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1. RESUMEN

Las actuales perspectivas a nivel mundial de incrementar la produccién de alcohol a partir de jugos y
melazas para su empleo como combustible automotor que es considerado como un tipo de energia verde,
tiene como punto en contra el gran volumen de efluentes que generan problemas ambientales cuando la
disposicidn es inadecuada, ademas de la alta demanda de consumo de agua. La idea fundamental de una
biorrefineria es el aprovechamiento integral de la biomasa en la generacién de producto de valor
comercial. En esta via, poder minimizar la carga contaminante generada en procesos industriales es uno
de los pilares fundamentales en los que viene construyéndose desde hace varios afios el concepto de
produccion limpia, buscando alternativas que no solo beneficien al medio ambiente, sino que ademas
traigan con sigo beneficios econdmicos a las empresas. En esta investigacion se desarrollé un sistema
integrado de uso de vinazas para produccion de energia en forma de metano, y el re-uso del efluente de
metanizacion en un 100% fue utilizado en lugar de agua en la preparacion del medio de fermentacion. El
sistema de metanizacion de vinazas en el biodigestor (del reactor hibrido de lecho de lodos con filtro
anaerobio) obtuvo una cantidad maxima de metano en el biogas del 83%. Por otro lado, el efluente como
agua de reuso represent6 un ahorro de agua de aproximadamente un 12,5%, esto significa un ahorro de
125000 L/dia para una planta que produce aprox. 100000 L de alcohol/dia. Este es un proceso de
importancia economica para aplicaciones industriales, con la ventaja afiadida de la eliminacion no
contaminante de los residuos potencialmente contaminantes y el ahorro de agua, temas de creciente

importancia en el mundo hoy en dia.



2. MARCO TEORICO

2.1 Introduccion

Las actuales perspectivas a nivel mundial de incrementar la produccion de alcohol a partir de jugos y
melazas para su empleo como combustible automotor que es considerado como un tipo de energia verde
tiene como punto en contra el gran volumen de efluentes que generan problemas ambientales cuando su

disposicion es inadecuada (Pereira and Pereira 2008).

En los ultimos afios ha tomado fuerza el concepto de Biorrefineria, las cuales son consideradas como
instalaciones industriales que pretenden la utilizacion integral de la biomasa, de forma sostenible, para
la produccion simultanea de biocombustibles, energia, materiales y productos quimicos, preferentemente
de valor afiadido (SIADEB 2013). La idea fundamental de una biorrefineria es el aprovechamiento

integral de la biomasa en la generacidn de producto de valor comercial.

La viabilidad de las tecnologias que solucionan problemas ambientales esta directamente relacionada con
su rentabilidad. En el caso de los efluentes de agroindustrias, las estrategias de tratamiento deben apuntar
a la optimizacion de los procesos fabriles, empleando modos de agotamiento. Cuando razones técnico-
econdémicas lo permitan, deben explorarse las posibilidades de aprovechamiento de las descargas. Para
el caso de la industria de destileria se debe tener en cuenta que la composicion quimica de sus residuos
varia considerablemente y esta determinada por la materia prima utilizada, el método y sistemas de

fermentacidn alcoholica y la levadura utilizada (Perera 2009).

Colombiaen laactualidad es el tercer mayor productor de bioetanol de América, luego de Estados Unidos
y Brasil. En los ultimos afios, la produccién de etanol y biodiesel ha crecido en Colombia de manera
proporcional al aumento del area de cultivos de cafia de azucar y palma de aceite. Este crecimiento se ha
expandido a varios departamentos, lo cual ha generado una mayor demanda hidrica y por tanto una
amenaza a la disponibilidad de este recurso en los proximos afios. Debido a que estos departamentos
tienden a tener poca disponibilidad de agua a causa de periodos de sequia prolongados, a la deforestacion
en las partes altas de las cuencas hidrogréaficas y a los efectos del cambio climético mundial, es necesario
implementar estrategias que permitan mantener una oferta hidrica suficiente para suplir las necesidades

de la poblacidn, la industria y el sector agricola principalmente (Lasso & Ramirez, 2011).



10

Existen normas internacionales que regulan la calidad de las aguas residuales para su reuso en la
agricultura, pero muchos paises no tienen implementadas normas propias adaptadas a sus condiciones
técnico-econdmicas y ambientales. Y peor aun, algunos las emplean sin ningln tipo de tratamiento (
Lorenzo et al., 2009). En Colombia en el articulo 5 de la ley 373 de 1997 se establece el “Retiso
Obligatorio del Agua” para las aguas utilizadas, sean éstas de origen superficial, subterraneo o lluvias,
en cualquier actividad que genere afluentes liquidos, deberan ser reutilizadas en actividades primarias y
secundarias cuando el proceso técnico y econémico asi lo ameriten y aconsejen segun el analisis
socioecondémico y las normas de calidad ambiental. Aungue la norma no es clara y adn no define los
casos Y los tipos de proyectos en los cuales se obligaria al retso de las aguas residuales es importante
entrever que muchas actividades econémicas que generan aguas de reuso no tendrian de por medio una
reglamentacion para ser aplicadas ya que podrian estar enmarcadas dentro de conceptos de mejoramiento

ambiental, social y por supuesto econdémico de procesos.

Colombia actualmente tiene una de las leyes mas estrictas para vertimientos en Latinoamérica, (El
Decreto 3930, articulo 63 del 2010, por el cual se busca la reutilizacion o reciclaje de subproductos o
materias primas, relacionados con la generacion de vertimientos dentro del Plan de Reconversion a
Tecnologias Limpias en Gestion de Vertimientos (PRTLGV). Con esto se obliga a las industrias de

cualquier sector a buscar estrategias de manejo del recurso.

2.2 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcoholica, es un proceso anaerébico realizado por levaduras y algunas clases de
bacterias. Donde el sustrato celular; mono y di sacdridos en su mayoria, son transformados
principalmente en alcohol etilico y dioxido de carbono; con la generacidn de equivalentes de reduccién
de los compuestos NADH/NAD™ y NADHP/NADP* y enlaces de alta energia de fosfato, ATP (Nielsen
2003). La energia se sintetiza como ATP a partir de un proceso de glicolisis al que sigue el metabolismo
del piruvato. De este modo la fermentacién complementa la glucolisis y hace posible producir energia

en ausencia de oxigeno (Nielsen, 2003).

Las fuentes con alto contenido de azlcares son materias primas que poseen un alto contenido de azUcares
simples y fermentables, como la glucosa, la fructosa, la galactosa y la sacarosa. Las mas importantes

incluyen cafa de azucar, frutas, melazas, tubérculos y azucar de remolacha. La ventaja de utilizar este
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tipo de fuentes consiste en que no es necesario realizar tratamientos previos para obtener los azlcares

fermentables, ya que estos se encuentran presentes.

Tabla 1.Caracterizacion de los residuales de la produccion de alcohol

Indicador Mieles Jugo

pH 4.2-5.0 3.7-4.6

DBO (mg/l) 25 000 6 000-16 500
DQO (mg/l) 65 000 15 000-33 000
Solidos totales (mg/l) 81 500 23 700
Solidos volatiles (mg/l) 60 000 20 000
Nitrégeno (mgfl) 450-1610 150-700
Fosforo P205 (mg/l) 180-290 10-210
Potasio (mg/l) 450-5100 130-1540
Relacion C/N 16.0-16.3 19.7-21.1
Materia organica (mg/l) 63 400 19 500
Azucares reductores (mg/l) 9500 7 900

La denominacion melaza se aplica al efluente final obtenido en la preparacion del azicar mediante una
cristalizacion repetida. El proceso de evaporacidn y cristalizacion es usualmente repetido tres veces hasta
el punto en el cual el azlcar invertido y la alta viscosidad de las melazas ya no permiten una cristalizacion

adicional de la sacarosa (Swan y Karalazos, 1990) (Figura. 1)

‘ Cafia de azlcar (Planta) ‘

Molienda y separacion de bagazo porfiltracion

‘ Jugo de Cara de azucar ‘

Calentamiento

Melazas

Fermenritacion «—{ Saccharomyces cerevisiae

l

Destilacion
1

Figura 1. Esquema de produccion de etanol a partir de cafia de azucar. Figura modificada de (Christofoletti et al.,
2013)
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2.3 Vinazas

Las vinazas son el residuo principal generado durante el proceso de destilacion del etanol. La produccién
de bioetanol genera de 1-14 L de residuos por litro de producto dependiendo de lo tecnificado del proceso.
Este efluente de destileria esta caracterizado por su alto contenido de materia orgénica, color oscuro,
naturaleza acida (bajos pH), y una alta concentracion de solidos. Las vinazas estan compuestas por un
93% de agua, 2% de compuestos inorganicos (potasio, calcio, sulfatos, cloruros, nitrogeno, fosforo, etc.).
La vinaza es producida en diferentes concentraciones que varia entre un 10% y 75% de sélidos

aproximadamente (Galvao et al., 2013).

