subdivisién: Basidiomycotina
Clase: Homobasidiomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Tricholomateles
Familia: Pleurotaceae

Este tipo de hongo cuenta entre otras caracterizas macroscopicas la formacion de
un sombrero en forma de ostra de 5 a 15 cm de diametro, de textura lisa y brillante
y con colores variables que van desde el beige, pasando por el gris claro, gris
oscuro y llegando hasta colores grises azulados.

Adicionalmente cuentan con laminas cuyo limbo se prolonga a lo largo del tallo, el
cual mide de 1 a 4 cm de largo y de 1 a 2 cm de diametro y se encuentra
recubierto de pelos blancos; las laminas suelen estar juntas, sin embargo, no son
homogéneas, van desde el sombrero hasta la base, son de color blanquecino y
toman un tono crema al envejecer.

Este tipo de hongos son caracteristicos de los arboles que llevan tiempos
derrumbados, fructifera en verano y otofio. Su carne tiene un olor fungico suave,
cuenta con un sabor dulce y agradable. Por considerarse un hongo comestible, en
los dltimos afios se difundido su consumo a nivel mundial, por lo cual se puede
encontrar en el mercado todo el afio, en muchas ocasiones con el nombre comun
de seta de cardo u oreja de casahuate.

3.3.6 Hongo Coriolus versicolor

La taxonomia del hongo Coriolus versicolor o también llamado Trametes
versicolor, es la siguiente:

Division: Basidiomycota

Subdivisién: Basidiomycotina

Clase: Homobasidiomycetes

Subclase: Aphyllophoromycetidae

Orden: Poriales

Familia: Coriolaceae

Este hongo puede llegar a medir de ancho 10 cm y con un grosor de 2 mm en el
borde y 5 mm en la unién con el tallo. Su forma es semicircular o de abanico y
cuenta con una gama de colores variada, ya que las hay de tonos claros casi
blancos hasta practicamente negros, tomando distintos matices marrones o grises.
Los especimenes jovenes cuentan con una superficie vellosa la cual la pierden al
madurar, y el borde es ondulado y de forma irregular.

Su carne es muy duray de color blanco y fibrosa; se caracterizan por crecen sobre
coniferas y arboles frutales, puede generarse en cualquier época del afio si las
condiciones ambientales que se presentan son las adecuadas. Son especialmente
utilizados en aspectos medicinales para tratar diversos tipos de cancer y para
minimizar los efectos de la quimioterapia.

Alvillo Rivera Angélica Julieta Pagina29



4. Metodologia

Tratamiento de vinazas de tequila con hongos basidiomicetos

La investigacion se realizO0 a escala laboratorio, a continuacion, se presenta el
planteamiento metodoldgico (Figura 4.1):

Justificacién del
uso del ficus como
material para la
biofiltracion

_

Seleccion del material
para la biofiltracion

J/

~

Metodologia }—»‘

Desarrollo de la
biomasa fungica

o
s
Caracterizacion del

material elegido

. J/

Propagacion para

mantenimiento de

las cepas (medio
solido)

Seleccionde cepas en
medios de cultivo
solidos

-
A
Propagacion masiva de 4
las cepas para
inoculacion de los
reactores (medio liquido) \

Montaje de los
sistemas
experimentales

Crecimiento de cepas
en medios de cultivo
liquidos

Evaluacién del proceso

Seguimientode |
de biofiltracién eguimientode fos

-

- J sistemasde
- ~ biofiltracion
Empaque e
inoculacién del
biofiltro

\
Figura 4.1 Metodologia

4.1 Seleccion del material para la biofiltracion

Debido a que el Ficus (Phicus benjamina) es una especie que se encuentra en
abundancia en la mayor parte del estado de Morelos y que su disponibilidad es
durante todo el afio y sin costo alguno debido a su procedencia de los desechos
de podas de jardines y area verdes, este material fue seleccionado como medio de
soporte para el crecimiento de los hongos basidiomicetos, ademas de ayudar a
minimizar el problema de su disposicion.

Debido a que los hongos basidiomicetos trabajan mejor a pH’s acidos y a que la
madera se degrada mas rapidamente a pH’s basicos (Kwang-Soo et al., 1997), el
uso de las astillas de ficus se presenta como una opcién adecuada para ser
utilizado como material de soporte organico puesto que su degradacion se llevara
de manera mas lenta que al trabajar con pH’s basicos.
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Ademas, reune las siguientes caracteristicas benéficas de acuerdo a Garzon-
Zufiga y Moeller (2005):

1 Rugosidad

1 Porosidad

1 Resistencia al atague microbiano

1 Bajo costo y disponibilidad en el mercado

Entre las caracteristicas generales que menciona Garcia-Sanchez (2007) se tiene
gue es fiun 8r bol -6ande aiya en lagedva thja cadueifolid, con
copa densa y ramillas colgantes, muy ornamental. Corteza lisa y gris. Yemas
terminales de color verde y agudas. Hojas alternas, de unos 10-12 cm de longitud,
de forma eliptica, con la superficie verde brillante. El 4pice es bastante acuminado,
la base es redondeada y su textura es un poco coriacea. Peciolos largos, de 2.5
cm de longitud, glabros y algo acanalados por la parte de arriba. Frutos axilares,
sésiles, de globulares a oblongos, de alrededor de 1 cm de diametro, de color
parpura-r oj i zo en | a madurez, contrastando con

Las principales caracteristicas fisicoquimicas con las que cuenta el ficus de
acuerdo a Garcia-Sanchez (2007) es la presencia de flurocomarinas que causan
irritacion a la piel y la fotosensibilidad a las plantas que entran en contacto con el
latex que generan, sin embargo, estas propiedades no causan un efecto toxico
para los hongos.

La madera de ficus fue triturada y posteriormente se tamizé con tamices cuyos
diametros de abertura fueron de 1/ 2 0, 3Fig8ra 4.3), el niaterial no
retenido dentro de los tamices se desechd y lo que fue retenido se utilizé para el
empaque de los biofiltros y sus correspondientes pruebas. Adicionalmente se
tamizé la grava, con un diametro méximo de 2.5 cm (Figura 4.3).

Figura 4.2 Medio filtrante (Ficus)
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Figura 4.3 Material de soporte

4.1.1 Caracterizacion del material elegido

Las pruebas realizadas para la caracterizacion del ficus (material filtrante) se
realizan de acuerdo a lo descrito por Garzon-Zuniga et al. (2003) (Anexo 1) y
fueron las siguientes:

1 Pruebas de vaciado en columna

1 Pruebas de conductividad hidraulica

91 Preparacién del medio filtrante

1 Hidrodindmica de los biofiltros (determinacién del porcentaje de humedad,
porosidad y espacios vacios)

4.2 Desarrollo de la biomasa fungica

El desarrollo de la biomasa fungica se llevo a cabo en dos etapas, la primera fue el
mantenimiento de las cepas de hongos mediante cultivos sélidos y la segunda fue
su crecimiento masivo para llevar a cabo la inoculacion de los reactores.

4.2.1 Propagacion para mantenimiento de la cepa del hongo (medio sélido)

El procedimiento para llevar a cabo la preparacion de medio de cultivo sélido fue el
siguiente:

1. Pesar 39 g de medio PDA, por sus siglas en inglés (Agar-papa- dextrosa) y

disolver en 1 L de agua desionizada, esto con agitacion y calentamiento

constante en matraces Erlenmeyer de 500 mL.

Sellar con un tapén de algodén y papel aluminio.

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 120°C y 137.9 KPa.

En una campana de flujo laminar vaciar el medio de cultivo (tibio)

esterilizado en cajas Petri y dejarse enfriar.

5. Posteriormente, sembrar los hongos, tomando una muestra de éste e
introduciéndola dentro de las cajas Petri en condiciones estériles (campana
de flujo laminar y cerca del fuego)

Pown
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6. Colocar las cajas sembradas en una incubadora a 33°C aproximadamente
para que el hongo pueda desarrollarse. Bajo estas condiciones, el hongo
crece en un lapso de 10 a 15 dias.

