Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnologico en

[w Electroquimica, S.C.

c i det

[ Y
_.:o [ ]
O%%
\S‘Gw
CIENCIA Y
TECNOLOGIA

e q

Efluentes de la industria nixtamalera como
sustrato en celdas electroquimicas
microbianas

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA
EN LA ESPECIALIDAD DE

INGENIERIA AMBIENTAL

PRESENTA

ISA. YESSICA MANUELA MALDONADO

PEDROESCOBEDO, QRO. MARZO 2018



e

CIENCIA Y TECNOLOGIA

Dra. Erika Bustos Bustos
Subdirectora de Posgrado
PICYT - CIDETEQ
Querétaro

Los abajo firmantes, miembros del Comité Tutorial de la alumna YESSICA MANUELA
MALDONADO una vez leida y revisada la Tesis: “Efluentes de la industria nixtamalera como
sustrato en celdas electroquimicas microbianas”, aceptamos que la referida tesis revisada y
corregida sea presentada por la alumna para aspirar al grado de Maestra en Ciencia y Tecnologia
con la opcion terminal en INGENIERIA AMBIENTAL durante el Examen de Grado

correspondiente.

Y para que asi conste firmo la presente a los 2 dias del mes de marzo del afio dos mil dieciocho.

Dra. Maria Yolanda Reyes Vidal Dra. NanGy Velasco Alvarez

7

vier Bacame Valenzuela

Dr. Angel Aceves Diez Dr. Francis



CIENCIA ¥ TECHOLOGIA

Dira. Erika Bustos Bustos
Coordinadora de Estudios de Posgrado
PICYT — CIDETEQ

Querdétaro

Los abajo firmantes, miembros del Jurado de Examen de la alumna YESSICA MANUELA
MALDONADO una vez leida y revisada la Tesis: “Efluentes de la industria nixtamalera como
sustrato en celdas electroquimicas microbianas™, aceptamos que la referida tesis revisada y
corregida sea presentada por la alumna para aspirar al grado de Maestra en Ciencia y Tecnologia
con la opcion terminal en INGENIERIA AMBIENTAL durante ¢l Examen de Grado

correspondiente.

Y para que asi conste firma la presente a los 2 dias del mes de marzo del afio dos mil dieciocho.

Dr. Fabricio Espejel Ayala Dr. Angel Aceves Diez
Presidente Secretario

Dra. Ligda Victoria Gonzdlez Gutiérrez



CONACYT

{o/=/

c 1 deteqg

Este trabajo fue realizado en el Centro de Investigaciony
Desarrollo Tecnologico en Electroquimica S.C. (CIDETEQ),

bajo la direccidn de la Dra. Maria Yolanda Reyes Vidal.



AGRADECIMIENTOS

Al proyecto No. 246052 del Fondo CONACYT-SENER-

Sustentabilidad Energética



AGRADECIMIENTOS

A Dios por brindarme salud y permitirme llegar a la terminacion de la maestria.

A mi madre, abuelita y hermana, por estar conmigo a pesar de la distancia y luchar esta
batalla juntas hasta el final y a mi esposo por su amor, apoyo y comprension en todo

momento.

A mi asesora la Dra. Yolanda Reyes Vidal por su apoyo, paciencia, consejos y el

conocimiento adquirido en el periodo del postgrado.

A mis amigos y compafieros de posgrado por su amistad y por los conocimientos compartidos

durante esta etapa.

A la Dra. Bibiana Cercado Quezada y al Dr. Angel Emilio Aceves Diez, por sus asesorias y

ensefianzas durante la realizacion del proyecto.

A CIDETEQ por sus instalaciones, laboratorios y equipos que estuvieron a mi disposicion

en todo momento.

A Conacyt por la beca de maestria otorgada No. 665098 y al proyecto 258159 del Fondo
SEP-CONACYT-Ciencia Basica.



DEDICATORIA

A mi tio Raul Maldonado Soto que fue mi padre en vida y que siempre me empujo a salir
adelante en mis estudios y a pesar de que ya no pudo estar presente para verme crecer
profesionalmente, en cada paso, en cada triunfo, en cada éxito, en cada meta y suefio

realizado estaba y estara presente en mi mente y en mi corazon.

A mi gran amiga Celia Rubio Barraza, porque la realizacion de esta meta la compartiamos
juntas y desde el cielo me acompafio en cada paso dia a dia y la lucha y entereza que siempre
tenia hacia la vida para salir adelante fueron mi motor para iniciar y concluir esta meta por

las dos.

A mis abuelitos,
A mi madre,
A mi hermana,

A mi esposo.



Resumen

Meéxico enfrenta serios problemas ambientales debido al minimo tratamiento de los residuos
que producen los diversos procesos industriales. Este es el caso de los efluentes provenientes
de la industria alimenticia que contienen altos niveles de material organico que pueden usarse
como sustrato para procesos biotecnologicos. Especificamente, la industria del maiz genera
grandes cantidades de aguas residuales durante el proceso de nixtamalizacion, del cual surge
el nejayote. Este fluente tiene caracteristicas contaminantes porque rebasa los limites
maximos permisibles de las normas mexicanas como son altos valores de demanda quimica
de oxigeno (DQO). Por lo cual es necesario encontrar alternativas para tratarlo de manera
eficiente. Actualmente, se estdn desarrollando nuevas tecnologias como las celdas
electroquimicas microbianas que utilizan microorganismos para catalizar la conversion de
energia quimica presente en un sustrato hasta energia eléctrica, asi como tratamiento de los

efluentes mediante disminuciéon de la DQO.