El tratamiento de estos residuos es uno de los temas mas importantes y dificiles en la produccion
industrial del etanol (Navarro, Del C. Sepulveda, and Rubio 2000). Las caracteristicas de las aguas
residuales de la destileria varian considerablemente en funcién de la materia prima de la fermentacion y
la ubicacion (G.J. Sheehan 1980).

La fabricacion de etanol a partir de cafia de azucar se puede realizar con una de las siguientes materias

primas:

* Miel pobre (tipo ¢) 0 melazas, el ingenio mantiene la misma produccién de azucar y utiliza una destileria
anexa para procesar las melazas agotadas que resultan del proceso de produccidn de azlcar para fabricar
etanol (Figura 2). La composicién de la melaza es muy heterogénea y puede variar considerablemente
dependiendo de la variedad de la cafia de azucar, suelo, clima, periodo de cultivo, eficiencia de la
operacion de la fabrica. La melaza de cafia de azlcar se caracteriza por tener grados Brix o solidos
disueltos de 68-75% y un pH de 5.0-6.1 (Fajardo y Sarmiento 2007)

* Miel rica (tipo b), cuando existe interés en producir mas etanol, no se agotan por completo las mieles,

produciendo menos azulcar y dedicando una mayor parte para el etanol.

* Jugo de cafia directo, en este caso se desvia el jugo de cafia hasta el punto en que ya no se produce

azucar, lo que aumenta considerablemente la produccion de etanol.

De estos procesos de obtencidn de etanol se generan vinazas con unas caracteristicas distintas segun el
origen, por lo que las vinazas no son iguales: cuando la materia prima de la destileria es jugo de cafia, la
vinaza es relativamente diluida y muy biodegradable. Pero cuando la materia prima de la destileria es
melaza de cafia (miel final) la vinaza es muy concentrada y menos biodegradable, debido a que tiene una

alta carga maxima DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) de 85.170 mg/L en los mejores casos
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(Fitzgibbon, F. J., Nigam, P., Singh, D., & Marchant 1995); ademas contiene inhibidores como
compuestos fendlicos, los cuales provienen de la parte fibrosa de la cafia, se derivan de los metabolitos
de los fenilpropanos. En la fermentacion, estos fenoles pueden tener actividad inhibitoria (Demeke et al.
2013).

Cafa de azucar }—DI Almacenamiento '—DI Extraccion del jugo |
I

I Extraccion del azucar I Bagazo

A 4

Clarificacion | Combustible de caldera

v

Jugo clarificado Residuos de espuma,
barro y desperdicios

Cristalizacion

| Produccion de templa o “mazacote” |

Centrifugacion

Figura 2. Proceso de obtencion de las melazas (Fajardo y Sarmiento, 2007)

La vinaza proveniente de miel B es un caso intermedio. En el proceso de produccion de etanol a partir
de cafia de azUcar las vinazas es el mayor residuo liquido, ademas de encontrarse como uno de los
residuales organicos de mayor efecto contaminante del planeta. La descarga de vinaza en cuerpos de
agua libera un olor desagradable y contribuye a difundir enfermedades endémicas tales como malaria,
amebiasis, y esquistosomiasis; la descarga de vinazas a suelos tiene efectos negativos, causando una
saturacion de sales que al ser lixiviadas llevan iones a aguas subterraneas. En otras investigaciones se
conoce que las vinazas producen toxicidad a organismos acuaticos (Tejada, et al., 2006; Laime, et al.,
2011; Christofoletti et al., 2013; Alves, et al., 2015). Las vinazas tienen un alto potencial de
contaminacion, aproximadamente cien veces mas que las aguas residuales de los hogares, debido al alto
contenido de materia organica, causando un agotamiento de oxigeno, alta corrosividad, y altos niveles

de demanda bioguimica de oxigeno (DBO). La problematica principal radica en que, por cada litro de
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alcohol producido a partir de miel final, se obtienen de manera adicional 1 a 14 litros de vinaza como
producto residual, con una Demanda Quimica de Oxigeno (DQOs) entre 60 y 70 g/l y un pH alrededor
de 4. Una destileria con una produccion de 1000 toneladas de etanol por dia produce mas de 1000
toneladas de DQO por dia, lo que es equivalente a la descarga de contaminantes de una poblacién de 10
millones de habitantes (Perera, 2009; Christofoletti et al., 2013; Péez, et al., 2016).

Por esto se considera un residuo liquido muy agresivo que provoca serios problemas ambientales sobre
los recursos hidricos y suelos donde se descarga. Para su tratamiento se han ensayado métodos
fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos siendo estos ultimos los mas apropiados por la gran cantidad de
compuestos organicos biodegradables que presentan en su composicion. Dentro de estas posibilidades
tecnologicas para la eliminacion o reciclaje de las vinazas estan la fermentacidn; combustion; vertido de
vinaza cruda al suelo; incineracidon, produccién de levadura, fertirrigacion. Otra estrategia de tratamiento
y disposicion final de vinazas es el de biometanizacion o metanogénesis (Baez-smith, 2006; De Oliveira,
2011; Gamboa et al., 2012).

La importancia de este proyecto es el estudio de un proceso alternativo con el cual se logre pasar de un
escenario actual donde se consume energia, para llevar la vinaza para un escenario prospectivo donde se
aproveche para producir energia. Con esto se busca contribuir a la productividdad de la agroindustria de

la cafa de azucar y a la reduccion de sus impactos ambientales.

Tabla 2. Composicion quimica de las vinazas provenientes de diferentes fuentes de alimento, todos los valores,

excepto pH estan expresados como mg L (Christofoletti et al, 2013).

Parameters Vinasse
Sugarcane Grape Beet Sweet
(wine) Sorghum
pH 39 2.9 5.1 45
BOD 5046 18900 78300 46
DQO 13380 na na na
Potassium 2056 118-800 10.000 na
10.030
Socium 50.2 na 3.79 na
Sulfate 710 120 0.62 na
Calcium 719 na 0.71 na
Magnesium 237 na 1.23 na
Total 190 83 91 1990
Phosphorus

Hardness 2493 na na na
As na na na na
Ba 041 na na na
Cd na 0.05-0.08 <1 na
Cr 0.04 na na na
Cu 035 02-3.26 2.1-5 37
Hg 0.0019 na na na
Mo 0.008 na na na
Ni 0.03 na na na
Pb na 0.55-1.34 <5 na
Se na na na na

Zn 1.66 na na na
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Evaluando las ventajas y desventajas de los usos actuales de la vinaza en la region, y conociendo que la
composicion quimica (tabla 2) de este efluente puede limitar su aplicacion como fertilizante en el largo
plazo, se estudian tecnologias alternativas como la integracion de procesos fisicoquimicos y anaerobios
generadores de biocombustibles, encontrando que esta puede ser una opcion energética y ambientalmente
viable para el aprovechamiento de vinazas (http://agenciadenoticias.unal.edu.co/detalle/article/buscan-

aprovechamiento-de-las-vinazas-de-cana-de-azucar.html).