4.2.2 Propagacion masiva del hongo para inoculacion de los reactores
(medio liquido)

=

Pesar 15 g de medio MEB, por sus siglas en inglés (Caldo de extracto de
malta) y disolver en 1 L de agua desionizada, esto con agitacién constante.
Vaciar a matraces Erlenmeyer de 100 mL.

Sellar con un tapon de algodon y papel aluminio.

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 120°C y 137.9 KPa.

Dejar enfriar y depositar en ellos una muestra del hongo proveniente del
cultivo en medio soélido en condiciones estériles (campana de flujo laminar y
cerca del fuego)

6. Sellar nuevamente con los tapones de algodén y colocarse en agitacion
orbital constante a una temperatura de 33 °C aproximadamente. Bajo estas
condiciones, el hongo crece en un lapso de 10 a 15 dias.

abkrwn

4.2.3 Seleccion de cepas en medios de cultivo sélidos (PDA)

La seleccion de las cepas se basé en los resultados obtenidos previamente tanto
del tratamiento de colorantes como de vinazas provenientes de industrias
productoras de alcohol y azlcar, los cuales reportan a los hongos Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor como cepas capaces de
llevar a cabo la degradacion de compuestos recalcitrantes (Madrigal-Pulido, 2000).

Las cepas fueron donadas por el Herbario Micologico de Morelos (HEMIM), el cual
se encuentra en la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Las cepas
fueron entregadas en medios de cultivo hechos de harina integral de trigo (HIT) y
se encuentran clasificadas como a continuacion se describe:

HEMIM 5- Phanerochaete chrysosporium
HEMIM 9- Trametes versicolor
HEMIM 50- Pleurotus ostreatus

Debido a que solo se trabajé con dos cepas de hongos, se determinaron cuales
crecieron (se adaptaron) mejor a la vinaza de Tequila mediante el siguiente
procedimiento:

1. Preparar 1 L de medio de cultivo soélido al 10% (900 mL agua desionizada y
100 mL de vinaza).

2. Preparar 1 L de medio de cultivo solido al 20% de vinaza (800 mL agua
desionizada y 200 mL de vinaza).

3. Sembrar por triplicado cada uno de los hongos en los cultivos solidos.

4. Medir manualmente el crecimiento diario de los dos diametros (largo y
ancho) y del radio de los hongos (Quintana-Obregon et al., 2010).
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5. Evaluar los resultados obtenidos y proceder a la propagacion masiva de los
hongos seleccionados, mediante su siembra en medios liquidos preparados
con extracto de malta (4.2.2).

4.2.4 Crecimiento de cepas en medios de cultivo liguidos (extracto de malta)

Se sembraron las tres cepas de hongos basidiomicetos en medios de cultivo
liquido preparados con diferentes relaciones vinaza:agua, para establecer el
porcentaje de vinaza con el que se diluyo el influente a los biofiltros, mediante el
siguiente procedimiento:

1. Preparar 1 L de cultivo de medio liquido para cada una de las siguientes
relaciones vinaza:agua, 20:80, 40:60, 60:40 y 100%.

2. Repartir cada uno de los litros en matraces Erlenmeyer de 250 mL
(aproximadamente 125 mL) y esterilizar.

3. Dejar enfriar y depositar en ellos una muestra del hongo proveniente del
cultivo en medio sélido con PDA en condiciones estériles (campana de flujo
laminar y cerca del fuego)

4. Sellar nuevamente con los tapones de algodon y colocarse en agitacion
orbital constante a una temperatura de 33 °C aproximadamente.

5. Observar durante 10 dias el crecimiento del hongo y seleccionar aquellos
en los que se encuentre presente el desarrollo de la cepa.

Adicionalmente se llevaron a cabo siembras en medios de cultivo solidos para
determinar si existe el crecimiento de algun tipo de hongo ajeno a los
seleccionados en la vinaza proveniente de una industria de tequila, esto mediante
la toma de una alicuota de la vinaza de alimentacion para los biofiltros.

4.3 Evaluacion del proceso de biofiltracion
4.3.1 Montaje de los desarrollos experimentales

Se construyeron 3 reactores de acrilico de 0.6 m de altura, 9.3 cm de diametro y
un volumen de 4.5 L. Cada reactor contd en la parte superior una entrada para la
alimentacion del agua y en el fondo del reactor se encontré el punto de salida, y un
puerto de aireacion también en la parte baja del reactor. Dentro del reactor se
coloco una capa de grava que permitié retener el material filtrante, posteriormente
el medio filtrante y en la parte superior una capa de trozos finos de madera
(aserrin) para favorecer la distribucion del influente liquido por difusion (Figura 4.4
y 4.5).

Cada uno de los reactores inoculados con las cepas de hongos basidiomicetos
contuvo 4.5 L de astillas de ficus humedecidas al 65%, tal como describe Garzon-
Zufiga (2001) (Figura 4.6) antes de ser inoculados, esto para propiciar la
expansion del material y por consecuencia facilitar la colonizacion de las cepas
fungicas. Al finalizar las pruebas hidraulicas, se inocularon dos biofiltros, uno con
el hongo Phanerochaete chrysosporium (BF 1) y otro con el Trametes versicolor
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(BF 2) (Figura 4.7 y 4.8), adicionalmente se instald un tercer biofiltro sin ninguna
cepa para fungir como testigo (BF T) en el tratamiento de agua residual
proveniente de la industria del Tequila. Los tres reactores se pueden observar en
la Figura 4.10.

Debido a la alta concentracion de solidos suspendidos en la vinaza de tequila, se
instal6 como pretratamiento un filtro, con las mismas dimensiones que los
biofiltros, el cual se encontr6 empacado con gravilla de tres diferentes
granulometrias (tamices de numero 35, 18 y 14 cuyos diametros son 0.46, 1.00 y
1.19 mm, respectivamente).

La configuracion del sistema se muestra en la Figura 4.9, teniendo en cuenta la
filtracion como pretratamiento, el blanco y los dos biofiltros inoculados con los
hongos basidiomicetos.

9.30 cm

—

?7 Influente

5 cm de aserrin

60 cm o
50 cm de medio filtrante

| 10 cm de grava

Entrada de
aire

— > Efluente

Figura 4.4 Configuracion de los reactores
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Figura 4.6 Medio filtrante humedecido al 65%
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Figura 4.7 Inoculacion del hongo Phanerochaete chrysosporium en el medio
filtrante

-

=

Figura 4.8 Inoculacion del hongo Trametes versicolor en el medio filtrante
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Figura 4.10 Sistema de biofiltracion fungica

4.3.2 Pardmetros de operacion

La operacion de los reactores se dividié en 5 etapas (Tabla 4.1), la etapa | fue al
trabajar con una relacion vinaza:agua de 30:70, la etapa Il con 40:60, la etapa Il
con 50:50, estas tres etapas con un caudal de 2 L d%, la etapa IV con 40:60 y un
caudal de 1 L d, mientras que en la etapa V se evallo una recirculacion 1:2 para
lo cual se aliment6 un caudal de 3 L d* (preparado con 2 L d* del efluentey 1 L d-
L del influente con una concentraciéon de vinaza:agua de 40:60). Los caudales
fueron regulados mediante bombas peristalticas marca Masterflex y un rotametro
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de la marca Gilmont, el caudal de la aireacion fue de 1,000 mL miny se operaron
a temperatura ambiente y sin iluminacién artificial.

