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RESUMEN

Se estudié la produccion de biogas mediante digestion anaerdbica usando desechos orgdnicos
complejos y consorcios microbianos ambientales. Diferentes estrategias fueron aplicadas y evaluadas
especialmente en la etapa de la digestidn anaerdbica con |a finalidad de producir dcidos grasos volatiles
(AGVs) mismos que mas tarde fueron utilizados en la etapa metanogénica. Basura vegetal (BY),
cascarilla de arroz (CA) y aserrin (AS) fueron primeramente evaluados en cuanto a su contenidc de
lignina para ser degradados en la digestion anaerdbica. Parametros como la temperatura, pH vy
consorcio fueron usados para optimizar el proceso hidrolitico. Otros parametros como la actividad
enzimatica fueron examinados en experimentos de codigestion usando BV y CA de los que los AGVs
producidos fueron usados para generar metano en los cultivos metanogénicos. Los resultados
mostraron que es posible el uso de BV y CA en uno solo con la finalidad de sacar ventaja de ambos.
Pardmetros como rendimiento (Yp/s), productividad volumétrica (Qp), consumo volumétrico (Qs) v
produccién maxima fueron examinados con la finalidad de visualizar sus capacidades en una plena
produccidn a gran escala. La etapa metanogénica mostré que de entre tres consorcios cultivados, solo
uno parecio ser estable en cuanto a las condiciones iniciales en el medio de cultivo mostrandc una
produccion de metano de hasta 60 %. El uso de BV y CA puede prevenir la falta de uno de ellos o ia mala
clasificacidn de la BV y aun asi tener produccion de metano.

ABSTRACT

Biogas production through anaerobic digestion using organic complex wastes and environmental
microbial consortia was studied. Different strategies were applied and evaluated specially in the
anaerobic digestion stage with the aim of producing volatile fatty acids which later on were fed intc the
methanogenic stage. Vegetal wastes, rice husks, and wood chips were first evaluated onto their lignin
content for being degraded in the anaerobic digestion. Parameters like temperature, pH and consortia
were used to optimise the hydrolytic process. Other parameters like the enzymatic activity was tested in
co-digestion experiments using vegetal wastes and rice husks form which volatile fatty acids produced
were used to generate methane in the methanogenic cultures. Results showed that it’s feasible the use
of vegetable wastes and rice husks at once in order to get profit from both. Parameters like yield (Yp/s),
volumetric productivity {Qp), volumetric consumption {Qs) and maximum production were tested in
order to visualise their capabilities in a full scale process. Methanogenic stage showed that among three
consortia used only one seemed to be quite stable for the initial conditions in the medium showing a
production up to 60% methane. The use of vegetal wastes and rice husks may prevent the depletion of
one of them or the non correct classification of vegetal wastes and still get methane production.
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Capitulo I. INTRODUCCION

El establecimiento de tecnologias alternativas como la digestidn anaerdbica (DA) en el
tratamiento de residuos organicos para la generacion de energia es hoy en dia una estrategia
bastante bien aceptada a nivel mundial por no dafiar el medio ambiente y por ser accesible a
bajos costos de operacion debido a la materia prima que se utiliza (Mata-Alvarez et al, 2000).
Casi todo proceso de la vida cotidiana de los seres humanos lleva consigo la generacion de
basura, misma que es por lo general asociada con algo inservible cuando en realidad deberia
asociarse con un reservorio de energia esperando por ser explotado. Esta explotacion es un
proceso que depende de la calidad de la basura y por sobre todo, del proceso de degradacion
con que se cuente. Los materiales de desecho son de muy variada procedencia, dependiendo
de la época del afio, del lugar, del tipo de comunidad, etc. Por otro lado la degradacion
microbiana, al ser un proceso bioldgico, es de por si la mas adecuada, ya que debido a la
versatilidad enzimatica que poseen los microorganismos puede ser mucho mds eficiente que
los procesos quimicos tradicionales en cuanto se refiere al tratamiento de residuos bioldgicos

de origen agricola, municipal o industrial.

La produccidon de biogés estd directamente relacionada con la cantidad de acidos grasos
volatiles (AGVs) producidos durante la degradacion de la basura y es por esto que la
optimizacidn de este proceso es crucial en la generacidn de este tipo de energia alternativa.
Entre las diferentes estrategias utilizadas para la mejora en la produccién de biogas se
encuentra el uso de aditivos organicos (Yadvika et al., 2004), los mismos que pueden ser de

naturaleza compleja como los desechos agricolas, los residuos municipales e industriales.

El campamento O.S.C.A.R. (Obras Sociales de Caminos de Acceso Rural) ubicado en la
region de los Yungas del departamento de La Paz ademas de tener bien clasificada su basura
doméstica puede tener acceso a desechos agricolas propios de la region como la cascarilla de

arroz (CA) y también a aserrin (AS) generado en la carpinteria del mismo campamento. Estos
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dos aditivos orgénicos pueden representar una alternativa en la DA de los desechos propios
de la region. Por otro lado las heces de animales como los cerdos pueden servir de consorcios
microbianos encargados de la generacion de metano. Estas heces son de facil acceso ya que
el campamento cuenta con un criadero de cerdos. La versatilidad que pueden presentar los
microorganismos es tan grande como lo es la variedad de condiciones en ias que los desechos

de actividades humanas se almacenan y/o generan.

El uso de materiales como la CA conjuntémente con la basura vegetal (BV) en procesos de
codigestion como alternativa de generacion de AGVs para el subsecuente establecimiento de
procesos metanogénicos utilizando consorcios microbianos de diferentes nichos ecolégicos,
fue analizado en el presente trabajo. Pardmetros como temperatura, ptl, producciones
volumétricas (Qp), consumos volumétricos de substratos (Qs), rendimientos de producto en
funcion al substrato (Yp/s) y otros fueron evaluados tanto en la generacién de AGVs por

parte de los consorcios hidroliticos como en la generacidn de metano por los consorcios

metanogénicos.

Se comprobd que el uso de CA como substrato alternativo en la DA es viable ante una
posible falta de BV o posible contaminacién de esta Gltima con materiales de desecho
inorgénicos. La generacion tanto de AGVs como de metano mostrd ser dependiente de las
condiciones de cultivo, de la concentracidon de substrato y del consorcio utilizado.
Concluyendo de forma tal que las mejores condiciones fueron las establecidas empleando

residuos orgénicos y consorcios microbianos provenientes del propio campamento.
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Capitulo II. ANTECEDENTES

Debido a la pronta extincién de los combustibles derivados del petréleo y del creciente
impacto ambiental que produce la acumulacién de basura es imperativo el desarrollo e
implementacion de tecnologias alternativas que sean sostenibles. Las reservas petroliferas en
todo el mundo no constituyen un recurso renovable y su demanda mundial cada dia es mayor.
Por otra parte el biogas ofrece una alternativa bastante atractiva, ya que puede ser utilizado
como combustible vehicular, como combustible doméstico en la coccion de alimentos y
también para generar energia eléctrica, La emision de gas metano y de gases NOy cuando es
utilizado como combustible vehicular es minima. Por 0ltimo es bueno recordar que al rismo
de consumo de derivados de petroleo se estima que las reservas se agotaran para el afio 2040

y para entonces debemos ya haber mejorado nuestra tecnologia ambientalista.

Es necesario que los procesos industriales y de produccion en general no scan agresivos con
el medio ambiente, por otro lado se debe buscar que sean ventajosos desde el punto de vista
de los costos de operacion. Para esto es necesario un estudio del flujo de los materiales de
desecho para que asi puedan ser integrados en procesos de produccion (Patel M. et al., 2000).
En la actividad agricola es comun la practica del chaqueo y pese a ser una practica obsoleta
sigue vigente en la region de los Yungas del departamento de La Paz. Sabiendo que la gran
mayoria de la poblacion rural boliviana todavia depende de combustibles fosiles (Alvarez R.
et al., 2005) es imperativo trabajar en tecnologias alternativas para la generacién de energia.
La energia renovable originada de los desechos agricolas puede ser potenciada mediante la

plantacién y explotacion de cultivos de crecimiento rapido.

El campamento O.S.C.A.R. tiene el potencial de procesar sus desechos domésticos asi como
la inmensa cantidad de desechos agricolas de la regidn. La electricidad en el campamento
depende de un generador a diesel mismo que inevitablemente es fuente de contaminacidn
ambiental ademas de requerir costo de operacion y mantenimiento. El campamento es

principalmente habitado por estudiantes de secundaria, esto significa capital humanc que
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puede llevar adelante la implementacidn de una tecnologia alternativa. La clasificacién de la
basura orgéanica e inorgénica es una practica ya bastante bien establecida en el campamento

lo cual permite tener ya un gran paso realizado en este campo.

En Bolivia, la Universidad Mayor de San Andrés desarrolla diferentes lineas de
investigacion. Entre las cuales, en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, se desarrollaron modelos para la
produccion de biogés a partir de lodos, materia fecal y vegetal (Delgado et al., 2002), y de la
papa (Solanum tuberosum) (Quispe et al., 2004). Otros estudios realiza ¢l IIDEPROQ de la

Facultad de Ingenieria, a partir de heces de llama y vaca (Alvarez R. et al., 2005).
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Capitulo III. JUSTIFICACION

La produccion de biogdas a partir de desechos de tipo agricola y domestico es una alternativa
energética de gran importancia tanto en paises altamente industrializados como en los no
industrializados. La descomposicién de desechos organicos complejos como la basura
vegetal generada de manera doméstica en la preparacion de alimentos y desechos agricolas
propios de una region, constituyen la materia prima en el proceso denominado digestion
anaerobica. Este proceso constituye la etapa mas importante en la generacion de biogas,
pucs, dependiendo de la efectividad de los microorganismos hidroliticos para degradar
carbohidratos, proteinas y lipidos (materia orgénica) y producir de esta manera acidos grasos
volétiles, el proceso metanogénico sera exitoso, debido al consumo de estos ultimos. La
cantidad de metano en el biogds es por lo general superior al 50% debido a la parcial
solubilidad del COz2. Es también conocido que la hidrdlisis de carbohidratos, lipidos y
proteinas da un rendimiento superior en la generacion de metano llegando a ser ¢n estos
casos igual al 70% del biogéas (Gallert C. et al. 2002). Existen diferentes cstrategias en la
digestion anaerdbica que dependen principalmente del tipo de materia prima y del proceso
utilizado. Uno de los principales problemas especialmente cuando se trata de desechos
agricolas es la alta cantidad de lignina que se encuentra en estos materiales. La lignina es un
polimero complejo que no es degradado en condiciones anaerdbicas y la importancia de su
degradacion radica en el hecho que una vez degradado, polisacaridos como celulosa,
hemicelulosa, xilano y otros pueden ser degradados en sus mondmeros para ser consumidos
por microorganismos con capacidad de fermentar estos compuestos, y asi se obtienen
compuestos de valor como etanol, acidos grasos volatiles, etc. También s¢ recomienda una
previa aclimatacion de consorcios hidroliticos para mejorar este proceso (Gamze G. et al.
2004). La generacion de acidos grasos volatiles es de vital importancia para una subsecuente

generacion de biogds y es por esto que su optimizacién es importante.
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La generacién de desechos de tipo domestico, agricola, industrial y todos aquellos del diario
vivir de las sociedades humanas modernas constituyen un gran problema ambiental por su
gran acumulacidn y escaso procesamiento, esto debido al constante y persistente uso de
botaderos e incineradores para su tratamiento, practicas que resultan altamente dafiinas para
el medio ambiente. Mientras no exista el peligro de contaminantes téxicos que queden como
residuo la practica del compost es una buena opcién para tratar residuos agricolas (Gallert C.
et al. 2002). El desarrollo econdmico e industrial a nivel mundial ne::esita ir de la mano con
las necesidades ambientales del planeta y para esto es necesario expandir nuevas técnicas en
el tratamiento de la basura. Miles de toneladas de basura se generan diariamente debido casi
en su totalidad, a actividades humanas y poco beneficio se saca de ella. Es por esta razon,
que la conversion de €sta en energia a través de la optimizacion de procesos bioldgicos es
imperativa para disminuir las emisiones de gases toxicos para el medio ambiente. Los
principales gases emanados por un botadero son metano, didxido de carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno (Jacobus P.H. van Wyk, 2001) de los cuales el metano y el didxido de
carbono son los que mayor aporte hacen al incremento del efecto invernadero. En nuestro
pais es conocida la practica del chaqueo en la que los agricultores se deshacen de sus
desechos queméndolos y asi emanando gases nocivos para el medio ambiente. También
existe la acumulacion de pesticidas, metales pesados y otras substancias peligrosas para la
salud que quedan disueltas en la fraccion liquida de los botaderos que, en Gltima instancia
termina contaminando aguas que van a riegos agricolas o al consumo humano directamente,
haciéndose asi sumamente peligrosas. Por todo lo mencionado queda claro que la basura de

tipo orgénico ademds de ser un reservorio energético necesita ser tratada para mejorar la

calidad de vida en nuestro planeta.

Las caracteristicas metabolicas de los consorcios microbianos tanto en la digestion
anaerébica como en la metanogénesis requieren un estudio de tipo bioquimico. Se puede
evaluar el metabolismo de un consorcio mediante la medicion de sus productos finales, tal es

el caso de los AGVs en los consorcios hidroliticos que son los principales efectores de la
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digestion anaerdbica y la produccion de metano (principal componente del biogas) por parte
de los consorcios metanogénicos. La generacion de metano ante diferentes proporciones de
AGVs en términos de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) debe ser estudiada en
profundidad para entender mejor el proceso en dos etapas (Hidrélisis y Metanogenesis)
(Burak D. et al. 2002). La medicién de los substratos y su consumo en el tiempo, asi como
también otros pardmetros como temperatura y pH ayudan a la optimizacién de! proceso en
general. La evaluacién y optimizacién de esta digestion anaerdbica y consecuente

metanogénesis es el pilar de una produccion sostenible de este combustible.

El objetivo del presente estudio es el de evaluar estrategias bioldgicas, tales como el
incremento en las proporciones de materia organica y la codigestion de residuos orgénicos,
para optimizar el proceso hidrolitico de degradacion y de esta manera obtener
concentraciones incrementadas de AGVs para el establecimiento de un proceso de
metanogénesis. El marco de estudio esta enfocado en la problemética de generacién de
energia requerida en el campamento O.S.C.A.R. (localidad de Palos Blancos, La Paz),
quienes poseen un excelente sistema de clasificacién de basura y que ademés cuentan con
energia eléctrica proveniente de generadores alimentados con diesel. Este trabajo constituye
un andlisis de la factibilidad de produccién de biogés, a partir de desechos organicos y
consorcios microbianos, para que de esta forma se puedan proseguir con mas estudios a
escala de laboratorio y piloto. De esta manera se podria ofrecer una posibilidad de

generacion de energia alternativa, amiga del medio ambiente, a una poblacién aislada.
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Capitulo 1V. MARCO TEORICO

1.

DESECHOS ORGANICOS COMPLEJOS (DOC)

El reciclaje de los materiales de desecho se hace dia a dia una actividad mas obligatoria
en diferentes paises de todo el mundo, debido a politicas locales e internacionales que
alientan el uso de la basura como fuente de energia. Se pueden clasificar los materiales de
desecho de diferentes maneras, como .por ejemplo materiales de desecho en la que se
describen sub productos no vendibles y residuos inevitables (Mulholland et al. 2000).
Debido a que los residuos orgénicos son mezclas casi imposibles de separar en cada uno
des sus constituyentes se aconseja hacer uso de la digestidn anaerdbica como el
procedimiento mas adecuado para tratar estos residuos, y utilizando estas tecnologias
alternativas de manera dptima el efecto invernadero no se ve incrementado pese a que se
geriere metano y didxido de carbono (Hofvendahl y Hagerdal-Hahn, 2000). No es
aceptable el desequilibrio entre la materia prima y la basura generada como producto de
la actividad industrial que hace uso de esta materia prima, y es por esta razon que los
desechos deben ser clasificados y utilizados mediante tecnologias de bioremediacion de

manera rutinaria.

Los principales materiales adecuados para el proceso de digestion anaerdbica son la
fraccién sélida de las aguas servidas, residuos agricolas, residuos industriales y residuos
sélidos municipales (IEA Bioenergy, 2001). Los desechos de origen agricola suelen ser
destinados a la alimentacion de animales de establo a manera de forraje, pero esta
practica depende de la actividad ganadera y por supuesto de la cantidad de desecho
agricola que se genera. Como alternativa estos materiales pueden ser degradados por
microorganismos ambientales que se alimentan de estos desechos y en ultima instancia
producir biogas. Muchos de los desechos agricolas son ricos en material lignocelulésico,

lo que hace dificil su degradacién mediante digestion anaerobica.
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La fraccion sélida de las aguas servidas es rica en microorganisimos anaerobios que
hidrolizan la materia organica y aquellos que a partir de los productos generados por esta
hidrdlisis generan biogds. Entre las ventajas de utilizar materia proveniente de las aguas

servidas esta la sanitisacion de estas y también la reduccion del mal olor.