En Colombia se producen cerca de un millén de litros de bioetanol por dia y eso arroja aproximadamente
10 millones de litros de vinaza diluida compuesta en un 90 % por agua y un 10 % por materia organica
y sales minerales (Hernandez Saavedra, 2009). En el proceso de fermentacidn varias industrias redsan
las vinazas como sustrato para la fermentacion alcoholica con la levadura con Saccharomyces cerevisiae,
en la region del Valle del Cauca en Colombia, se ubican algunas plantas productoras de etanol a partir
de cafia de azucar, se tiene como alternativa para disminuir los impactos ambientales de la vinaza,
retornar al proceso cerca del 70 % de la vinaza diluida y el resto se concentra por medio de evaporacion
alcanzando una concentracion en solidos de hasta el 35% para luego utilizarla en la produccion de abono
organico a través del compostaje con cachaza (Navarro et al., 2000; Hernandez Saavedra, 2009) o

mediante la digestion anaerobia para producir gas metano (Conil, 2006; Moraes et al. 2014).

Es sobre la base de estos estudios, y en conjunto con la nueva tendencia de tecnologias limpias y las
necesidades energéticas crecientes y cuidados del agua, que este trabajo de investigacion tuvo como
objetivo principal evaluar el uso potencial del efluente proveniente de procesos de metanizacion de
vinazas en procesos de fermentacion alcohélica como agua de redso para la dilucion de melazas de cafia
de azUcar. Esto permite plantear mecanismos y estrategias que podrian ser utilizadas para la recuperacion

de las vinazas de una manera mas amigable en términos sociales, ambientales y econémicos
2.4 Técnicas de disposicion de vinazas

El potencial de energia a partir de la vinaza de una sola biorrefineria de cafia de azlcar es comparable a
la demanda de suministro de electricidad de una ciudad de aproximadamente 130.000 habitantes. Un
combustible alternativo, es el biogas, el cual podria reemplazar hasta un 40% de la oferta anual de diesel
en las operaciones agricolas de una biorrefineria de cafia de azucar y continuar proporcionando
aproximadamente 14 MW h anualmente de energia de cogeneracion. Por otro lado, una investigacion
demostré un ahorro significativo en términos de emisiones de gases de efecto invernadero que podrian

beneficiarse financieramente a biorrefinerias debido a la comercializacion de créditos de carbono. Tales
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ingresos seria mas que suficiente para cubrir los costos de operacion de una planta de digestién anaerobia
(Bruna S Moraes et al. 2014).

Desde los inicios de la industria de destileria la disposicion de las vinazas ha sido un reto, por esto se han
venido estudiando diferentes alternativas a esta problematica. La industria azucarera por mucho tiempo
fue la encargada de buscar alternativas en paises como India, Brasil, Estados Unidos, entre otros. Uno de
las principales alternativas de uso/descarga de las vinazas de cafia de azucar estd representado en el

esquema siguiente (ver fig. 3).

| Melazas |
i Levadura
—<—| Fermentacion |—> Etanol
< 4—| Destilacion |
—<—| Vinazas |
‘ 1
v v
—<—| Evaporacion | | Fertirrigacion |
v v ¥ v
+ | Concentracion Construccidn Alimentacion | Combusticn |
de vinaza Civil animal
v
L | Generacion de
vapor devinaza
v
Cenizasricas
en potasio

Figura 3. Diagrama de flujo de las principales alternativas el uso/descarga de las vinazas de cafia de azlicar
(Christofoletti et al., 2013)

Algunos de los métodos existentes para la disposicion de las vinazas son la aplicacion directa al suelo y
la produccién de metano. En Brasil existe la aplicacion directa de la vinaza cruda sobre la cafia, aunque
con riesgos ambientales. Debido a que la vinaza cruda puede cambiar el pH haciéndolo mas é&cido,
destruir cosechas debido a que puede ser fitotoxicos e inhibe la germinacion. Otras opciones que se han
probado son la concentracion-incineracion como fuente de energia (Navarro, Del C. Sepulveda, and
Rubio 2000). Otros métodos usuales de disposicion de las vinazas de la cafia de azlcar: obtencion de
biopolimeros (PHA) (Kalia et al., 2003); disposicion en lagunas y rios (tiene implicaciones ambientales);

produccion de proteina unicelular mediante Phanerochaete chrysosporium; produccion de biodisel con
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microalgas y vinazas (De Oliveira 2011); uso para el control de afidos en el algodon en la India; aditivo

en nutricion animal; compostaje con la cachaza y residuos de cafia de azucar (Larrahondo Aguilar 2009).

Algunas destilerias buscan comercializar la vinaza concentrada como fertilizante o la recirculacion de
las vinazas en las cubas de fermentacion para reducir la cantidad vertida, (ver figura 3, Christofoletti et
al., 2013). Otras opciones de tratamiento son los lodos activados, lagunas anaerobias, filtros percoladores,
contactores bioldgicos, oxidacion avanzada, tratamiento en rellenos sanitarios (Sheehan, 1980;
Christofoletti et al., 2013). En Colombia la gran mayoria de estos métodos han sido aplicados. En el
caso de reuso de las vinazas como medio de fermentacion se tiene poca informacion de su

implementacion.

La digestion anaerobica es un proceso alternativo de gran interés para el uso de las vinazas. Esta
biodigestion es una tecnologia en la que se produce metano (biogas, figura 2), éste tiene un gran poder
calorifico. Pero es sabido que aun se requieren mejoras en su eficiencia. Los tratamientos de este tipo
muestran una disminucion de la DBO de las vinazas significativo, reduciendo el poder contaminante de
la vinaza. En este proceso varios grupos de microorganismos trabajan en cooperacion, estos
microorganismos estan presentes en la naturaleza en ambientes anaerébicos, como los fondos de
estanques, pantanos, rumen de herbivoros, heces de los animales y los seres humanos. Después del
proceso de metanizacion las vinazas elevan su pH sin la adicion de compuestos alcalinos (De Oliveira
2011).

La industria de la cafia de azucar es uno de los sectores con las mayores demandas de agua y, ademas,
las vinazas son una fuente importante de contaminacion organica, combinada con el hecho de que
Colombia en la actualidad es el tercer mayor productor de bioetanol de América hace que sea ain méas

importante.

El retso y la recirculacion del agua se convierten en herramientas que apuntan al uso eficiente del recurso
hidrico. En la industria de los biocombustibles existe un elevado consumo de agua, ademas se espera que
en los préximos afios aumente (Keeney, 2006; Chavez-rodriguez et al., 2013). En este caso especifico la
reutilizacion de vinaza en la etapa de fermentacién en la produccion de etanol posterior a su
aprovechamiento energético (después de la metanizacion) es una técnica que podria ser utilizada para la
reduccion del consumo de agua y nutrientes en el proceso de fermentacion. En el caso de recirculacion
de vinazas en el proceso de fermentacidn sin ser metanizadas, existe un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de la levadura por subproductos que permanecen en las vinazas. Cuando se incrementa el
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namero de redsos, disminuye el nimero de posible de recirculaciones (Navarro et al., 2000; Castro &
Caicedo, 2015). Los solidos solubles presentes en la vinaza, principalmente las vinazas a partir de melaza,
son hidratos de carbono y sales no fermentables, asi como compuestos inhibidores de crecimiento de
levadura (Maiorella, et al., 1983). Sin embargo, este problema puede ser disminuido si se remueven estos
productos, principalmente acidos organicos volatiles, esto permite aumentar el nimero de recirculaciones
sin afectar el proceso de produccion de etanol (Castro and Caicedo 2015). En la industria se han hecho

esfuerzos aislados en este campo, pero no han sido sometidos a divulgacion cientifica.



19

3. OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo general

Evaluar el uso potencial de las vinazas como aguas de reuso en procesos de fermentacidn

alcohdlica.

Objetivos especificos

Caracterizar los parametros fisicoquimicos de las vinazas crudas y de los efluentes del proceso

de fermentacién anaerobia.