Tabla 4.1. Parametros de control del sistema de biofiltracion con biomasa fungica

RELACION
ETAPA VINAZA:AGUA (%) CAUDAL (L d?)
I 30:70 2
Il 40:60 2
1l 50:50 2
\Y; 40:60 1
V 40:60 1 influente y 2 efluente

4.3.3 Seguimiento de los sistemas de biofiltracion

Para determinar la eficiencia del sistema, se analizaron los parametros
mencionados en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Parametros de control del sistema de biofiltracion con biomasa fungica

Parametro Frecuencia Punto de muestreo
pH Diario Influente, Efluente
Temperatura Diario Influente, Efluente
Conductividad eléctrica Diario Influente, Efluente
Potencial REDOX Diario Influente, Efluente
Turbiedad Dos veces por Influente, Efluente
semana
Color Dos veces por Influente, Efluente
semana
Sulfuros Dos veces por Influente, Efluente
semana
Solidos suspendidos Dos veces por Influente, Efluente
semana
Nitrégeno total (NT) Una vez por Influente, Efluente
semana
Fésforo total (PT) Una vez por Influente, Efluente
semana
Demqnda guimica de Dos veces por Influente. Efluente
oxigeno (DQO) semana
Nitrégeno arqonlacal (N- Dos veces por Influente, Efluente
NH*4) semana
Carbdn organico total Una vez por Influente, Efluente
(COT) semana
Proteinas Una vez por Influente, Efluente
semana
Azlcares reductores Una vez por Influente, Efluente
semana
Produccion de enzimas Dos veces por Efluente
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| extracelulares | semana | |

La determinacién de proteinas se llevé a cabo por el método de Lowry y la de
azucares reductores mediante el método de Nelson (1944), el cual fue modificado
por Somogyi (1952). La determinacion del pH, temperatura, conductividad y DQO,
se llevé a cabo en base a los métodos recomendados por Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1999); el COT, nitrégeno
amoniacal, turbiedad, color, nutrientes (NT, N-NH*2 y PT), sulfuros, color,
turbiedad y sélidos suspendidos, se determinaron por las técnicas de HACH
utilizando un espectrofotometro DR 2400), y la determinacion de actividad de
enzimas fungicas extracelulares lacasas (EC 1.10.3.2) mediante la metodologia
descrita por Diaz et al. (2013).
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5 Resultados

5.1 Hidrodinamica de los biofiltros

Se realizo la determinacion del porcentaje de humedad, la porosidad y la carga
hidraulica superficial (CHS) para el medio filtrante de cada uno de los biofiltros
(Anexo 1), los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.1, la CHS para la
primer carga organica la cual se trabajé con un caudal de 2 L d* es inferior a lo
reportado por Garzon-Zufiga y Buelna (2011) que varia entre 0.05-0.3 m3 m= d*
para biofiltros empacados con materiales organicos, mientras que para la segunda
carga organica con un caudal de 1 L d! se encuentra entre los valores citados.

En esta tabla también se puede apreciar que la porosidad es mayor al 70%,
mientras que la humedad es mayor al 50% lo que aumenta el &rea superficial
dentro de los biofiltros, ademéas de favorecer la expansion del material filtrante
para que los hongos puedan colonizarlo.

Tabla 5.1. Hidrodinamica de los biofiltros

BFT BF 1 BF 2
Humedad (%) 55 53 55
Porosidad (%) 73 72 72
Qteérico:2 Ldt?
Qreal (L d?) 2.59 2.32 2.30
TRH (d?) 0.30 0.27 0.18
CHS (m3 m2d?) 0.015 0.013 0.013
Qteérico:]. Ldt?
Qreal (L d?) 1.15 1.08 1.12
TRH (d?) 0.67 0.56 0.34
CHS (m3m-=2d?) 0.007 0.006 0.006

5.2 Seleccion de cepas en medios de cultivo solidos (PDA)

Tal como se describié en la metodologia se realizaron medios de cultivo en sélido
para la seleccion de la cepa. Esto se llevo a cabo con cinco relaciones vinaza:
agua, las cuales fueron 10:90, 20:80, 40:60, 60:40 y100:0. Sin embargo, solo dos
de ellas (10:90 y 20:80) lograron solidificarse, lo cual se atribuye a las propiedades
fisico-quimicas de las vinazas de tequila, principalmente al estado acido de éstas
(Loaiza-Alanis, 2008), ya que para llevar a cabo la solidificacion de los medios
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preparados con PDA el pH requerido es de 6.8 a 7 (Loaiza-Alanis, 2008 y Agargel,
2016).

El crecimiento de las cepas se monitoreo diariamente hasta que los tres hongos
cubrieron en su totalidad el espacio disponible en las cajas Petri, las mediciones
se realizaron de forma lineal a partir del punto de inoculacion (crecimiento radial)
(Reyes-Ramirez et al., 2012) y del didmetro de la colonia (Cruz-Mufoz et al., 2015
y Lopez y Tomas, 1999), todo esto en centimetros, para posteriormente analizar
los crecimientos en &rea total (cm?) de los cultivos (Pereira et al., 2007) el cual
para la primera prueba (10:20) fue de 8 dias y para la segunda (20:80) 16 dias.
Cada prueba se realiz6 por triplicado y para establecer un crecimiento se saco su
promedio, para posteriormente graficarse y compararse. Los resultados obtenidos
se muestran en el Anexo lll.

Las tasas de crecimiento del hongo Phanerochaete chrysosporium cuando se
trabajo con un 10% de vinaza fue de 2.24, mientras que en el blanco fue de 0.32.
El crecimiento en el medio preparado con vinaza es de forma lenta durante los
primeros 4 dias y posteriormente se tiene un crecimiento exponencial (Figura 5.1),
esto se debe a que al inicio de la prueba el hongo se encontraba como una
delgada capa en la caja Petri y no era posible su medicién, sin embargo,
posteriormente la capa se vuelve mas consistente y en ambos cultivos (blanco y
con el 10% de vinaza) alcanza su crecimiento maximo a los 7 dias (Anexo lll),
mientras que en los estudios realizados por Ponce-Andrade et al. (2012) se
alcanz6 su maximo crecimiento a los 10 dias tanto para Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus en los medios
preparados con PDA.

El crecimiento del hongo Trametes versicolor es ligeramente menor en el medio
preparado con vinaza al 10% en comparacion al blanco al inicio de la prueba, sin
embargo, después del dia 5 se muestra un crecimiento ligeramente mayor en el
medio de cultivo que tiene como sustrato adicional la vinaza al 10% (Figura 5.2),
alcanzando su maximo crecimiento a los 6 dias, lo que concuerda con lo citado
por Macas-Chamba y Meéndez-Silva (2013) en donde se menciona que el
crecimiento maximo se alcanza a los 5 dias en el blanco. En general el
comportamiento es muy similar entre el blanco y el medio con vinaza al 10%,
teniendo una tasa de crecimiento de 1.28 y 0.87 respectivamente.

Mientras que el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus a lo largo de la prueba
se encuentra en menor proporcion en el medio preparado con la vinaza que en el
blanco, sin embargo, el comportamiento es también muy similar entre el blanco y
el preparado con vinaza al 10%. Las tasas de crecimiento correspondientes a este
hongo fueron de 3.05 y 2.09 para el blanco y para el medio preparado con vinaza
respectivamente. (Figura 5.3). Estudios realizados por Martinez et al. (2015),
mostraron una tasa de crecimiento de tres diferentes cepas de Pleurotus ostreatus
de 3.04, 2.64 y 1.35 en el medio preparado como blanco, lo cual nos demuestra
gue ademas del medio en el que crecen, también influye el origen de las cepas.
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Figura 5.1. Crecimiento Phanerochaete chrysosporium (1090)
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Figura 5.2. Crecimiento Trametes versicolor (10:90)
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Figura 5.3. Crecimiento Pleurotus ostreatus (10:90)

Posteriormente en la prueba realizada con una relacion vinaza:agua de 20:80,
tomé mayor tiempo para el crecimiento total de los hongos dentro de las cajas
Petri que fueron preparadas con vinaza. Los resultados obtenidos se muestran en
el Anexo Il

En la Figura 5.4 se muestra el crecimiento del hongo Phanerochaete
chrysosporium, donde podemos observar que se desarrolla mejor en el blanco,
alcanzando su maximo crecimiento a los 9 dias, mientras que el que estaba
preparado con la vinaza tomo alrededor de 14 dias para obtenerlo, sus respectivas
tasas de crecimiento fueron de 1.00 y 0.85.

Sin embargo, a pesar de que el hongo Trametes versicolor mostré6 el mismo
crecimiento en el medio preparado con vinaza que en el blanco durante los
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primeros 8 dias y un mayor crecimiento en el medio preparado con vinaza en
comparacion con el blanco a partir del dia 9 (Figura 5.5) la tasa de crecimiento
para el blanco fue de 0.67 y para el medio con vinaza del 0.39.

