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Resumen

El cultivo y procesado del café es una de las actividades agroindustriales mds importantes en varios pafses
de Latinoamérica; sin embargo, dicha actividad conlleva grandes impactos ambientales, ya que genera aguas
residuales con alta carga contaminante. La peligrosidad ecolégica de estos vertidos ha potenciado la busqueda
de alternativas para su tratamiento y disposicion final. En este trabajo se emple6 una comunidad microbiana
proveniente del fluido ruminal vacuno, para investigar la factibilidad de su empleo en la depuracion de aguas
residuales provenientes del despulpado del café, mediante la disminucion de la carga orginica expresada
como DQO, ademas del volumen de metano generado. La cinética de degradacion fue seguida en un reactor
por lotes, anaerobio y mesofilico de dos litros de capacidad, bajo diferentes condiciones de temperatura (28 y
36 °C) y pH (4,6; 7 y 8,5). Los resultados mostraron un indice volumétrico de lodos de 0,44 mL/g y actividad
metanogénica especifica de 0,0076 gDQO/gSST*d. En la mayoria de los casos, los resultados de remocién de
DQO fueron supetriores a la mitad del contenido organico inicial, llegando a 91,2% con pH de 4,6 y 28 °C en
16 dias. Los resultados muestran que el consorcio bajo estudio es capaz de adaptarse al sustrato y degradar
la mayor parte de su carga organica, lo cual lo convierte en una interesante opcioén biotecnoldgica para el
tratamiento de vertidos del despulpado de café.
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Abstract

The cultivation and processing of coffee is one of the most important agro-industrial activities in several
Latin-American countries; however, such activity leads to great negative environmental impact because was-
tewater having high pollution load is produced. The ecological danger of these discharges has promoted
the search for treatment and final disposal alternatives. This work used a microbial community from bovine
ruminal fluid to investigate the feasibility of using it in treating wastewater produced by pulping coffee by re-
ducing organic load expressed as COD, as well as the volume of methane so produced. Degradation kinetics
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were followed up in a two litre anaerobic and mesophilic batch reactor at different temperatures (28°C and
36°C) and pH (4.6, 7 and 8.5). The results gave a 0.44 ml/g sludge volume index and 0.0076 gDQO/gSST*d
specific methanogenic activity. In most cases, COD removal resulted in more than half initial organic content,
reaching 91.2% with 4.6 pH and 28°C in 16 days. The results showed that the consortium being studied was
able to adapt itself to the substrate and degrade most organic load, thereby making it an interesting biotech-

nological option for treating wastewater from coffee pulping,

Key words: bioremediation, methanogenic bacteria, anaerobic digestion, biogas.
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Introducciéon

Dentro del gran abanico de residuos peli-
grosos generados en la actualidad, los vertidos
de la industria alimenticia poseen especial re-
levancia por la enorme carga de compuestos
organicos (Muro et al., 2009). Las corrientes
acuosas que contienen este tipo de contaminan-
tes deben recibir tratamiento o estabilizacion
para transformarlos de desechos peligrosos
para los seres humanos y el ambiente en resi-
duos inocuos. Dichas sustancias poseen la ca-
pacidad de propagarse con mucha facilidad en
el medio hidrico, transportandose a lo largo de
grandes distancias, afectando lugares alejados
de la fuente emisora (Doble y Kumar, 2005).

Se sabe que el procesado del café pue-
de realizarse a través de dos diferentes rutas,
por un lado esta el procesado himedo y por
el otro el procesado en seco (o ecolégico). En
el ultimo caso, se consumen aproximadamente
1 L de agua por kilogramo de café (Muro ez
al., 2009). Las etapas involucradas en el proce-
so humedo son: recoleccion, lavado, seleccion,
despulpado y secado del café. Aqui, el lavado y
despulpado son las operaciones unitarias que
mayor cantidad de agua emplean, siendo el des-
pulpado la fase que introduce una considerable
cantidad de compuestos organicos al vertido

(Islas, 2008).

Se ha reportado que el café es la segunda
mercancia comercializada en el mundo, después
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del petréleo (Isogawa e al, 2003). Se calcula en
125 millones el nimero de personas que vive del
cultivo del café a nivel mundial. No obstante,
la industria del caté utiliza grandes cantidades
de agua durante las etapas del proceso hime-
do, estimandose que en promedio se generan
de 40 a 45 L de vertido residual por kilogramo
de café procesado (Rodriguez ef al., 2000). Di-
chos efluentes, ademas de contener alta carga
organica, presentan pH 4cido y color; sus prin-
cipales constituyentes son elementos como la
cafeina, grasas, sustancias pépticas y macromo-
léculas. Las principales macromoléculas son la
lignina, los taninos y los acidos humicos, que
en todos los casos son estructuras moleculares
complejas (Zayas et al., 2007).