Los principales polimeros encontrados en la matriz de los desechos agricolas son la
celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa que es el polimero més abundante en la
naturaleza constituye aproximadaménte el 40 % del peso seco en la madera y esta
compuesta exclusivamente de unidades de D-glucosa (Fig. 1) unidas mediante enlaces (3-
1,4 que forman dimeros de celobiosa, mientras que la hemicelulosa (Fig. 2) que
constituye aproximadamente el 25 a 30 % del peso seco es mas diversa en cuanto a su
composicion teniendo como unidades monoméricas D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-
glucosa, L-arabinosa, acido 4-O-metilglucuroénico, acido D-galacturénico y acidos D-

P,

glucurénicos (Pérez J. et al., 2002).

CH,OH CH,OH CH,OH
H =0 H (I,--- - lgw 0
|/ H \(L\\ va N LTH NN

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa
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La lignina (Fig. 3) que junto a la celulosa es también el més abundante de los polimeros
en la naturaleza es un tipo de polimero mucho mas complejo v amorfo que esta
constituido por unidades de fenilpropano unidas por diferentes tipos de uniones lo que le
da al polimero alta variabilidad en su estructura y por ende menor especificidad para

ataques enzimaticos.

HOHC . HOMC .
‘\O o _&#/ RO ’7\‘\\‘,-7\-\0 ~ ""‘-\1\‘,-”1:‘: 8\" o RO :; -\‘\.__'Y__.A—" . el
HO /0\,\/’,7\&% RO T N L O
s ; c
OH H,C o HOHC ’
OH
HO™7 L
HOHC ‘

Figura 2. Estructura quimica del galactomanano que es tipicamente encontrado

en la hemicelulosa.

En el caso los residuos industriales, estos son diversos y se requieren tratamientos mas
especificos en funcién a los principales contaminantes que contengan y as{ también suele
requerirse de microorganismos mas especificos con la finalidad de que puedan degradar

contaminantes caracteristicos en cada caso.

Los residuos sélidos municipales constituyen un gran problema ambiental pues estos
desechos son usualmente depositados en botaderos en los que la degradacién, que se da
de forma natural, toma mucho tiempo no pudiendo evitarse la contaminacion ambiental

como fesultado final.
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Figura 3. Estructura quimica de la lignina.

Factores como los cambios de estacion y la calidad del material de desecho son naturales,
otros que son propios del proceso de digestion como por ejemplo el tamafio del reactor v

por ultimo aquellos que no afectan de manera directa al proceso deben ser evaluados

constantemente (Sarapatka B., 1994).
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2. TRATAMIENTO DE DE DESECHOS ORGANICOS COMPLEJOS

La complejidad de los DOC hace que su degradaciéon no sea del todo facil y es por esta
razOn que se aplican ciertas metodologias para mejorar su digestion. En condiciones
naturales la degradacion es bastante compleja y dificil de reproducir con exactitud en el
laboratorio, un buen modelo es el rumen pues es el nicho ecoldgico de los
microorganismos responsables de la degradacion de la materia orgénica y de la
generacion de biogas, por esta razén es recomendable su estudio {Boullagui H. et al.
2005). La finalidad de las técnicas de pre tratamiento es solubilizar la lignina junto con la
hemicelulosa y reducir el grado de cristalizacién de los polimeros en la matriz para que
asi las enzimas tengan mayor facilidad de atacar. Un buen pre tratamiento debe tener la
capacidad de generar la mayor cantidad posible de unidades de monosacaridos como
producto del pre tratamiento en si o como producto inmediato de la accién enzimatica, no
debe degradar los monosacdridos solubilizados, no debe generar productos que resulten
inhibitorios a la fermentacion y por Gitimo debe ser econdmicamente viable (Ye S. et al.,
2002). A continuacién se hace una revisién de los métodos de pre tratamiento de tipo

fisico y quimico utilizados para optimizar la digestion anaerobia.

2.1 Métodos fisicos

Puede hacerse un tratamiento mecénico mediante el cual se pueda romper al méaximo
posible la estructura cristalina de los DOC. La materia cruda puede cortarse, molerse o
pulverizarse, dependiendo de la cantidad de lignina que tenga. También se pueden hacer
irradiaciones con rayos gamma, los cuales tienen la capacidad de romper los enlaces
glucosidicos -1,4, sin embargo esta técnica no es bien aceptada desde el punto de vista
medio ambientalista (Galbe Mats. et al., 2007). Mediante tratamiento por calor,
denominado pirolisis también se puede hacer que la celulosa se desprenda de la matriz
para luego ser solubilizada mediante un tratamiento quimico adicional. Las temperaturas

12
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de pirolisis son de aproximadamente 300 °C pero se obtienen mejores resultados a

temperaturas mas moderadas (Ye S. et al., 2002).

2.2  Meétodos fisico quimicos

Entre los mas populares existen el tratamiento con vapor a altas presiones y el uso de
amoniaco acuoso también a altas presiones (Steam explotion).‘ El uso de vapor de agua a
altas presiones consiste en mantener los DOC en vapor a presiones de 0.69 a 4.83 Mpa
que corresponden a 160 a 260 °C durante cierto periodo de tiempo luego del cual
repentinamente la presion desciende hasta igualar la atmosférica ocasionando que se
rompa la estructura cristalina quedando bastante matriz expuesta a un subsecuente ataque
enzimdtico. Una desventaja que puede acompafiar a esta técnica es la generacidn de
inhibidores de la fermentacién por lo que se recomienda lavar la materia tratada para
liberarla de inhibidores (Ye S. et al., 2002). Una técnica similar hace uso de amoniaco
acuoso conjuntamente la presion alta, esta técnica es conocida como AFEX de su sigla en
ingles (Amonium Fiber Explosion). La principal ventaja de esta es que no genera

inhibidores de la fermentacion.

2.3 Métodos Quimicos.

Existen varias técnicas de pre tratamientos quimico que al igual que los pre tratamientos
fisicos tienen como finalidad mejorar la subsecuente accion enzimética. Entre los
métodos quimicos mas comunes podemos encontrar a la ozonolisis (Pérez J, et al., 2002)
que tiene la ventaja de no producir substancias tdxicas y se realiza a temperatura
ambiente. Los mas comunes son los que hacen uso de soluciones acidas y los que hacen

uso de soluciones alcalinas.
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2.3.1 Pre tratamiento acido

En el pre tratamiento 4cido se utilizan acido fuertes tales como sulfiirico, clorhidrico y
nitrico, el dcido logra degradar aun més cuando es sometido a incubacidn en condiciones
extremas tales como altas temperaturas como por ejemplo autoclave durante 90 min y
otros tratamientos térmicos afines. El problema de usar estas condiciones extremas es la
toxicidad subsecuente, motivo por el que debem considerarse pasos extras como
neutralizar el medio, separar las substancias toxicas, y también el material de los reactores
que deben resistir la corrosién (Ye S. et al,, 2002). Otras opciones como usar

temperaturas moderadas y/o concentraciones menos agresivas son prometedoras.

2.3.2 Pre tratamiento alcalino

Se puedes hacer uso de hidroxido de sodio o también de cal para degradar DOC. En este
tipo de pre tratamiento suele también utilizarse altas temperaturas y a diferencia del
tratamiento 4cido, este tratamiento estd mejor dirigido a degradar compuestos que son
ricos en lignina y no asi en xilano, celulosa y hemicelulosa. El posible mecanismo es la
saponificacién de los enlaces ester que unen la hemicelulosa, el xilano y otros

componentes (Ye S. et al., 2002).

2.4  Métodos biologicos — Enfoque del proceso de Digestion Anaerobica

La conversién de la materia organica mediante digestion anaerdbica hacia la generacidn
de metano, ocurre en cuatro pasos. El primer paso denominado hidrdlisis implica la
transformacion del material organico insoluble mediante la accion de enzimas secretadas
al medio externo celular y/o enzimas que se encuentran en la superficie de las células.
Los compuestos orgénicos de alto peso molecular como carbohidratos, lipidos y proteinas
son hidrolizados y como consecuencia se producen productos que son mas solubles tales

como cadenas cortas de polisacaridos, 4cidos grasos de cadena larga y aminoacidos. El

14
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segundo paso se denomina acidogénesis en el que los productos de la hidrélisis son
fermentados produciendo 4cidos grasos de cadena corta. El tercer paso denominado
acetogénesis como su nombre los sugiere se produce acido acético e hidrogeno
molecular. Por Gltimo en el cuarto paso llamado metanogénico se produce metano vy
dioxido de carbono mediante el uso de hidrégeno molecular o acido acético. Un resumen

de todos estos procesos metabdlicos se muestra en la Figura 4.

CARBOHIDRATOS i . LipIDOS PROTEINAS
HIDROLISIS l l \
— I - t‘
| AZUCARES ACIDOS GRASOS DE MONOACIDOS
- CADENA LARGA
FERMENTACION | AMONIO
ACIDOGENICA | B OXIDACION
OXIDACION 1 \
ACETOGENICA /"I
. ~
ACIDO ACETICO < » HIDROGENO
1

METANOGENESIS \ METANOGENESIS
ACETOTROPICA » 1

METANO HIDROGENOTROPICA

Figura 4. Rutas metabolicas en la digestion anacrobica
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Los métodos de tratamiento de desechos orgénicos complejos mencionados
anteriormente, pueden maximizar el reciclaje y la recuperacidon de los componentes
intitiles. Entre estos métodos, el tratamiento bioldgico basado en la digestion anaerdbica
con frecuencia es el mas rentable, debido a la recuperacion de la alta energia ligada al

proceso y a sus consecuencias limitadas para el medio ambiente.
2.4.1 Hidrdlisis

Es la etapa en la que los polimeros del material lignoceluldsico, lipidos y proteinas son
hidrolizados por la accién de enzimas secretadas o ubicadas en la superficie exterior de
los microorganismos hébiles para tal propésito, entre las cuales se pueden mencionar a
celulasas, amilasas, lipasas y proteasas. Los mondmeros y/o oligosacaridos generados son
solubles y pueden ser ingeridos por los microorganismos. La hidrélisis es generalmente
considerada el paso limitante en el proceso general de la conversion de DOC a metano u

otro producto de interés.

Las principales enzimas involucradas en la hidrdlisis son las involucradas en la hidrélisis
de la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. La hidrdlisis de la celulosa es mediada por
celulasas que actuan en los enlaces 3-1,4. Estas enzimas son generalmente clasificadas en
endoglucanasas (EGs) y celobiohidrolasas (CBHs). Las EGs actuan en sitios amorfos de
la celulosa rompiendo internamente el polimero es decir una accién endo-B-1,4
glucosidica. Las CBHs por el contrario actian en lo extremos terminales del polimero, es
decir que tienen una accion exo-B-1,4 glucosidica. La accién conjunta de estas dos
enzimas produce como resultado celobiosa que es un dimero de dos unidades de glucosa
y para que la hidrélisis sea dptima actiia una enzima llamada B—glucosidasa (Pérez J, et
al., 2002). La hidrdélisis de la hemicelulosa es un poco mas compleja debido a la variedad

de polimeros que componen la hemicelulosa. Entres 1os polimeros mas cominmente
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encontrados en la hemicelulosa esta el xilano y el xilano O-acetil-4-O-metilglucurénico.
Enzimas como las endo-1,4-B—xilanasas y xilano 1,4-B—xilosidasas se encargan de
degradar el xilano hasta xilosa. Por otro lado una bateria de cuatro enzimas se encargan
de degradar el xilano O-acetil-4-O-metilglucurdnico, estas son endo-1,4-B-xilanasa,
acetil esterasa a-glucuronidasa y B-xilosidasa son las que actan sinérgicamente para
degradar este polimero (Pérez J, et al., 2002). La degradacion de la lignina es aun mads
compleja obviamente debido a su alto peso molecular y complejidad estructural. Las
enzimas mejor conocidas en la degradacion de este polimero son las lacasas vy
peroxidasas. De estas Ultimas la lignino peroxidasas (LiPs) y las manganeso peroxidasas
(MnPs) han sido bien caracterizadas (Pérez J, et al,. 2002). Los microorganismos mejor
estudiados en la degradacion de la lignina son los hongos “White-rot fungi” y se conoce

muy poco 0 nada acerca de procariotas con una real capacidad de degradacién de la

lignina.

Por otro lado la hidrolisis también depende de la accion de enzimas lipoliticas,
proteoliticas y pectinoliticas. Las enzimas lipoliticas dejan como resultado de su accion
sobre mono, di y tri acilglicéridos moléculas de glicerol y acidos grasos de cadena larga.
Se sabe que su accién depende de la presencia de una segunda fase, una fase lipidica, que
desencadena la reaccidén (Jaeger et al. 1994). Por otro lado las enzimas proteoliticas
actiian sobre los enlaces peptidicos de las proteinas para asi dejar en solucion a los
aminoécidos que conforman las proteinas para que luego sean metabolizados como fuente

de carbono y/o nitrdgeno.

Gracias a la hidrdlisis de las macromoléculas mencionadas el medio se enriquece de
moléculas solubles que son faicilmente tomadas por los microorganismos para

metabolizarlas y crecer a expensas de estas.
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2.4.2 Acidogénesis

Esta es la mas rapida de las etapas en la digestion anaerdbica y se lleva adelante por la
accion de microorganismos fermentativos y oxidadores anaerobios. Se forman productos
tales como AGVs, lactato y alcoholes luego de la fermentacidn de los productos de Ja
hidrdlisis. Esto se da en respuesta a la ausencia de un aceptor de eclectrones externo, la
formacién de 4cidos organicos de cadena corta es la respuesta metabdlica a la
acumulacidn de electrones y el incremento de la presion de hidrégeno.

Dependiendo del tipo de microorganismo y substratos la fermentacion puede dar
diferentes productos, asf por ejemplo los triacilglicéridos dan como resultado glicerol,
que en Ultima instancia es fermentado hasta 4cido acético, y acidos grasos de cadena
larga. En el caso de los aminoacidos generados en la hidrélisis pueden ser fermentados
hasta AGVs, amoniaco, sulfuro, diéxido de carbono e hidrogeno.

l{ay ciertos microorganismos metanogénicos que pueden utilizar directamente los
productos de la acidogénesis para generar biogas, pero por lo genera! es necesaria la

accion de los microorganismos acetogénicos.
2.4.3 Acetogénesis

Los microorganismos acetogénicos son de crecimiento lento y se encargan de transformar
los productos de la acidogénesis en acetato, diéxido de carbono, formiato e hidrégeno,
esta accién depende de una baja presion de hidrogeno (Schink. 1997: Mah et al., 1982:
Sekiguchi et al., 2001). Para que esta presion sea baja se requiere de quienes consuman

hidrégeno, es asi que estos microorganismos tienen una alta sintropia con los

microorganismos metanogénicos.
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244 Metanogénesis

Los microorganismos encargados de producir metano son los metanégenos que
pertenecen al dominio taxonémico Archea. Entre los substratos que utilizan para producir
metano estan el acetato, hidrdégeno, formiato, metanol y didéxido de carbono (Gujer W,
Zehnder AJB. 1983). Esta conversidn se realiza mediante una de dos vias metabdlicas
importantes, estos son acetotréfica e hidrogenotrofica. Se ha estimado mediante
relaciones estequiométricas que cerca del 70 % del metano se produce por la via
acetotréfica (Archer, 1983; Klass DL, 1984) pese a que solo se conocen dos géneros de
microorganismos que tienen este metabolismo (Methanosaeta y Methanosarcina),
mientras que la mayoria usa la via hidrogenotréfica (Hawkes and Hawkes, 1987; Shea et
al., [968), esta via tiene mayor rendimiento y no es limitante, esto debido a que mantiene
la presion de hidrogeno baja y asi no inhibe a los microorganismos acetogénicos. 1.os
microorganismos hidrogenotréficos son los mas veloces de entre todos los
microorganismos involucrados en la digestion anaerdbica, su tiempo de duplicacion ha
sido estimado en seis horas (Mosey and Fernandez, 1989), comparando con tiempos de
duplicaciéon de mas de dos dias resulta claro que son bastante mas veloces. Debido a su
alta cinética en el consumo de hidrogeno son bastante resistentes a cambios en su entorno

mientras que los acetotroficos son mas labiles a este tipo de cambios.

2.5  Digestion anaerobica frente a digestion aerobica

En la digestion aerdbica el aceptor final de los electrones es el oxigeno y el carbono
proveniente de la materia organica es oxidado hasta didéxido de carbono.
Aproximadamente el 60 % de la energia proveniente de la materia orgéanica es utilizada
en la sintesis de més biomasa y su mantenimiento, siendo el resto disipado como calor

(Mah R. A. 1982), esto se acompafia también de la produccién de otros compuestos como
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cetonas, aldehidos y amonio. La degradacion aerdbica es también conocida como

produccién de compost.

En la digestion anaerdbica cerca del 90 % de la energia existente en los substratos es
utilizada para producir metano el cual tiene un alto contenido calorifico (24 MIJ/m?)
mientras que el restante 10 % es distribuido entre los requerimientos metabdlicos y
disipado como calor, como consecuencia se tiene menor incremento de la biomasa y

mayor produccion de energia en forma de gas metano (Colleran et al., 1992).

Queda claro que ante una demanda de soluciones précticas para los problemas medio
ambientales y la creciente demanda de combustibles no derivados del petrdleo la
digestion anaerdbica es una de las mejores si no la mejor alternativa tecnoldgica para

encarar el problema.