Evaluar la capacidad de produccion de metano de las vinazas en procesos de fermentacion

anaerobia.

Evaluar diferentes proporciones del efluente de metanizacion como sustrato de dilucion de

melazas para el proceso de fermentacion alcoholica.

Determinar la eficiencia de los procesos fermentativos en la produccién de etanol.
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4. METODOLOGIA

4.1 Medio de fermentacion (mosto a 19-20 °Brix).

La preparacion de los medios de fermentacion (mosto) a 19-20 °Brix se realiza diluyendo 8 kg de melaza
comercial con un contenido de sélidos de 75 °Brix en 30 litros del solvente escogido (agua corriente,
efluente de metanizacidn). Para el proceso de pasteurizacion se llevé a 85 °C por 10 min. Utilizando una

resistencia a 220 V.

4.2 Condiciones de Fermentacion

Todas las fermentaciones fueron llevadas a cabo en un reactor de 40 L en acero inoxidable a 33-35 °C,
en condiciones estériles por 24 horas en ausencia de aire. Para la determinacion de los s6lidos disueltos
se utiliz6 un refractémetro marca Brixco modelo 3030. La conductividad fue determinada con un
conductimetro Ohaus modelo Starter 3100. Previa centrifugacion a 6000 rpm por 15 min. Las
concentraciones de azlcares totales solubles se realizaron por método espectrofotométrico con antrona.

El contenido de etanol fue determinado usando un cromatdgrafo de gases marca agilent modelo 6890 N.
4.3 Obtencion de las vinazas

Para la obtencion de las vinazas, se realizaron fermentaciones a partir de la mezcla melaza y agua, se
realiz6 un analisis fico-quimico de la mezcla (Anexo 1). La fermentacion culmind a las 24 horas. Una
vez finalizada, se procedié a destilar el fermento a una temperatura de 78 £ 3 °C, en un destilador
convencional a presion atmosférica. Luego de la obtencion de vinazas, se realiz6 un andlisis fico-quimico

al vino, tal como indica el anexo 2.

Las vinazas fueron llevadas a procesos de metanizacion con el objetivo de reducir la carga organica

expresada como Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), para la produccion de biogas.

4.4 Metanizacion

Se utilizé un reactor hibrido de lecho de lodos con filtro anaerobio de 35 L para el proceso de
metanizacion de las vinazas. El bioreactor fue alimentado con vinaza diluida con un caudal de 0,21 L/h
empezando con 7428 mg/L de DQO, aumentado gradualmente hasta 16.300 mg/L. Con un tiempo de

retencion hidraulica de 6,9 dias. La concentracion de metano se determiné con el detector multi gas
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marca: RKI; referencia: GX 2012. El efluente luego de la metanizacion fue recuperado para los procesos
de fermentacion, para ser usada como agua de reuso. A éste se le hizo un analisis fisicoquimico (Anexo
3).

4.5 Utilizacion del efluente de metanizacion como sustrato para la dilucion de melazas

En el proceso de fermentacion alcohdlica se utilizé el efluente de la metanizacion de las vinazas como

agua de reusd para realizar las diluciones Figura 4.

l T |,_____~_.4-______.“____A-_“Reyﬁcmqm.dfluaoa.-.,:
l v Levadura
—4—‘ Fermentacion l—v Etanol
I
< 4——1 Destilacion |
l i -----»Efluente|---:
¥ :
—<—i Vinazas } ------------ Biodigestion |----- :
‘ i oo
v v
—<—| Evaporacion | | Fertirrigacion |
v ) v v
+ | Concentracion Construccion Alimentacion | Combustidn |
de vinaza Civil animal
v
Generacion de -
L Biogas
vapor devinaza -
v
Cenizasricas
en potasio

Figura 4. Diagrama de flujo de las principales alternativas el uso/descarga de las vinazas de cafia de azUcar,
modificado de Christofoletti et al. (2013). Las lineas punteadas rojas indican la alternativa de uso del efluente
proveniente de la biodigestion de vinazas como agua de retso para la dilucién de melazas para produccion de

etanol.
4.6 Experimentos de diluciones en diferentes proporciones de efluente
Experimento I: 100% reuso de efluente obtenido después de la metanizacion de vinazas

Las condiciones de fermentacion fueron llevadas a cabo como se describe anteriormente (4.1). Las

vinazas obtenidas de la primera fermentacion, luego de pasar por el proceso de metanizacion fueron
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utilizadas como medio para la dilucion, diluyendo 8 kg de melaza comercial con un contenido de s6lidos
de 75 °Brix en 30 litros de efluente. Una vez finalizada la fermentacion se determinaron algunos
pardmetros fisicoquimicos y se evaluo el efecto de la fermentacion en las levaduras por medio del ensayo

de viabilidad y vitalidad-determinacion del poder de acidificacion.
Experimento I1: 60% reuso de efluente después de la metanizacion de vinazas

Se realizo6 el mismo proceso del experimento I. Se utilizo para la dilucion de melazas 40% de agua potable

y 60% del efluente proveniente de la metanizacion de vinazas.
Experimento I11: 30% reuso de efluente después de la metanizacién de vinazas

Se realiz6 el mismo proceso del experimento I. Se utilizo6 para la dilucion de melazas 70% de agua potable

y 30% del efluente proveniente de la metanizacion de vinazas.
Experimento IV: 100% reuso de efluente después de la metanizacion de vinazas + sacarosa

Se realiz6 el mismo proceso del experimento bajo las mismas condiciones de fermentacion como se
describe anteriormente en el apartado (4.1). Se utilizé como fuente de carbono sacarosa y para la dilucion
de sacarosa efluente al 100% proveniente de la metanizacién de vinazas hasta lograr una solucién de 20

°Brix.
Experimento V: Capacidad amortiguadora del sistema Melaza/Efluente — Melaza/Agua

Se determin0 la capacidad amortiguadora del sistema Melaza/Efluente — Melaza/Agua bajando el pH con
acido clorhidrico al 0,1029 M, midiendo en 20 min cuanto volumen requeria hasta volverse constante el
pH. Para esto se utilizaron sistemas diferentes con el fin de observar la posible capacidad buffer de cada

sustancia.
4.7 Microorganismo

Saccharomyces cerevisiae fue obtenido de la casa comercial Instant Success como levadura seca
instantanea y mantenida en nevera a 4 °C. Para la inoculacién en el reactor la levadura fue activada por
5 min a 35 — 38 °C en una solucién de melaza diluida a 20 °Brix a razon de 8 g/L de mosto a inocular,

como complemento nutricional para la levadura se adiciono 2,0 g/L de Diamonio Fosfato.
4.8 Ensayo de viabilidad y vitalidad-determinacion del poder de acidificacion

El ensayo de vitalidad fue una adaptacion de Kara et al., (1988). Se centrifugaron a 5.000 rpm durante

10 min alicuotas de 50 ml de las muestras suspendidas en el medio a estudiar (después de la fermentacion)
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previamente homogenizadas. Posteriormente, se realizaron 4 lavados por suspension y centrifugacion
con 15 ml de agua destilada a 4 °C para remover material enlazado a la superficie de la levadura que
puede influir en el ensayo. Los precipitados de la levadura obtenidos se suspendieron en 10 ml de agua
destilada fria. Después se sumergieron en 90 ml de agua destilada a 25 °C en continua agitacion
magnética registrandose el pH cada minuto durante 10 min. A ese tiempo se agregaron 5 ml de glucosa
(20,2% p/v) y se continud el registro durante 10 min mas con el fin de obtener el valor de GAP. Las
mediciones de pH se realizaron con un equipo pHmetro Ohous modelo Starter 3100 C Para estimar la
viabilidad celular se utiliz6 el método de tincion con azul de metileno, el protocolo se llevé a cabo de
acuerdo a (Jenkins, et ., 2011)

4.9 Rendimientos del proceso.

Los rendimientos en la produccion de alcohol etilico seran evaluados bajo la Norma Técnica Colombiana
NTC 5113 usando un Cromatografo de Gases Agilent modelo 6890 N.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Metanizacion

Las melazas tienen un pH entre 5,5-6,5; un pH bajo es atribuible a la presencia de acidos alifaticos y al
bajo pH de la clarificacion. Las vinazas son aun mas éacidas debido al proceso de fermentacion, en esta
investigacion los valores de las vinazas fluctuaron en un rango de 4,5-4,8. Para lograr la estabilizacion
del sistema fue necesario ajustar el pH de las vinazas con bicarbonato de sodio en un intervalo 6.5-7.2
(Tabla 3) previa adicién al reactor metanogénico, las condiciones éptimas para este proceso son de un
pH entre 6.5y 7.6, se deben prevenir los pH menores a 6.2, valor en que no trabajan las bacterias
metanogénicas. La estabilizacion se realizo con Bicarbonato de Sodio debido a que la elevada alcalinidad
bicarbonatico disminuye el indice AGV/AKL del sistema y aumenta el porcentaje de eficiencia de

remocion (Cajigas, et al., 2005).