Muchos de los compuestos presentes en
estos vertidos son dificiles de degradar por los
consorcios microbianos empleados en las plan-
tas de tratamiento urbanas. Es por esto que,
para obtener altas eficiencias en la remocion
del material organico resulta imperativa la bus-
queda de biomasa que sea capaz de degradar
sus principales compuestos contaminantes. Un
problema adicional en el tratamiento de estos
vertidos se genera debido a que la cosecha del
café es estacional, lo cual dificulta la opcién de
mantener activo un inéculo especializado en las
plantas depuradoras durante la época en que
no se procesa material (Terry ef al., 2005).

Son frecuentes los reportes en la literatura
donde se emplean microorganismos de origen
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animal para tratar de resolver los problemas
energéticos de los paises en desarrollo, ya que
al fermentar estos de manera anaerobia, gene-
ran grandes cantidades de biogas rico en me-
tano (Caruccil ¢7 al., 2005; Gavala ef al., 2003).
No obstante lo anterior, son pocos los estudios
que reportan el uso de dichos consorcios para
el tratamiento de aguas residuales, aun a pesar
de reconocer que la digestién se lleva a cabo
de manera completa y eficiente (Del Real ez al,
2007; Lata ef al., 2002; Doble y Kumar, 2005).

Los rumiantes son mamiferos herbivoros
poligastricos, que poseen un 6rgano especial en
cuyo interior se lleva a cabo la digestién de ce-
lulosa y otros polisacaridos complejos median-
te la actividad microbiana, ya que estos carecen
de las enzimas necesarias para digerirlos. Los
organismos anaerobios existentes en su primer
estomago, denominado rumen, tienen una re-
lacién simbidtica con el animal que le facilita la
digestién de la fibra. El rumen posee un tama-
flo relativamente grande, con una capacidad de
100 a 150 litros en una vaca y 6 litros en una
oveja, encontrandose generalmente a una tem-
peratura de 37 °C y pH de 6,5 (Cartillo, 2003;
Doble y Kumar, 2005). La naturaleza anaero-
bia del rumen es un factor significativo para
su funcionamiento. El fluido ruminal contiene
una gran cantidad de microorganismos ya que
se pueden cuantificar de 10" a 10" bactetias/
mlL.

En el presente estudio se analiza el com-
portamiento de un reactor anaerobio disconti-
nuo y mesofilico, el cual emplea una comunidad
microbiana proveniente del fluido ruminal va-
cuno, para realizar la degradacién de los verti-
dos originados en el despulpado del café bajo
diferentes condiciones de temperatura y pH.

Materiales y métodos

El estudio se realizé empleando los ver-
tidos generados en la empresa Tecoxolco, ubi-
cada en el municipio de Coatepec, Veracruz, la
cual es una de las regiones de mayor actividad
cafetalera en México.

Influente contaminante

En la empresa, por cada tonelada de café,
se generan aproximadamente 28.000 L de aguas
residuales, correspondiendo 8.000 L al despul-
pado y 20.000 L al lavado. Aqui se analizaron
siete muestras de agua de despulpado a las que
se les determiné pH, temperatura, demanda
quimica de oxigeno (DQO), nitrégeno total,
nitrégeno amoniacal, carbohidratos totales, ta-
ninos, fenoles, cafeina, acidos grasos volatiles
(AGV) y alcalinidad, como lo propone la lite-
ratura (APHA, 1995; Clescetl ¢7 al.,, 1999). Para
ajustar el pH del influente a las condiciones de
trabajo propuestas, se agregé una solucion al-
calina de 25 g/L de KOH, excepto para el caso
en donde el influente se analiz6 a su pH origi-
nal. Se pudo observar que el cambio en el pH
inicial del vertido originé una ligera variacion
del pH en el licor de mezclado (£ 0,5), ademas
de pequenas cantidades de precipitados que
fueron afiadidos con el influente al digestor.
Las caracteristicas promedio con sus respec-
tivas varianzas obtenidas para las muestras de
las aguas del despulpado humedo del café se
muestran en la tabla 1.

