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Resumen

Se compararen los métodos de desplazamiento de liquido y cromatografia de gases para evaluar Actividad Metanogénica
Especifica (AME) cuanfificando Ia produccion de metano durante 40 dias empleando como sustrato vinaza cuda. Los
resultados obtenidos indican gque el volumen de CH* (mL . gDQO L) reportade por el método desplazamiento es mayer con
respecto al volumen de metano reportado por el método cromatogrifico, no obstante, el analisis estadistico aplicade mdica
que no se presentaron diferencias significativas (p=0,03) enfre los dos métedos de cuantificacion de produccion de metano
evaluados cuando el sustrato engpleado es vinaza cruda.

Palabras clave: Actividad Metanogenica Especifica, desplazamiento de liquido; cromatografin de gases; produccion de
metang.

Ahstract

The purpose of this study was to carry out tests of displacement of liquid and gas chromatography for the evaluation of
the specific methanogenic activity, quantifymg the methane production durng 40 days using as raw vinasse substrate. The
results show that the amount of CH (mL . gDQO L) reported by the displacement methed 15 greater with respect to the
volmne of methane reported by chromatographic method, however, the statistical analysis did not show differences between
them (p=0,03).

Keywords: specific methanogenic activity; displacement of liguid; gas chrematography, methane production.
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1. Introduccion

Las vinazas son consideradas wn residuo por las destilerias de cafia de azicar, estas son un subproducto derivado
del procese de la produccién de aleohol, por cada litro de etanol producido se obtienen 13 litos de vinazas (Zolim ef al,
2010), en el caso puntual de la industria azicarera del valle geografico del rio Cauca, se obtienen entre 0.8 hasta maximo
tres litros de vinaza por cada litro de etanol (ASOCANA, 2010), como punto de referencia se toma la produccidn en el afio
2011 en el departamento del Valle del Cauca (Colombia) de 412 millones de litros de etancl (ASOCANA, 2011), es decir,
aproximadamente 1230 millones de littos de vinazas al afio. Las vinazas forman un efluente acido con alta carga organica
e inorganica, mnchuyendo acides, carbchidratos, fenoles y compuestos insaturados; come resultado, presentan elevada
Demanda Quinica de Oxigene (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOS), alta concentracion de sélidos y su
madecuado manejo puede causar problemas ambientales (especialmente en los ecosistemas acuaticos) v en la sahud nmana
por su toxacidad (Catcado ef al, 2010).

Una propuesta reciente para ratanmentos de efluentes mdnstmales y domesticos considera un reactor anaerobio como
mmidad principal de depuracién; estos tratanuentos han sido respensables por el cambio en las condiciones de contrel y
contaminacion mdnstrial, pues son tecnologias de bajo costo econdmico v energético (Anzela ef al, 2008) v generan metano
como una adicionalidad de gran valor (Chernicharo, 2007).

La razén de evaloar la actividad mictobiana dentro de la operacién de los reactores anaerobios es que de ella depende
la degradacion de la materia orgamica del residuo. El ensayo de Actividad Metanogénica Especifica consiste en evaluar la
capacidad de los microorgamsmes metanogenicos para convertir substrato orgamico en CH v COF (Anzola et al, 2008).
Algmnes métodes utilizados para la medicicn de la produccion de metano en el ensayo de AME son desplazamiento de
liequido, cromatografia gaseosa v respirometria (Chemnicharo, 1997 citado por Fiberio, 2007).

El método volumeétnco o per desplazamento de liquido esta amphamente difimdido y aceptade en miestro medio para
la medicion de la produceidn de metano en el tratamiento de aguas residuales domesticas principalmente por su simplicidad y
economia, ya gue solo se debe hacer pasar el biogas a través de nna trampa de WaOH para capturar el COP y permmtir el paso
v la acumulacion del CH*. La composicion del biogas en un sistema de tratanuento anaerebic depende de la naturaleza de la
materia prima digerida, s decir, del residuo que se emplea como material de partida para la obtencion de biogas (Pistones,
2000}, por gjemplo, el biogas resultante de un ratamuento de aguas residnales domesticas esta compuesto aproximadamente
de 0% de CH*y 30% de CO? (Pistonesi, 2010, en el caso de las vinazas el biogas producido a parte de CH* y CO® contiens
N?, H'S, NH? enfre ofros gases (Riberio, 2007, motivo por el cual ademés del método velumétrico el método manométrico o
cromatografia gaseosa fue objeto de evaluacion para medir la produccicn de metano a partir de vinazas.