En las primeras etapas del proceso se alcanzaron remociones del 42,5 % en la carga organica, una vez
alcanzada una mejor estabilizacién del biodigestor se obtuvieron remociones de hasta el 65,8%. El ensayo
se realiz6 con carga de entrada para el reactor que oscilaba entre los 7500-16267 de mg/L como DQO y
con un caudal maximo de 0,21 L/hora, donde se obtuvo una generacién de metano en biogas maxima del
83 %.
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Tabla 3. Parametros fisicoquimicos del reactor hibrido de lecho de lodos con filtro anaerobio

DQO Acidos Grasos Metano en biogas pH de pH DQO
alimento V(;:’?(t:gleisn(iﬁ;V) (%) ( :Iri]:r:g\r(]j% ) efluente efluente
(mg/L) (mg/L)
7428 0,30 72 6,7 7,65 -
7428 0,36 75 6,9 7,75 -
7428 0,38 71 7,0 7,55 -
10000 0,33 67 6,4 8,30 -
10000 0,60 57 7,2 7,35 -
10694 0,16 67 71 8,34 3660
10694 0,21 80 7,0 8,30 -
16267 0,15 59 7.0 8.19 -
16267 0,15 83 71 8,50 7200

La relacion Acidos Grasos Volatiles (AGV) /alcalinidad (ALK) se mantuvo entre un rango de 0,16 a
0,38. Valores superiores a 0.3 en esta relacion indican la ocurrencia de disturbios en el proceso de
digestion anaerobia, la figura 5 muestra que al disminuir la relacion acidos grasos-alcalinidad aumenta
la produccion de metano en el biogas, una relacion similar es descrita por el trabajo realizado por (Moraes
et al. 2015 a). Por otro lado, dependiendo del agua residual, es posible que la estabilidad del proceso
ocurra para valores de acidos grasos/alcalinidades diferentes a 0.3, siendo prudente la verificacion para

cada caso en particular tal como indica Cajigas et al., (2005) en su investigacion.
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Plot of Fitted Model

Metano en biogas = 1/(0.0126833 + 0.0127374*AVG Alcalinidad"2)
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Figura 5. Comportamiento del metano con la relacion AVG/ALK.
Modelo de calibracion: Metano en biogas = 1/(0.0126833 + 0.0127374*AVG Alcalinidad”"2)

Por otro lado, se observa una relacién importante entre la carga organica de entrada y la concentracion
de los acidos organicos en el sistema de operacion. A medida que la carga del alimento aumenta se
observa una disminucion en la relacion AVG/ALK. Esto puede interpretarse desde la capacidad del rector
para aceptar cargas organicas mayores sin sufrir perturbaciones en el desarrollo de los procesos que alli
se dan. Pero esto no puede interpretarse como un sistema gque no presenta limites en la carga de entrada
ya que un exceso significaria sistemas con efluentes con menos remocion de materia organica (fig. 6).

La relacion tendria un mayor significado en procesos de altas cargas organicas, pero a caudales bajos.

Al relacionar las dos ecuaciones de las figuras 5 y 6 se aprecia una dependencia de la produccion de
metano con la carga del alimento suministrado. Es importante anotar que esta relacion solo es directa
hasta valores de carga organica cercanos a los 4000 mg/L DQO (Tabla 4). De alli en adelante la
produccion de metano no sobrepasa el 79%. Este valor refleja el limite superior aproximado en la
produccion de metano en un sistema de este tipo. Las amplias variaciones en la produccion de metano a
partir de vinaza puede explicarse por las caracteristicas complejas de este sustrato, que depende

principalmente de la materia prima (por ejemplo, remolacha azucarera, cafia de azucar, sorgo dulce,
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maiz), las préacticas agricolas que influyen en la composicion de la planta y el proceso industrial de etapas

de fermentacion y destilacion (Moraes et al. 2015 a).

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del reactor hibrido de lecho de lodos con filtro anaerobio

DQO alimento Metano en biogéas
(mg/L) (%)
100 0,001
250 0,048
500 0,763
1.000 10,662
2.000 56,330
4.000 76,922
6.000 78,457
8.000 78,721
10.000 78,793
12.000 78,820
14.000 78,831
16.000 78,836
18.000 78,839
20.000 78,841

22.000 78,842
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Plot of Fitted Model
AVG Alcalinidad = (4728.55/DQO alimento)*2
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Figura 6. Comportamiento de los AVG/ALK con la carga organica (DQO).
Modelo de calibracion: AVG/ALK = (4728.55/DQO alimento) ~ 2

5.2 Fermentacion

En los experimentos I, 11 y 111 (Tabla 4) se muestra la comparacion entre las diferentes proporciones de
efluente utilizado en la dilucion de melazas para la fermentacion (30, 60 y 100 %). El analisis EI méetodo
empleado para discriminar entre las medias fue el procedimiento de comparacion multiple de Duncan,
las variables tienen un nivel del 95,0% de confianza. No existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de los 3 tratamientos con efluente, mientras que existe una diferencia

significativa entre los tratamientos 60 y 100 % respecto al control (p<0,05) (Anexo 4).

Dado que no hubo uno dafios en la viabilidad y vitalidad de las células de Saccharomyces cerevisiae entre
los tratamientos (30 %, 60 % y 100 % del efluente), ademas de una diferencia significativa en la
produccion de etanol, las siguientes fermentaciones se realizaron con efluente al 100%, considerando
que en este punto se reusa mayor volumen de efluente como agua de retiso en el proceso de fermentacion

de melazas de cana de azucar.
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Figura 7. Comparacion de las fermentaciones entre los diferentes tratamientos. Control: agua + melaza. E 100%:
100 % Efluente + melaza. E 60 %: 60 % Efluente + melaza. E 30 %: 30 % Efluente + melaza.

5.3 Test de vitalidad y viabilidad

La prueba de poder de acidificacion (AP) fue superior a 2,0 en todos los ensayos (E 30%, E 60%, E 100%
y agua del grifo) y la viabilidad de las células de levadura fue superior al 80% (Tabla 5), lo que sugiere
que la estructura y funcién normal de las células no se alteraron, y que la levadura era muy activa y tenia
un buen potencial de fermentacion. Por tanto, la alta capacidad de acidificacion proporciond informacién
sobre la capacidad metabolica de las células y sobre su capacidad para mantener diferentes
concentraciones intracelulares y extracelulares de iones de hidrogeno (Gabriel et al. 2008). Durante los
primeros 10 minutos de la prueba, AP-E 100% mostré una alta capacidad de acidificacion (Figura 8),
una mayor tasa de cambio de pH y una pendiente mas pronunciada de la curva de pH-tiempo (Esto indica
el flujo de protones), aunque no hubo glucosa en el medio durante este tiempo. Esto quizas se debio a la
presencia de sacarosa en el espacio periplasmico, ya que habia melaza en el medio de fermentacion. La
melaza esta compuesta principalmente por un 45 a 60% (p / p) de sacarosa, 5 a 20% (p / p) de glucosa y
fructosa. En S. cerevisiae, el consumo de sacarosa comienza con su hidrolisis por invertasa en el espacio
periplasmico (Marques et al. 2016). La invertasa descompone el disacarido sacarosa en monosacaridos