En este trabajo se evallio el uso del nejayote como sustrato en celdas electroquimicas
microbianas, en configuracion de una sola cdmara y tres electrodos, conectadas a un
potenciostato/galvanostato, realizando ensayos con efluentes de procesos artesanales e
industriales de la industria del maiz. Las condiciones evaluadas fueron nejayote crudo de
molienda tradicional y en diluciones 1:1, 1:3 y 1:10 con buffer de fosfatos, asi como nejayote

industrial tratado previamente mediante un proceso de ultrafiltracion.

Los valores maximos de densidades de corriente obtenidos fueron de 32 mA/m? usando
nejayote en la condicion 1:3, que aumenté hasta 59 mA/m? en experimentos con sustrato
diluido (1:1) pero adicionando células de Pseudomonas aeruginosa, previamente cultivadas.
Para estas mismas condiciones se obtuvieron disminuciones de DQO de hasta 84% y 51%,
respectivamente. También se evaluaron otros parametros fisicoquimicos como pH,
conductividad y solidos totales, al inicio y final de cada experimento. Asi, de acuerdo con
los resultados de este trabajo, la adicion de células de P. aeruginosa incrementa la produccion
de densidad de corriente, aunado a la capacidad del microbioma para tolerar el pH alcalino
del nejayote. Al usar fracciones del nejayote tratado mediante un proceso de ultrafiltracion,

se obtuvieron valores de densidad de corriente de 59 mA/m? para el NFilt+C y de 52 mA/m?



para el NRech+C, sin embargo, la diferencia en remocién de DQO fue importante para ambas

fracciones, alcanzandose 59% para el NFilt+C y tan solo 13% para el NRech+C.

Las células de P. aeruginosa cultivadas fueron aisladas de los experimentos iniciales donde
se observaron cambios en la coloracién (amarilla a verde) de los medios de cultivo con
sustrato (nejayote afadido). Las células aisladas fueron identificadas mediante analisis del
16S ARNT, presentando similitud y cobertura del 100% con Pseudomonas aeruginosa US25

(KX810823).

Esto resultados demuestran la viabilidad del uso de los efluentes de la industria del maiz
como sustrato en celdas electroquimicas microbianas para la generacion de bioenergia y al

mismo tiempo, el tratamiento del efluente.



Abstract

Mexico have severe environmental problems due to minimal treatment of waste produced by
many industrial processes. For example, wastewaters from food industry that contain high
levels of organic material that can be used as substrate for biotechnological processes.
Specifically, the corn industry generates high volume of wastewater during the process of
nixtamalization. This effluent is named like “nejayote” and is an effluent with contaminating
characteristics, because it exceeds the maximum permissible limits of mexican standards,
such as high values of chemical oxygen demand (COD). Therefore, it is necessary to find
alternatives to treat it efficiently. New technologies are currently being developed, such as
microbial electrochemical cells that use microorganisms to catalyze the conversion of
chemical energy present in a substrate to bioelectricity, as well as the treatment of

wastewaters through the reduction of COD.

In this work, we evaluated the use of nejayote as a substrate in microbial electrochemical
cells, in the configuration of a single chamber and three electrodes, connected to a
potentiostat/galvanostat, performing tests with effluents from traditional and industrial
processes of the corn industry. The conditions evaluated were nejayote crude of traditional
process and dilutions 1: 1, 1: 3 and 1:10 with phosphate buffer, as well as, industrial nejayote

previously treated by an ultrafiltration method.

The maximum values of current densities obtained were 32 mA/m? using nejayote in
condition 1:3, which increased to 59 mA/m? in experiments with diluted substrate (1: 1) but
with Pseudomonas aeruginosa cells added, previously cultivated. Reductions in chemical
oxygen demand (COD) values were 84% and 51%, respectively. Other physicochemical
parameters such as pH, conductivity and total solids were evaluated at initial and final of
each experiment. Thus, according to the results of this work, the addition of Pseudomonas
aeruginosa cells increases the production of current density, together with the capacity of the
microbiome to tolerate alkaline pH of nejayote. Experiments with nejayote fractions treated
by an ultrafiltration process had current density values of 59 mA/m? for NFilt+C and 52
mA/m? for NRech+C, however, the difference in COD removal it was important for both
fractions, reaching 59% for NFilt+C and 13% for the NRech+C.



Pseudomonas aeruginosa was isolated from the initial experiments where changes in the
coloration (yellow to green) of the culture media with substrate (nejayote added) were
observed. The isolated cells were identified by 16S rRNA analysis, showing similarity and
100% coverage with Pseudomonas aeruginosa US25 (KX810823).

These results demonstrate the feasibility of using effluents from the corn industry as a
substrate in microbial electrochemical cells for the generation of bioenergy and treatment of

wastewater, at same time.
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1- ANTECEDENTES

Problematica Ambiental

En la actualidad, Mexico enfrenta una problematica ambiental debido al minimo tratamiento
aplicado a los efluentes industriales antes de su descarga. Las aguas residuales industriales
presentan una gran cantidad de contaminantes que deterioran el medio ambiente, afectando
el desarrollo natural de los ecosistemas por el cambio de condiciones tales como pH, olor,
color, entre otras (Forero y col., 2005). Existe una gran preocupacion pablica por el origen y
destino de las aguas residuales. Las grandes cantidades de aguas residuales generadas por las
sociedades modernas son potencialmente un recurso valioso si se logra su tratamiento y
reutilizacion. Aungue esto es un reto para diferentes sectores, de lograrse se podra reducir la
presion de uso sobre otras fuentes de agua y también ayudar a evitar la descarga directa en
cuerpos de agua naturales (Chavez y col., 2011). Debido a esta creciente preocupacion y a la
implementacion de las recientes leyes ambientales, se ha llevado acabo una gran inversion
en abastecimiento de agua y tratamiento de aguas residualesmunicipales (Monroy y col.,
2000). En el mismo sentido, el tratamiento de las aguas residuales es una cuestion prioritaria
a nivel mundial, ya que es importante disponer de agua de calidad y en cantidad suficiente,

lo que permitird una mejora del ambiente, la salud y la calidad de vida.