En cuanto al hongo Pleurotus ostreatus durante los primeros 8 dias del
experimento muestra un crecimiento similar en el blanco y en el medio preparado
con vinaza, sin embargo, en los dias posteriores, su crecimiento en el blanco se
duplica respecto al preparado con vinaza al 20 % (Figura 5.6), durante esta etapa
la tasa de crecimiento del hongo se vio favorecida en el blanco con 1.73 en
comparacion con el medio preparado con vinaza (0.19). A pesar que en al trabajar
con una relacién vinaza:agua de 10:90 el crecimiento de éste hongo es similar en
el blanco que en el medio que contiene vinaza, al incrementar dicha relacion al
20% se muestra que el hongo se inhibe y su crecimiento se vuelve mas lento.

20 Phanerochaete chrysosporium

10 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dia
—+blanco —-20:80

80 Trametes versicolor

0 2 4 6 8 10 12 14 \
-o-blancoD@o-zO:SO

Figura 5.5. Crecimiento Trametes versicolor (20:80)
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Figura 5.6. Crecimiento Pleurotus ostreatus (20:80)

Adicionalmente se llevé a cabo un analisis de varianza comparando el crecimiento
de cada uno de los hongos en los medios de cultivos preparados con vinaza
(10:90 y 20:80) con su respectivo blanco (Anexo V). El analisis se realizo con los
datos obtenidos al quinto dia de crecimiento, esto debido a que fue tomado como
el dia en que el hongo se encontraba adaptado a las condiciones del medio y aldn
no llegaba a su maximo crecimiento.

Los resultados del analisis de varianza mostraron que entre el medio de cultivo
preparado con 10% de vinaza y el blanco, no hay una diferencia significativa en el
crecimiento entre ambos medios para ninguno de los tres hongos, sin embargo, se
observa que tanto Phanerochaete chrysosporium como Trametes versicolor
presentan un mayor crecimiento en el medio preparado con vinaza al 10% que, en
el blanco, mientras que Pleurotus ostreatus muestra inhibicion al crecer en menor
proporcion.

Mientras que en el andlisis de varianza entre el medio preparado con 20% de
vinaza y el blanco, se obtuvo que para los tres hongos si hay una diferencia
significativa en su crecimiento en cada uno de los medios, sin embargo y tal como
ocurre en el primer caso (medio de cultivo al 10% de vinaza) el Trametes
versicolor presenté un mayor crecimiento en el medio preparado con vinaza al
20% que en el blanco, en cambio el Phanerochaete chrysosporium y el Pleurotus
ostreatus muestran una inhibicidbn en su crecimiento, siendo para el primero de
aproximadamente 2 cm? mientras que en el Pleurotus ostreatus entre 8 y 9 cm?.

5.3 Crecimiento de cepas en medios de cultivo liquidos (extracto de malta)

Se evaluo la relacion vinaza:agua contenida en los medios de cultivo liquidos a la
cual el crecimiento de las cepas (sin aclimatar) se vio afectada. La Figura 5.7,
muestra los medios de cultivo liquidos preparados para la siembra de cada uno de
los hongos, 0:100, 20:80, 40:60 y 100:0.

En la Figura 5.8 se observa el crecimiento del hongo Phanerochaete
chrysosporium, el cual crece incluso en la vinaza filtrada, aunque de forma
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dispersa como colonias separadas. Ademas, se observd que en todas las
relaciones disminuye el color que se encuentra en el medio. La Figura 5.9
muestra el crecimiento del hongo Trametes versicolor, en el blanco el micelio
crece en forma de huevo, mientras que en la relacion 20:80 el hongo se encuentra
mas disperso, pero a concentraciones mayores de vinaza (40 y 100%) no puede
apreciarse el crecimiento del hongo. A pesar de que el hongo Pleurotus ostreatus
logra un crecimiento efectivo al sembrarse en medios de cultivo sélido, no es
posible apreciar su crecimiento al sembrarse en medio de cultivo liquido a partir de
la relacién 20:80 (Figura 5.10), éste hongo solo creci6 en el blanco.

Figura 5.8. Inhibicion del hongo Phanerochaete chrysosporium
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Figura 5.10. Inhibicién del hongo Pleurotus ostreatus

Tomando en cuenta el analisis de varianza, el tiempo en alcanzar su maximo
crecimiento en las cajas Petri y el crecimiento presentado en los medios de cultivo
liguidos de las tres cepas, los hongos Phanerochaete chrysosporium y Trametes
versicolor fueron seleccionados como las opciones adecuadas para ser inoculados
en los biofiltros y asi evaluar su eficiencia de remocion y biotransformacion de
contaminantes presentes en las aguas residuales de la industria de Tequila.

5.4Crecimiento de bacterias y hongos en la vinaza de tequila

En la vinaza de tequila no se observé la presencia de hongos ajenos a los
seleccionados, sin embargo, se cuenta con la presencia de bacterias, los cuales
no fueron caracterizadas (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Medios de cultivo inoculados con vinazas de tequila filtradas

5.5 Evaluacién del proceso de biofiltraciéon fungica sobre ficus como
medio de soporte organico para el tratamiento de las aguas residuales
provenientes de la industria del tequila

Los datos de la vinaza cruda, la vinaza filtrada, el influente y los efluentes de los
tres biofiltros durante las tres etapas de operacion se muestran en el Anexo V.

5.5.1 Comportamiento del pH

El comportamiento del pH a lo largo de la operacion de los reactores se muestra
en la Figura 5.19, durante la primera etapa de operacién (relacion 30:70), se
observa un incremento del pH en los tres biofiltros en comparaciéon con el
influente, sin embargo, en los biofiltros inoculados con las dos cepas de hongos
basidiomicetos este incremento es de 2 unidades mientras que en el testigo de 1
unidad. Couillard (1994) menciona que durante los primeros dias de operacion los
pH’s descienden debido al lavado de los &cidos humicos y fllvicos de las
maderas, sin embargo en este caso no se puede apreciar dicho comportamiento,
en cambio se observa una tendencia a aumentar el pH, esto puede deberse a la
alcalinizacién del medio debida a la pérdida de acidos organicos y a la formacion
de compuestos humicos que tienen propiedades tampdn (Moreno-Casco y Moral-
Herrero, 2007) y a la liberacion de aniones producto de las biotransformaciones de
moléculas complejas de materia organica. Sin embargo al aumentar el pH en los
biofiltros disminuye la vida util de la madera (Garcia-Sanchez, 2007); al trabajar
con una relacién 40:60, en este caso se observa que tanto el biofiltro testigo (BFT)
como el inoculado con el hongo Trametes versicolor (BF 2) se comportan de
manera similar (6.32 + 0.91 unidades de pH para el BF1y 6.57 = 0.65 unidades de
pH para el BF T) mientras que el comportamiento del BF 1 (inoculado con
Phanerochaete chrysosporium) es variable y el pH en el efluente es menor (5.84 +
1.03 unidades de pH) a los dos anteriormente mencionados; sin embargo, los tres
biofiltros muestran una tendencia a seguir aumentando el pH en el efluente. Para
la etapa operada al 50% se observo que el pH mostré una tendencia a disminuir a
valores entre 5 y 6 unidades, mientras que al regresar a la alimentacion de la
mezcla de 40% de vinaza (cuarta etapa) el pH se elevd hasta las 7 y 8 unidades
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en los tres biofiltros, mientras que al recircular el efluente de cada uno de ellos el
comportamiento del pH fue similar al de la segunda y tercera etapa.
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Figura 5.12. Comportamiento del pH (etapas I-V)

En la Figura 5.20 se muestran los promedios de los valores obtenidos para las
ltimas tres muestras tomadas durante cada una de las etapas, observandose que
el pH aumenté de manera considerable al trabajar con una relacion del 40% de
vinaza, esto puede deberse al aumento de la concentracion de iones OH" debido a
los procesos de oxidacion de distintos compuestos, comparado con la vinaza
cruda donde se tiene una mayor cantidad de H3O"; de acuerdo a lo reportado por
Garcia-Sanchez (2007), el tratamiento de aguas residuales con biofiltros tienden a
aumentar el pH de los efluentes dependiendo del material organico con el que se
encuentre empacado, debido a esto es importante monitorearlo ya que las
maderas se degradan mas facilmente a pH’s basicos.
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Figura 5.13. Comportamiento del pH (promedio de etapas I-V)
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5.5.2 Comportamiento de la materia organica
5.5.2.1 Demanda quimica de oxigeno

En la Figura 5.21 se puede observar que la materia organica contenida en la
vinaza cruda es muy variable, ya que va desde los 20,000 mg L* de DQO hasta
los 60,000 mg L de DQO, debido a la cantidad de sélidos suspendidos que se
encuentran presentes, sin embargo una vez que ésta es filtrada el contenido de
materia orgénica disminuye (26 + 25%) y se vuelve a la vez mas constante,
presentando un valor promedio de 19,469 + 3,492 mg L de DQO (10,000-18,000
mg L de DQO).