glucosa y fructosa. En S. cerevisiae, la hidrdlisis de sacarosa puede ocurrir tanto intracelularmente como
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extracelularmente (Dijken 1994). La levadura S. cerevisiae produce dos formas de invertasa, formas
secretadas y no secretadas (Sainz-Polo et al. 2013). En la mayoria de los casos, la absorcion de
disacéridos por las levaduras esta mediada por sistemas de importe de protones. Cuando la sacarosa es
metabolizada por la via de hidrdlisis intracelular, el Unico protdn que se capta junto con la sacarosa debe
ser expulsado por la ATPasa de la membrana plasmatica (Pmalp) para mantener la fuerza motriz del
proton a través de esta membrana y prevenir la acidificacion del citoplasma (K. Wang et al. 2014). Sin
embargo, los movimientos de protones también pueden ser causados por otros procesos metabolicos,
incluida la actividad de la ATPasa y la produccién de metabolitos acidos (Dijken 1994). El
comportamiento de la pendiente de la curva de pH-tiempo para 100% AP-E (Figura 8) solo ocurrié
cuando el 100% del efluente se reutilizo para fermentacion, por lo que es probable que la levadura se
inhibiera temporalmente para la hidrdlisis de sacarosa, y cuando estaba en un medio sin este efecto

estresante, reactivd su metabolismo.

Tabla 5. Porcentaje de supervivencia y poder de acidificacion (PA) de células de Saccharomyces cerevisiae

luego de la fermentacion.

Ensayos Viabilidad (%0) Etanol (%) PA (A pH)
Control 80,5 5,6 1,0
E 30 % 89,5 54 12
E 60 % 93,3 50 1,0
E 100 % 86,7 47 12

En la Figura 8, las pendientes AP de los tratamientos AP-E 30%, AP-E 60% y AP-E 100% muestran que
las levaduras son potencialmente activas. Sin embargo, en comparacion con el agua del grifo, la
produccion de etanol se redujo cuando se utilizé el 60% y el 100% del efluente para diluir la melaza de
cafia de azlcar para la fermentacion (Tabla 5), lo que sugiere que la reduccion en la produccion de etanol
se debid a un efecto no permanente y podria ser condicionado por melaza y por el porcentaje de efluente
en el medio de fermentacion. La melaza es bastante inhibidora de varios organismos debido a su
salinidad, osmolaridad y a su contenido de elementos toxicos e inhibidores de la fermentacion (Lino,
Basso, and Sommer 2018). Ademas, la digestion anaerodbica es eficaz para tratar la fraccion degradable
de materia orgédnica en vinazas (Robles-Gonzalez et al. 2012); sin embargo, siempre hay componentes
biologicamente recalcitrantes que permanecen después del tratamiento anaerdbico (Yan et al. 2019). Esto

indic6 que algunos de los componentes de la melaza y el efluente (ADEV) en la fermentacion etandlica
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podrian inhibir S. cerevisiae. También, Los resultados para este trabajo indicaron que el bajo A pH de los
tratamientos donde se utiliz6 como diluyente de las melazas efluente, no significo una afectacion de la

vitalidad, ya que, el A pH del control es similar a los tratamientos.

5,6
5.4 A —a— Control
| —e— E 30%
5,2 —A—E 60 %
| —*—E 100%
5,0
4,8 -
T |
Q 46
4,4 -
4,2 -
4,0
318 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20
t (min)

Figura 8. Test de vitalidad. Poder de acidificacion PA (A pH) de las células de Saccharomyces cerevisiae

obtenidas después de la fermentacion en cada uno de los tratamientos

54 100% reuso de efluente. Determinacion de la capacidad tampdn de los medios de

fermentacion

Dado que los medios de fermentacion compuestos por melazas o efluentes mostraron gran capacidad
para resistir disminuciones de pH, se evalud la capacidad amortiguadora de los medios de fermentacién
y el efecto del pH inicial en la produccién de bioetanol. Los resultados de la titulaciéon con HC1 0.1029
M mostraron claramente que los sistemas compuestos por melaza, efluente o una combinacion de ambos
tenian gran capacidad para resistir disminuciones en el pH del medio. El efecto amortiguador del efluente
estuvo principalmente en el rango de 7,5 a 5,5. En el caso de la melaza, la regulacion del pH cubri6é un
rango mas acido, de 5,0 a 3,0 (Olbrich, 1963). El efecto se volvid sinérgico cuando se utilizé la mezcla
efluente-melaza, consumiendo 0,44 g de HCI por 13,3 g de melaza diluida para reducir el pH de 7,04 a
3,07.
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Para observar el efecto del efluente en la produccion de etanol, se reemplazé la melaza por sacarosa. Se
observo que al reutilizar el 100% del efluente, sustituyendo la melaza por sacarosa como fuente de
carbono para la fermentacion sacarosa E100% (80,6 g/ L), la eficiencia de produccion de etanol aumento
alrededor de un 20%, en comparacion con el medio de fermentacion melazas E 100% (38,4 g/ L). La
diferencia probablemente se debe a que la melaza, a pesar de ser una fuente barata de carbono,
ampliamente utilizada en la produccion de combustible de etanol, tiene inhibidores de fermentacion, asi
como alta salinidad y osmolaridad (Lino, Basso, and Sommer 2018). Por lo tanto, la melaza podria influir
en la produccion de etanol ya que el medio de fermentacion que contenia sacarosa E 100% la cual tuvo
un aumento de 5.6% en la produccion de etanol en comparacion con el agua del grifo mas melaza (43.3

g/ L), a pesar de utilizar el efluente (ADEV) para la dilucion de sacarosa (Tabla 6).

La figura 9 muestra la comparacion entre los tratamientos E100 % y E100 %-pH, entre los cuales no hay
una diferencia significativa en la produccion de etanol, mientras que si hay diferencias respecto al control.
Es importante anotar que el consumo de azlicares expresado en °Brix es igual en todos los tratamientos
y el control. Esto indica que hay una gran probabilidad de que el consumo del carbono en los tratamientos
no se vaya a la produccion de etanol sino de otros compuestos para obtener energia. En una investigacion
realizada por (Olbrich, 1963) describen la competencia de glicerol-3-P deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa por NADH: durante la fermentacion alcohdlica de levadura (Anexo 5). La disminucién
en la produccion de etanol se debe quizas a que las melazas pueden causar estrés osmotico, ademas de la
presencia de inhibidores como los sulfitos, provocando que parte de la glucosa sea metabolizada para la

produccidn de glicerol.

La produccién de glicerol esta relacionada para Saccharomyces cerevisiae con dos tipos de métodos uno

basado en la asimilacion de acetaldehido por iones bisulfito a un pH alrededor de 7:
Hexosa + bisulfito — Acetaldeido bisulfito + Glicerol + 2C02+2H20

El otro método es quizas el que esta relacionado con el sistema evaluado en esta investigacion, es la
produccion de glicerol combinando tipos de estrés como es el estrés osmotico y el estrés por presencia

de sulfito (Wang, et al., 2001). La reaccion global es:
Hexosa = 2 glicerol + etanol + acido acetico + 2C02+2H20

Las melazas pueden llegar a contener hasta 50% (p/v) de sacarosa y, aunque se suelen diluir unas 10

veces, las concentraciones resultantes son suficientes para generar la respuesta a estrés osmaotico por parte
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de la levadura (Jiménez 2010). En la concentracion osmética, se produce una diferencia de potencial
osmotico entre el interior y el exterior celular que tiene como consecuencia la salida de agua de la celula.
La acumulacién de osmolitos aumenta el potencial osmatico del interior celular, haciendo que se iguale
con el de su exterior. Los osmolitos compatibles mas utilizados son los polialcoholes, siendo el glicerol
el osmolito acumulado por Saccharomyces cerevisiae (Hohmann 1997). En S. cerevisiae, la acumulacion
de glicerol es controlada a dos niveles, retencion y produccion. La retencion de glicerol forma parte de
la respuesta inmediata de la célula frente a un chogque osmético, la presencia de este canal permite a la
célula controlar y ajustar la permeabilidad de la membrana al glicerol. En condiciones de estrés osmotico,
el canal esta cerrado y el glicerol se acumula en el interior celular. Posteriormente el canal se abre y se

cierra sucesivamente, con el objeto de controlar el nivel de glicerol (Wuytswinkel et al. 2000).