El inventario nacional de plantas municipales de potabilizacién y de tratamiento de aguas
residuales en operacion en cuanto a la evolucion de las plantas de tratamiento de aguas
residuales en México informa que al concluir el afio 2014 existian registradas en el pais,
2,337 plantas municipales de tratamiento en operacion, con una capacidad total instalada de
151,883.43 I/s, estas plantas trataban 111,253.51 I/s, equivalentes al 52.72% del agua residual
generada. Sin embargo, a finales del 2015, el registro de plantas en operacién aumento a
2,477 instalaciones, con una capacidad instalada de 177,973.58 I/s y un caudal tratado de 120
902.20 I/s, lo cual significa incrementos que permitieron alcanzar una cobertura nacional de
tratamiento de aguas residuales municipales del 57.0% (CONAGUA, 2015). A pesar de esto,
los volimenes de aguas residuales generadas son altos y es necesario seguir incrementando

el tratamiento de las mismas, lo anterior no se realizado debido a la insuficiente



infraestructura, los altos costos, la falta de mantenimiento y de personal capacitado, un
pequefio porcentaje de las aguas residuales generadas reciben tratamiento, lo cual crea la

necesidad de desarrollar tecnologias para su depuracion (Romero-Aguilar y col., 2009).

Por otra parte, una consideracion méas se suma a esta preocupacion, el agua es un recurso de
vital importancia en la vida del hombre por lo que su conservacion debe ser uno de los
principales objetivos (Garcia y col., 1993). Por lo anterior, en respuesta a esta creciente
demanda ambiental para la conservacion y descontaminacion de aguas residuales de la
industria se han desarrollado en los Ultimos afios nuevas tecnologias, que consideran para su
aplicacion factores fundamentales como la naturaleza y las propiedades fisicoquimicas del

sistema asi como la factibilidad de reuso (Forero y col., 2005).

Haciendo uso de tecnologias emergentes, el desarrollo tecnolégico basado en la investigacion
e innovacion estd buscando también alternativas para valorizar el contenido organico
presente en diversos efluentes industriales. Aunque la composicion de los efluentes
industriales depende del tipo de industria, de manera general aquella que proviene de la
industria alimenticia se caracteriza por contener altos niveles de materia organica que puede
ser usado como sustrato para reacciones bioldgicas. En general, la mayoria de las aguas
residuales tratadas son aquellas que contienen altos niveles de sustratos facilmente
biodegradables (Fang y col., 2001). Entre los efluentes de la industria alimenticia que genera
grandes problemas de contaminacion debido al alto contenido de material organico se
encuentran los de la industria del maiz y en particular aquellos que resultan del proceso de
nixtamalizacion, el cual es base de los métodos comerciales para obtener diversos productos
a base a maiz como tortillas, totopos, tostadas, tacos, harinas (Rojas-Molina y col., 2008;

Valderrama-Bravo y col., 2012) y que demanda un alto consumo de agua.

Efluentes de la Industria de la Nixtamalizacion

La nixtamalizacion es un proceso térmico-alcalino autoctono de México efectuado en
América Central, el norte de Estados Unidos, parte de Europa y Asia (Valderrama-Bravo y
col., 2012). El proceso consiste en cocer los granos de maiz en agua alcalina. Los granos

cocidos son molidos y el producto es conocido como masa (Figura 1). La masa es secada y

2



molida para su expendio (Rosentrater, 2006). Las condiciones a las que se somete el maiz
durante la nixtamalizacion son de gran importancia, ya que la temperatura y la agitacion
tienen un efecto significativo en la remocién de las capas superficiales del grano de maiz, la
gelatinizacion de los almidones, asi como en la adsorcion del agua y el calcio (Ruiz-Gutiérrez
y col., 2010). En dicho proceso, la accion del hidréxido de calcio genera dos productos: el
nixtamal, que es el grano suave disponible para la elaboracion de masa o productos derivados
(Pflugfeldery col., 1988) y el nejayote que es el agua de cocimiento cuyas propiedades fisico-
quimicas resultan de los componentes presentes en el maiz (Acosta-Estrada y col., 2014). El
proceso de nixtamalizacion requiere un gran volumen de agua, aproximadamente 75 litros
para procesar 50 kg de granos de maiz, lo que significa que se produce una cantidad similar

de nejayote con respecto al grano procesado (Nifio-Medina y col., 2009).

M Al 2 COCCION AGUA: 2-3/1
Cal: 1.0-1.2% peso maiz
94°C. 50-60 min
MAIZ COCIDO
Reposo: 10-14h

Temperatura

NIXTAMAL ambiente

Molino agua

MASA Y
Otras formas de HARINA

preparacion

Moldeo a coccion
180-210%,

§ minutos

ATOLE, TAMALES, TORTILLA
OTROS

Figura 1. Proceso de nixtamalizacién (Modificado de Rodriguez, 2013).