Inéculo

El cultivo bacteriano primario se obtu-
vo del fluido ruminal vacuno colectado en el
matadero municipal de Xalapa, en el estado de
Veracruz, México. Este fue clarificado median-
te centrifugacion durante 10 min a 600 rpm,
separando el sobrenadante y empleando el pre-
cipitado como biomasa (Whitford e al, 2001).
El fluido ruminal tiene un habitat primordial-
mente anaerobio, y debido a que las bacterias
metanogénicas son el paso controlante en la
cinética del crecimiento microbiano, en el es-
tudio se dejo fermentar de manera natural y sin
sustrato al consorcio, solo alimentado con me-
dio enriquecido (Agar dextrosa), por un lapso
de 62 dias a temperatura de 25 °C, con la fina-
lidad de identificar las diversas capacidades de
actuacion del consorcio microbiano (Catrillo,
2003; Del Real ez al., 2007). El pH promedio
de cinco muestras de fluido ruminal fue de 6,7
+ 0,3, lo cual concuerda con lo reportado en la
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Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de las aguas residuales del despulpado himedo

Parametros Valor Parametros Valor
pH inicial 4,6 (0,02) Taninos (mg/L) 0,16 (0,01)
Temperatura (°C) 28 (0,016) Fenoles (mg/L) 80,0 (0,09)
DQO (mg/L) 8936,84 (0,15) Cafeina (mg/L) 23,0 (0,05)
Nitrégeno total (mg/L) 8,624 (0,12) AGV (mg HAc/L) 6,96 (0,02)
('\r':gréﬁig}a/rz;’”iaca' 1,848 (0,1) Alcalinidad (mg CaCOy/L) | 15,0 (0,05)
Carbohidratos totales (g/L) 0,83 (0,09)

1. Reactor de ensayo
2. Salida de muestreo
3. Camara de seguridad
4. Gasometre

5. Medicion de metano
6. Salida de biogas

7. Bafho termostatico

Figura 1. Equipo para los ensayos de biodegradabilidad.

literatura, donde se sugiere un rango entre 6-7
(Scandolo ez al., 2007).

Ensayos de biodegradabilidad

Con el fin de caracterizar la biodegrada-
bilidad de la alimentacién por el consorcio, se
montd un sistema por lotes, agitado mecani-
camente a temperatura de 251 °C, como se
muestra en la figura 1 (Terry ez al., 2005).

El reactor consistié en un recipiente de
vidrio marca Kimax de 2 L de capacidad her-
méticamente sellado, inicialmente con 1.250 L

de agua de despulpado y 0,250 L de fluido ru-
minal con 88,9 g/L de SSV. La alimentacién
de sustrato y la medicién del biogas se hicieron
con un tiempo de reaccion de 24 h. El sistema
fue sumergido en un depédsito con agua para
mantener la temperatura constante mediante un
termostato marca Thermol.ab modelo G13. El
gasometro fue un vial de plastico de 0,5 L, lle-
no de una dilucién alcalina de 25 g/L. de KOH.
La camara de seguridad fue un matraz de 0,5 L,
cerrado herméticamente con dos tubos incrus-
tados para evitar que la disoluciéon alcalina del
gasémetro se transfiriera al digestor. A medida
que entra el biogas a la probeta, se desplaza un
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volumen igual de liquido, que esta directamente
relacionado con el volumen de CH4 a condi-
ciones normales (1 atm y 25 °C). El monitoreo
sirvié para calcular la actividad metanogénica
especifica (AME) segun la siguiente ecuacion
(Rodriguez e# al., 2000):

dCH, 1
dt )\ x pessSU

donde 1 es el volumen util del reactor; f
es un factor de conversion. El valor de dicho
factor se calculd graficando la cantidad de me-
tano generada por cada gramo de DQO dismi-
nuido y tomando el promedio de la pendiente
en todos los casos analizados, aqui se obtuvo
un valor de 410 ml CH4/g de DQO. Mientras
que SSV son los sélidos suspendidos volatiles

del lodo inoculado. El indice volumétrico de
lodo (IVL) se determiné en un cono de 1 L,
donde el lodo del licor de mezclado se deja se-
dimentar durante 30 min, determinando el IVL
con base en la siguiente expresion:

Volumen de lodos

sedimentados a los 30 min

WI(ml./ g)=
( 8) SST en la mezcla inicial

Descripcién del equipo
experimental

La figura 2, muestra el digestor de vidrio
de 2 L marca Pyrex hermético, empleado para
realizar la oxidacién anaerobia metanogénica
bajo diversas condiciones de temperatura (28 y
36 °C) y pH (4,6; 7y 8,5).