2, Materiales y Métodes
1.1. Localizacion

El estudio se realizd en el laboratorio de Microbiologia Ambiental del Programa Ingenieria Sanitaria y Ambiental de la
Universidad del Valle, Santiago de Cali — Colombia.

1.2, Descripeion del experimento

Para esta imvestigacion se emplearon vinazas del mgemo Mayagiiez ubicado en la termaza media del valle geografico
del rio Cauca en el mumicipio de Candelana — Valle del Cauca, provementes del procese de destilacion en la produccion
de alcohol carburante generado a partir de cafia de azticar, como materia prima para la obtencion de biogés. Se realizc uma
mezela de Acidos Grasos Volatiles (AGV) en relacion 73:23:4 (acido acético — dcido propidmco — acido butinco) con el fin
de simmlar el contemdo organice del agua residual domestica la cual fue empleada como control dada la amplia expenencia
en AME con este residuo. el mécule empleado proviene del reactor UASB de la planta de tratamiento de agua residual de la
central de sacrifico animal de CAVASA 5 A ubicado en el mumicipio de Candelaria - Valle del Canca, el efluente tratado en
esta planta presenta alto contenido de sangre bovina, por lo tanto es rico en protemas (Gil, 2011).

1.1.1. Caracterizacion de la vinaza

La vinaza fue caractenizada mediante los pardmetros de DQO (288.787 mg L), pH (£.42), 85T (32.000 mg L") y
DB (96,030 mg L) segim metodelogia APHA (2003).
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1.2.2. Comparaciin de los métodos de medicion de produccion de metano
Los ensayos de comparacion de los métodos de medicion de produccion de metano a partir de vinazas se realizaron en
condiciones de operacion exactamente iguales tanto para el método por desplazamento como por cromatografia (Tabla 1).

Tabla 1. Condicicn de operacion de los reactores en la etapa de comparacion.

Metodo Cromatografia Desplazamiento
Sustrato Vinaza cruda Vinaza cruda
Mutrisntes - -
Control* AGV AGV
Volumen efectivo (ml) 250 230
Temperatura (£ 2°C) 30 30
Concentracién mdculo (g SSVL-1) 13 15
Concentracion del sustrato (g n 1
DQOL-L)
#Para AGV el método uniliza mitnentes

En la tabla 2 se presenta la nomenclatura del sustrato empleada para los dos métedos. Se mstalaron 10 reactores por
triplicado para llevar a cabo el ensayo de AME, 15 por cada método. El ensayo de Actividad Metanogénica Especifica se
realizo durante 40 dias en reactores de 500 mL, la siembra fie realizada en camara de anzerobiosis. La fase liquida (vohmen
1til) estuvo compuesta per 236 mL de agua destilada, 3.5 mL del indeulo (1.5 g S3V. 1) y 10.5 mL del sustrato (vinaza cruda,
4 gDQO. L) (Diaz-Baez et al, 2002). Todas las botellas fueron sometidas a desplazaniento de O, con N, (POE, 2008).

Tabla 2. Descripeion de tratanuentos Nomenclatura del sustrato

Sustrato Nomenclatura
Vinaza cruda + indculo Vetln
AGV + indeulo AGV+In
Indculo In
Vinaza cruda Ve
AGV AGV
Meétodo por desplazamiento de liquido:

Los reactores v las trampas de NaOH se sellaron con tapones plasticos recublertos con tapas de PVC, el reactor v la
trampa se umeron mediante una manguera de 0.64 em, la trampa tuve adhenda una aguja hipedérmica de 2.54 em para

permutir 1a salida del NaOH (figura 1).

b le

Fig. 1. Sistema de reactores método per desplazanuento. (a). tapones plasticos recubiertos con tapas de PVC. (b).
trampas de NaOH. (£). fimcionamiento del sistema.

la
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Meétodo por cromatografia gaseosa

El matenal empleado para los reactores incluye botellas de suero de 500 mL los cuales estan sellados con tapa rosca
vy septo de caucho (figura 2). Las pruebas se realizaron en ausencia de nutrientes debido a que el balance de nutrientes
realizado a las vinazas demostro que cumplen con la relacion C/N/P requerida por los microorganismos anaerobios 350 - 51
(Chemnicharo, 1997 citado por Riberio, 2007).

Fig. 2. Reactores método cromatografia gaseosa
El sistema completo del método por desplazamiento y por cromatografia de gases se observa en la figura 3.