Nejayote

Como ya se ha mencionado, el liquido que se obtiene después de separar los granos cocidos
se conoce como nejayote (Valderrama y col., 2007). Dicho liquido, a nivel artesanal o
comercial, es alcalino y contiene altas concentraciones de materia organica (Reyes-Vidal y

col., 2012). Se estima que una planta procesadora de maiz, productora de nixtamal, con



capacidad de 600 Ton/dia, puede llegar a generar entre 1,500 y 2,000 m? de nejayote por dia
(Salmerén-Alcocer y col., 2003). Desde el punto de vista fisicoquimico, el nejayote se
compone de sélidos disueltos en suspension y sedimentables. Al mismo tiempo, la fraccién
de lechada de nejayote que contiene el hidréxido de calcio residual esta compuesta por
particulas coloidales que lo convierten en un complejo contaminante durante su eliminacion
(Rao y col., 2013). Los componentes m&s importantes que se encuentran presentes en el
nejayote son solidos suspendidos que oscilan entre los 2350 a 5500 mg/I, carbohidratos como
glucosa, xilosa y arabinosa, asi como cenizas, compuestos libres y glicosilados. El resto es
material soluble formado principalmente por carbohidratos de diferente longitud de cadena
como son galactosa y manosa, compuestos fendlicos y sales de calcio industrial (Asaff-Torres
y Reyes-Vidal, 2014). El nejayote impacta principalmente en los valores de demanda
bioquimica de oxigeno (DBO), excediendo por mucho la regulacion ambiental mexicana
establecida en la NOM-002-SEMARNAT-1996. Por esta razon se considera actualmente un
contaminante del agua y se estima que solo en México se generan alrededor de 1.2 millones

de m® de nejayote cada mes (Gutiérrez y col., 2010).

Salmeron-Alcocer y col. (2003) reportaron que el nejayote es un agua residual que contiene
cantidades significativas de sélidos que consisten en compuestos organicos e inorganicos. Es
por lo anterior que con estos altos volumenes de descarga y las caracteristicas del efluente
como alcalinidad (pH entre 7 y 11), alta demanda quimica de oxigeno (10,000 — 30,000
mg/L) y alta temperatura (superior a los 70 °C) se considera al nejayote como un efluente de
serias caracteristicas contaminantes. Las propiedades fisicoquimicas del nejayote reportadas
por Valderrama Bravo y col. (2012) y Nifio-Medina y col. (2009) se muestran en la Tabla 1.

El nejayote industrial cominmente se vierte en cuerpos de agua (rios o lagos), en suelos o en
el alcantarillado publico, y pocas veces se le aplica algun tratamiento previo (Salmeron-
Alcocer y col., 2003). Como se mencion0 anteriormente y debido a que rebasa los limites
maximos permisibles mencionados en la NOM- 067-ECOL-1994, en los parametros de pH,
DQO y ST, los cuales son 6 a 9, 200 mg/L y 100 mg/L, respectivamente, asi como también
en la NOM-001-ECOL-1996, sobre los limites maximos permisibles en temperatura los
cuales deben ser no mayores a 40°C, es importante considerar su tratamiento de una forma

integral y adecuada.



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del nejayote.

PROPIEDAD FISICOQUIMICA VALOR
pH 11.5-11.6
Solidos Suspendidos Totales 2540-8342.5 mg/L
Cenizas 0.767%
Carbohidratos 0.862%
Carbon Organico Total 2984.10 mg/L
Conductividad Eléctrica 4510.12 pS/cm
Turbidez 963.3 NTU
Densidad 1003.54 Kg/m?
Viscosidad 0.002301 Pa*s
Humedad 97.72 %
Demanda Quimica de Oxigeno 1670-21280 mg/L
Demanda Bioquimica de Oxigeno 190-7875 mg/L
Alcalinidad Total 180-3260 mgCaCOs/L

Tratamiento del nejayote

Los esfuerzos en desarrollar sistemas para el tratamiento de este efluente incluyen diversas
operaciones unitarias, como aquellas utilizadas en los procesos de tratamiento primario de
aguas residuales, entre las que se conocen filtracion, coagulacion, floculaciéon y

sedimentacion.

Se ha evaluado el uso de membranas de filtracion con diferente tamafio para separar el
nejayote en fracciones que contienen sus componentes. Las primeras fracciones de los
procesos propuestos contienen las partes del grano como fibra, endospermo y pericarpio, asi
como los sdlidos suspendidos de alto peso molecular. En las fracciones obtenidas con

membranas de ultrafiltracion se producen soluciones concentradas de carbohidratos, con uso



como aditivos de alimentos (Castro-Mufioz y col., 2016). Aquellas fracciones resultantes de
la ultrafiltracion con membranas de 1 kDa permiten obtener soluciones concentradas de
calcio, que los autores proponen sea reusada en el proceso de nixtamalizacion y el permeado
resultante, como una solucion rica en polifenoles, con uso en la industria farmacéutica, de

alimentos y cosmética (Castro-Mufioz y Yafiez-Fernandez, 2015).