En una investigacion realizada por Navarro et al. (2000) describe el potencial del uso de las vinazas en
lugar de agua en la preparacion del medio de fermentacion. Donde, la vinaza final presento una cantidad
significativa de subproductos de importancia comercial tales como glicerol (12,6 g/L), encontrando que
al concentrar la vinaza habia un incremento en la produccion de glicerol debido a que posiblemente el

medio era hipertonico.

8- | 22 % Etanol C_J A °Brix EEEH A pH Il A Conduc. |

C

[

Cc

Control E 100% E 100% - pH

Figura 9. Comparacion de fermentaciones entre efluentes 100%. Efluente sin cambio de pH: E 100 %. Efluente
con cambio de pH: E 100 % - pH.

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae pueden llegar a formar cantidades de glicerol que varian entre

4.2 a 10.4 g/L. La formacion de glicerol no sélo depende de la cepa de levadura, sino también en gran
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medida de la composicion del medio de fermentacion y la sinergia con los factores de estrés. Para el caso
de la produccion de azucar el efecto inhibidor de sulfito es otro problema industrial ya que se utiliza 'y
esta presente en la melaza y jugo de cafia. El sulfuro de sodio en las melazas de cafia esta presente en un
intervalo entre 200 a 700 mg/L, y hasta 300 mg SO2/L en el mosto. El dioxido de azufre es una sustancia
muy reactiva y su accién inhibidora esta directamente relacionada con el pH, se caracteriza por dos
constantes de disociacion. En los valores de pH mas bajos coexisten bisulfito (HSO3") y didxido de azufre
(SO.) pK1 =1,77, mientras que en pH 5.0 a 9,0, hay una composicién mixta de bisulfito y sulfito (SO3
2) pK2 = 6,9. Una vez que el pH de la fermentacion es acido, el sulfito es la forma mas toxica (SO2 y
HSO3) (Oliva-neto et al. 2013; Moraes, et al., 2015 b). Es probable que la diferencia en la produccion
de etanol del control con los tratamientos del efluente al 100 % se deba a un efecto sinérgico entre los

componentes inhibitorios del efluente y la matriz (melaza).

Tabla 6. Comparacion de fermentaciones entre efluentes al 100% y diferentes fuentes de carbono.

Ensayos Birlx °Brixf A°Brix pHi pHf ApH Condi Condf ACond % Etanol
E 100 % 19,8 13,5 6,3 6,4 52 1.2 21,8 22,3 0,8 47
E 100 % -pH 20,2 13,7 6,5 5,2 4,9 0,3 21,0 22,0 1,0 49
E 100 %-Sac 20,2 7,6 12.6 8,5 4,9 3,5 4,9 4,6 0,3 10,3
E 100 %-Sac-pH 20,2 9,0 11,2 54 2,9 2,5 47 6,2 15 11,0

Efluente con fuente de carbono melaza: E 100 %; Efluente con cambio de pH + melaza: E 100 % - pH +melaza; Efluente sin

cambio de pH + sacarosa: E 100 %-Sac; Efluente con cambio de pH + sacarosa: E 100 %-Sac-pH.

En un trabajo realizado por (Olbrich, 1963), describe que las melazas poseen una accion de
amortiguacion y que esto se debe principalmente a los compuestos no azucarados, como son: 33% SiO»,
27% CaO, 2 % P,0s, CO2, SOs, MgO, Al>Os and Fe>Os. Quizas es por esto por lo que, aunque la
disminucion de °Brix es similar en E 100 % y E 100 %-pH, el A pH es mayor E 100 % respecto a E 100
% - pH (tabla 5).

Los resultados muestran que los sistemas compuestos por melaza o efluente o una combinacion de ellos
presentan una gran capacidad para resistir descensos en el pH del medio. El efluente muestra este efecto
en el rango de 7.5 a 5.5 principalmente. Para el caso de la melaza el espectro de regulacién cubre un
rango mas acido, 5.0 a 3.0. El efecto se hace sinérgico cuando se utiliza su mezcla, llegando a consumir

0.44 g de HCI por cada 13,3 g de melaza diluida para bajar el pH desde 7,04 hasta 3,07. Para contrastar
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este fendmeno se decidid también medir de manera paralela la solucion sacarosa-agua y sacarosa-
efluente. En el primer caso no existe ningun efecto buffer ya que con la adicion de solo 0,5 ml de acido
clorhidrico 0,1029 M el pH desciende de 6.5 a 3.0, no siendo asi en el sistema sacarosa-efluente. En el
caso del efluente se encuentra la explicacion en la adicion de bicarbonato que se realiza al alimento
(vinazas) del reactor metanogénico con el propdsito de subir el pH a niveles no toxicos para los
microorganismos. El citrato de sodio se muestra como ejemplo de un sistema amortiguador conocido. Se

ha descrito que las melazas muestran el efecto de buffer en un rango de pH 3.0 a 7,07.

Para definir cudl de los sustratos provocaba dicha diferencia se determind la capacidad amortiguadora de
los sistemas: melaza-agua, melaza-efluente, efluente, agua y como controles los sistemas sacarosa-agua,

sacarosa-efluente y citrato al 1%, al adicionar &cido clorhidrico (HCI) diluido (ver figura 10).

o —=— Melaza+efluente
] —— Melaza + agua 100%
—— Azucar + efluente 100%
81 —~— Efluente 100%
—e— Azucar + agua
7 - —— Agua
® —— Citrato de sodio 1% + agua
6 - ™~
T \x SR
5 *o, "%5
oo
‘-‘_‘i“'
4 - "
"
34 ] v “ e
®
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Vol HCI 0,1029 M (mL)

Figura 10. Efecto amortiguador/buffer en diferentes medios de fermentacion

La melaza sin importar su origen, s6lo se diferencian en el grado, pero no en la naturaleza de sus efectos
amortiguadores; el almacenamiento de melazas de remolacha muestra solo ligeras variaciones causadas
por las diferencias en las cantidades y composiciones de las sustancias no azucaradas. En relacion con la

capacidad amortiguadora de melaza, es una consecuencia importante de la naturaleza quimica de las
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sustancias no azucaradas, en la que su accion tampoén aumenta cuanto menor es el pH; disminuye
alrededor del punto neutro. La adicién de 2 ml de &cido clorhidrico 0,10 N a una melaza con un pH inicial
de 5.18 desplaza el pH por 0,48 unidades, pero la adicién de 2 ml de 0,10 N de NaOH cambia el pH a
6,94, es decir, un cambio de 1,76 unidades de pH (Olbrich, 2006). Esto explicaria de porque la levadura
a pesar de acidificar el medio éste no desciende de manera significativa al final de la fermentacion.
Saccharomyces cerevisiae tiende acidificar el medio, debido a la presencia de H*-ATPasa, en su
membrana plasmatica. La principal funcion de la H*-ATPasa es expulsar activamente protones y generar
el gradiente electroquimico de protones que suministra la energia para la captacion de nutrientes, que son
esenciales para la supervivencia del organismo (Jiménez, 2010). El efecto de esta capacidad
amortiguadora del pH que tiene tanto la melaza como el efluente es disminuir la eficiencia en el consumo
de azucares no fermentables por parte de la levadura ya que al no permitir el proceso de hidrdlisis acida
de estos azucares se disminuye sustancialmente el contenido de monosacaridos fermentables, ademas de
que el proceso de bombear protones al medio para bajar el pH del medio la levadura consume los azucares
que si estan disponibles para la obtencion de energia en la produccion de otros metabolitos diferentes al
etanol. Sin embargo, los protones liberados al medio pueden ser neutralizados por la accion buffer del
medio de fermentacion. Por otro lado, la célula tiende al equilibrio osmoético, por lo que trata de ajustar

el pH alcalino del medio externo consumiendo energia (Andersone and Ievinsh 2008).