2.6 Estrategias biolégicas para mejorar la digestion anaerébica

Con la finalidad de mejorar la digestién anaerdbica se puede hacer uso de recursos
bioldgicos tales como células (cepas o consorcios), enzimas o inclusive substratos para
adicionarlos a un proceso de digestion y asi mejorarlo. En el caso de materiales con aito
contenido de lignina se puede hacer un pre tratamiento usando cultivos flingicos que
tengan la capacidad de degradar esta materia de esta manera se facilita la hidrélisis en la
digestién anaerdbica. A continuacidn se hace una breve revision de otros tres métodos

bioldgicos destinados a mejorar la digestién anaerébica.
2.6.1 Adicion de enzimas

La adicidon de enzimas a un cultivo anaerdbico tiene como finalidad aumentar la cantidad

de materia hidrolizada. Enzimas tales como celulasas, proteasas, lipasas son las
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principales encargadas de la hidrélisis y se las puede encontrar como preparados
enzimaticos comerciales. Los factores que determinaran una buena accion cazimdtica son
principalmente los relacionados con el tipo de substrato asi por ejemplo el grado de
cristalinidad de la celulosa, cantidad y distribucion de la lignina determinan cuan
accesible es el substrato a la accion enzimatica (Mansfield SH. et al., 1999). En procesos
industriales es ideal tener tratamientos de gran versatilidad y que duren muy corte tiempo,
horas o dias, pero hasta el momento no se conoce de preparado enzimético de tales
caracteristicas. Para mejorar procesos enzimdticos pueden hacerse combinaciones con
tratamientos quimicos y/o fisicos.

Los procesos industriales por lo general requieren grandes cantidades de preparados
enzimaticos. El principal problema es al alto costo de produccién y mientras mas puro es
un preparado enzimatico més alto es su costo de produccidon. Mediante la ingenieria

genética se pretende mejorar la produccion de enzimas.

2.6.2 Biocaumentacion

Otra estrategia bioldgica es el uso de organismos enteros para aumentarlos a un cultivo
conocido. No hay mucha investigacion al respecto y puede deberse a que es dificil que un
cultivo no nativo compita por los nutrientes o interaccione con microorganismos nativos
(Gurgo D. 2006). En experimentos de digestion anaer¢bica se aumenté una cepa lipolitica
(Clostridium lundense, DSM 17049) mostrando resultados benéficos en la produccién de
metano (Gurgo D. et al., 2006).

2.6.3 Codigestion

En algunas circunstancias puede darse el caso que algln tipo de material de desecho es
escaso y podria ocasionar que el proceso se detenga por falta de materia prima, ante estas
circunstancias existe la posibilidad de hacer una mezcla utilizando otro tipo de residuc,
esto es hacer una codigestion. La codigestion es el proceso mediante ¢l cual se somete a
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digestion anaerdbica una mezcla de dos o mas residuos de desecho (Ken Krich et al.,
2005). Puede existir un sinergismo entre los diferentes substratos ocasionando mayor
productividad o puede uno de ellos controlar la generacién de algiin subproducto téxico
neutralizdndolo. Es importante considerar el equilibrio C:N para no ocasionar un
desequilibrio en el sistema, también la dinamica de la poblacion microbiana, su

composicién y metabolismo puede ser afectado por los diferentes substratos afiadidos
(Stroot PG. et al., 2000).

2.7 Condiciones de cultivo

A continuacién se hace una breve revision a los pardmetros mads importantes a

considerarse al trabajar con cultivos microbianos en condiciones laboratoriales.

2.7.1 Influencia del pH

Los cultivos anaerdbicos son igualmente afectados por variaciones en el pH, ya que la
asimilacién de nutrientes, sintesis de proteinas, sintesis de metabolitos primarios y
secundarios depende de cuan &cido o alcalino sea el medio. Los microorganismos
metangénicos y los acetotroficos tienen metabolismo 6ptimo a valores de pH de 6.5 hasta
7.5 mientras que los hidroliticos y acidogénicos tienen un rango mayor que va desde 5
hasta 7. La principal substancia con capacidad de tamponamiento es el bicarbonato
debido a la generacién de diéxido de carbono y su parcial solubilidad en agua. Otros
compuestos involucrados en la capacidad de tamponamiento son el bifosfato y el sulfuro
aunque tienen mucha menor influencia que el sistema bicarbonato. La composicion del
medio es también determinante para el pH, asi un medio rico en carbohidratos beneficia a
la acic}iﬂcacién del medio, mientras que un medio rico en compuestos nitrogenados tiene

el efecto contrario, esto debido a la formaciéon de amoniaco.
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2.7.2 Influencia de la temperatura

Usualmente la temperatura de cultivo en procesos de digestion anaerdbica es de 25 °C a
40 °C para cultivos mesofilicos y temperaturas mayores a 45 °C para cultivos termoéfilos.
El incremento en la temperatura es beneficioso pues propiedades fisicas como la tension
superficial, transferencia de masa y viscosidad son afectadas de manera positiva para el
consumo de nutrientes por parte de los microorganismos. Dependiendo del tipo de
microorganismos el incremento de la temperatura puede o no ser benéfico ya que
microorganismos aclimatados a temperaturas ambientales pueden morir en condiciones

térmicas altas principalmente debido a la desnaturalizacidn de las proteinas.

También existe la posibilidad de llevar adelante la digestiéon anaerdbica en condiciones
psicrofilicas, esto es a temperatura menores a 20 °C. La degradacion de la materia
organica es bastante lenta y depende de cuan soluble sea el substrato. Estudios de
aclimatacion de consorcios mesofilicos a condiciones psicrofilicas mostraron que se
encontraban las mismas comunidades microbianas (Nyns. 1986). Esto muestra que mads

que consorcios psicrofilicos son consorcios mesofilicos psicrotolerantes.

2.7.3 Nutrientes

En la digestion anaerdbica se requiere que los microorganismos estén metabdlicamente
activos y para tal efecto se requiere que el medio contenga nutrientes complejos como
macromoléculas al igual que micronutrientes. Es importante considerar las fuentes de
carbono y nitrégeno ya que un desequilibrio de estas conlleva una inhibicidn en el
metabolismos bacteriano. Una relacion recomendable en términos de demanda quimica
de oxigeno para el carbono (Chemical Oxygen Demand en ingles), nitrégeno N y fosforo

P es COD:N.P 100:5:1 para cultivos anaerébicos (Hulshoff P. 1998). La importancia de
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los micronutrientes radica en que muchos de ellos son co-factores enzimaticos y su

presencia es esencial para el buen funcionamiento de ciertas enzimas.

2.7.4 Toxicidad

Los microorganismos anaerobios no son menos sensibles a substancias tdxicas que los
microorganismos aerobios (Blum and Speece. 1991). Un desequilibrio en el flujo de
productos y substratos entre los diferentes tipos de microorganismos (hidroliticos,
acidogénicos, acetogénicos y metanogénicos) suele conducir a que las condiciones del
cultivo se desequilibren y como consecuencia se da la acumulacién de alguno de los
productos que a altas concentraciones resulta toxico. El factor més comin de toxicidad es
la acumulaciéon de 4cidos grasos volatiles, lo que ocasiona un descenso en ¢l pH

inhibiendo el metabolismo de los propios microorganismos adicogénicos.
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Capitulo V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar estrategias biolégicas para optimizar el proceso hidrolitico anaerobio de desechos

organicos complejos en la produccién de biogas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

[\

(¥

EJ‘\

Determinar la cantidad de desecho organico complejo (DOC) susceptible de
hidrélisis a través de pre tratamiento acido.

Aislar, cultivar y activar consorcios microbianos anaerobios hidroliticos.

Establecer las condiciones del proceso hidrolitico a través del analisis de la
produccion de AGVs y la alcalinidad del medio en funcion al consorcio, substrato y
temperatura de incubacion.

Determinar el efecto de la proporcién de desecho organico cocmplejo 3 consorcio
hidrolitico sobre la produccién de acidos grasos volatiles, con la finalidad de
determinar la condicién adecuada de saturacion de substrato.

Estudiar condiciones de codigestion de substratos utilizando cascarilla de arroz y
basura vegetal mezclados en diferentes proporciones.

Activar y cultivar consorcios metanogénicos.

Optimizar condiciones del cultivo metanogénico.
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Capitulo VI. METODOLOGIA
1. MATERIALES Y METODOS

Para el establecimiento de los procesos de digestién anaerdbica y metancgénesis, se
utilizaron Desechos Organicos Complejos (DOC) y diferentes consorcios microbianos
ambientales. Los DOC fueron evaluados mediante pre tratamiento quimico y subsecuente
evaluacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) con la finalidad de establecer la
cantidad relativa de material lignocelulésico en cada DOC, ademas de la determinacion
de la actividad enzimatica como parametro de verificacion del proceso hidrolitico.

A lo largo del trabajo se realizaron andlisis tales como determinacion de pH, demanda
quimica de oxigeno (DQO), determinacion de é4cidos grasos volatiles (AGVs), y de las
actividades enzimdticas pectinasas, carboximetil celulasas, xilanasas, amilasas y
proteasas. Los AGVs obtenidos en la digestioén anaerébica fueron usados como fuente de
carbono para los consorcios metanogénicos, cuya produccién de metano se evalud

cuantitativamente mediante cromatografia de gases.

1.1  Material Bioldgico

E!l material biolégico estuvo constituido por DOC que fueron substratos de los consorcios

hidroliticos y consorcios microbianos ambientales de tipo hidrolitico y metanogénico.

1.1.1 Substratos

En la regiéon de los Yungas del departamento de La Paz existe bastante produccidn
agricola y los residuos de estos productos constituyen el principal DOC generado en la
region. El campamento O.S.C.A.R. que estd ubicado en dicha regiéon cuenta con

contenedores y dos botaderos bien clasificados para basura orgénica e inorganica (Fig.
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1), que permite la clasificacion de la basura generada. De igual manera, se cuenta con una
carpinteria que genera aserrin como desecho biodegradable, y por tltimo, y como recurso

allcrnativo, se puede tener acceso a los desechos de peladoras industriaies de arroz en la

poblacion cercana de Caranavi.

Figura 1. Contencdores y botaderos de basura correctamente clasificados en cl

campamento O.S.C.A.R.

De esta manera se tiene basura vegetal (BV), cascarilla de arroz (CA) y aserrin (AS)

como substratos crudos. Todos estos materiales son susceptibles de hidrélisis mediante
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un proceso de digestiéon anaerdbica y dependiendo de la cantidad de lignina que tengan,

su hidrélisis sera mayor o menor (IEA BIOENERGY, July 2001)

Basura Vegetal (BY)

Se colectaron muestras de frutas y verduras en descomposicién. Las muestras fueron

colectadas en bolsas estériles y conservadas asi hasta su procesamiento en el laboratorio.
Cascarilla de Arroz (CA)

La cascarilla de arroz fue colectada directamente de las peiadoras industriales de la

localidad de Caranavi. Se conservaron en bolsas plasticas y bien secas hasta su uso en el

laboratorio.

Aserrin (AS)

El aserrin fue colectado en la carpinteria del campamento O.S.C.A.R y conservado en

bolsas plasticas estériles hasta su uso en el laboratorio.
1.1.2 Consorcios microbianos

Se utilizaron seis consorcios microbianos con la finalidad de reproducir las condiciones
ambientales en las que los DOC son degradados en la naturaleza. Tres de ellos estuvieron
exclusivamente dirigidos al proceso hidrolitico y los tres restantes al proceso

metanogénico.
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1.1.2.1 Consorcios hidroliticos

Aquellos consorcios que tienen capacidad de adaptacion a un hébitat en el que su medio
es rico en material lignoceluldsico son los ideales para la digestion anacrdbica. Es asi que
se utilizaron tres consorcios provenientes de diferentes regiones pero con similares
condiciones nutricionales, es decir que todos ellos estuvieron en contacto con material
lignoceluldsico en su nicho ecolégico. Todos ellos fueron conservados en el laboratorio a

4 °C de temperatura hasta su uso en cultivos anaerobios.
Consorcio ISA

El consorcio ISA lleva su nombre en reconocimiento a la investigadora que tomo la
muestra (Isabel Moreno). La muestra fue tomada de una planta de tratamiento de café en
la localidad de los Yungas del departamento de La Paz y fue conservada en frascos

plasticos a -4 °C previamente a ser utilizada en el presente estudio.
Consorcio TACANA

El consorcio TACANA fue colectado de un pantano en las cercanias de la region habitada
por la comunidad Tacana localizada en Alto Beni. Este consorcio estuvo en estudio en el

laboratorio por aproximadamente un afio, previo a la realizacion del presente trabajo.
Consorcio OSCAR

El consorcio OSCAR fue colectado del botadero de desechos organicos del campamento
0.S.C.A.R. Se tomaron diferentes porciones de desechos organicos consistentes en frutas
y verduras en descomposicion, las mismas que fueron conservadas en bolsas plasticas a

temperatura ambiente y llevadas al laboratorio en un periodo no mayor a 24 h.
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1.1.2.2. Consorcios metanogénicos

Los consorcios metanogénicos del presente trabajo fueron colectados de habitats
naturales y conservados en el laboratorio en condiciones de cultivo a temperatura
ambiente (20 °C). Esto con la finalidad de mantener un desarrollo microbiano mas bien

moderado.
Consorcio P1G

El consorcio PIG fue colectado en bolsas plasticas estériles a partir de las heces fecales

del criadero de chanchos del propio campamento O.S.C.A.R. (Fig. 2).

Figura 2. Heces de cerdo (cuadro izquierdo) del criadero de cerdos del

Campamento.
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Consorcio LLAMA

El consorcio LLAMA estuvo constituido por heces de llamas que fueron colectadas en
bolsas plasticas estériles del habitat natural de estos animales en las cercanias de la

localidad de Sajama en el departamento de Oruro.
Consorcio LIXIVIADO DE MALLASA

El consorcio LIXIVIADO DE MALLASA corresponde a una muestra colectada en el
botadero municipal de la zona de Mallasa, mismo que solia ser el botadero oficial de toda
la ciudad de La Paz. Este consorcio fue tomado del mismo laboratorio pues ya llevaba

algun tiempo siendo estudiado por otros investigadores en el 4rea.
DETERMINACIONES ANALITICAS
2.1  Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQQ)

La estimacion de la demanda quimica de oxigeno se realizo de acuerdo al protocolo

descrito en Standards & methods (APHA, 1997).

2.2 Determinacion de la produccién de Acidos Grasos Volatiles (AGVs) _

Se tomaron 20 mL del fermento (VS) producido luego de la incubacion de los consorcios
en ¢l medio de cultivo para ser titulada mediante el método de titulacidn en tres puntos
{Buchauer K. 1998). Se procedié midiendo el pH inicial que es el equivalente a ia
alcalinidad medida (Alkmess) se ajustdé el pH a 5 con éacido sulfurico 1 N (N) o con
hidréxido de sodio 1 N (N) segin el caso, para luego medir la cantidad de acido sulfirico

IN (N) requerida para llegar a un pH de 4.3 y luego a uno de 4.0, este Gltimo valor
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constituye el volumen de 4cido afiadido (VAs4 meas)- LOs datos obtenidos de acuerdo a
este procedimiento fueron utilizados en el célculo del valor S, equivalente a la cantidad
total de acidos grasos volatiles considerados como 4cido acético (Buchauer K. 1998), de

acuerdo a la relacién que se muestra a continuacion:

Sa=131340 * N * VAs.4 meas/ VS -3.08 * Alkpmeas-25

Los 20 mL de muestra mencionados en el parrafo anterior fueron tomados del
sobrenadante de 30 mL de muestra centrifugada a 4000 rpm durante 15 min en cada caso,
esto debido a que la muestra tomada directamente de cada cultivo presentaba bastante

materia en suspension, misma que podria haber interferido en la valoracion subsecuente.
2.3  Determinacion de la actividad enzimatica

En el presente trabajo se evaluaron cuatro actividades de exoenzimas que actiian sobre
polisacaridos y sobre proteinas. La actividad de enzimas involucradas en la hidrélisis de
celulosa, almidén, hemicelulosa y pectina fue determinada mediante la medicién de
azucares reductores como producto de la hidrdlisis enzimatica a través de la técnica
modificada de la reduccion del acido 3,5 di nitro salicilico (DNS) (Miller, 1959).

Soluciones de glucosa, xilosa y acido galacturonico fueron utilizadas como estandares,

respectivamente.

La actividad endocelulasa fue determinada a 50 °C usando como substrato carboximetil
celulosa (CMC) al 0.2 % en buffer citrato 50 mM pH 4.8. Xilano obtenido de avena
(SIGMA) fue utilizado al 0.2 % en buffer fosfato 200 mM pH 6 para la determinacion de
la actividad endoxilanasa a 50 °C. Pectina de manzana al 0.1 % en buffer acetato 100 mM

pH 5.5 fue utilizado para la determinacion de la actividad pectinolitica a 50 °C. Por
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ultimo, la actividad amilolitica fue establecida a 50 °C usando como substrato almidon al
0.2 % en buffer acetato 50 mM pH 6.