En un enfoque similar, la solicitud de patente WO 2014/119990 A2 (Asaff y Reyes, 2014),
propone separar eficientemente los sélidos en suspension mediante un sistema de filtracion
que permite obtener fracciones con diferentes concentraciones de los componentes solubles
e insolubles del nejayote. Segun Asaff y Reyes (2014), cada fraccion obtenida se usaria en
diferentes campos, asi como la obtencion final de una corriente de agua con la calidad
suficiente para su reuso en el proceso de nixtamalizacion o para su descarga de forma
medioambientalmente segura y cumpliendo con la norma NOM- 067-ECOL-1994. El
método reportado en la solicitud de patente WO 2014/119990 A2 consiste en realizar
procesos de clarificacion y ultrafiltracion, utilizando acido sulfurico, amilasa y un floculante
(poliacrilamida). Posteriormente el clarificado es llevado a una membrana de 20-25 micras
para eliminar por completo la cantidad de sélidos suspendidos totales. Para el proceso de
ultrafiltracion se filtro el clarificado obtenido previamente por una membrana de 50 KDa.
Este proceso propone la utilizacion de los componentes presentes en el nejayote, otorgando

un valor agregado al tratamiento.

Las solicitudes mexicanas de patente MX/a/2013/000943 (Asaff y col., 2013) y
Mx/a/2013/002096 (Asaff y Reyes, 2013), que proponen procesos de tratamiento del
nejayote similares mediante acondicionamiento fisicoquimico, se encuentran en evaluacion
comercial por empresas lideres en la produccion de harina de maiz nixtamalizado y
compuestos fendlicos derivados del maiz, ya que ofrecen la opcidn de obtener productos de
alto valor agregado asociados al tratamiento del efluente, como son compuestos fenolicos

con alta demanda en el mercado de productos saborizantes.

Por otra parte, Suarez y col. (2016) publicaron un trabajo donde consideran al nejayote como
un coloide y analizan su comportamiento bajo diversas propiedades fisicas como peso
molecular, grado de deacetilacién, viscosidad dindmica, asi como propiedades quimicas

como hidrofobicidad, puentes de hidrogeno e interacciones de van der Waals, que
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tradicionalmente explican las eficiencias de coagulacién-floculacion de coloides. Estos
autores demuestran el uso de dos quitosanos de diferente peso molecular, usados como
materiales adsorbentes en sobrenadantes de nejayote a pH 5.5, para disminuir la turbidez de
dicha fraccion, medido a traves de los cambios en el potencial zeta. Aunque este trabajo
representa una alternativa para el tratamiento del efluente resulta necesario establecer
metodologias con capacidad de escalamiento para tratar los volimenes producidos, ya que el
trabajo reporta el uso de &cido acético, centrifugas de laboratorio (3500 rpm, 15 minutos,
25°C) para obtener sobrenadantes susceptibles del tratamiento y el uso de adsorbente grado
analitico (Sigma-Aldrich y BioLog Biotechnologie und LogistikGmbH). El analisis de costos
presentado en el trabajo s6lo toma en cuenta el precio del quitosano, sobre la base de 250 L

de nejayote producido por dia.

De forma similar Garcia-Zamora y col. (2014) proponen un sistema para tratar el nejayote
que utiliza quitosano y un tratamiento enzimatico con lacasas, que permite obtener
biopolimeros como productos de valor agregado y al mismo tiempo logran la reduccion en
valores de DQO, lo cual se traduce en una disminucion del cardcter contaminante del

efluente.

En todos los trabajos mencionados se propone que el tratamiento del nejayote implique el
aprovechamiento de sus componentes, sin embargo, ain no queda demostrada su efectividad
en el tratamiento del efluente a nivel industrial. Por lo tanto, seria necesario desarrollar
procesos que utilicen las operaciones unitarias minimas o de procesamiento minimo previo
(sin sedimentacion por centrifugacion), o sistemas que permitan su integracién a trenes de

tratamiento tradicionales de efluentes industriales.

Finalmente, algunos trabajos indican el uso del nejayote como sustrato para bioprocesos, lo
que podria ofrecer una alternativa para su tratamiento mediante la obtencion de productos
biotecnolodgicos. Por ejemplo, la composicién alta en carbohidratos de los efluentes de la
industria del nixtamal fue aprovechada para la produccion de diferentes especies del genero
Lactobacillus, con un consumo de hasta el 65% de los azUcares reductores presentes en dicho
efluente (Ramirez -Romero y col., 2013). Ademas, en el mismo trabajo, los autores lograron

la produccion de bacteriocinas con efecto antimicrobiano sobre Listeria innocua vy



Escherichia coli, indicando su posible aplicacion para la inhibicién de patégenos en

alimentos.

Por otro lado, se ha observado que, al pasar el nejayote libre de solidos en suspension a través
de membranas, el 80% del influente logra atravesarla y el producto resultante (permeado) es
agua con un bajo contenido de material en solucion que puede ser reutilizada nuevamente en
el proceso de nixtamalizacion. El restante 20% del influente conforma la fraccién liquida de
rechazo con un contenido de sélidos en solucién entre cuatro y cinco veces mayor al
contenido del influente. Los sélidos en solucidn contenidos se forman mayormente por
carbohidratos fermentables que pueden ser empleados como sustrato para diferentes procesos

biotecnoldgicos (Reyes-Vidal y col., 2012).