La mayoria de los digestores anaerobios operan entre 30 — 35°C porque la formacion de metano a 20°C es baja (Diaz-
Béez et al, 2002). La temperatura promedio de la crudad de Cali durante el periodo de estudio oscilo entre 24 y 26°C
(Protiempo, 2012) por lo que se adecud el montaje con bombillos de 60 W los cuales proporcionaron una temperatura de 32
£1°C.

Fig. 3. Condicion de operacion de los reactores método por desplazamiento y por cromatografia gaseosa.

2.3. Analisis estadistico

Para procesar los resultados del ensayo de Actividad Metanogénica Especifica mediante cromatografia de gases y por
desplazamiento de liquido, se realizo una prueba t de Student de comparacion de medias con nivel de confianza del 95%, se
realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza mediante las pruebas de Shaphiro Wilks la prueba de Levene.
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3, Resultados y Discusion

J.1. Caracterizacion del sustrato

En la tabla 3 se observan las caracteristicas fisicoquinneas de la vinaza empleada en los ensayos realizados en este
trabajo proveniente del mgenio Mayagiiez, Candelaria - Colombia.

Tabla 3. Caractenzacion fisicoquinuea de la vinaza (Ingemo Mayagiiez, Candelaria - Colombia)

Parametro Unidades Medida
Qo mg ! 288,787
DBO* mgL* 96,030

pH - 442

Nitrdgeno mgL* BER

Fosforo mg L 194

De acuerdo a esta caracterizacion la biodegradabilidad anasrobia de la vinaza es DBOYDQO: 0,33, las diferencias entre
el contenido de DO v DBOS son grandes, lo que mdica que existe mna alta propercion de componentes no biodegradables.
Por otro lado, los valores obtenides de carbono, mitrdgeno v fosforo ammojan una proporcién optima para el crecimiento de los
microorganismos anaerobios 330:3:1 (Diaz-Baez, 2002) de acuerdo con la sigmente relacion:

0.88 g N L' =5 partes de Nitrogeno en el reactor
61.6 g C L' =330 partes Carbono en el reactor

0.195 g PL* =1 partes Fosforo en el reactor
67.9 g C L' =330 partes Carbono en el reactor

Temiendo en cuenta que el confenido de Carbono en la vinaza es de 280 g I y el maximo requenido para cumplir la
relacicon C/N/P (330:5:1) es 679 g L no es necesario la adicion de elementos en los reactores bologicos de tratanuento
anaeTobio va que el sustrate no presenta limitante en cuestion de mitrientes.

3.2. Comparacion de los Métodos de Medicion de Produccion de Metano
La signiente figura (figura 4) presenta el resultado en ml. . gDQO L de metano producido en el ensayo de actividad
metanogenica de vinazas crudas durante 40 dias mediante los métodos cromatografia de gases y desplazamiento de ligudo.

45
40 & —8— \n+In Cromatografia
B
g kN —h— AGN+In Cromatografia
g % 30
w 5 —#— In Cromatogratia
=
% E ool Wesln Desplazamients
2%
a ool AGVHIN Desplazamiento

Tt In DESNB?JI’I‘IIEI‘ITD

Tiempo
dias

Fig. 4. Produccion de CH* por cromatografia y desplazamiento a partir de vinaza cruda, AGV e indenlo
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Como se observa en la figura 4, la produccion de metano obtemido a partir de vinaza cruda tanto por el método por
desplazamiento de lignuide como por cromatografia gaseosa, es menor que el producido por los Acidos Grasos Volatiles
(aproximadamente 27 ml. . gDQOLY de CH* menos en cromatografia y 10ml . gDQO L+ de CH* menos en desplazamiento);
esto se debe a que los dcidos grasos velatiles con bajo nimero de carbomos (acido acéfico, propionico y butinco) son
facihmente asimilados por bacterias acetogeénicas transformandolos a acetato, hidrogeno v dicmide de carbone, productos
de fermentacién que dan lugar a ina eficiente metanogeénesis (Diaz-Baez, 2002), per ofro lade, la vinaza estd compuesta
por elementos mhibidores del crecimiente microbizno lo que hace de ésta un sustrato de dificil digestion, reflejandose enla
capacidad de los micToorganismos metanogémeos en convertr la vinaza en CHY. Los valores de biodegradabilidad sen 1.7 v
0,33 para los AGV v la vinaza respectivamente.