Un mililitro de muestra previamente filtrado con filtro Millipore de 0.45 Cm (proveniente
de los 30 mL centrifugados utilizados para la determinacion de AGVs) y conservado a 0
°C mediante el uso de bafio de hielo para evitar la inactivacion de las enzimas existentes
en dicho volumen de muestra, fue distribuido en tubo control y tubo test de acuerdo al

esquema que se muestra a continuacion:

Componentes Tubo Blanco  Tubo Control Tubo test
Muestra - - 50 wl
Substrato en
450 pl 450 pl 450 pl
buffer
Agua 50 wl - -
TOTAL 500 pl 450 pl 500 pl

Se procedié a incubar a 50 °C por 60 min. Posteriormente se procedié de acuerdo al

siguiente esquema:
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Tubo Blanco Tubo Control Tubo test
Componentes
Muestra - 50 pl -
Solucidn de 750 ul 750 wl 750 pl
DNS
TOTAL 1250 pl 1250 pl 1250 pl

Finalmente, los tubos se incubaron a 90 °C por 5 min y las absorbancias fueron leidas a
540 nm contra blanco reactivo. La determinacién del valor de absorbancia real se obtuvo
por simple substraccién de los valores de los tubos test menos los tubos control en cada
muestra. Por ultimo, los resultados fueron expresados en Unidades Internacionales (UT)
de actividad enzimdtica la cual es definida como la cantidad de enzima requerida para
[iberar un pmol/min de azucar reductor expresado como equivalentes de glucosa o xilosa

o 4cido galacturdnico.

La actividad proteolitica fue determinada a partir de la mezcla de un volumen de muestra
(previamente centrifugada y filtrada) con un volumen de solucién de azocaseina al 0.5 %
(precalentada en buffer TRIS-HCI 100 mM pH 7.4) e incubada a 50 °C por ! hora. La
reaccién fue detenida afiadiendo 2 volimenes de 4cido tri cloro acético al 10%.
Finalmente la mezcla-reaccioén fue centrifugada a 3000 g por 10 min y la abosorbancia
medida a 380 nm (Kole MM et al., 1988). Las absorbancias obtenidas fueron interpoladas
en una curva de calibracidon que refiere las unidades internacionales (UI) de papaina
(ANEXQ A) mismas que se encuentran definidas en el producto comercial como 17

Ul/m'g (Papaina de papaya SIGMA, cddigo 125K 7675).
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2.4  Determinacion de metano por cromatografia de gases

La composicion del llamado biogés es principalmente metano y diéxido de carbono. Al
ser estos dos compuestos volatiles a temperatura ambiente se prescinde de algin
tratamiento de la muestra gaseosa para pasarla por un cromatdgrafo de gases. la
evaluacion de metano se realizo inyectando 10 pL de muestra gaseosa tomados con
jeringa directamente de la fase aéreé de los cultivos metanogénicos. La curva de
calibracion fue determinada a partir de diluciones gaseosas de una muestra de gas metano
(de distribucion domiciliaria). La concentracion de metano determinada fue relacionada a
porcentaje segin curva patron (ANEXO A).

E! cromatdgrafo de gases empleado fue un cromatdgrafo Perkin Elmer modelo CLARUS
500. A continuacidn se indican las condiciones para la determinacion de metano:
Columna: Elite-1-30 m x 0.53 mm x 3.0 um, Part # N9316051, Serial # 501641

Detector: FID a 250 °C

Inyector: 200 °C

Horno: 80 °C

Gas portador: H

Tiempo de corrida: 5 minutos

Tiempo de retencién: 1.518 minutos

2.5  Determinacién de la alcalinidad - pH

Las mediciones de pH se realizaron con un equipo portatil, pHHmetro ORION, modelo 420
A.
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3 DISENO METODOLOGICO

3.1 Determinacion de la cantidad de desecho orgianico complejo (DOC)

susceptible de hidrolisis a través de pre tratamiento acido

La complejidad estructural de los DOC hace que su hidrdlisis enzimatica no sea del todo
eficiente. El acido sulfirico al ser un é4cido fuerte y no poseer selectividad tiene una
marcada capacidad de hidrdlisis sobre sustratos como los del presente estudio. El
producto de esta hidrdlisis dcida puede ser medido en términos de su demanda quimica de
oxigeno (DQO). El valor obtenido representard la cantidad de materia susceptible de
hidrolisis. Para tal propdsito se realizd una desecacién y homogeneizacion de la BV
previamente al pre tratamiento dcido como tal y por ultimo un céalculo de la cantidad de
DOC necesario en el medio de cultivo mediante una homologacién de los valores de

DQO con el equivalente de glucosa en el medio de cultivo
Desecacion y homogeneizacion de la basura vegetal

Con la finalidad de tener particulas de aproximadamente el mismo tamafio toda la basura
vegetal fue homogenizada mediante una licuadora. Para este fin se afiadid agua en
cantidad suficiente para facilitar la particularizacidon de la BV y asi optimizar el proceso,
luego de lo cual se procedid a secar todo el molido en estufa a 60 °C, temperatura a la
cual no crecen microorganismos meséfilos ambientales y tampoco se desnaturalizan

proteinas ni se altera la estructura de las vitaminas.

Pre tratamiento acido

Se tratd cada material con 4cido sulfiirico para determinar la cantidad de materia organica

suéceptible de hidrdlisis. Se prepararon soluciones al 10% (p/v) de los diferentes
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substratos en acido sulfurico al 2% (p/v) en botellas de boro silicato herméticamente
cerradas y tratadas térmicamente a 121°C en autoclave por 90 min con la finalidad de
determinar el contenido relativo de lignina en los tres substratos (Silverstein R, 2004).
Luego de enfriamiento a temperatura ambiente se determina la DQO para cada caso. Los
DOC ricos en lignina muestran valores de DQO menores a aquellos que presentan menor
proporcion de este polimero (Silverstein R, 2004). De esta manera los DOC pueden ser

seleccionados en funcion a su contenido relativo de lignina.

Homologacion de los valores de DQO con el equivalente de glucosa en el medio de

cultivo

Una determinada cantidad de glucosa al igual que otros compuestos organicos ¢s
susceptible de oxidaciéon mediante la técnica DQO. Tomando 6 g/L. de glucosa como
parametro teorico, tal como se encuentra en el medio comercial “Anaerdbico Fluido”
(SCHARIAU. Ref. 03-008), medio en el que los consorcios mostraron buen crecimiento,

se hizo una analogia estequiométrica como se explica a continuacién:

Un mol de glucosa requiere de 192 g (6 mol) de oxigeno molecular para una combustién

total hasta di6éxido de carbono, agua y calor.
C¢H206 + 60, —  6CO; + 6H,0 + “calor”

Se puede facilmente deducir que 6 g de glucosa serdan oxidados por 6.4 g de oxigeno
molecular. Entonces, si un valor de DQO es de 6400 (6400 mgO2/L) en una muestra real
equivaldria idealmente a seis gramos de glucosa. De esta forma luego de evaluar los
substratos los valores obtenidos de DQO fueron homologados con el valor tedrico de 6
gramos de glucosa (6.4 g de O, por litro de solucién). Por ejemplo la fraccion acuosa del

pre tratamiento acido de BV (7 g BV en 70 mL de H,S04 (2%), solucion al 10 %) tiene
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un valor DQO de 44.6 g O,/L. El valor de DQO es referido a un litro, asi es que para 70

mL el calculo mediante factor unitario serd el siguiente:

2g0,=70mL * 44.6 g O,/ 1000 mL
= 3.12 g O, (requeridos por los 70 mL)

Por lo que se puede afirmar que 7 g de BV requirieron de 3.12 g O, para oxidarse en una
solucidn al 10%. Ahora bien, {Cudntos gramos de DOC serdn necesarios para obtener un

DQO de 6.4 g O,? (recuerde que este valor es el que producirian 6 g de glucosa).

7¢gBV=64g0,*7gBV/44.6¢g0,
=1gBV (en 70 mL)

Expresando 1 g de BV en 70 mL de solucién en términos de porcentaje se tiene: 1 g/ 70
mL * 100 = 1,43 % (p/v) que en la préctica representa la concentracién de BV que se
debe preparar para tener una solucion que equivaldria idealmente a una de 6 g de glucosa

por litro.

3.2 Aislamiento, cultivo y activacion de los consorcios hidroliticos

Los consorcios hidroliticos fueron aislados de sus hébitats naturales tomando muestras en
bolsas plasticas y conservandolos en el laboratorio para su posterior cultivo. Se utilizaron
botellas de 100 y 120 mL con medio de cultivo basal (ANEXO B) a las cuales se les
afiadio DOC al 5 % y por Gltimo se saturaron con gas nitrégeno libre de oxigeno para
generar un ambiente anaerobio para luego ser esterilizadas en autoclave. Luego de ser

esterilizadas fueron enfriadas hasta temperatura ambiente y se afiadio tioglicolato de
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sodio estéril a cada medio a una concentracion final de 0.2 % (p/v) como agente reductor
del potencial redox del medio. Cada consorcio fue inoculado al 10 % y los cultivos fueron
incubados en estufa a 30 °© C por 1 a 2 semanas. Por ultimo se determinaron las
actividades celuloliticas y xilanoliticas de los cultivos para constatar la activacién de los
consorcios hidroliticos, es decir constatar que se encuentran viables, cultivables y aptos

para utilizar la materia que se les da como nutrientes.

33  Determinacién del efecto de la temperatura de incubacion y del tipo de DOC

y consorcio microbiano en la produccion de AGVs, y en la alcalinidad del

medio

Se establecid un disefio experimental de 3x2x2 (12 experimentos) basados en los tres
consorcios hidroliticos (ISA, TACANA y OSCAR), dos temperaturas (28 y 37 °C) y dos
tipos de DOC (BV y CA). Se prepar6é medio de cultivo basal (ANEXO B) con DOC en
concentraciones equivalentes a 6 g de glucosa por litro (segin valores homdlogos de
DQO) en viales de 100 mL saturando de nitrégeno molecular lihre de oxigenc y
esterilizados en autoclave a 121 °C por 15 min. Luego de enfriar a temperatura ambiente
se afiadio a cada vial tioglicolato de sodio (0.2 % concentracion final) y solucion de
vitaminas (apéndice B) para finalmente inocular el consorcio correspondiente al 10 %.

Por ultimo se determino la cantidad acumulada de AGV's luego de un mes de incubacion.
3.4 Determinacion del efecto de la proporcion de los DOC

Sc establecid un disefio factorial completo 3327 experimentos), donde los tres consorcios
se cultivaron en tres proporciones diferentes (1/3X, 1X y 3X) de DOC. Los consorcios
fueron inoculados al 10 % de forma separada. Estas proporciones fueron preparadas en 80
ml de medio basal (ANEXOQ B) en viales de 100 mL. Los medios asi preparados fuercn

saturados con nitrégeno gaseoso libre de oxigeno para asegurar la calidad anaerdbica de
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los mismos, posteriormente esterilizados en autoclave a 121 °C por 15 min. Luego de
enfriamiento se afiadid tioglicolato de sodio a cada vial a una concentracion final de 0.2
% (p/v) y solucion de vitaminas (ANEXO B) y finalmente incubados a 37 °C por el lapso
de un mes. Se tomaron muestras cada dos dias aproximadamente y se determinaron

AGVs, DQO y pH. Los datos de AGVs se utilizaron en la determinacidn de cinéticas de

produccion y calculo de la productividad volumétrica (Qv).

3.5 Ensayo de codigestion.

El uso de aditivos orgdnicos como ser residuos de cereales y otros similares tiene el
potencial de mejorar la capacidad de produccién de AGVs (Yadvika et al, 2004). La

cascarilla de arroz o la basura vegetal puede ser utilizada con tal fin. Se realizaron

mezclas de CA con BV teniendo el siguiente espectro de proporciones:

Proporciéon Proporcién

Experimento
de CA de BV
] 4/5 1/5
2 a 1/4
3 2/3 1/3
4 12 172
5 173 2/3
6 e 3/4
7 1/5 4/5

Todas estas fracciones expresadas en términos de DQO referido al valor de glucosa en el

medio.
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3.6 Activacion de los consorcios metanogénicos

Los consorcios metanogénicos fueron cultivados en medio para anaerobios (ANEXO B a
37 °C utilizando una mezcla preparada de AGVs como fuente de carbono. La actividad
de los consorcios metanogénicos fue confirmada en funcién a su produccién de metano,

determinada por cromatografia de gases.
3.7  Optimizacién del cultivo meténogénico

Se establecié un disefio factorial 3°, con 3 concentraciones de AGVs (C.5, y 2 mg/mL)y

los tres consorcios metanogénicos descritos previamente. El medio de cultivo utilizado

fue el descrito en el ANEXO B.

41



.S.A.—F.C.F.B. Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas

itulo VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

L.

Determinacion de la cantidad de desecho organico complejo (DOC) susceptible de

hidrolisis a través de pre tratamiento acido

La cantidad de materia susceptible de hidrélisis en cada uno de los DOC se diferencid
claramente en funcion a la cantidad relativa de lignina (Silverstein R, 2004). Los valores
de la DQO se refirieron en porcentaje relativo al equivalente de 6 g de glucosa por litro

de medio (Tabla 1).

Tabla 1. Pre tratamiento de DOC crudo para la determinacion de la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y porcentaje de material
requerido equivalente a 6 g de glucosa por litro de solucién.

% DOC en el medio de
Material crudo DQO (mg O,/L)

cultivo.

Cascarilla de 4

1.42*10 4.5

arroz (CA)
Aserrin (AS) 2.41*10° 18.6
Basura Vegetal . ,
4.46*10 1.5
(BV)

Los valores obtenidos fueron claramente representativos del contenido de lignina de cada
uno de estos materiales. Es asi que los valores de BV y CA fueron menores al de AS,
evidenciando el alto contenido de lignina de este Gltimo. Para preparar un medio de
cultivo equivalente a 6 g de glucosa por litro, se requeririan 18.6 g de AS por cada 100

mL, esto significaria un medio sobresaturado, Se podria pensar en reducir ¢l tamafio de
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las particulas de aserrin ya que un tamafio menor favorece su hidrélisis (Cullis IF et al,,
2004) pero esto implicaria un paso extra que no serviria de mucho ante la existencia de

los otros dos materiales que no requieren ser reducidos en tamafio.

Es asi que, debido a la alta concentracion requerida para preparar los medios de cultivo
con AS, a la naturaleza recalcitrante de la lignina (especialmente en procesos
anaerdbicos) y por ultimo a la mejor digestibilidad de materiales mas ricos en
hemicelulosa que en lignocelulosa como la CA y BV, se prescindio del AS en todos los

experimentos subsecuentes.

Aislamiento, cultivo y activacion de consorcios anaerobios hidroliticos

2.1  Determinacion del proceso hidrolitico a través de la actividad enzimatica.

La Tabla 2 detalla las méximas actividades celulolitica y xilanolitica obtenidas cuando los
consorcios OSCAR, TACANA e ISA fueron inoculados en medio de cultivo minimo con
CA y BV.

La maxima actividad celulolitica observada fue de 55 UI/L cuando el consorcio OSCAR
crecid en el medio con CA. Las méaximas actividades xilanoliticas fueron obtenidas

cuando el consorcio ISA crecié en medio con CA (137 UI/L) y el consorcio TACANA
crecid en medio con BV (83 UI/L).
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Tabla 2. Actividad celulolitica y xilanolitica de tres consorcios microbianos:
OSCAR, TACANA e ISA utilizando dos sustratos crudos susceptibles
de hidrolisis: CA y BV.
OSCAR
ACT. CELULOLITICA ACT. XILANOLITICA
SUBSTRATO (UI/L) (UIL)
CA 55 56
BV 44 67
TACANA
ACT. CELULOLITICA  ACT. XILANOLITICA
SUBSTRATO (UL) (UI/L)
CA 47 62
BV 46 83
ISA
ACT. CELULOLITICA ACT. XILANOLITICA
SUBSTRATO (UI/L) (UI/L)
CA 46 137
BV 46 79

De esta manera se confirmo la actividad celulolitica y xilanolitica de los tres consorcios

en los substratos crudos BV y CA, con lo que se pudo afirmar que tienen la capacidad de

utilizar estos materiales como substratos.
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3. Establecimiento de las condiciones del proceso hidrolitico a través del analisis de la

produccion de AGVs y la alcalinidad del medio en funcién al consorcio, substrato y

temperatura de incubacion.
Analisis de la produccion final de AGVs

Se compararon las concentraciones finales de AGVs producidos en funcién al consorcio,
substrato y la temperatura. Los mayores valores de AGVs fueron aquellos en los que el
substrato fue BV, sin gran influencia por parte del consorcio ni de la temperatura (Tabla
3). Las condiciones de cultivo pueden influir de manera significativa la maquinaria
enzimatica y metabdlica de los microorganismos que actian en la digestion anaerdbica
(Khalil A. L, 2001) y los resultados aqui presentados muestran variaciones en la

produccion de AGVs debidas a diferentes condiciones de cultivo.