La materia organica contenida en los influentes para cada una de las relaciones
vinaza:agua (30:70, 40:60, 50:50) es de 7,953 + 1,984, 8,314 + 1,126 y 9,022 + 59
mg L' de DQO respectivamente, esto puede observarse en las Figuras 5.22 y
5.23 asi como el comportamiento de cada uno de los reactores.

Las remociones que se mencionan a continuacién son las obtenidas durante los
altimos cuatro analisis que corresponden a las Ultimas dos semanas de operacion
de las tres primeras etapas. Durante la primera etapa de operacion con una carga
organica promedio para los tres biofiltros de 5.15 kg de DQO m= d?, las
remociones obtenidas del dia 31 al 40, fueron para el BF T de 10 + 6%, para el BF
1de 69 + 7% y para el BF 2 de 66 + 12% (Figura 5.22), con lo que se demuestra
la accion de las enzimas extracelulares excretadas por cada uno de los hongos en
la degradacién de materia orgénica presente en la vinaza de tequila puesto que el
biofiltro utilizado como testigo (BF T) mostré una menor remocidn con respecto a
los inoculados (BF 1y BF 2).

En la segunda etapa de operacién, con una carga organica promedio para los tres
biofiltros de 5.59 kg de DQO m= d, las remociones obtenidas del dia 66 al 73
fueron para el BF T de 62 + 11%, para el BF 1 de 65 + 14% y para el BF 2 de 68 *
11% (Figura 5.22), se puede apreciar que durante esta etapa las remociones de
materia organica obtenidas para el biofiltro testigo (BF T) son altas con respecto a
los biofiltros inoculados con hongos (BF 1y 2) lo cual se atribuye a que durante la
primera etapa los microorganismos presentes en el BF T se estaban adaptando a
los contaminantes presentes en las vinazas de Tequila (periodo de estabilizacion
del reactor), mientras que los hongos comenzaron su accion sobre este tipo de
compuestos desde la primera etapa.

Sin embargo durante la tercera etapa de operacion, con una carga organica
promedio para los tres biofiltros de 6.09 kg de DQO m= d?, las remociones
obtenidas del dia 101 al 109, (Figura 5.22) dimisminuyeron hasta un 8 + 12, 24 +
9y 26 £ 10% para el BF T, BF 1y BF 2 respectivamente, lo cual se podria atribuir,
al aumento de contamintantes recalcitrantes y dificiles de biodegradar tanto para
los microorganismos presentes en el biofiltro testigo como para el consorcio
creado entre hongos y microorganismos .
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En la cuarta etapa, la carga organica promedio para los tres biofiltros disminuy6 a
2.87 kg de DQO m= d* (Figura 5.22) las remociones promedios muestran una
tendencia continua a aumentar y en las utlimas tres muestras fueron para el BF T
de 64 + 16%, para el BF 1 de 84 + 4% y para el BF 2 de 85 *+ 5%, con lo cual se
puede apreciar que al trabajar con un cadual de 1 L d, un tiempo de residencia
hidraulico de 0.69, 0.55 y 0.57 d! para el BF T, 1 y 2 respectivamente, tanto los
hongos como los microorganismos presentes en los biofiltros pueden asimilar
mejor los contaminantes y materia organica presente en las vinazas de tequila.

Por ultimo, en la investigacion de la recirculacion del efluente, se puedo observar
que se aumento la carga orgénica promedio para los tres biofiltros a 5.17 kg de
DQO m=d en los bioltros y las remociones disminuyeron a69 +6, 70 +4y 74 +
2% para los BF T, 1y 2 respectivamente (Figura 5.23).
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Figura 5.14. Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno (pretratamiento)
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Figura 5.15. Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno (etapas I-1V)
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Figura 5.16. Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno (etapa V)

La Figura 5.24 muestra el comportamiento de la vinaza cruda, filtrada, influente y

efluentes de cada uno de los reactores durante las dos uUltimas semanas de las

primeras cuatro etapas de operacion, en ella se pueden observar los maximos
porcentajes de remocion de materia organica obtenidos en cada relacién

Alvillo Rivera Angélica Julieta

Pagina52



Tratamiento de vinazas de tequila con hongos basidiomicetos

vinaza:agua, viéndose favorecidos los dos biofiltros inoculados con las cepas de
hongos basidiomicetos; alcanzandose mejores remociones para la primer carga
organica al trabajar con 40% de vinaza en el alimentacion (segunda etapa). En la
Figura 5.25 se muestran los influentes y los efluentes de cada uno de los biolfiltros
durante la quinta etapa (recirculacion), obteniéndose efluentes de 3,457 + 524 mg
L' de DQO en el BF 1 (Phanerochaete chrysosporium) y 3,353 + 615 mg L de
DQO en el BF 2 (Trametes versicolor).

Durante este trabajo se lograron efluentes con concentraciones de 2,852 + 1,024
mg L de DQO en el BF 1 (Phanerochaete chrysosporium) y 2,6060 + 780 mg L
de DQO en el BF 2 (Trametes versicolor), mientras que al trabajar con la segunda
carga organica las conncentraciones en los efluentes para los biofiltros fueron de
1,449 + 407 mg L* de DQO en el BF 1 (Phanerochaete chrysosporium) y 1,370 +
505 mg L de DQO en el BF 2 (Trametes versicolor). En la Tabla 5.2 se muestra
una comparacion entre el presente trabajo y estudios realizados con hongos

basidiomicetos para el tratamiento de vinazas.

Tabla 5.2. Tratamientos de distintas vinazas con hongos basidiomicetos

. Hongo Condiciones
Tipo de agua S Resultados :
: basidiomiceto de . Referencia
residual - L obtenidos
utilizado operacion
Vinazas
procedentes Trametes Suplemento Remoc(:ones Benito et al.,
de una versicolor de carbono del 77% de 1997
destileria de DQO
brandy
Vlna_zas 32 dias de Remociones POteT‘“”' y
provenientes | Phanerochaete . Rodriguez-
. ) : tiempo de del 48% de
de industrias | chrysosporium retencion DQO Malaver,
destileras 2006
Trametes Remociones
Vinazas . Previamente | del 90% de
: versicolor S
provenientes digeridas y DQO
_ Kumar et al.
de la melaza diluidas a un
. (1998)
de azucar 75% en el Remociones
Phanerochaete .
fermentada chrvsosporium influente del 73% de
Trametes Remociones
1 0,
Vinazas versicolor Dilucion del del 68% de
procedentes 40% en el DQO Presente
de la industria . Remociones trabajo
. Phanerochaete influente
de Tequila : del 65% de
chrysosporium DQO
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Figura 5.18. Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno (promedio etapa
V)