2. Tecnologias alternativas para el tratamiento de efluentes

Debido a la necesidad de tratamientos mas eficientes para los efluentes industriales, se han
venido desarrollando nuevas tecnologias durante las ultimas décadas. Se conoce que las
aguas residuales contienen energia en forma de materia organica biodegradable, que en lugar
de tratar de recuperarla y emplearla se degrada para removerla (Logan, 2006). Actualmente
se cuenta con nuevos sistemas para el tratamiento de aguas residuales que mediante la
implementacién de nuevas tecnologias se convierten en alternativas para la generacion de
energias limpias y renovables. Entre estas, se encuentra un método seguro y sostenible para
descontaminar aguas residuales, como son las celdas electroquimicas microbianas (CEM),
en sus dos principales configuraciones como celdas de combustible microbianas y celdas de
electrélisis microbianas. Esta tecnologia ofrece una excelente alternativa para el tratamiento
de aguas residuales debido a que simultaneamente pueden utilizarse para descontaminar
desechos industriales y generar energia eléctrica (Schrdder, 2011). Por ello, las CEM se estan
desarrollando para la produccién de energia renovable, asi como también en el disefio de

métodos para el tratamiento de aguas residuales.



Celdas de Combustible Microbianas

Las celdas de combustible microbianas (CCM) son dispositivos que utilizan bacterias para
oxidar materia organica e inorganica y generar energia. Las bacterias metabolizan el sustrato
presente en dichos dispositivos y como productos de este metabolismo se obtienen electrones
que son transferidos a un aceptor final que corresponde con el anodo. El anodo y catodo estan
unidos por un material conductor y una resistencia que permite el paso de los electrones para
cerrar un circuito eléctrico. Al mismo tiempo, durante este proceso se contribuye a degradar

la materia organica representada como sustrato o combustible (Pant y col., 2010).

Los primeros experimentos con CCM fueron hace més de cien afios, cuando se logrd generar
electricidad a partir de la bacteria Escherichia coli demostrando un flujo de corriente entre
dos electrodos en un medio estéril, transformando el material organico hasta electricidad
como producto de la conversion de la materia organica (Potter, 1911). Las CCM pueden
presentar dos configuraciones, de una sola camara (sin dividir) y de dos cAmaras (dividida)
(Figura 2y 3).

ELECTRODO DE REFEREMNCIA

SUSTRATO
ANODO CATODO
(Electrodo de trabajo) Contraelectrodo

LIMITACION DE OXIGENO

Figura 2. Celda electroquimica microbiana de una sola cAmara y tres electrodos.



(amara Aerobia

(amara Anaerobia

coeoee

Anodo

Figura 3. Detalles principales de una celda electroquimica microbiana de doble camara.
Modificada a partir de Du y col. (2007).

La principal diferencia que tienen las CEM de una y dos cadmaras es la membrana
intercambiadora de protones que divide al &nodo del catodo. La membrana ademas convertira
la CEM en la configuracion de doble camara, ademas de permitir que los protones fluyan de

manera natural hacia el catodo.
Para la segunda configuracion (Figura 3) se tienen las siguientes ventajas:

e Menor consumo especifico de energia al eliminar un electrolito y la membrana.
e Sistema de distribucién hidraulico mas sencillo

e Disefio més sencillo.

e Menores costos de inversidén y mantenimiento.

e Mayor rendimiento espacio- tiempo.

e Menor numero de equipos auxiliares (intercambiadores de calor, bombas, etc.)

En el caso de las CEM en configuraciéon de dos camaras (Figura 3), las cAmaras estan
compuestas por un anodo y un catodo, los cuales estan separados por una membrana. Las
bacterias crecen en la camara del anodo, donde se produce la oxidacion de la materia organica
y la liberacion de electrones al anodo, los cuales son transferidos al catodo por un circuito
externo y los protones que se generan en la cdmara del &nodo migran hacia la camara del

catodo a través de la membrana. El catodo se burbujea con aire para proporcionar oxigeno
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disuelto para las reacciones de electrones, protones y oxigeno y con un cable se completa el

circuito produciendo energia (Logan y col., 2006).

La transferencia electronica puede ocurrir de dos maneras, a través de proteinas conductoras
de la membrana celular o bien a través de mediadores. Los mediadores también se conocen
como lanzadores de electrones y son sustancias con propiedades de éxido-reduccion (redox)
que actuan como intermediarios entre la membrana celular y el anodo. Pueden ser afiadidos
externamente o bien ser excretados como resultado del propio metabolismo microbiano
(Lovley y Nevin, 2008).

Los electrodos son materiales conductores de la electricidad, a través de los cuales se lleva a
cabo la transferencia electronica con la disolucion en la que se encuentran las sustancias que
se desea sufran transformacién. Dado que este intercambio electrénico constituye la reaccion
electroquimica, se considera que los electrodos son uno de los componentes mas importantes
en el sistema electrolitico. Su seleccién es sumamente importante puesto que influyen
notablemente en la selectividad del proceso electroquimico como en el consumo energético.
El electrodo en donde se lleva a cabo la reaccion electroquimica de interés se denomina
electrodo de trabajo, mientras que en el contraelectrodo se reducen el oxigeno o los
compuestos oxidados. El electrodo conectado al polo negativo de la fuente de alimentacién
se denomina catodo, y en este se llevan a cabo los procesos de reduccion, es decir, la
transferencia electronica desde el electrodo a la sustancia electroactiva. El electrodo
conectado al polo positivo se denomina anodo y en él se lleva a cabo la oxidacién, la

transferencia electronica desde la disolucion electrénica al electrodo (Ochoa, 1996).