El andlisis por regresion multiple (ANEXO C) demostrd una influencia altamente
significativa de la variable substrato (p<0.00024) sobre las variables temperatura y tipo
de consorcio. Los cultivos con BV produjeron una mayor concentracion final de AGVs

comparados con las concentraciones obtenidas en los medios de cultivo con CA.
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Tabla 3. Disefio experimental que relaciona el tipo de consorcio, substrato y
temperatura para la optimizacion de la produccion de AGV.
Condiciones quimicas

) ) Resultados
y fisicas de cultivo

Experimento consorcio substrato temperatura pH AGVs max. (mg/L)

1 ISA CA 37 6.09 2170
2 ISA CA 28 6.82 1500
3 ISA BV 37 491 3650
4 ISA BV 28 4.94 3550
5 TACANA CA 37 6.43 1980
6 TACANA CA 28 6.64 1620
7 TACANA BV 37 4.8 4040
8 TACANA BV 28 4.92 3920
9 OSCAR CA 37 7.12 534
10 OSCAR CA 28 6.84 1180
1 OSCAR BV 37 4.73 4380
12 OSCAR BV 28 4.93 3680

La Figura 1 muestra la concentracion final de AGVs obtenida en funcién a la interaccion

del consorcio con el substrato. Se puede evidenciar que la diferencia entre los valores de
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las concentraciones de AGVs finales, referidos a las temperaturas de incubacion
(representado por esferas en la Fig. 1), fueron minimas en los cuitivos con BV ya sea
inoculados con el consorcio TACANA (4040 mg/L y 3920 mg/L a 37 y 28 °C
respectivamente, Tabla 3) o inoculados con el consorcio ISA (3650 mg/L y 3550 mg/L a
37 y 28 °C respectivamente, Tabla 3) a diferencia de los cultivos inoculados con el

consorcio OSCAR (4380 mg/L y 3680 mg/L a 37 y 28 °C respectivamente, Tabla 3).

Figura 1. Produccion de AGVs en funcion de substrato y consorcio.

Por otro lado, en los consorcios cultivados en CA se observd una mayor diferencia en los
valores de AGVs finales. Cuando el consorcio ISA fue inoculado, valores de 2170 mg/L

y 1500 mg/L, a 37 y 28 °C respectivamente, fueron obtenidos (Tabla 3), mientras que los
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cultivos con el consorcio TACANA mostraron valores de 1980 mg/L y 1620 mg/L a37 y
28 °C respectivamente (Tabla 3), finalmente los cultivos con el consorcio OSCAR

mostraron valores de 534 mg/L y 1180 mg/L, a 37 y 28 °C respectivamente, (Tabla 3).

Es importante recalcar que el consorcio OSCAR produjo menor cantidad de AGVs
finales comparado con los consorcios TACANA e ISA. Esto podria deberse al contenido
de la CA que ademas de tener principalmente celulosa en su composicion, también tiene
un alto contenido de lignina, y un peculiar contenido alto de cenizas, lo que la hace

particular entre los residuos lignoceluldsicos (Yafiez R. et al., 2006).

Pese a las diferencias mencionadas en la produccidn final de AGVs se puede afirmar sin
lugar a dudas que la variable determinante entre substrato y consorcio fue la variable

substrato

En la Figura 2 se comparan las producciones finales de AGVs como funcién de la
temperatura y el substrato. Entre las dos variables se observa claramente que la variable
determinante fue el substrato. La BV permiti6 la produccion final mas alta de AGVs y su
diferencia con los valores obtenidos con CA es por demés evidente. Mientras que la
diferencia de estos valores debida a la variable temperatura es mucho menos evidente. La
idea de mantener la temperatura moderadamente baja podria ser beneficiosa si se
considera que el mal olor generado en la digestion anaerdbica puede ser mejor controlado
ademas de la evidencia que a 20 °C puede existir una mejor produccién de metano que a

37 °C (Ndegwa P. M. et al., 2008), esto en el caso de un proceso metanogénico inmerso

en la hidrolisis.
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yRanYy sheN

Figura 2. Produccion de AGVs en funcion a la temperatura y substrato.

Por otro lado se puede ver claramente que no todos los consorcios produjeron los AGVs
finales de manera homogénea (esferas, Fig. 2) especialmente a 37 °C con CA donde €]
consorcio OSCAR produjo solo 534 mg/L (Tabla 3), cantidad muy baja comparada con
los otros dos consorcios ( ISA con 2170 mg/L y TACANA con 1980 mg/L, Tabla 3),

mientras que con BV y a 28 °C los tres consorcios fueron mas o menos iguales en su

produccién final (ISA con 3550 mg/L, TACANA con 3920 mg/L y OSCAR con 3680
mg/L).
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Analisis de la alcalinidad

Es importante que el pH final de cada cultivo no disminuya demasiado para la posterior
utilizacion de los AGVs en el proceso metanogénico. Los AGVs pasaran a ser
metabolizados por los consorcios metanogénicos y ante un medio con pH bajo la
metanogénesis puede ser inhibida, inclusive si el consorcio es adaptado a valores bajos de
pH, los rendimientos decaen (Jain S R et al., 1998). En el presente estudic y de acuerdo al
analisis de regresion miultiple, el sustrato BV es altamente significativo (p<0.00001) en
cuanto se refiere al pH final del medio de cultivo (ANEXO C), siendo este valor muy

bajo en comparacién con los pH obtenidos en los cultivos con CA.

La Figura 3 muestra los valores de pH final como funcién de los consorcios y Jlos

substratos.

Figura 3. Alcalinidad en funcidn al tipo al consorcio y al substrato.
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En todos los cultivos realizados con BV como sustrato se obtuvieron valores de pH por
debajo de 5, y con los cultivos realizados con CA los valores de pH se mantuvieron por
encima de seis. Por otro lado se puede observar que los valores de pH final de los
consorcios (esferas, Fig. 3) mostraron bastante similitud en los cultivos establecidos con
BV, ISA (pH de 4.91 y 4.94 a 37 °C y 28 °C respectivamente, Tabla 3), OSCAR (pH de
4.8y4.92a37°Cy 28 °C respectivamente, Tabla 3) y TACANA (pH de 4.73 y 4.93 a 37
°C y 28 °C respectivamente, Tabla 3).. Mientras que en los cultivos realizados con CA
estas similitudes no fueron grandes, TACANA con pH de 7.12 y 6.84 37 °C y 28 °C
respectivamente (Tabla 3), OSCAR con pH de 643 y 6.64 a 37 °C y 28 °C
respectivamente (Tabla 3) y especialmente el consorcio ISA con pH de 6.09 y 6.82 a 37

°C y 28 °C respectivamente (Tabla 3).

Figura 4. Alcalinidad en funci6n a la temperatura y al substrato.
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En la Figura 4 se comparan los valores de pH final como funcién de la temperatura y el

substrato. Una vez mas se evidencia la influencia determinante de la BV.

La variedad de la materia organica usada en la digestidn anaerdbica es un factor
determinante en la productividad de biogas. Esta variedad depende de la zona geografica,
de ia manera de almacenamiento y también de la estacion en la que se colecta (Saint-Joly
C. et al, 2000). Asi la produccion de AGVs a partir de materia orgénica es el producto
deseado del proceso hidrolitico y es también posterior substrato de los consorcios
metanogénicos. Es por esta razon, que su produccién debe ser bien controlada y
optimizada. En primera instancia y observando las figuras 1 y 2 se puede afirmar que la
produccién de &cidos grasos volatiles depende principalmente del tipo de substrato y no
asi de la temperatura ni tampoco del tipo de consorcio. De igual forma se puede ver en las
figuras 3 y 4 el efecto del tipo de substrato sobre la alcalinidad del medio, nuevamente
este responde al tipo de substrato y no asi al consorcio ni a la temperatura. La alcalinidad
final que se obtuvo en los cultivos con basura vegetal mostré que el uso de este DOC
podria ser contraproducente si lo que se quiere es tener un producto util para una

subsecuente produccion de biogés.

Claramente los consorcios que tuvieron BV como parte de la composicion del medio de
cultivo tuvieron una produccién notablemente mayor de AGVs, alrededor de 50 % mas,
esto puede haberse debido a una mayor accesibilidad de nutrientes de tipo xilanésico y

celuldsico y sobre todo a una mucho menor cantidad de contenido lignocelulosico

comparada con las cascarilla de arroz.
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4. Determinacion del efecto de la proporcion de desecho organico complejo y consorcio
hidrolitico sobre la produccion de acidos grasos volatiles, con la finalidad de

determinar la condicién adecuada de saturacion de substrato.
Diferentes proporciones de BV con los consorcios ISA, OSCAR y TACANA

Las diferentes cantidades de substrato en un mismo volumen de medio de cultivo dan una
idea de cuan toxica (si lo fuese) puede resultar una sobrecarga de substrato. Las
proporciones de substrato fueron clasificadas en tres categorias, 1/3X (squivalente a 2 g
de glucosa por litro de medio), 1X (equivalente a 6 g de glucosa por litro de medio) y 3X
(equivalente a 18 g de glucosa por litro de medio). La cinética de produccidn, la
productividad volumétrica (Qp) y la produccién méaxima mostraron que a mayor

proporcidn de substrato se obtuvo mayor produccién de AGVs.

TABLA 4. Equivalentes de DQO a las concentraciones de glucosa en los medios

de cultivo con BV.

Equivalente en
Proporcionde  DQO

substrato (BY) (mg/L)

concentracion de

glucosa (g/L)
1/3x 1.90E+03 2
1x 6.40E+03 6
3x 1.90E+04 18

Los medios de cultivo se prepararon con medio basal (ANEXO B) afladiendo los
substratos crudos en funcioén al equivalente medido en DQO de la BV. La Tabla 4
muestra los valores de DQO equivalentes a 2 (1/3X), 6 (1X) y 18 (3X) gramos de glucosa
por litro que se utilizaron para preparar los medios de cultivo. Se prepararon 70 mL por
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cada cultivo en botellas de 120 mL saturadas con nitrégeno libre de oxigeno vy
esterilizadas en autoclave a 121 °C por 15 min, luego se afiadieron tioglicolato de sodio

estéril y solucion de vitaminas (ANEXO B).

i 600D Fom e
| ( : ——ISA (1/3)
Q 2000 | T e - = -misalx
| = 4000 : ISA 3x
| [=1s]
| E —=>=TACANA 1/3
< 3000 |
2 —%—TACANA 1x |
a 2000 ! |
. —@—~TACANA3x |
1000 - OSCAR 1/3
0 OSCAR 1x
l 0 5 10 15 OSCAR 3x

i tiempo (dias)

Figura S. Produccion de AGVs por los consorcios hidroliticos ISA, TACANA y
OSCAR en tres proporciones de basura vegetal (1/3X, 1X y 3X)

La cinética de produccién en las tres proporciones mostro tener una relacidn directa con
la cantidad de substrato en el medio (Fig. 5). Durante los dos primeros dias se observa
una clara etapa de produccion en la que los tres consorcios produjeron AGVs con
diferentes cinéticas (pendientes). A pa.rtir de este punto la produccién decae y se pueden

observar diferencias pero la tendencia fue clara, a mayor proporcion, mayor produccion.

En la Tabla 5 se resumen las producciones maximas de AGVs y las productividades
volumétricas (Qp) en funcion a la proporcién de sustrato solido en el medio de cultivo

inoculado con los tres consorcios hidroliticos.
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TABLAS. Producciones maximas de AGVs y productividades volumétricas (Qp)
de los consorcios hidroliticos ISA, TACANA y OSCAR en tres

diferentes proporciones de sustrato crudo

AGYVYs
Proporcion ... Qp
Consorcio de sustrato Final
BV
(mg/L) (mg AGVs/L/d)
ISA 1/3X 1810 144
ISA IX 3880 408
ISA 3X 4270 1090
TACANA 1/3X 1470 119
TACANA 1X 3520 197
TACANA 3X 4690 571
OSCAR 1/3X 1700 168
OSCAR 1X 3680 257
OSCAR 3X 4670 401

El efecto de esta relacion directa entre la produccion de AGVs y la proporcidon de BV,

podria ser diferente para los cultivos metanogénicos ya que no siempre una alta carga de

substrato crudo significa alta produccion de metano en un sistema de produccion de un

solo péso (Fernandez J. et al., 2008). Ademas se evidencid que los cultivos con BV
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producen AGVs finales con pH inferior a 5, lo cual también inhibirfa ¢l desarrollo de Jos
microorganismos metanogénicos ya que estos son mas sensibles a los cambios de pH que

los microorganismos hidroliticos.

El consorcio ISA mostré una clara tendencia a aumentar su productividad volumétrica
(Qp) a medida que aumentd la proporcion de BV (Fig.0), mientras los consorcios
OSCAR y TACANA mostraron un menor aumento de sus productividades. Al mismo
tiempo se puede observar que la produbcién final de AGVs para los tres consorcios se

mantuvo homogénea para cada proporcién de DOC (Fig. 7).
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; Proporcidon de substrato crudo expresado en mg/L de Glucosa

Figura 6. Productividad volumétrica (Qp) de AGVs por los consorcios
microbianos ISA, TACANA y OSCAR c¢n funcién a la materia
organica disponible DQO

El consorcio [SA demostrd tener la mayor de las cinéticas por su alta productividad
volumétrica, pero los tres consorcios mostraron similar concentracion final de AGVs. La

méaxima degradacion de la BV tiene como consecuencia no solo una alta formacién de
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AGVs si no también la acidificacién del medio, factor que termina siendo

contraproducente para la generacidn de metano.
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Proporcidn de materia orgdnica expresada en concentracion de
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H |SA AGVs max. B TACANA AGVs max. LI OSCAR AGVs max. |

Figura 7. Maximas producciones de AGVs (mg/L) a diferentes proporciones de

DOC.

Diferentes proporciones de CA con el consorcio OSCAR.

La produccioén final de AGVs producida por el consorcio OSCAR cultivado con CA en
tres proporciones diferentes mostré estar directamente relacionada con la cantidad de
substrato presente en el medio de cultivo. Los medios de cultivo se prepararon con medio
basal (ANEXO B) 70 mL en botellas de 120 mL adicionando las respcctivas cantidades
de substrato crudo (Tabla 6), saturadas con nitrégeno libre de oxigeno, esterilizadas en
autoclave a 121 °C por 15 min y adicionadas con solucion de vitaminas v tioglicolato de

sodio (ANEXO B)
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Tabla 6. Equivalentes de DQO a las concentraciones de glucosa en

los medios de cultivo con CA.

_ Equivalente en
Proporcion de DQO

substrato (CA) mg/L

concentracion de

glucosa (g/L)
173X 1.90E+03 2
1X 6.40E+03 6
3X 1.90E+04 18

La cinética de produccién (Fig. 8), muestra que el consorcio OSCAR produjo AGV= de

acuerdo a la cantidad de substrato presente en el medio de cultivo.
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Figura 8 Produccion de AGVs por el consorcio OSCAR en tres proporciones

diferentes de CA (1/3X, I1X y 3X).
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Comparando esta cinética con la generada con BV (Fig. 5) se observa que con CA hay
una mayor diferencia entre las concentraciones finales de AGVs obtenidas en las
proporciones 3X y 1X que con los resultados homdlogos obtenidos con BV. Esta
diferencia podria deberse a la rapida acidificacion que se da en el medio con BV a 1X y
3X proporciones de substrato crudo, lo que, si bien no inhibe del todo el metabolismo de

los microorganismos, puede desacelerar el proceso.

La productividad volumétrica (Qp) y la concentracién final de AGVs muestran haber

tenido una relacion directa entre los valores obtenidos y la proporcion de substrato crudo
(Fig. 9 y Tabla 7).
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Figura9.  Prodeetividad volumétrica (Qp) y Concentracion final de AGVs por el
consorcio OSCAR en tres proporciones diferentes de CA (1/3X, 1X y

3X).
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Tabla 7. Producciones maximas de AGVs y Productividades volumétricas

Qp del consorcio hidrolitico OSCAR en tres diferentes
proporciones de CA.

Proporcion de  AGVs conc. Final Qp

substrato (mg/L) (mg/L/dia)
173X 993 45
1X 1789 97
3X 2762 245

Los valores de Qp son inferiores a los que se obtuvieron con BV pero la razén geométrica
disminuye a medida que aumenta la proporcidn de substrato crudo (163(BV)/45(CA)=3.7
a 1/3X; 257(BV)/97(CA)=2.65 a IX y 401(BV)/245(CA)=1.65 a 3X). Esto claramente
refleja un punto de saturacion de substrato que.estaria por encima de la proporcion 3X el

cual darfa lugar a una productividad Qp cercana o igual a cero (Fig. 10).

Qp (BV)/Qv(CA)

—&~=Proparcion
0 L — —

0 5 10 15 20

Proporcion de substrato crudo expresado en g/i de
glucosa

Figura 10.  Razén de productividades Qp de BY y CA en funcién a la

proporcién de substrato.
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Las diferentes proporciones de substrato crudo estuvieron por encima v por debajo del
valor equivalente a 6 g de glucosa por cada litro de medio y tuvieron un efecto directo
sobre la produccion de AGVsmedios de cultivo no pudieron contener mayores

proporciones de substrato porque se sobresaturaban

. Estudio de condiciones de codigestion de substratos utilizando cascarilla de arroz v

basura vegetal mezclados en diferentes proporciones

Diferentes proporciones mezcladas de CA con BV en una concentracion final igual a 3.X
(6 ¢/ de glucosa) mostraron un efecto positivo sobre la produccion final de AGVs
aunque no sobre la productividad volumétrica (Qp). También se estudiaron las
actividades enzimaticas de cinco enzimas involucradas en el proceso hidrolitice, de las
cuales una mostr6 haber sido claramente afectada por la proporcion de los substratos. Es
as{ que las diferentes proporciones de CA y BV en los medios de cultivo demostraron la
posibilidad de uso de CA como aditivo alternativo ante una posible falta de BV en la

produccion de AGVs.