Los resultados obtenidos en el ensayo de AME para vinaza cruda muestran que el volumen de CHY (ml . gDQO L)
reportado por el métode desplazanuento de liquido es mayor con respecto al velumen de metane reportado por el método
cromatografia gaseosa, esto puede deberse a la presencia de gases como N, H 5. NE, en el biogas resultante de la digestion
anaerobia de la vinaza (Ribeiro, 2007), que al no reaccionar con el ndréxido de sodio tienden a acunmlarse en la frampa de
NaOH v sobreestimar el valor de metano producide, ya que al analizar el gas contenido en la trampa mediante cromatografia
de gases el valor obtenide es menor que el valor repertado por el volumen desplazado (fabla 4).

Tabla 4. Valor promedio de la produccion de metano (40 dias) reportada por el método desplazamiento comparado
con el analisis del gas contenide en la trampa de NaOH mediante cromatografia.

CE desplazamiento CH* cromatografia
Sustrato j de gases
(mL*gDQO L") E
(mL*g DQOLY)
Vinaza cruda 20.23 17.93
AGV 3987 3431
Indculo 449 3,703

Como se menciond anteniommente, el moculo empleado en los ensayos es neo en proteina, lo que puede explicar el
hecho de la produccidn de metano en los reactores que contienen solo el indeulo, ya que ésta materia organica pudo ser
asinulada por los microorganismos hidroliticos e mducir la actividad metanogenica (Hsieh, 2009).

Los reactores que sirvieron como control de vinaza eruda v AGV sin indeulo no reportaron produccion de metano per
el métedo cromatografico. Por el método desplazamiento se obtuve un valer maxime de 0.41 mL . gDQO L de CH* para la
vinaza cruda y de 0.12 para los AGV (Figura 3) lo cual puede ser efecto de Ia estabilizacion de los reactores ya que el vohmmen
desplazado se obfuvo en los primeros 2 v 4 dias del ensayo.
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Fig. 5. Produccion de CH* por cromatografia v desplazamiento a partir de los controles vinaza cruda v AGV sin
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3.2.1. Analisis estadistico

En la tabla 3 se presenta el resumen de la produccién de metano obtenida en los ensayos de Actividad Metanogénica
Especifica realizados mediante los métodos de medicion cromatografia gaseosa v desplazamuento de liquido. En la tabla se
presentan las medias v desviaciones estandar y el valor de p para cada caso, basados en la lectura final (40 dias).

La tabla 5 muestra que los valores de p para los sustratos vinaza croda v AGV (73:23:4) medides por cromatografia de
gases v por desplazanuento de liqmdo analizados estadisticamente mediante la prueba t stndent son mayores gque 0,05 por
lo tanto no hay suficiente evidencia para rechazar la lupotesis nula, es decir, no existen diferencias entre los dos métodos
anteriormente mencionados cuando el sustrato evaluado es vinaza cruda.

La produccion de metano reportada para el méculo (indeulo control) por el método desplazamuento de liguide es cuatro
veces superior al promedio reportado por cromatografia, por lo que el andhisis estadistico mdica que s1 existe diferencia (p <
0,05) entre las mediciones reportadas per los dos métodos para este caso.

Tabla 5. Resumen de la produccidn de metano (ml . gDQO L-1) medido por los métodos desplazamiento y
cromatografia de gases.

Método
Sustrato Cromatografia Desplazamiento P
Vinaza Cruda 1636+226a 2023+£911a 0,144
AGV 3339+230a 398727042 0272
Indculo 084+£024a 449+037h 0,007
Media £ deswiacien estandar (n=3)

Datos con diferentes letras en la nusma fila mdican diferencia significativa (p=0,03)
4. Conclusiones

Para vinazas, la produccion maxima de metano (40 dias) fie 2923 ml . gDQO L reportada mediante el métedo por
desplazamiento frente a 16,36 mL . gDOO L* de metano obtenido por el método cromatografico.

El analisis estadistico mdica que los métodos desplazamiento de liqguidoe v cromatografia de gases no presentan

diferencias representativas (p=0,05) en cuanto a la cuantificacion de la produccion de metano cuzndo el sustrato es vinaza
cruda.

Los resultados obtenidos en el ensaye de AME para vinaza cruda nmestran que el vohumen de CH* (mL . gDQO L)
reportado por el métode desplazanuento de liquide es mayor con respecto al velumen de metano reportado por el método
cromatografia de gases, esto puede deberse a la presencia de gases como N, H,5, NH, en el biogds resultante de la digestion
anaerobia de la vinaza (Bibeiro, 2007), que al no reaccionar con el idroxide de sodio tienden a acunmlarse en la trampa de
NaOH y sobreestimar el valor del metano producido.
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