Importancia del sustrato y microorganismos en CEM

En las celdas electroguimicas microbianas, el sustrato es una variable biolégica importante
que afecta la generacion de electricidad. En un andlisis realizado por Pant y col. (2010)
mencionan que en las CEM se pueden utilizar una gran variedad de sustratos para la
produccién de electricidad que van desde compuestos puros hasta mezclas complejas de
materia organica presente en las aguas residuales. Esta revision resume los diversos sustratos

utilizados en las CEM para la produccion de corriente y el tratamiento de residuos. Sin
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embargo, la lista no es exhaustiva ya que los sustratos mas nuevos son usados bajo estos
sistemas con mejores resultados tanto en términos de la generacion de energia, asi como el
tratamiento de residuos. En la bibliografia se pueden encontrar diferentes sustratos utilizados
en las CEM (Pant y col., 2010) como son:

Sustratos puros:

e Acetato
e Glucosa
e Arabitol
e Cisteina
e Extracto de malta, extracto de levadura y glucosa

e Etanol
Sustratos complejos:

e Aguas residuales provenientes de cerveceria

e Aguas residuales domesticas

e Aguas residuales porcinas

e Aguas residuales de comida

e Aguas residuales del procesamiento de almidéon

e Aguas residuales de la industria del chocolate

Como se observa anteriormente, hasta la fecha se ha investigado una amplia variedad de
aguas residuales de la industria alimenticia para la generacion de electricidad usando CEM,
incluyendo residuos de cerveceria, lacteos, efluente de almidon, suero de leche, vegetales,
carne, pescado y otras industrias de procesamiento de alimentos (Velazquez-Orta y col.,
2011).

Los sustratos que se utilizan en las CEM han crecido en complejidad y fuerza, esto debido a
la mayor tasa de carga organica presente. Un sustrato complejo ayuda a establecer una vida
diversa y electroquimicamente activa de una comunidad microbiana en el sistema, a
diferencia de un sustrato simple que es mas facil de degradar y que mejora la electricidad
(Pant y col., 2010).
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A la fecha existe un numero importante de trabajos publicados usando sistemas
bioelectroquimicos en general que emplean sustratos complejos principalmente aguas
residuales y biomasa lignocelulésica (Pant y col., 2010; Oh y Logan, 2005; Patil y col., 2009;
Luy col., 2009). Por lo cual, las CEM se consideran una tecnologia prometedora y sostenible
para satisfacer las crecientes necesidades de energia, especialmente en el uso de aguas
residuales como sustratos, ya que pueden generar electricidad y llevar a cabo
simultaneamente tratamiento de aguas residuales, compensando los costos de operacion de

tratamiento de aguas residuales (Liu y col., 2009).

Algunos trabajos han usado efluentes de la industria alimenticia como sustrato en sistemas
bioelectroquimicos. Cercado-Quezada y col. (2010) evaluaron tres tipos de efluentes
procedentes de la industria de alimentos: jugo de manzana fermentado (JMF), sedimentos de
vino (SV) y efluentes de yogur (EY), en combinacion con dos fuentes de inoculo, lodo
anaerébio y composta para jardin, para producir electricidad en CCM y determinaron la
capacidad de formacién de biopeliculas electroactivas. Este estudio demostré que los EY
fueron el mejor sustrato, capaz de proporcionar hasta 250 mA/m?2. La CCM con lodos
utilizando EY como sustrato tuvo un mejor rendimiento sobre la densidad de potencia con
valores de 232 mA/m?. Asi, la produccion de electricidad microbiana usando CCM puede
convertirse en una forma importante de bioenergia ya que los resultados obtenidos con los
residuos provenientes de la industria de lacteos son eficientes para continuar explorando con
ellos y poder usarlos como combustibles en el futuro, porque esta tecnologia ofrece la
posibilidad de extraer la corriente eléctrica a partir de una amplia gama de residuos organicos,

especialmente aquellos presentes en efluentes (Pant y col., 2010).

En la Tabla 2 se presenta un resumen de diversos trabajos publicados donde se utilizaron
sustratos complejos, especificamente aguas residuales en celdas de combustibles
microbianas. Se pueden observar valores de densidad de corriente generados al usar sustratos
provenientes de la industria alimenticia utilizados en dispositivos de una sola camara o doble

camara, dependiendo del origen del sustrato.
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Tabla 2. Densidad de potencia generada en diferentes CCM con agua residual (Modificado
de Gude, 2016).

DENSIDAD DE
AGUA RESIDUAL CCM CORRIENTE (mA/m?) REFERENCIA
Agua residual doméstica | Simple 42 Nijme y col., 2012.
Agua residual de la Simple 13 Nijme y col., 2012.

agricultura

Agua residual de Velazquez-Orta,

cerveceriay panaderia SHglts e 2011.
Agua residual de lacteos | Simple 25 Velazquez-Orta,
2011.
Agua reS|dgaI d Simple 15 Nijme y col., 2012.
alimentos lacteos
Agua residual de papel . Huang y Logan,
reciclado Simple 250 2008.
Agua residual de papel | Simple Velazquez-Orta,
125
2011.
Agua residual de_ .| Simple 0.09 Lu y col., 20009.
procesamiento de almiddn
Agua residual de estiércol | Simple 4 SET Y MR
2007.
Stalmatelstou y col.,
Suero de queso Doble 42 2010
- ) Cercado-Quezada y
Lixiviado de residuos de Doble 209 col., 2010

alimentos y composta

De acuerdo a las diversas investigaciones que existen, otro de los factores mas importante
para que se genere corriente de electrones en una CCM son los microorganismos empleados
porgue estos se encargan de llevar a cabo el proceso de degradacion de la materia organica a
compuestos como CO. y H20 y la liberacion de electrones al sistema. Como ya se menciond,
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hasta ahora se sabe que las bacterias transfieren electrones a una superficie a través de dos
mecanismos: el transporte electronico por medio de mediadores afiadidos externamente o
autoproducidos por diversas especies bacterianas, como en el caso de Pseudomonas
aeruginosa que produce piocianina (Rabaey y col., 2004) y de manera directa usando
mecanismos transmembranales, siendo organismos modelo de este mecanismo los géneros

Geobacter y Shewanella (Gorby y Beveridge, 2005; Reguera y col., 2005).