Contrariamente a los resultados obtenidos con los substratos ensayados por separado, los
resultados de concentraciones de AGVs finales en la codigestion realizada en siete
experimentos diferentes, no mostraron relacién directa con la variacidon de las
proporciones de substratos (Tabla 8 y Fig. 8). La concentracién final de AGVs se
mantuvo relativamente constante en la mayoria de los experimentos (coeficiente de
variacién, CV = 0.13), con excepcién del experimento 5 en el que se alcanzd una
produccidn final de 4729 mg/L, misma que es similar valor de 4670 mg/L obtenido con

BV en proporcion 3X (Tabla 5).
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Tabla 8. Productividad volumétrica Qp y concentracion final de AGVs en los
siete experimentos de codigestion.
CA
Qp AGYVs
Experimento

(DQO)* Fraccién DQO)* Fraccién (mg/lL/dia) (mg/L)

1 3840 1/5 15360 4/5 182.2 4080

2 4800 1/4 14400 3/4 103.01 3084

3 6400 1/3 12800 2/3 114.23 3658

4 9600 172 9600 1/2 178.97 3337

5 12800 2/3 6400 1/3 191.66 4729

6 14400 3/4 4800 /4 129.13 3904

7 15360 4/5 3840 1/5 82.83 3582

* Valores obtenidos por la homologacién de valores de glucosa a DQO.

Figura 8.

W Fracc. BV

® Fracc, CA

5

I AGVs {mg/L)

substrato crudo (DQO) tanto de BV como de CA.

Produccion maxima de AGVs mg/L a diferentes propoiciones de
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Los valores de las productividades volumétricas (Qp) mostraron mayor diferencia entre
los siete experimentos, con un mayor coeficiente de variacion, CV = 0.28 (Fig. 9, Tabla
8). En los experimentos 1, 4 y 5 se alcanzaron valores mayores de Qp, pero aun asi se
encuentran muy por debajo del valor de 401 mg/L/dia obtenido con BV como unico

substrato (Tabla 5).

Las diferentes proporciones de BV y CA podrian llegar a tener un efecto altamente
significativo sobre la maxima produccién de AGVs y sobre la Productividad volumétrica

(Qp) siempre y cuando se utilicen concentraciones mayores a 3X (18 g/L de giucosa)
(ANEXO D).

DQO {mg/L)
S
3
|

SERERERER
H Prop. BV 3840 | 4800 | 6400 | 9600 112800|144ool15360_| |

HProp.CA | 15360 | 14400 | 12800 | 9600 | 6400 | 4800 | 3840 | !
4 Qp (mg/L/dU 182,2 ( 103,0 | 114,2 | 178,9 | 191,6 ' 129,1 \ 82,83 j

!
|
1
|
|
|

[—

ura 9. Productividad volumetrica Qp a diferentes proporciones de substrato

(DQO) tanto de basura vegetal como de cascarilla de arroz.
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La Tabla 9 y la Figura 10 muestran las actividades enzimaticas maximas de cinco

enzimas hidroliticas estudiadas en los sobrenadantes de cada uno de los siete

experimentos de codigestion.

Tabla 9. Maximas actividades enzimaticas alcanzadas en los siete experimentos

de codigestion. Todas expresadas en Ul/mL.

Experimento Act. Act. Act. Act. Act.
Proteolitica Pectinolitica Amilolitica Celulolitica Xilanolitica
l 0.25 0.04 0.13 0.13 0.18
2 0.27 0.04 0.59 0.52 0.50
3 0.28 0.04 0.29 0.31 0.27
4 0.31 0.05 0.76 0.20 0.25
5 0.35 0.04 0.22 0.19 0.23
6 0.38 0.04 0.24 0.24 0.22
7 0.39 0.04 0.18 0.20 0.20

La variacion en las diferentes proporciones de DOC tuvo efecto en diferentes grados
sobre la produccién de enzimas involucradas en el proceso de hidrolisis. Las enzimas
proteoliticas mostraron haber tenido una relacidn directa con el aumento de la proporcion
de BV. Este efecto mostro haber sido altamente significativo (ANEXO D). Por otro lado
la actividad de las enzimas de tipo glucolitico (con excepcidn de las enzimas
pectinoliticas) podria verse afectada por la variacion en la proporcién de los DOC
(ANEXO D). Segun el analisis estadistico podria esperarse un cfecto altamente
significativo a mayores concentraciones de substratos, es decir a concentraciones
mayores a 3X (18 g/L de glucosa), mismas que sobresaturarian el medio de cultivo y se

perderia la homogeneidad del mismo.
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La posibilidad de uso de CA como DOC alternativo es factible aunque puede bajar la
produccién final de AGVs quizas debido al alto contenido de lignina y cenizas que es
propio de este desecho (Uzodimna E.O., et al., 2008). La variacién en la produccion de
AGVs también puede atribuirse a la relacion C:N, la misma que es alta en el caso de la
CA. Ambos factores (contenido alto de lignina y alta relacion C:N) mostraron ser poco
benéficos en la digestion anaerdbica de CA con desecho de bebidas carbonatadas (Kalra

M. S. et al, 1986), aunque no en la proporcion del presente estudio.

0,80 ,
0,70
0,60
0,50 B Act. Proteolitica |
|
# Act. Pectinolitica
0,40
JAct. Arnilolitica
0,30 M Act. Celulolitica
0,20 - J Act. Xilanolitica |
0,10 -
0,60
1 2 3 4 5 6 7
Fig. 10. Actividades enzimaticas (Ul/mL.) de cinco enzimas hidroliticas en cada

uno de los siete experimentos de codigestion

Puede ser recomendable que la CA se someta a un pre tratamiento antes de ser afiadida a
una mezcla para codigestion (Uzodimna E.O., et al, 2008). Sin embargo, este
procedimiento podria encarecer el proceso de hidrolisis y ademds, podrfan liberarse
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subproductos del tratamiento, como ser compuestos fendlicos entre otros, que tendrian un
efecto negativo sobre el metabolismo de los consorcios metanogénicos a los cuales se

facilitara la mezcla de AGVs producidos.

La composicidn de la basura doméstica varia segun la region y seglin el método de recojo
y pese a que se den tratamientos similares los resultados pueden no ser similares inclusive
utilizando las mismas condiciones de cultivo (Saint-Joly C., et al., 2000). La variacidon en
la composicion de la BV pueden cambiar el curso de la digestion anaerobica (Sarapakta
B., 1994), es asi que conociendo en mayor profundidad la cinética de consumo de los

distintos componentes de la BV se podria monitorear su mejor consumo para una mayor
produccion de AGVs.

En el presente estudio, la actividad enzimatica fue determinada en el sobrenadante de los
cultivos. Estas son enzimas libres pero también se encuentran aquellas relacionadas a los
biofilms (Zhang B., et al., 2007), las cuales pueden haber tenido también una importante
participacién en la degradacion de la materia organica, considerando que los
microorganismos formadores de biopeliculas generalmente poseen sistemas tales como
celulosomas y xilanosomas que permiten la hidrélisis enzimatica in situ del material
lignoceluldsico. Pese a este contexto, y considerando el hecho de que Ja cascarilla de
arroz posee en su composicion material lignoceluldsico y almidén, no se pudo observar
que las actividades amilolitica, celulolitica y xilanolitica se vieran incrementadas a
medida que aumenta la proporcién de CA en relacién a BV; mientras que por otro lado cl
aumento en la proporcion de BV en relacion a CA, produjo un incremento en la actividad

proteolitica, fendmeno que puede atribuirse a la mayor accesibilidad a substratos pobres

en lignina (menor cantidad de CA).
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Activacién y cultivo de consorcios metanogénicos

La activaciéon y cultivo de los consorcios metanogénicos PIG, Llama y Mallasa fue
establecida a 37 °C durante aproximadamente 17 dias, en el transcurso de los cuales se
verificé la produccién de metano por medio del analisis por cromatografia de gases, esta
produccion fue confirmatoria de la actividad de estos consorcios. Todos ellos se
mantuvieron activos inoculandolos en condiciones de cultivo, realizando traspasos

periddicos a medios frescos para constatar una activa produccion de metano.

Optimizacién de condiciones de cultivo metanogénico

Se cultivaron los tres consorcios metanogénicos (PIG, Llama y Mallasa) en tres
concentraciones diferentes de AGVs (0.5, 1 y 2 mg/mL) con la finalidad de observar
variaciones en la productividad volumétrica (Qp, %metano/L/d), consumo de substrato
(Qs, g AGVs/L/d) y rendimiento (Yp/s, % metano/g AGVs). Las determinaciones de
metano a través de cromatografia de gases fueron establecidas como una medicion
absoluta, vale decir, que no se midi6 la proporcion de metano en el contexto de otros
gases posiblemente presentes en la fase gaseosa, como ser didxido de carbono, entre

otros.

Las concentraciones de AGVs (0.5, 1 y 2 mg/mL) fueron preparadas a partir de la
produccion obtenida en el proceso hidrolitico descrito anteriormente. Por esta razon, los
medios de cultivo metanogénico fueron preparados con estas concentraciones menores a
las obtenidas en el proceso hidrolitico, de’otra manera no se hubiera contado con la

cantidad suficiente para la preparacién de los mismos.
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En la Figura 11 se puede verificar la produccion de metano (% metano) a lo largo de 22
dias de cultivo en batch en condiciones anaerébicas. El consorcio PIG mostrd la mayor
produccion de entre todas (ca. 60 %) a 2 mg/mL de AGVs, produccion que se mantuvo
estable por 5 dias y a 0.5 mg/mL de AGVs (ca. 50 % metano) mientras que a I mg/mL se
dio la menor de sus producciones (ca. 20 %), misma que se mantuvo casi constante por
mas de 10 dias. Los valores de productividad Qp (Fig. 12) muestran cierta homologia
con estos resultados, mientras que los valores obtenidos de consumo de substrato Qs (Fig.
12) muestran haber tenido relacion directa con la concentracion inicial de AGVs, al

menos en los consorcios PIG y Mallasa.

70‘-———————,————___._

=4—Pig 0.5 mg/mi
~-=lama 0.5 mg/mL

~~Mallasa 0.5 mg/mtL

% CHa

== Pig 1 mg/mt
~y=Llama 1 mg/mL
J—Mallasa 1 mg/mL

Pig 2 mg/mL

Llama 2 mg/mt

Mallasa 2 mg/mL

Tiempo (dias)

Figura 11.  Produccién de metano (% CHa4) a distintas concentraciones de AG Vs

por los consorcios metanogénicos PIG, Llama y Mallasa
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El consorcio Mallasa mostré su méaxima produccion (c.a 55 %) a concentraciones de

AGVs de 2 y I mg/mL, mientras que a 0,5 mg/mL se mantuvo en c.a 5 % desde cast un

principio. Los valores de Qp muestran una muy baja productividad a 0.5 mg/mL de

AGVs que es concordante con la produccion maxima de metano mientras que los valores

correspondientes a 1 y 2 mg/mL de AGVs no muestran concordancia con los de

produccién méxima. Por otro lado los valores de Qs si muestran haber tenido una

dependencia directa de la concentracidn inicial de AGVs.

Por ultimo el consorcio Liama mostrd una marcada produccidn de ca. 40 % a2 mg/mL de
o

AGVs comparada con una produccién de ca. 10 % a 1 mg/mL y de 0 % a 0.5 mg/mL de

AGVs, Estos resultados guardan homologia con los valores de Qp y Qs (Fig. 12) donde

se ve que el consorcio Llama mostro haber tenido una relacién directa con la

concentracion de AGVs iniciales.
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Relacion de las constantes productividad volumétrica (Qp) y consumo

volumétrico (Qs) en la producciéon de metano por los consorcios

metanogénicos PIG, Llama y Mallasa inoculados a 0.5, 1 y 2 mg/mL de

AGYVs.
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En cuanto se refiere a la productividad volumétrica (Qp) y al consumo volumétrico de
AGVs (Qs) por parte de los consorcios metanogénicos se puede decir que no existe una
relacion directamente proporcional entre ambas constantes. Este hechco indicaria que la
composicién microbiana de los consorcios es variable y dependiente de una calidad y

concentracion de sustratos (AGVs) diferente en cada caso.

Con la excepcidén del consorcio PIG se puede decir que la produccion de metano tuvo una
relacidn relativamente directa a la concentracidn inicial de AGVs, ya que en el caso del
consorcio Mallasa se repitié el valor a 1 y 2 g/L (Fig. 11). En cuanto al consumo
volumétrico Qs los consorcios PIG y Mallasa mostraron haber tenido relacidn directa con
la concentracion inicial de AGVs mientras que el consorcio Llama muestra haber tenido
una muy baja variacion en las tres diferentes concentraciones de AGVs. Considerando la
relacidn estrecha entre la productividad (Qp) y el consumo volumétrico (Qs), el consorcio
PIG muestra haber tenido directa influencia de los AGYVs iniciales para ambos

parametros, pese a que sus valores de Qp a 0.5 y 1 mg/mL muestran poca variacion.

La Tabla 10 y Figura 13 muestran los rendimientos en los cultivos metanogénicos

expresados como % de metano formado por cada mg por mL de solucién de AGVs.

Tabla 10. Rendimientos de produccion de metano en funcion a la cantidad de

substrato consumido (Yp/s = % metano/g AGV).

AGYVs iniciales
(mg/mL)
CONSORCIO 0.5 1 2
PIG 83.4 20.6 29.6
LLAMA 0.4 30.3 15.7
MALLASA 5.4 56.8 26.3
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El consorcio PIG muestra una marcada diferencia en su valor de rendimiento a 0.5
mg/mL de AGVs comparado con los correspondientes a [ y 2 mg/mL. Si bien los valores
Qp mostraron estrecha relacién con la concentracion inicial de AGVs puede considerarse
el altc rendimiento a 0.5 mg/mL de AGVs como resultado de uso casi exclusivo de estos
en la generacién de metano mientras que a mayores concentraciones posiblemente se
utilicen estos AGVs en la generacidn de mds biomasa que en Gltima instancia puede ser la

responsable de los mayores valores de Qp y Qs.
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|

Figura 13  Rendimientos expresados como % CH4/(mg/mLAGVs) de jos tres

consorcios metanogénicos inoculados a 0.5, 1 y 2 mg/mL de AGVs.

El consorcio Mallasa muestra también una marcada diferencia aunque en menor
proporcion en su rendimiento a 1 mg/mL de AGVs comparado con 0.5 y 2 mg/mL. Este.
valor puede correlacionarse con el valor de Qp (Fig. 12). El hecho de una menor
produccién a mayor concentracion de AGVs puede responder a un fendmeno de
saturacion de substrato, ¢ a la presencia de potasio y lipidos cuando altas concentraciones
de materia orgénica son parte del substrato de consorcios metanogénicos que no cstan
aclimatados (Garucci G. et al. 2005), 6 a la presencia de sulfatos que puede disminuir Ja
produccion de metano, favoreciendo a consorcios de bacterias sulfato reductoras (Purdy

K. . et al., 2003). De cualquier manera las altas concentraciones de AGVs para el
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consorcio Mallasa resultaron ser adversas para la produccion de metano aunque el

consumo de AGVs (Qs) no se vio afectado.

Por tltimo el consorcio Llama muestra haber tenido rendimientos mucho mayores a
concentraciones de 1 y 2 mg/mL de AGVs comparados con el correspondiente a 0.5
mg/mL de AGVs. Una sobrecarga de AGVs es contraproducente para la metanogénesis
(Yadvika et al., 2004) y de esta forma el consorcio Llama puede haber sido afectado por
una sobrecarga de materia orgénica (AGVs) ya que se ha reportad;) que estas heces tienen

gran cantidad de sélidos volatiles, nitrégeno y fosforo (Alvarez R., et al., 2005)

Pese a que el rendimiento podria estar directamente relacionado con la cantidad de
materia organica en el medio de cultivo se ha visto que en el caso de cargas moderadas
de material orgénico la adicién de aditivos como por ejemplo vitaminas puede ser
contraproducente para el rendimiento (Gamze G. et al, 1993), como también se ha
observado que un alto contenido de materia organica ocasiona un descenso en el
rendimiento de metano (Mtz.-Viturtia, et al., 1994). De esta manera, en el presente
estudio puede observarse un fenomeno similar especialmente con el consorcio PIG. El
consorcio Mallasa muestra haber tenido similar efecto pero entre las concentraciones de 1
y 2 mg/mL, similarmente a lo ocurrido con el consorcio Llama pero en menor proporcion.
Si la produccion de metano dependeria solamente de la calidad y la concentracion de
AGVs, la relacidon entre ambas constantes deberia ser directamente proporcional en
ambos casos. Este fendmeno determinaria que el consorcio metanogenico podria estar
compuesto por metandgenos aceticlasticos e hidrogenotropicos en distintas proporciones

de acuerdo a su dependencia de acetato o de CO2 y H2.

La Figura 14 muestra la constante de produccion de metano Qp y su relacion con el tipo
de consorcio metanogénico estudiado cuando estos fueron inoculados a 0.5, 1y 2 ¢/L de
AGVs.
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Figura 14.  Productividad Qp en funcion a consorcio metanogénicoy a la

concentracion de AGVs iniciales en el medio de cultivo

Las productividades del consorcio PIG muestran haber sido superiores a todas las demas
con la excepcion del consorcio Mallasa a | mg/mL de AGVs iniciales. Presumiblemente
a mayores concentraciones de AGVs este consorcio se satura y baja su productividad de
metano. Correlacionando estos resultados con aquellos de productividad Qp se observa
claramente que la mayor fue establecida cuando el consorcio PIG fue inoculado en un

cultivo en batch anaerébico con 2 g/L de AGVs. Este dato corrobora también la mayor y
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mas sostenible produccion de metano (Figura 14) obtenida en cultivos en batch en cste

estudio.