El sistema fue agitado mecanicamente y
operado por lotes, inicialmente a una tempe-
ratura de 25 £ 1 °C y 50 rpm mediante una
parrilla magnética marca LabTec. Se colocaron
en el digestor 300 ml de in6culo metanogénico
adaptado con 67,8 g/L en SSV, ademas de 1,2
1. de una disolucién de vertido al 20% en vo-
lumen, incrementando su concentracion diaria
hasta llegar al 100% en 20 dias, mediante una
bomba peristaltica marca Wheaton.

Resultados y discusién

Aun cuando en el estudio no se pudo
identificar la influencia de cada uno de los di-
versos grupos troficos del licor de mezclado,
se logté identificar Entodininm candatum y Me-

[ =

Agitacion
uJ

Figura 2. Diagrama del equipo experimental: a) matraz, b) parrilla de agitacion, ¢) fluido ruminal, d) agua de
despulpado, €) bomba, f) medidor de biogas.
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thanosaeta que son organismos recurrentemente
encontrados en los rumiantes. En la tabla 2,
se observa como los analisis realizados al in6-
culo muestran caracteristicas semejantes a las
reportadas cuando se emplea estiércol de vaca
(Rodriguez et al., 2000; Terry et al., 2004). Por

otro lado, los resultados mostraron un indice
volumétrico de lodos de 0,44 mL/g, el cual se
aproxima bien con lo reportado en la literatura
de 0,55 mL/g (Terry et al., 2005). Este parame-
tro sera necesario cuando se trabaje el mismo
sistema anaerobio, pero a flujo en continuo.

Tabla 2. Caracteristicas promedio de la biomasa *(Rodriguez et al., 2000)

Biomasa Solidos Totales Solidos Volatiles Relacion AME
(ST) (g/ks) (SVT) (g/ks) SVT/ST (8DQO/gSVT*d)
Fluido ruminal 185,3 167,4 0,903 0,0076
Estiércol* 155,6 117,1 0,752 0,15-0,001

160
140 |
120 |
100 ¢
80 R’ =0.9636

60 +

Volumen de Biogas (ml)

40 |

20

30
Tiempo (dias)

40 50 60 70

Figura 3. Volumen de biogas generado con el tiempo por el fluido ruminal.

Considerando que la relacion SVI/ST es
una medida indirecta de la presencia de bioma-
sa activa en el proceso, el consorcio muestra
la potencialidad necesatia para emplearlo en el
tratamiento de aguas de despulpado. Los indi-
ces de AME encontrados sugieren que la po-
blacién microbiana tiene buena capacidad de
adaptacion al sustrato por contener alta carga
organica.

En la figura 3, se puede observar el com-
portamiento de la fermentacién natural del

fluido ruminal. El volumen de biogas se in-
crementa después de los primeros quince dias;
sin embargo, en el dia 21 es donde el volumen
obtenido llegd hasta un 48,38% mas. Analisis
cromatograficos realizados al biogas cada siete
dias confirmaron el incremento en la concen-
tracion de CHa, proporcional al incremento en
volumen de biogas.

Los resultados anteriores sugieren que la
fermentacion del vertido contaminante debe
iniciarse después del dia 21 ya que es ahi donde
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se presenta la mayor actividad microbiana, pro-
duciéndose la mayor cantidad de biogas y una
fraccién de metano estable en este (67%).

En la figura 4, se muestra la cinética qui-
mica de los datos experimentales encontrados
con respecto al cambio en la DQO y con valo-
res de pH de 4,6 y 7. Se puede comprobar que
el modelo de pseudo-primer orden es el que
mejor describe los ensayos, con un valor pro-
medio para la constante de reaccién de 0,0045
h' y factor de ajuste R = 0,939.