La produccion de electricidad utilizando microorganismos electrogénicos en las CCM tiene
algunas ventajas significativas, una de ellas es la completa oxidacion de la materia organica
por estos microorganismos. La mayoria de los estudios relacionados con la transferencia de
electrones se realiza utilizando Geobacter sulfurreducens, ya que su genoma se conoce
completamente y se sabe que es un gran generador de densidad de potencia (Bond y Lovley,
2003).

Por otra parte, los microorganismos extremdfilos demuestran amplia aplicacion en procesos
biotecnoldgicos. Tal es el caso de Torres (2014), quien menciona que para el uso de los
sistemas bioelectroquimicos a gran escala sera necesario usar microorganismos
especializados como los extremofilos, que soporten condiciones de operacidn diferentes a las
mesofilas que son las comUnmente usadas. Los microorganismos extremofilos son
convenientes de usar en procesos de tratamiento de aguas residuales industriales ya que estos
efluentes se consideran complejos por la gran cantidad de materia organica presente y las
caracteristicas fisicoquimicas que presentan son diferentes a las comunes, por ejemplo, alta
temperatura o pH diferentes al neutro. Por lo tanto, los microorganismos necesitaran
adaptarse a condiciones extremas de pH, temperatura, etc. Es por esta razon que se consideran
a los microorganismos extremofilos Utiles en dichos procesos ya que se caracterizan por
sobrevivir a ambientes extremos. Tales caracteristicas se deben a que su desarrollo ha sido
bajo condiciones que podrian matar a la mayoria de otros microorganismos y pueden

adaptarse de para subsistir en las mismas.

A la fecha, se tienen estudios publicados con CCM donde han encontrado microorganismos
alcaldfilos presentes en el sustrato. Chung-Yuang y col. (2011) aislaron una bacteria
alcal6fila, nombrada como MFC-5T, en una CCM que funcionaba de forma continua a un pH

de 10, e identificaron su capacidad para reducir acidos himicos (quinona) bajo condiciones

15



alcalinas, es decir que se trata de un compuesto reductor que al donar electrones resulta
oxidado en el proceso. El anlisis genético y filogenético, indicd que se trataba de la especie
Corynebacterium humireducensse sp. nov., en la cual el término humireducensse se utiliza
para relacionar su capacidad de transformar sustancias himicas a un estado de oxidacion
reducida. Estas sustancias se caracterizan por ser Utiles para la biodegradacion de
contaminantes y regulacion de emisiones de gases de efecto invernadero. Estas bacterias
corresponden con bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas y su crecimiento 6ptimo
se produce a 37°C a un pH de 9. Otro trabajo que menciona la produccién de corriente en
condiciones alcalinas es el de Badalamenti y col. (2013) quienes reportaron bacterias que
generan corriente eléctrica en CCM mediante la oxidacion de sustratos organicos
alimentados con acetato. Las altas densidades de corriente que encontraron fueron generadas
por Geoalkalibacter spp, produciendo densidades de corriente de 5.0 a 8.3 y 2.4 hasta 3.3

A/m? bajo condiciones alcalinas (pH de 9.3).

Finalmente, aungue los efluentes de la industria del nixtamal no han sido reportados como
sustrato en CCM, si hay trabajos publicados que mencionan el aislamiento y caracterizacion
de dos cepas (NJY1 y NJY2) del género Bacillus flexus del nejayote, con caracteristicas
alcaldfilas facultativas y productoras de enzimas feruloilesterasas (Sanchez-Gonzélez y col.
2011). Los autores mencionan que por las caracteristicas de las bacterias aisladas y los
bioproductos obtenidos es factible su uso para el tratamiento del efluente desde donde fueron

aisladas, asi como otros efluentes con caracteristicas alcalinas.
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3. Justificacion

El nejayote, un efluente alcalino de la industria nixtamalera, puede ser aprovechado como
sustrato en celdas electroquimicas microbianas, ya que tiene caracteristicas potenciales para
la generacidn de energias renovables dada su composicion. De forma paralela, utilizando las
CEM simples es posible realizar un tratamiento de dicho efluente con la adicion de energia
eléctrica. Asi, en este trabajo se evalud el tratamiento de este efluente, considerando que los
microorganismos enddgenos presentes también pueden contribuir al proceso
bioelectroquimico. Aunque existen alternativas como los procesos de lodos activados, filtros
bioldgicos, reactores enzimaticos, entre otros, para el tratamiento de efluentes es necesario
desarrollar a la par procesos sustentables que permitan un tratamiento integral con la opcién
de ser usados como procesos unitarios o que puedan ser acoplados a otras operaciones, por

ejemplo, en un tren de tratamiento de aguas residuales.

4. Hipdtesis

Los microorganismos y la materia organica presentes en los efluentes de la industria
nixtamalera conocidos como nejayote serviran como inéculo y sustrato en celdas

electroquimicas microbianas para tratar el efluente y a su vez generar electricidad.
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