La produccion de biogas a partir de heces de animales suele ser baja aunque estable
mientras que usando desechos solidos la produccion se incrementa pero es mas inestablc
(Schanbacher F. L. 2005), y como en el presente trabajo se hizo uso dc ambos tipos de

materiales los resultados pueden haber respondido a ambas caracteristicas reportadas.
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Capitulo VIil. CONCLUSIONES

La determinacion de la cantidad de desecho organico complejo (DOC) susceptible de
hidrélisis a través de pre tratamiento acido posibilitdé una evaluacion cuantitativa del
contenido de lignina en cada uno de los DOC y asi seleccionar los mejores DOC para la

subsecuente digestion anaerdbica.

La activacion de los consorcios hidroliticos mediante la determinacion del proceso
hidrolitico a través de la actividad enzimatica permitié confirmar la capacidad de estos
consorcios para crecer en medios de cultivo cuyas fuentes de carbono estaban constituidas

por desechos organicos complejos.

Mediante el estudio del efecto del tipo de consorcio, substrato y temperatura sobre la
producciéon de AGVs como producto final de la hidrélisis anaerdbica y sobre la alcalinidad
del medio se evidencié que la variable altamente influyente sobre esta produccion fue la
basura vegetal ya que fue la que mayor produccion final de AGVs permitié. Esto puedo

haberse debido a la menor cantidad de lignina en comparacion a la cascarilla de arroz (CA).

El estudio del efecto de la proporcidn de substratos crudos y el tipo de consorcio hidrolitico
sobre la produccion de AGVs demostrd que hubo una relacion directa entre la cantidad de

substrato crudo en el medio de cultivo y la produccion de AGVs.

El estudio de la codigestion de substrato utilizando cascarilla de arroz y basura vegetal
mezclados en diferentes proporciones mostro que el uso de cascarilla de arroz como aditivo
ante la falta de basura vegetal es factible para la digestion anaerdbica aunque la produccion

de AGVs puede verse disminuida pero no inhibida.

La activacion y cultivo de los consorcios metanogénicos mostré que es factible mantener
estos consorcios en condiciones latentes listos para su uso en la producciéon de metano a

mayores escalas.
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De los tres consorcios metanogénicos estudiados el consorcio PIG mostro haber tenido un
comportamiento mas predecible de acuerdo a la concentracion de AGVs en el medio de

cultivo

Todavia queda por resolver la composicién microbiana presente en este tipo de consorcios
para poder determinar la relacion directa y la dependencia metabdlica con la calidad y

concentracién de AGVs utilizados.
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EVALUACION DE ESTRATEGIAS BIOLOGICAS PARA OPTIMIZAR EL PROCESO
HIDROLITICO ANAEROBIO DE DESECHOS ORGANICOS COMPLEJOS EN LA
PRODUCCION DE BIOGAS

EVALUATION OF BIOLOGICAL STRATEGIES TO OPTIMIZE THE IHIYDROLITIC ANAEROBIC PROCESS OF ORGANIC
COMPLEX WASTES IN THE BIOGAS PRODUCTION

Cavero Olguin, V. Hugo; Alvarez Aliaga Ma. Teresa; Terrazas Siles, L. Enrique; Giménez Turba, Alberto.
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas. F.C.F.B. - UM.S.A,
Contacto: Hugo Cavero, telf. 72590724, c-ma il: hugo_cavero@hotmail.com

Yiogas production through anaerobic digestion using organic complex wastes and
snvironmental microbial consortia was studied. Strategies like evaluation of substrate-lignin
sontent, substrate proportion, co-digestion, enzymatic production and AGV content were
Ipplied and evaluated specially in the anaerobic digestion stage with the aim of producing
rolatile fatty acids which later on were fed into the methanogenic stage. Vegetal wastes, rice
wsks, and wood chips were first evaluated onto their lignin content for being degraded in the
inaerobic digestion. Parameters like temperature, pH and consortia were used to optimise the
wdrolytic process. Other parameters like the enzymatic activity was tested in co-digestion
xperiments using vegetal wastes and rice husks form which volatile fatty acids produced were
ised to generate methane in the methanogenic cultures. Results showed that it's feasible the
1ise of vegetable wastes and rice husks at once in order to get profit from both. Parameters like
ield (Yp/s), volumetric productivity (Qp), volumetric consumption (Qs) and maximum
yoduction were tested in order to visudlise their capabilities in a full scale process.
Aethanogenic stage showed that among three consortia used only one seemed to be guite
table for the initial conditions in the medium showing a production up to 60 Zmethane, with Qp
alues of c.a. 8 smethane/day and Yp/s of c.a. 30 (g/gj}. The use of vegetal wastes and rice
usks may prevent the depletion of one of them or the non comrect classification of vegetal
vastes and still get methane production.

NTRODUCCION

il establecimiento de tecnologias alternativas como la digestion anaerdbica (DA) en el
-atamiento de residuos orgédnicos para la generacion de energia es hoy en dia una estrategia
ceptada a nivel mundial por no dafiar el medio ambiente y por ser accesible a bajos costos de
peracion debido a la materia prima que se utiliza (Mata-Alvarez et al, 2000). La produccién de
iogas estd directamente relacionada con la cantidad de 4cidos grasos volatiles (AGVs)
roducidos durante la DA y es por esto que la optimizacidén de este proceso es crucial en la
eneracion de este tipo de energia alternativa. Entre las diferentes estrategias utilizadas para la
1¢jora en la produccién de biogas se encuentra el uso de aditivos orgéanicos (Yadvika et al.,

004), los mismos que pueden ser de naturaleza compleja como los desechos agricolas, los
:siduos municipales e industriales.

| campamento O.S.C.A.R. (Obras Sociales de Caminos de Acceso Rural) ubicado en la region
e los Yungas del departamento de La Paz depende del uso de diesel para generar su energia
\éctrica y del uso de lefia para preparar sus alimentos. En este campamento se tiene bien
lasificada la basura doméstica y también se tiene acceso a desechos agricolas propios de la
:gién como la cascarilla de arroz (CA) y a aserrin (AS) generado en el mismo campamento. Por



tro lado las heces de animales como los chanchos pueden servir para la generacién de metano,
stas heces son de facil acceso ya que el campamento cuenta con un criadero de chanchos.

[l uso de materiales como la CA conjuntamente con la basura vegetal (BV) por separado y en
rocesos de codigestion como alternativa de generacidn de AGVs para el subsecuente
stablecimiento de procesos metanogénicos utilizando consorcios microbianos de diferentes
ichos ecologicos, fue analizado en el presente trabajo. Parametros como temperatura, pH,
roducciones volumétricas (Qp), consumos volumétricos de substratos (Qs), rendimientos de
roducto en funcion al substrato (Yp/s) y otros fueron evaluados tanto en la generacion de

\GVs por parte de los consorcios hidroliticos como en la generaciéon de metano por los
onsorcios metanogénicos.

IATERIALES Y METODOS

ara el establecimiento de los procesos de DA y metanogénesis, se utilizaron Desechos
rganicos Complejos (DOC) y diferentes consorcios microbianos ambientales. Los DOC fueron
saluados mediante pre-tratamiento quimico y subsecuente evaluacién de la Demanda Quimica
2 Oxigeno (DQO) con la finalidad de establecer la cantidad relativa de material lignoceluldsico.
2 realizaron los siguientes andlisis: determinacion de pH, demanda quimica de oxigeno (DQO),
sterminacion de acidos grasos volétiles (AGVs), y de las actividades enzimadticas pectinasas,
iwboximetil celulasas, xilanasas, amilasas y proteasas

s AGVs obtenidos en la digestidn anaerébica fueron usados como fuente de carbono para los

msorcios metanogénicos, cuya produccién de metano se evalud cuantitativamente mediante
omatografia de gases.

aterial Biolégico

material bioldgico utilizado estuvo constituido por substratos, y consorcios microbianos, tanto

droliticos como metanogénicos. Como substratos se utilizaron basura vegetal (BV), cascarilla
. arroz (CA) y aserrin (AS). Como BV se colectaron muestras de frutas y verduras en
scomposicion. La CA de arroz fue colectada directamente de las peladoras industriales de la
calidad de Caranavi. El AS fue colectado en la carpinteria del campamento O.S.C.A.R. En
anto a los consorcios microbianos, estos estuvieron constituidos por tres consorcios
Iroliticos (ISA, TACANA y OSCAR) y tres metanogénicos (PIG, Llama y Mallasa). Todos
os tomados de ambientes naturales. El consorcio ISA (de Isabel, quien tomé la muestra) fue
nado de una planta de tratamiento de café en la localidad de los yungas del departamento de
Paz y se conserv6 en frascos plasticos a -4 °C. El consorcio TACANA fue colectado de un
ntano en las cercanias de la region habitada por la comunidad Tacana localizada en Alto Beni
te del departamento de La Paz). El consorcio OSCAR fue colectado del botadero de
sechos organicos del campamento. El consorcio PIG fue colectado de las heces fecales del
adero de chanchos del propio campamento O.S.C.A.R. El consorcio LLAMA estuvo
astituido por heces de llamas en las cercanias de la provincia Sajama en el departamento de
uro. El consorcio LIXIVIADO DE MALLASA corresponde a una muestra colectada en el
iadero municipal de la zona de Mallasa, mismo que solia ser el botadero oficial de toda la
dad de La Paz. Este consorcio fue tomado del mismo laboratorio pues ya llevaba algan tiempo
ndo estudiado por otros investigadores en el 4rea.



Jeterminaciones analiticas
Jeterminacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

.a estimacion de la demanda quimica de oxigeno se realizo de acuerdo al protocolo descrito en
standards & methods (APHA, 1998).

determinacion de la produccion de Acidos Grasos Volatiles (AGVs)

e tomaron 20 mL del fermento (VS) producido luego de la incubacion de los consorcios en el
nedio de cultivo para ser titulada mediante el método de titulacion en tres puntos (Buchauer K.
998). Se procedié midiendo el pH inicial que es el equivalente a la alcalinidad medida (Alkpeqs)
e ajust6 el pH a 5 con acido sulfirico 1 N (N) o con hidréxido de sodio 1 N (N) segtin el caso,
ara luego medir la cantidad de acido sulfurico 1N (N) requerida para llegar a un pl1 de 4.3 vy
1ego a uno de 4.0, este wltimo valor constituye el volumen de acido afiadido (VAs.4 meas). LoOS
atos obtenidos de acuerdo a este procedimiento fueron utilizados en el calculo del valor S,
quivalente a la cantidad total de acidos grasos volatiles considerados como acido acético
Buchauer K., 1998), de acuerdo a la relacion S;= 131340 * N * VA4 meas/ VS -3.08 * Alkieas -
5. Los 20 mL de muestra mencionados fueron tomados un sobrenadante de 30 mL de muestra
entrifugada a 4000 rpm durante 15 min en cada caso, esto debido a que la muestra tomada
irectamente de cada cultivo presentaba bastante materia en suspension, misma que podria haber
iterferido en la valoracion subsecuente.

determinacion de la actividad enzimatica

a actividad de enzimas involucradas en la hidrolisis de celulosa, almidon, hemicelulosa y
ectina fue determinada mediante la medicion de azucares reductores como producto de la
idrélisis enzimatica a través de la técnica modificada de la reduccion del acido 3,5 di nitro
alicilico (DNS) (Miller, 1959). Soluciones de glucosa, xilosa y acido galacturénico fueron
tilizadas como estandares, respectivamente. La actividad endocelulasa fue determinada usando
omo substrato carboximetil celulosa (CMC) al 0.2 % en buffer citrato 50 mM, pH 4.8. Xilano
btenido de avena (SIGMA) fue utilizado al 0.2 % en buffer fosfato 200 mM, pH 6 para la
eterminacion de la actividad endoxilanasa. Pectina de manzana al 0.1 % en buffer acetato 100
M, pH 5.5 fue utilizado para la determinacién de la actividad pectinolitica. Por 1ltimo, la

ctividad amilolitica fue evaluada usando como substrato almiddn al 0.2 % en buffer acetato S0
M, pH 6.

n mililitro de muestra previamente filtrado con filtro Millipore de 0.45 um y conservado a 0 °C
1ediante el uso de bafio de hielo para evitar la inactivacion de las enzimas. Se utilizaron baterias
e tres tubos, denominados blanco, control y test. Se afiadieron 450 uL. de substrato en buffer a
ada uno de los tres tubos, 50 pL de muestra solo al tubo test y por tltimo 50 ul de agua al tubo
lanco. Se procedid a incubar a 50 °C por 60 min. Posteriormente se procedio a afiadir 750 uL de
1lucién de DNS a cada uno de los tres tubos y 50 uL solo al tubo control quedando asi todos
on 1250 ul; de volumen total. Finalmente, los tubos se incubaron a 90 °C por S min y las
bsorbancias fueron leidas a 540 nm contra el blanco reactivo. La determinacion del valor de
bsorbancia real se obtuvo por simple substraccion de los valores de los tubos test menos los



ubos control en cada muestra. Por Gltimo, los resultados fueron expresados en Unidades
nternacionales (Ul) de actividad enzimatica la cual es definida como la cantidad de enzima

equerida para liberar un pmol/min de azucar reductor expresado como equivalentes de glucosa o
tilosa o acido galacturénico.

.a actividad proteolitica fue determinada a partir de la mezcla de un volumen de muestra
previamente centrifugada y filtrada) con un volumen de solucién de azocaseina al 0.5 %
precalentada en buffer TRIS-HCI 100 mM, pH 7.4) e incubada a 50 °C por 1 hora. La reaccién
ue detenida afiadiendo 2 volumenes de acido tricloro acético al 10%. Finalmente la mezcla-
eaccion fue centrifugada a 3000 g por 10 min y la abosorbancia del sobrenadante medida a 380
m (Kole MM et al., 1988). Las absorbancias obtenidas fueron interpoladas en una curva de
alibracion que refiere las unidades internacionales (Ul) de papaina, mismas que se encuentran

efinidas e¢n el producto comercial como 17 Ul/mg (Papaina de papaya SIGMA, codigo
25K7675). :

leterminacién de metano por cromatografia de gases

a evaluacion de metano se realiz6 inyectando 10 pL de muestra gaseosa tomados con jeringa
irectamente de la fase aérea de los cultivos metanogénicos. El cromatografo de gases empleado
te un cromatografo Perkin Elmer modelo CLARUS 500. Columna: Elite-1-30 m x 0.53 mm x
0 pm, Part # N9316051, Serial # 501641. Detector: FID a 250 °C. Las condiciones de corrida
rieron como se detalla a continuacion, Inyector: 200 °C. Horno: 80 °C. Gas portador: H,. Tiempo
> corrida: 5 minutos. Tiempo de retencién: 1.518 minutos. La curva de calibracién fue
sterminada a partir de diluciones gaseosas de una muestra de gas metano (de distribucion
»miciliaria). La concentracion de metano-determinada fue relacionada al 100 %.

eterminacion de la alcalinidad - pH

1s mediciones de pH se realizaron con un equipo portatil, pHmetro ORION, modelo 420 A

isefio metodolégico

eterminacion de la cantidad de desecho organico complejo (DOC) susceptible de
drélisis a través de pre tratamiento dcido

producto del pre tratamiento acido fue medido en términos de DQQO, asi el valor obtenido

oresentd la cantidad de materia susceptible de hidrdlisis. La BV fue previamente
'mogenizada mediante una licuadora, afladiendo agua en cantidad suficiente para obtener una
2zcla homogénea, posteriormente filtrada y desecada en estufa a 60 °C.

e tratamiento acido

prepararon soluciones al 10% (p/v) de los diferentes substratos en dcido sulfirico al 2% (p/v)
botellas de boro silicato herméticamente cerradas y tratadas térmicamente a 121°C en
toclave por 90 min con la finalidad de determinar el contenido relativo de lignina en los tres
bstratos (Silverstein R., 2004). Luego de enfriamiento a temperatura ambiente se determind fa
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O para cada caso. De esta manera los DOC se seleccionaron en funcién a su contenido
J $lativo de lignina.

i) |
#Jomologacion de los valores de DQO con el equivalente de glucosa en el medio de cultivo

}ha determinada cantidad de glucosa al igual que otros compuestos organicos es susceptible de
gidacion mediante la técnica DQO. Tomando 6 g/I. de glucosa como parametro tedrico, tal
Jpmo se encuentra en el medio comercial “Anaerdbico Fluido” (SCHARIAU. Ref. 03-008),

gedio en el que los consorcios mostraron buen crecimiento, se hizo una analogia estequiométrica
apmo se explica a continuacion:

t\ mol de glucosa requiere de 192 g (6 mol) de oxigeno molecular para una combustion total
sta dioxido de carbono, agua y calor.

e G A G

CsH 1206 + 60, — > 6CO;, + 6H,0 + “calor™

g puede facilmente deducir que 6 g de glucosa seran oxidados por 6.4 g de oxigeno molecular.
ifatonces, si un valor de DQO es de 6400 (6400 mgO,/L) en una muestra real equivaldria
-fealmente a seis gramos de glucosa. De esta forma luego de evaluar los substratos los valores
iptenidos de DQO fueron homologados con el valor tedrico de 6 gramos de glucosa (6.4 ¢ de O,
-pr litro de solucién). Por ejemplo la fraccién acuosa del pre tratamiento acido de BV (7 g BV en
mL de H,S04 (2%), solucidn al 10 %) tiene un valor DQO de 44.6 g O,/L. El valor de DQO
sreferido a un litro, asi es que para 70 mL el calculo mediante factor unitario sera el siguiente:

?2g20,=70mL * 44.6 g O,/ 1000 mL
= 3.12 g O, (requeridos por los 70 mL)

e lo que se puede afirmar que 7 g de BV requirieron de 3.12 g O, para oxidarse en una
‘plucion al 10%. Ahora bien, ;Cuantos gramos de DOC seran necesarios para obtener un DQO
6.4 g 0,7 (recuerde que este valor es el que producirian 6 g de glucosa).