La figura 5, muestra el cambio total en la
DQO cuando se modificé el pH inicial del sus-
trato. Es interesante comprobar que el digestor
presenté un comportamiento semejante en to-
dos los casos analizados durante los primeros
dias, después el pH basico (8,5) limité el desa-
rrollo microbiano impidiendo la reduccion de
la carga organica por el consorcio anaerobio,
muy probablemente por la presencia de AGV
en cantidades inhibitorias para la metanogéne-
sis.
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@
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£ 8000
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50 100 150 200 250 300 350 400
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Figura 4. Comportamiento cinético de la DQO a diferente pH.
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Figura 5. Disminucién de la DQO con diferente pH y temperatura de 28 °C.
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Los resultados para el cambio en la DQO
al modificar la temperatura a pH 7, pueden ob-
servarse en la figura 6. La literatura propone
que las micropoblaciones anaerobias crecen en
un amplio rango de temperaturas, por lo que
en este estudio se realiz6 la digestion a dos
valores diferentes dentro del rango mesofilo.
Como se sabe, ésta es una de las variables am-
bientales primordiales ya que dicta los limites
de viabilidad del proceso pues afecta a todos
los microorganismos de manera diferente, lle-
gando incluso a lesionar la integridad celular de
la poblacién microbiana (Caruccil e a/., 2005).

En la figura 6 se puede observar que
la actividad del consorcio a 36 °C, se ve in-
terrumpida después del sexto dia ya que no
presenté cambios en la DQO; dicho compor-
tamiento sugiere que el incremento de la tem-
peratura pudo generar cantidades importantes
de AGV en el licor de mezclado que limitaron
el desempefio del consorcio a la temperatura
alta; sin embargo, la presencia de un agente
toxico o inhibidor no pudo ser comprobada
con andlisis quimicos. A pesar de lo anterior,
el perfil mostrado por la curva exhibié exce-
lente actividad durante los primeros dias de
analisis.

Los resultados para la acumulaciéon de
metano al modificar el pH se observan en la
figura 7. Para evitar la presurizacion del siste-
ma, el biogas generado fue extraido y medido
diariamente. Aqui, el mayor volumen de meta-
no generado se presentd para las condiciones
de pH bajo, lo cual lo convierte en la mejor
opcidn para realizar la oxidaciéon bioldgica de
la carga organica. Por otro lado, aun cuando la
neutralidad inicial del proceso ayud6 a dismi-
nuir favorablemente la DQO, se puede obset-
var que la generacién de metano no fue la mas
eficiente. Es probable que las diferencias bioci-
néticas entre ambas condiciones de operacion
sean atribuidas a la presencia de los diversos
grupos tréficos en la biomasa, y que no solo se
esté realizando la metanacién del vertido. La li-
teratura recomienda efectuar la transformacion
metanogénica en valores cercanos a la neu-
tralidad, ya que dicho parametro puede servir
como inhibidor del proceso biolégico cuando
se aleja al sistema de esta condiciéon (Doble y
Kumar, 2005).

Finalmente, los resultados para la gene-
racién de metano al modificar la temperatura
pueden observarse en la figura 8. Aqui se puede
corroborar que el incremento de temperatura

100 +m

B0

\

Fraccién de DQO (%)

.

]
o_n»
— e m—e—0—-0—-0—a—0—0—8

—m— Temperalura 28 °C
—eo— 3B°C

“u

pe

S
]
—
—u—w__

8

1 i
10 12 14 16
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Figura 6. Disminucion de la DQO a diferentes temperaturas y pH de 7.
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Figura 7. Acumulacién de metano a 28 °C y diferentes pH.
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Figura 8. Acumulacion de metano a diferente temperatura y pH de 7.

super6 la capacidad quimica de la biomasa, ya
que ademas de no disminuir la carga organica,
tampoco mostréd generacion de metano.

Conclusiones

Una vez obtenido y depurado el consor-
cio microbiano se procedi6 a su adaptacion al
sustrato; los resultados conseguidos en esta
etapa confirman que para llegar a la fase meta-
nogénica, la biomasa requiere de por lo menos
21 dias de digestion previos a los ensayos de
biodegradacion. No obstante, debido a que se

trata de una comunidad entrelazada de micro-
organismos, no fue posible separar la actividad
biolégica de cada uno de los grupos tréficos.

Una vez alcanzado el maximo estado en
la generacion de biogas, la biomasa es capaz de
degradar la carga organica del vertido hasta en
un 91,2% dela DQO en 16 dias de fermentacién
con pH de 4,6 y 28 °C. Se pudo comprobar que
la cantidad de metano generado esta en rela-
cién directa con la disminucién en la DQO. Los
resultados obtenidos para la biodegradacion
demuestran que el empleo de fluido ruminal en
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el tratamiento de las aguas de despulpado tiene
muy buenas perspectivas para ser empleado en
las estaciones depuradoras como consorcio no
nativo con fines ambientales.
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