El amplio rango de efecto amortiguador (Figura 3) del sistema de fermentacion con la mezcla melaza-
efluente podria haber tenido un efecto negativo en las células de levadura, resultando en una reduccién
en la produccion de etanol (Tabla 3). Hay pocos informes sobre el efecto de un medio con una amplia
gama de tampones sobre el rendimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae y sobre la produccion
de etanol. Por lo tanto, fue dificil evaluar el efecto tampon de reutilizar el efluente para la dilucion de
melazas, principalmente cuando se reutiliza al 100%. Sin embargo, cabe sefialar que, si el efluente se
reutiliza al 100% para la dilucidon de sacarosa, se obtiene una alta produccidn de etanol, y este efecto se
incrementa a medida que el pH alcanza niveles 4cidos, reutilizando el efluente al 100% y sacarosa con

ajuste de pH (Suc -E 100% - pH) la produccion de etanol se incremento6 en 86,4 g/ L (Tabla 3).

5.5 Abhorro de agua

Cuando se construye una planta de etanol, el agua es un importante recurso a consideracion y parte del

proceso de permisos. El uso del agua de consumo por las plantas de etanol proviene en gran parte de la
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evaporacion durante el enfriamiento y la descarga de aguas residuales. Una planta de etanol es capaz de
producir 40 millones de galones de etanol por afio, donde puede llegar a utilizar hasta 330.000 litros de
agua por dia o 120 millones de galones de agua al afio. Esto es equivalente al agua utilizada por una
ciudad de 5.000 personas o un campo de golf de tamafio estandar. EI hogar promedio utiliza 107.000

galones de agua por afio. Una persona promedio utiliza 50 galones de agua cada dia.

Debido a las politicas energéticas del pais, se producen biocombustibles desde el afio 2005 (bioetanol a
partir de cafia de azlcar). Actualmente Colombia produce 30 millones de litros mensuales de etanol a
partir de cafia. Este consumo aumentara una vez entre en vigencia la ley que obliga a que todos los
automoviles nuevos tengan motores flex-fuel (Los cuales funcionan con mezclas de hasta 85% de etanol),
frente al consumo actual que es de 10% en etanol. Todo esto lleva en un aumento considerable por afio
de produccién de etanol de diferentes fuentes especialmente de cafia de azucar, lo cual a su vez lleva a

un significativo incremento en el consumo de agua (Chavez-rodriguez et al. 2013).

Como regla general, en una planta de etanol que produce 50 millones de galones afio se necesitan 263
millones de galones de agua. Sin embargo, las plantas de etanol modernas tienen sofisticadas técnicas de
tratamiento de agua para permitir el reciclaje de agua para calderas. Estas técnicas de tratamiento también
deberian ser consideradas y permitir ser utilizadas a las plantas en agua de menor calidad tales como los
efluentes de plantas de tratamiento de aguas y, posiblemente, incluso el agua reciclada de corrales de

engorde de animales (Keeney 2006).

De esta investigacion se concluye que al ser utilizado el efluente como agua de reuso el ahorro de agua
es de aproximadamente un 12,5%, esto significa un ahorro de aprox. 166000 L/dia para una planta como
la de la Fébrica de Licores de Antioquia que produce aprox. 100000 L de alcohol/dia. Esto a su vez

equivaldria al consumo promedio de 1265 personas/dia en la ciudad de Medellin.
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Tabla 7. Relacién de ahorro de consumo de agua utilizando el efluente como agua de relso en el proceso de

fermentacion.

DQO

DQO vinaza alimento Ahorrg en
(mg/L) reactor consumg) ¢agua
(mg/L) (%)
Experimental* 160000 16267 12,5
1 160000 25000 19,2
2 160000 30000 23,0
Escenarios
futuros 3 120000 30000 30,7
4 100000 30000 36,8
5 80000 30000 46,0

* Tiempo de retencion: 6,9 dias. Generacion de biogas: 39 L/dia. Composicién porcentual promedio de metano: 71%.

Las evaluaciones tecnoldgicas en una bio-refineria de cafia de azlcar con diferentes escenarios, tiene
como objetivo en un corto plazo tener presente aspectos tales como el medio ambiente, energéticos,
econdémicos y sociales. Estos escenarios podrian cubrir diferentes consideraciones, por ejemplo,
diferentes configuraciones de un reactor, condiciones operativas, aplicaciones de biogas, asi como un
sistema integrado de transformacidn de desechos en sub-productos. Asi, la digestion anaerobia de vinazas
y el retso del efluente como agua son alternativas que podrian llegar a solucionar problemas de manejo
de residuos y a su vez ser aprovechados como parte de la produccion de la cadena de produccion de
etanol, la cual funcionaria como una herramienta para los estudios preliminares de nuevos procesos y la

optimizacion de las condiciones de operacion, dirigida hacia futuras aplicaciones industriales.

"Diluted molasses Fermented molasses

‘Ethanol 1.0L-1.5L

YY)

Mixing Fermentation (40 L) Distilation (30 L)

Effluent 30 %
Effluent 60 %
Effluent 100 %

Diluted vinases with tap water f’"i'ap EICTS
‘thogas production

Hybrid anaerobic digestion (UASB/Filter)
30 L treated vinasses

Figura 11. Esquema de experimentacidn de operaciones utilizando efluente de digestion anaerdbica de las

vinazas.
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6. Conclusiones

e El sistema de metanizacidn de vinazas en el biodigestor (del reactor hibrido de lecho de lodos
con filtro anaerobio) tuvo una carga maxima de 16267 mg/L, carga que a nivel industrial
representa una cantidad importante. Se obtuvo una cantidad promedio de metano en el biogas del
71% que es considerable en este tipo de sistemas. La utilizacion de cargas mayores puede
superarse mediante la estabilizacion del sistema, ya que a medida que el reactor alcanzaba una
estabilizacion permitia mayor concentracion de vinaza en el sistema, obteniendo remociones de
hasta el 65,8% de materia organica, si el reactor es cargado con altas cantidades de DQO sin estar
estabilizado, el sistema se satura y pierde eficiencia. El uso de vinaza para la produccion de
energia es técnicamente factible.

e En el sistema de retso del efluente del 100 % en la fermentacion a pesar de no tener un impacto
negativo en la viabilidad y vitalidad de Saccharomyces cerevisiae, se evidencia una menor
produccion de etanol respecto al control donde es utilizada agua, esto quizas se deba a la presencia
o acumulacién de compuestos inhibitorios o condiciones de estrés haciendo menos eficiente el

proceso de fermentacion.

e El sistema melaza — efluente mostro tener propiedades buffer que influyen en la actividad y
eficiencia de la fermentacion de azucares. El efecto de esta capacidad amortiguadora del pH que
tiene tanto la melaza como el efluente es disminuir la eficiencia en el consumo de azucares no

fermentables por parte de la levadura.

e Teniendo en cuenta que la cantidad de agua requerida para la preparacion del medio de
fermentacion en una planta de produccion de alcohol es aproximadamente 77% del consumo total
de agua, el re-uso de 100% efluente reduce a 0% la cantidad de agua requerida. Sin embargo,

para el proceso global de fermentacion alcoholica y metanizacion solo llega a un 12,5 %.

e El sistema integrado de uso de vinazas para metanizacion y produccién de energia, ademas del
retso del efluente en un 100% como agua en la fermentacion que se propone en este trabajo, es
un proceso de importancia econdémica para aplicaciones industriales, con la ventaja afiadida de la

eliminacién no contaminante de los residuos potencialmente contaminantes y el ahorro de agua.
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