En la Figura 5.26 se presentan los valores de carga organica volumétrica (COV),
aplicada y las eficiencias de remocion de materia organica medida como DQO
obtenidas; éstos fueron calculados para conocer la maxima carga que soportan los
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sistemas. Se observa que la COV en el influente aumenta paulatinamente en las
tres primeras etapas, siendo para el BF T de 5.50 £ 1.07, 5.90 £ 0.76 y 6.69 *
0.36, para el BF 1 de 4.92 + 0.96, 5.09 £ 0.51 y 5.38 + 0.29 y para el BF 2 de 5.04
+ 0.90, 5.78 £ 0.59 y 6.22 + 0.34 kg de DQO m=3d* sin embargo las remociones
de materia organica disminuyeron con el 50% de vinaza en el agua de
alimentacién, mientras que al trabajar con un segundo caudal (1 L d!) y regresar a
una mezcla de vinaza:agua de 40:60 la carga organica desciende (2.92 + 0.10,
2.47 £0.09y 3.21 +£ 0.11 kg de DQO m3d para los BF T, 1 y 2 respetivamente) y
con ello las remociones de materia organica aumentan en los tres biofiltros, en
cuanto a la etapa de recirculacién se puede observar que la carga organica es de
5.50 + 0.68, 4.76 + 0.44 y 5.26 + 0.46 kg de DQO m3d?!paralos BFT,1y 2
respetivamente y las remociones de materia orgéanica disminuyeron en
comparacion con la cuarta etapa pero son mayores en comparacion con las tres
primeras etapas. En la Figura 5.27 se muestran las cargas organicas para las tres
etapas trabajadas con un 40% de vinaza y se comparan los porcentajes de
remocién de los tres biofiltros, asi como las concentraciones en sus efluentes para
los tres biofiltros.
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Figura 5.19. Cargas organicas volumétricas y porcentaje de remocion (etapas I-V)
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Figura 5.20. Cargas organicas volumétricas y porcentajes de remocion (etapas II,
VyV)

5.5.2.2 Carbdn organico total

El analisis del carbén organico total no se realiz6 durante la tercera etapa de
operacion, sin embargo los resultados obtenidos para las restantes etapas se
pueden observar en las Figuras 5.28 y 5.29, en las cuales se aprecia que durante
la primera etapa de operacion se obtienen mayores remociones de compuestos
carbonosos en los biofiltros inoculados con hongos (BF 1y 2) en comparacion con
el biofiltro testigo (BF T); durante la segunda etapa de operacion la mayor
remocién de compuestos carbonosos se lleva a cabo por el BF 2, el cual fue
inoculado con Trametes versicolor, mientras que en esta misma etapa las
remociones del BF T y BF 1 son similares; durante la cuarta etapa, las
remociones aumentaron en los biofiltros inoculados con los hongos mientras que
el biofiltro testigo disminuyo, lo que se atribuye a que los hongos basidiomicetos
ademas de estar removiendo los compuestos carbonosos, estan modificando la
estructura de los contaminantes presentes en la vinaza de Tequila volviéndolos
compuestos mas simples y facilmente asimilables por los microorganismos
presentes en los biofiltros y con ello logrando mejores remociones en los biofiltros
inoculados con hongos.
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Figura 5.21. Comportamiento del carbén orgénico total (etapas I-1V)
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Figura 5.22. Comportamiento del carbdn orgéanico total (etapa V)

En la Figura 5.30 se muestran los porcentajes de remocion de cada uno de los
biofiltros. Las concentraciones de compuestos carbonosos que a continuacién se
mencionan son las obtenidas durante las ultimas 2 semanas de operacion; durante
la primera etapa (30:70) parael BF T, 1y 2 de 3,323 + 373 mg L de COT, 2,063
+173 mg L' de COTy 2,268 + 298 mg L de COT respectivamente, durante la
segunda etapa de 1,420 + 150 mg L* de COT, 1,330 + 500 mg L* de COT y 805
+ 35 mg L de COT respectivamente, y para la cuarta etapa de 1,676 + 310 mg
Lt de COT, 579 £+ 205 mg L' de COT y 426 + 87 mg L' de COT
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respectivamente. Mientras que la Figura 5.31 muestra las concentraciones para la
recirculacion de los efluentes, las cuales son 1,871 + 169 mg L* de COT para el

BF T, 630 + 26 mg L™ de COT para el BF 1y 625 + 96 mg L de COT para el BF
2.
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Figura 5.23 Comportamiento del carbén orgénico total (promedio etapas I-1V)
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Figura 5.24 Comportamiento del carbén organico total (promedio etapa V)

5.5.3 Comportamiento de los nutrientes

5.5.3.1 Fosforo total

La biodegradacién del fésforo fue monitoreada durante el tratamiento de las
vinazas de Tequila ya que pueden desactivarse los compuestos téxicos formados
por el fosforo organico y a que proporciona una fuente de ortofosfatos para las
plantas (Manahan, 2004). La remocion de fésforo durante la etapa de filtracién
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(Figura 5.32) no es considerada significativa ya que ésta es de alrededor de un
15%, lo que implica que la mayor parte del foésforo se encuentra en forma no
particulada o disuelta.

La Figura 5.33 muestra el comportamiento del fésforo para las etapas I-IV; los
promedios de las remociones obtenidas para los tres biofiltros durante la primera
etapa de operacion (30:70) son de 32% (BF T), 32% (BF 1) y 34% (BF 2), durante
la segunda etapa (40:60) aumentaron a 46% (BF 1), 38% (BF 2) y 41% (BF 2),
durante la ultima etapa (50:50) se alcanzaron remociones de 69% (BF T), 63% (BF
1) y 65% (BF 2). Sin embargo a pesar de que las remociones aumentan, la
concentracion de fésforo en el efluente también aumenta, durante la primera etapa
de operacion las concentraciones promedios en cada uno de los efluentes (BF T,
BF 1Y BF 2) son 52 + 37, 39 + 29 y 40 + 24 mg L* mientras que para la tercera
etapa dichas concentraciones son 68 + 49, 85 + 57 y 79 + 69 mg L%!
respectivamente, esto debido a que la cantidad de fésforo que se encuentra en la
alimentacién es muy variable y va de 90 hasta 230 mg L1, motivo por el cual se
observa que al trabajar con un 50% de vinaza el fosforo sigue siendo consumido e
incluso dicho consumo se incrementa, sin embargo, aumenta su concentracion en
el efluente puesto que aumenta su concentracion en el influente.

Al trabajar con un 40% de vinaza en el influente pero disminuir la carga orgénica
en los biofiltros se ve favorecida la remocion de fosforo en los biofiltros inoculados
con hongos (BF 1 y 2) con respecto al blanco (BF T), puesto que en el biofiltro
testigo solo se obtienen remociones del 40%, mientras que en el inoculado con
Phanerochaete chrysosporium (BF 1) de 73% y con el Trametes versicolor (BF 2)
de 83%; sin embargo esta diferencia deja de ser significativa al aplicarse la
recirculacion de los efluentes (Figura 5.34) puesto que las remociones de los tres
biofiltros se encuentran en un 80%.

Las remociones de fosforo obtenidas son atribuidas al aumento de
microorganismos desnitrificantes, los cuales son acumuladores de fésforo (PAO)
en fases anoxicas y aerobias (Correa y Sierra, 2004), ademas de la conversion de
los fosfatos inorganicos a polifosfatos, los cuales al tener un alto contenido
energético también son acumulados por las células, para posteriormente ser
utilizados una vez que sus reservas de sustratos carbonosos han sido vaciadas,
este proceso es conocido como Luxury uptake (Jeronimo-Valencia, 2016);
mientras que el aumento en la remocion de fésforo en la etapa IV en los biofiltros
inoculados con hongos (1 y 2) se atribuye a la capacidad que tienen las hifas para
asimilar las fuentes organicas e inorganicas de fésforo (Lorenzana-Fernandez,
2008).
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Figura 5.25. Comportamiento del fosforo total (pretratamiento)
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Figura 5.26. Comportamiento del fosforo total (etapas I-1V)
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Figura 5.27. Comportamiento del fésforo total (etapa V)

5.5.3.2 Nitrégeno total

La remocién de nitrégeno es un proceso de dos etapas, la primera etapa consta
de condiciones aerobias seguida de una segunda etapa anoOxica, durante este
tratamiento se lleva a cabo la primera etapa debido a que se trabaja con un flujo
de aire de 1,000 mL min, lo cual favorece a la oxidacion del nitrégeno amoniacal
a nitritos y nitratos (nitrificaciébn) por parte de los microorganismos nitrificantes
como lo son los miembros de las familias bacterianas Nitrosobacteriaceae, que
incluyen a los géneros mas representativos que son Nitrosomas spp, Nitrobacter
spp y Nitrospira spp (Boltz et al., 2010; Garzon-Zuoiiga et al., 2005 y Ornelas et al.,
2012); mientras que la etapa de desnitrificacion, que es la reduccion de nitritos y
nitratos a nitrdgeno molecular, se lleva a cabo por bacterias facultativas, de los
géneros Pseudomonas, Achromobacter, Escherichia, Bacillus y Micrococcus
(Pacheco et al., 2002) que utilizan como aceptor final de electrones al oxigeno
molecular y cuando el oxigeno se encuentra ausente, son capaces de utilizar los
oxidos de nitrdgeno (nitritos y nitratos) como aceptores finales de electrones
(Garzon-Zuniga et al., 2005). Las principales reacciones que ocurren durante el
proceso de remocion de nitrégeno son:

NH} + 120, 2H* + NO + H,0
2NO; + 0, > 2NO,

NHf+ 20, 2H" + NO; +H,
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NO; - NO; »NO -N,0— N,

Las Figura 5.35 y 5.36 muestra las concentraciones de nitrégeno total obtenidas
tanto de la vinaza cruda, filtrada, alimentacion y efluente de cada uno de los
biofiltros, en este caso la remocion de nitrégeno total de las vinazas de tequila se
ve favorecida en el BF2 (inoculado con Trametes versicolor) durante las etapas I,
II'y IV, mientras que en la etapa V se alcanza una mayor remocion de nitrogeno
total en el BF 1 (inoculado con Phanerochaete chrysosporium). Durante la primera
etapa las remociones obtenidas para los BF T, BF 1 y BF 2 son de 18, 25 y 35%,
durante la segunda etapa son de 13, 18 y 24%, en la tercera etapa son de 34, 24y

26%, en la cuarta etapa de 34, 34 y 43% y en la quinta etapa de 50, 64 y 59%
respectivamente.
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Figura 5.29. Comportamiento del nitrégeno total (etapa V)
5.5.3.3 Nitrégeno amoniacal

En la Figura 5.37 se muestran los resultados obtenidos del comportamiento de
nitrbgeno amoniacal durante las etapas de operacién I-IV, mientras que en la
Figura 5.39 los porcentajes de remocion obtenidos durante dichas etapas. Las
remociones de nitrdgeno amoniacal que se mencionan a continuacion son las
obtenidas durante las dos ultimas semanas de operacion.

En la primera etapa, se puede observar que durante los primeros dias de
operacion las remociones son variables lo cual pudo deberse a los procesos de
adsorcion y absorcion propios de un sistema de biofiltracion con lecho organico
(Garzon-Zuniga et al. 2005); también se puede observar que en el BF T se
remueve un aproximado del 32% de nitrdgeno amoniacal, mientras que en los BF
1y BF 2, las remociones son de 77 y 57% respectivamente, viéndose favorecido
el proceso de nitrificacion en los biofiltros inoculados con las dos cepas de hongos,
esto debido a que como lo sefiala Rojas-Verde, et al. (2013) la actividad
enzimatica y reproduccion de los mismos se ve favorecida en condiciones con
altos contenidos de nitrogeno, ademas puede atribuirse a las capacidades
saprobias con las que cuentan los hongos basidiomicetos (Carranza-Diaz, 2006),
otra posible razén por la cual se llevd a cabo una mayor remocion de nitrdgeno
amoniacal en los biofiltros inoculados con hongos es debido a su capacidad para
transformar compuestos nitrogenados organicos complejos, entre los que se
encuentran las proteinas y los aminoacidos, en amoniaco, el cual a su vez queda
disponible para la nitrificacion por parte de los microorganismos presentes en los
biofiltros (Pacheco et al., 2002).

Durante la segunda etapa las remociones obtenidas son de 69, 66 y 68% para los
tres biofiltros, lo cual nos indica que en el BF T se implanté un proceso de
nitrificacion por parte de los microorganismos, mientras que para la tercera etapa
de operacion las remociones obtenidas para los BF T, BF 1 y BF 2 son de 34, 36y
39% respectivamente, esto puede deberse a que con el paso tiempo se abren y
descomponen las fibras del material de empaque, desorbiendo el nitrégeno
contenido en éstas, tal como lo menciona Garcia-Sanchez (2007).

Una vez que la carga organica disminuye y se trabaja una cuarta etapa (Figura
5.37 y 5.39), las remociones de nitrdgeno amoniacal se ven favorecidas para los
tres biofiltros, siendo éstas de 59, 57 y 64% para los biofiltros T, 1 y 2
respectivamente, mientras que la recirculacion de los propios efluentes (Figura
5.38 y 5.40) también favorece que los microorganismos puedan asimilar el
nitrogeno amoniacal puesto que los valores promedios de las ultimas tres
muestras presentan remociones del 74 + 11% (BF T), 73 £ 4% (BF 1) y 76 £ 2%
(BF 2).
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Figura 5.30. Comportamiento del nitrégeno amoniacal (etapas I-1V)
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Figura 5.31. Comportamiento del nitrgeno amoniacal (etapa V)
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Figura 5.33. Comportamiento del nitrbgeno amoniacal (promedio etapa V)

5.5.4 Comportamiento de los parametros fisico-quimicos

5.5.4.1 Temperatura

Las temperaturas en las tres etapas de operacion se encuentran en un intervalo
de 20 a 27 °C, disminuyendo en los dias frios y aumentando en dias calurosos, sin
embargo, no se observa (Figura 5.41) un cambio significativo entre la vinaza
cruda, filtrada, de alimentacion y cada uno de los efluentes, lo que indica que no
se encuentran variaciones de temperatura en el tratamiento y pueden ser

consideradas como adecuadas para dar un tratamiento biolégico mediante hongos
basidiomicetos.
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Figura 5.34. Comportamiento de la temperatura (etapas I-V)

5.5.4.2 Sé6lidos disueltos totales

La remocién de sélidos disueltos totales no se ve favorecida en la etapa de
pretratamiento, debido a que las particulas disueltas contenidas en las vinazas no
pueden ser retenidas por el lecho filtrante, ademas durante los primeros 75 dias
de operacion (primera y segunda etapa de operacidn) se observa un incremento
en su concentracion, lo cual se atribuye al lavado del material filtrante, en este
caso ficus (Figura 5.42).
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Figura 5.35. Comportamiento de los solidos disueltos totales (etapas I-V)

5.5.4.3 Potencial de 6xido-reduccién

En la Figura 5.43 se puede observar el comportamiento del potencial de 6xido
reduccion. Se presentaron valores para la vinaza cruda, la vinaza filtrada y el agua
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de alimentacién de entre 200 y 300 mV, mientras que en los efluentes de cada uno
de los biofiltros dicho potencial se ve disminuido, esto debido al consumo de
oxigeno por parte de los microorganismos en el BF T y de los hongos y
microorganismos en el BF 1 y BF 2 para realizar sus funciones de alimentacion,
crecimiento y reproduccion, sin embargo al encontrarse dichos valores por encima
de los 50 mV es considerado que los tres biofiltros se encuentran trabajando en
condiciones aerobias, en cambio durante los ultimos dias de la cuarta etapa (del
dia 140 al 160) se muestran condiciones andxicas en los biofiltros inoculados con
las dos cepas de hongos (1 y 2) puesto que los valores del potencial éxido
reduccion descienden por debajo de los 0 mV, esto puede atribuirse a que las
condiciones del medio cambiaron su estado oxidativo al reductor y por
consecuencia la materia organica fue reducida (Guido-Zarate, 2006). siendo los
aceptores finales de electrones los nitratos, sulfatos y dioxido de carbono, a
diferencia de las condiciones aerobias en las cuales el aceptor final de electrones
es el oxigeno (Arriaga-Estrada, 2006) y sin embargo al pasar a la quinta etapa los
valores del BF 1 y 2 ascienden nuevamente y se considera que se encuentran
trabajando en condiciones aerobias.

40:60 | 40:60
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40:60
300

I

Potencial Oxido-Reduccién (mV)

Dias de operacién

=-e=\/inaza cruda Vinaza filtrada =e=Influente -=BF T BF 1 -—BF 2

Figura 5.36. Comportamiento del potencial 6xido-reduccion (etapas I-V)

5.5.4.4 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica del agua es una medida indirecta de la actividad i6nica
de una solucion en términos de su capacidad para transmitir corriente (Cervantes-
Quiroz, 2009). En la Figura 5.44 se muestra el comportamiento de la
conductividad para el pretratamiento.

Al trabajar con una relacion vinaza:agua de 30:70, la conductividad en la vinaza
cruda y en la vinaza filtrada es muy similar, sin embargo, al ser diluida con agua la
conductividad disminuye, siendo este cambio menos notorio conforme se aumenta
el porcentaje de vinaza en el agua de alimentacion. En cuanto a la conductividad
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en los efluentes de cada uno de los reactores durante la primera etapa se puede
observar que los tres biofiltros presentan una conductividad similar, en la segunda
y tercera etapa de operacion el BF 2 presenta una menor conductividad respecto
al BF 1 y al BF T; mientras que en la cuarta y quinta etapa de operacion la
conductividad en los BF T, 1 y 2 se comporta de manera similar, esto se puede
apreciar de manera mas sencilla en la Figura 5.46.

El aumento de la conductividad eléctrica en los efluentes de los biofiltros puede
deberse al aumento propio de la concentracidon de iones (Cervantes-Quiroz, 2009)
a consecuencia de la modificacion de los contaminantes contenidos en las vinazas
de Tequila sin ser empleados para su crecimiento y la asimilacion de éstos por
parte de los microorganismos presentes en los biofiltros (Quintero-Diaz, 2011).
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Figura 5.37. Comportamiento de la conductividad (pretratamiento)
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Figura 5.38. Comportamiento de la conductividad (etapas I-V)

El valor de la conductividad (Figura 5.46) en el influente pasé de 0.75 mS cm™ a
1.82 mS cm?y 1.41 mS cm? para el BF 1 y BF 2 respectivamente en la primera
etapa; en cuanto a la segunda etapa de operacion la conductividad aumenté de
1.10 mS cm™ (influente) a 1.44 mS cm™* (BF 1) y 1.22 mS cm? (BF 2). En la
tercera etapa de operacion se presentaron valores similares para el influente (1.43
mS.cm?) y para los efluentes del BF 1 (1.40 mS cm™) y BF 2 (1.47 mS cm?),
siendo mayor en el BF 1 (2.23 mS cm?). En la cuarta etapa la conductividad del
influente fue de 1.21 mS cmy los efluentes de 1.38 mS cm™ en el BF T, de 1.58
mS cmt en el BF 1 y de 1.34 mS cm™ en el BF 2, en todos los casos la
conductividad aumenté ligeramente. En la recirculacion los valores obtenidos
fueron de 1.29 mS cm (influente), 1.62 mS cm™ (BF T), 1.40 mS cm™* (BF 1) y
1.45 mS cm™ (BF 2).

Alvillo Rivera Angélica Julieta Pagina69



Tratamiento de vinazas de tequila con hongos basidiomicetos

3.50 4

3.00

N
wn
o

N
=}
s}

5
n
o

Conductividad (mS cm)

e
[=)
o

o
wn
o

0.00

30:70 40:60 50:50 40:60 (2° periodo) 40:60
(recirculacion)

M Vinaza cruda M Vinaza filtrada W Influente WBFT WBF1 [IBF2
Figura 5.39. Comportamiento de la conductividad (promedio etapas I-V)

5.5.5 Comportamiento de otros contaminantes
5.5.5.1 Sélidos suspendidos

La remocién de los sélidos suspendidos durante el pretratamento de la vinaza se
puede observar en la Figura 5.47 con el cual se alcanzan remociones de hasta el
80%. Las concentraciones obtenidas en cada uno de los biofiltros durante las
etapas I-IV se pueden observar en la Figura 5.48, el comportamiento es variable
durante las tres primeras etapas, motivo por el cual se puede sugerir que los
desprendimientos se estan llevando a cabo por la velocidad de filtracion no es baja
y la macroporosidad es elevada. Durante la primera etapa, la variacion de los
sélidos suspendidos puede deberse al lavado de la cama organica (Metcalf vy
Eddy, 2003), mientras que durante la segunda y tercera etapa se atribuye al
crecimiento de la poblacién de los microorganismos dentro del biofiltro y por
consecuencia al aumento de biomasa y su posterior desprendimiento y al ataque
de las enzimas fungicas sobre el material filtrante lo que genera la acumulacién de
soOlidos suspendidos en el efluente (Medina-Mazari, 2012); sin embargo en la
cuarta etapa, a partir del dia 120 de operacién, las remociones de los sélidos
aumentan hasta un 74% en el BF 1, 68% en el BF2 y 69% en el BF T, mientras
gue al recircularse los efluentes (Figura 5.49) se obtienen remociones de 54, 54 y
55% para los BF T, 1y 2 respectivamente.
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Figura 5.41. Comportamiento de los sélidos suspendidos (etapas I-1V)
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Figura 5.42. Comportamiento de los solidos suspendidos (etapa V)

5.5.5.2 Turbiedad

Al igual que en el caso de los sdlidos suspendidos la mayor remocion de la
turbiedad se observa en el pretratamiento de la vinaza (Figura 5.50) obteniendo
remociones del 75 al 95% (250-850 NTU). Durante tratamiento de las vinazas
(Figura 5.51) se observa que la turbiedad en varias ocasiones fue mas alta en la
salida, lo cual se atribuye en parte al lavado de los acidos humicos vy fulvicos del
material de empaque (astillas de ficus) y posteriormente al arrastre de
microorganismos y pequefias particulas de los hongos muertos. La mayor
remocion de turbiedad fue muy variable hasta la etapa IV, en la cual a partir del
dia 120 los biofiltros incrementan constantemente su remocion de turbiedad.
Durante la quinta etapa (Figura 5.51) las remociones aumentan con respecto a la
etapa cuatro a 78, 84 y 88% para los BF T, 1y 2 respectivamente.
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Figura 5.44. Comportamiento de la turbiedad (etapas I-1V)
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Figura 5.45. Comportamiento de la turbiedad (etapa V)

5.5.5.3 Color aparente

La Figura 5.53 muestra las concentraciones del color aparente tanto para la
vinaza cruda, como para la vinaza filtrada, podemos observar que gracias al
pretratamiento de la vinaza se puede remover un 80% del color presente en ésta;
las remociones obtenidas en los biofiltros fueron muy variables y al igual que para
la turbiedad la remocién del color comenz6 a aumentar a partir del dia 120 de
operacion. Durante la cuarta etapa se obtuvo una remocién promedio de 41% de
color en el BF T, un 42% en el BF 1 y un 46% en el BF 2 (Figura 5.54). Una vez
gue se comenzo con la recirculacion de los efluentes se pudo observar que las
remociones de color se vieron favorecidas puesto que aumentaron
significativamente, siendo las mejores obtenidas de toda la operacién 69% (BF T),
74% (BF 1) y 87% (BF 2) (Figura 5.55). Los comportamientos anteriormente
mencionados concuerdan con lo citado por Mejia-Lopez (2014), quien atribuye
dichas remociones a los procesos fisicos (absorcion) que se llevan a cabo en el
material filtrante y a los propios microorganismos adheridos a éste, no por los
hongos basidiomicetos inoculados en los biofiltros, puesto que durante toda la
operacion las remociones de color en los tres reactores fueron similares.

Durante el tratamiento de las vinazas de Tequila ambos hongos mostraron una
eficiente remocion de materia organica, sin embargo, las remociones de color no
fueron mayores al 30%. Esto contrasta con los ensayos realizados por Kahraman
y Yesilada (2003) para el tratamiento de vinazas provenientes de la industria
azucarera con hongos, en los cuales se demostré que los mas eficientes para la
remocién de color con un 90% son el Coriolus versicolor y el Funalia trogii.
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