7¢BV=64g0,*7gBV/446g0,
=1gBV(en70 mL)

hxpresando 1 gde BV en 70 mL de solucion en términos de porcentaje se tiene: | g/ 70 mL *
00 = 1,43 % (p/v) que en la practica representa la concentracion de BV que se debe preparar
fra tener una solucion que equivaldria idealmente a una de 6 g de glucosa por litro.

terminacion del efecto de la temperatura de incubacion y del tipo de DOC y consorcio
Fcrobiano en la produccion de AGVs, y en la alealinidad del medio

¢ establecio un disefio experimental de 3x2x2 (12 experimentos) basados en los tres consorcios
droliticos (ISA, TACANA y OSCAR), dos tcmpcraturas (28 y 37 °C) y dos tipos dc DOC (BV
CA). Se prepar6 medio de cultivo basal con DOC en concentraciones equivalentes a 6 g de
bcosa por litro (segun valores homologos de DQO) en viales de 100 mL saturando de




trogeno molecular libre de oxigeno y esterilizados en autoclave a 121 °C por 15 min. Luego de
ifriar a temperatura ambiente se afiadié a cada vial tioglicolato de sodio (0.2 % concentracion
nal) y solucidn de vitaminas para finalmente inocular el consorcio correspondiente al 10 %. Por
timo se determind la cantidad acumulada de AGVs luego de un mes de incubacion.

eterminacion del efecto de la proporcion de los materiales de desecho

; establecio un disefio factorial completo 3°(27 experimentos), donde los tres consorcios se
llitivaron en tres proporciones diferentes (1/3X, 1X y 3X) de DOC. Estas proporciones fueron
eparadas en 80 mL de medio basal en viales de 100 mL preparados como se indica en el
apite precedente y finalmente incubadas a 37 °C por un mes. Se tomaron muestras cada dos
as aproximadamente y se determinaron AGVs, DQO y pH. Los datos de AGVs se utilizaron en
determinacion de cinéticas de produccidn, productividad y consumo volumétrico (Qp y Qs).

nsayo de codigestion.
: realizaron mezclas de CA con BV teniendo el siguiente espectro de proporciones:

. Proporciéon Proporcion
Experimento po P

de CA de BV
1 4/5 1/5
2 % 1/4
3 2/3 1/3
4 1/2 1/2
5 1/3 2/3
6 % 3/4
7 1/5 4/5

ydas estas fracciones expresadas en términos de DQO referido al valor de glucosa en el medio.
ptimizacion del cultivo metanogénico

: estableci6 un disefio factorial 3°, con 3 concentraciones de AGVs (0.5, 1 y 2 mg/mL) y los
nsorcios metanogénicos PIG, Llama y Mallasa.

ESULTADOS Y DISCUSION

'terminacion de la cantidad de dcesecho organico complejo (DOC) susceptible de
droélisis a través de pre tratamiento acido

. cantidad de materia susceptible de hidrolisis en cada uno de los DOC se diferencié
wramente en funcidn a la cantidad relativa de lignina (Silverstein R., 2004). Los valores de la
0 se refirieron en porcentaje relativo al equivalente de 6 g de glucosa por litro de medio
abla 1).



al. Pre tratamiento de DOC crudo para la determinacion de la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y porcentaje de material
requerido equivalente a 6 g de glucosa por litro de solucién.

0, .
DOC crudo DQO (mg O,/L) Yo DOCcillltie‘l,Omedno de
Cascarilla de -
arroz (CA) 1.42*10 4.5
Aserrin (AS) 2.41*10° 18.6
Basura Vegetal 1l

ralores obtenidos fueron claramente representativos del contenido de lignina de cada uno de

materiales. Es asi que los valores de BV y CA fueron menores al de AS, evidenciando el

sontenido de lignina de este ultimo. Para preparar un medio de cultivo equivalente a 6 g de

ysa por litro, se requeririan 18.6 g de AS por cada 100 mL, esto significaria un medio

:saturado, Se podria pensar en reducir el tamafio de las particulas de aserrin ya que un

fio menor favorece su hidrdlisis (Cullis IF et al., 2004) pero esto implicaria un paso extra
no serviria de mucho ante la existencia de los otros dos materiales que no son tan ricos en
ina. Es asi que, debido a la alta concentracion requerida para preparar los medios de cultivo
AS, a la naturaleza recalcitrante de la lignina (especialmente en procesos anaerdbicos) v por
no a la mejor digestibilidad de materiales mas ricos en hemicelulosa que en lignocelulosa
0 la CA 'y BV, se prescindi6 del AS en todos los experimentos subsecuentes.

tto del tipo de consorcio, substrato y temperatura sobre la produccion de AGVs como
ducto final de la hidrélisis anaeré6bica, y sobre la alcalinidad del medio

llisis de la producci6n final de AGVs

mayores valores de AGVs fueron aquellos en los que el substrato fue BV, sin gran influencia
parte del consorcio ni de la temperatura (fig. 1). Las condiciones de cultivo pueden influir de
era significativa a la maquinaria enzimatica y metabdlica de los microorganismos que actian
a digestion anaerdbica (Khalil A. 1., 2001) y los resultados aqui presentados muestran
aciones en la produccién de AGVs debidas a diferentes condiciones de cultivo, ademas vale
ena mencionar el contenido de la CA que ademds de tener principalmente celulosa en su
posicion, también tiene un alto contenido de lignina, y un peculiar contenido alto de cenizas,
ue la hace particular entre los residuos lignoceluldsicos (Yafiez R. et al., 2006).

lizando los datos por regresién multiple se vio que la variable substrato tuvo una influencia
nente significativa (p<0.00024) sobre las variables temperatura y la variable consorcio. Los
tvos con BV produjeron una mayor concentracion final de AGVs comparados con las
sentraciones obtenidas en los medios de cultivo con CA.



el
¥

£y
=3

Figura 1. Produccion de AGVs en funcion de substrato y consorcio.

n la figura 2 se comparan las producciones finales de AGVs como funcion de la temperatura y
| substrato. Entre las dos variables se observa claramente que la variable determinante fue el
ibstrato. La BV permitié la produccion final mas alta de AGVs y su diferencia con los valores
btenidos con CA es por demas evidente. Mientras que la diferencia de estos valores debida a la
ariable temperatura es mucho menos evidente. La idea de mantener la temperatura
loderadamente baja podria ser beneficiosa si se considera que el mal olor generado en la
igestion anaerdbica puede ser mejor controlado ademds de la evidencia que a 20 °C puede

<istir una mejor produccion de metano que a 37 °C (Ndegwa P. M. et al., 2008), esto en el caso
> un proccso metanogénico inmerso en la hidrdlisis.



Figura 2. Produccion de AGVs en funcién a la temperatura y substrato.

Analisis de Ia alcalinidad

Je acuerdo al andlisis de regresion multiple, el substrato BV resultd ser altamente significativo
p<0.00001) en cuanto se refiere al pH final del medio de cultivo, cuyo valor minimo fue de
.73, siendo este valor muy bajo en comparacion con los valores de pH obtenidos en los cuitivos
on CA, cuyo valor minimo fue 6.09. Es importante que el pH final de cada cultivo no disminuya
emasiado para el posterior uso de los AGVs en el proceso metanogénico. Los AGVs pasaran a
er metabolizados por los consorcios metanogénicos y ante un medio con pH bajo la

1etanogénesis puede ser inhibida, inclusive si el consorcio es adaptado a valores bajos de pH,
»s rendimientos decaen (Jain S R et al., 1998).

fecto de la proporcion de DOC y el tipo de consorcio hidrolitico sobre la produccién de
GVs

iferentes proporciones de BV con los consorcios ISA, OSCAR y TACANA

a cinética de produccion en las tres proporciones mostré tener una relacion directa con la
ntidad de substrato en el medio. La tendencia fue clara, a mayor proporcién, mayor
'oduccion. Los valores de Qp y AGVs finales se resumen en la Tabla 2. El efecto de la relacion
recta entre la produccion de AGVs y la proporcion de BV podria ser diferente para los cultivos
etanogénicos ya que no siempre una alta carga de substrato crudo significa alta produccién de
etano en un sistema de produccién de un solo paso (Fernandez J. et al., 2008). Ademas se
ridencid que los cultivos con BV producen AGVs finales con pH inferior a 5, lo cual también



thibiria el desarrollo de los microorganismos metanogénicos ya que estos son mds sensibles a
)s cambios de pH que los microorganismos hidroliticos.

‘ABLA 2. Producciones miximas de AGVs y productividades volumétricas (Qp)
de los consorcios hidroliticos ISA, TACANA y OSCAR en tres
diferentes proporciones de substrato crudo

Proporcion  AGVs

Consorcio de conc. final Qp
substrato
BY (mg/L) (mg AGVs/L/d)

ISA 113X 1810 144
ISA 1X - 3880 408
ISA 3X 4270 1090
TACANA 113X 1470 119
TACANA 1X 3520 197
TACANA 3X 4690 571
OSCAR 113X 1700 168
OSCAR 1X 3680 257
OSCAR 3X 4670 401

consorcio ISA mostré una clara tendencia a aumentar su productividad volumétrica (Qp) a
:dida que aumentd la proporcion de BV, mientras los consorcios OSCAR y TACANA no
ystraron un gran aumento de sus valores Qp. Al mismo tiempo se puede observar que la

yduccion final de AGVs para los tres consorcios se mantuvo homogénea para cada proporcion
DOC.

ferentes proporciones de CA con el consorcio OSCAR

productividad volumétrica (Qp) y la concentracion final de AGVs mostraron haber tenido una
acion directa con la proporcién de CA (Tabla 3). Comparando los valores mostrados en la
bla 3 con los generados con BV (Tabla 2) se observa que con CA hay una mayor
erenciacion entre las concentraciones finales de AGVs obtenidas en las proporciones 3X v 1X
> con los resultados homdlogos obtenidos con BV. Esta diferencia podria deberse a la rapida
dificacion que se da en el medio con BV a 1X y 3X proporciones de substrato crudo, lo que, si
n no inhibc del todo ¢l metabolismo de los microorganismos, puede desacclerar cl proceso.



Tabla 3. Producciones maximas de AGVs y Productividades volumétricas
Qp del consorcio hidrolitico OSCAR en tres diferentes
proporciones de CA.

Proporcién AGVs conc.

de Final Qp .
substrato (mg/L) (me/1/dia)
1/3X 993 45
1X 1789 97
3X 2762 245

s valores de Qp son inferiores a los que se obtuvieron con BV pero la razén geométrica
minuye a medida que aumenta la proporcion de substrato crudo (168(BV)/45(CA)=3.7 a
1X; 257(BV)/9T(CA)=2.65 a 1X y 401(BV)/245(CA)=1.65 a 3X). Esto claramente refleja un
ato de saturacion de substrato que estarfa por encima de la proporcion 3X el cual daria lugar a
a productividad Qp cercana o igual a cero (Fig. 3).
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Figura 3. Razon de productividades Qp de BV y CA en funcion a la
proporcion de substrato.

udio de la codigestion de substrato utilizando CA y BV mezclados en diferentes
)porciones

erentes proporciones mezcladas de CA con BV en una concentracion final igual a 3X (6 g/LL
2lucosa) mostraron un efecto positivo sobre la produccion final de AGVs aunque no sobre la
ductividad volumétrica (Qp). También se estudiaron las actividades enzimaticas de cinco
imas involucradas en el proceso hidrolitico, de las cuales una mostré haber sido claramente
stada por la proporcion de los substratos.

itrariamente a los resultados obtenidos con los substratos ensayados por separado, los
litados de concentraciones de AGVs finales en la codigestidn realizada en siete experimentos
rentes, no mostraron relacién directa con la variacion de las proporciones de substratos
bla 4). La concentracidn final de AGVs se mantuvo relativamente constante en la mayoria de



experimentos (coeficiente de variacién, CV = 0.13), con excepcion del experimento 5 en el
> se alcanzo una produccion final de 4729 mg/L, misma que es similar valor de 4670 mg/L
:enido con BV en proporcion 3X.

3LA 4. Productividad volumétrica Qp y concentracidn final de AGVs en los siete
experimentos de codigestion.

BV CA
. Qp AGVs

Experimento (DQO)*  Fraccion (DQO)* Fraccion (mg/L/dia) {(mg/L)
1 3840 /5 15360 4/5 182.2 4080
2 4800 Ya 14400 3/4  103.01 3084
3 6400 1/3 12800 2/3 114.23 3658
4 9600 Vo 9600 172 178.97 3337
5 12800 2/3 6400 1/3 191.66 4729
6 14400 Ya 4800 /4 129.13 3904
7 15360 4/5 3840 1/5 82.83 3582

iores abtenidos por la homologacidn de valores de glucosa a DQO.

-valores de las productividades volumétricas (Qp) mostraron mayor diferencia entre los siete
erimentos, con un mayor coeficiente de variacion, CV = 0.28 (Tabla 4). En los experimentos
-y 5 se alcanzaron valores mayores de Qp, pero aun asi se encuentran muy por debajo del
r de 401 mg/L/dia obtenido con BV como tnico substrato (Tabla 2).

Tabla 5 muestra la actividad proteolitica méxima en cada uno de los siete experimentos de
igestion. Las enzimas proteoliticas mostraron haber tenido una relacion directa con el
iento de la proporcion de BV

BLAS. Maximas actividades proteoliticas alcanzadas en los siete experimentos de
codigestion. Todas expresadas en Ul/mL.

Experimento Act.
(BV:CA) Proteolitica
1(1/5: 4/5) 0.25
2(1/4: %) 0.27
3(1/3:2/3) 0.28
a(1/2:1/2) 0.31
5(2/3: 1/3) 0.35
6(3/4: '4) 0.38
7{4/5: 1/5) 0.39

osibilidad de uso de CA como DOC alternativo es factible aunque puede bajar la produccion
de AGVs quizas debido al alto contenido de lignina y cenizas que es propio de este desecho
ydimna 2.0, et al., 2008). La variacion en la producciéon de AGVs también puede atribuirse
relacion C:N, la misma que es alta en el caso de la CA. Ambos factores (contenido alto de
na y alta relacion C:N) mostraron ser poco benéficos en la digestion anaerdbica de CA con



desecho de bebidas carbonatadas (Kalra M. S. ct al, 1986), aunque no en la proporcién del
presente estudio. Puede ser recomendable que la CA se someta a un pre tratamiento antes de ser
aiadida a una mezcla para codigestion (Uzodimna E.O., et al, 2008). Sin embargo, este
srocedimiento podria encarecer el proceso de hidrélisis y ademds, podrian liberarse subproductos
jel tratamiento, como ser compuestos fendlicos entre otros, que tendrian un efecto negativo

sobre el mctabolismo de los consorcios mctanogénicos a los cuales se facilitard la mezcla de
AGVs producidos.

.a composicion de la BV doméstica varia segun la region y segin el método de recojo y pese a
jue se den tratamientos similares los resultados pueden no ser similares inclusive utilizando fas
nismas condiciones de cultivo (Saint-Joly C., et al., 2000). La variacion en la composicién de ia
3V pueden cambiar el curso de la digestion anaerébica (Sarapakta B., 1994), es asi que
.onociendo en mayor profundidad la cinética de consumo de los distintos componentes de la BY
e podria monitorear su mejor consumo para una mayor produccion de AGVs.

‘n el presente estudio, la actividad enzimdtica fuc determinada en ¢l sobrenadantec de los
ultivos. Estas son enzimas libres pero también se encuentran aquellas relacionadas a los
iofilms (Zhang B., et al., 2007), las cuales pueden haber tenido también una importante
articipacion en la degradacion de la materia orgédnica, considerando que los microorganismos
ormadores de biopeliculas generalmente poseen sistemas tales como celulosomas y xilanosomas
ue permiten la hidrélisis enzimatica in situ del material lignoceluldsico. Pese a este contexto, y
onsiderando el hecho de que la CA posee en su composicion material lignoceluldsico y
Imidén, no se pudo observar que las actividades amilolitica, celulolitica y xilanolitica se vieran
wcrementadas a medida que aumenta la proporcion de CA en relacion a BV; mientras que por
tro lado ¢l aumento en la proporcion de BV en relacion a CA, produjo un incremento en la
ctividad proteolitica, fendmeno que puede atribuirse a la mayor accesibilidad a substratos
obres en lignina (menor cantidad de CA).

)ptimizacion de condiciones de cultivo metanogénico

os consorcios metanogénicos fueron cultivaron en tres concentraciones diferentes de AGVs
).5, 1 y 2 mg/mL) con la finalidad de observar variaciones en la productividad volumétrica (Qp,
»metano/L/d), consumo de substrato (Qs, g AGVs/L/d) y rendimiento (Yp/s, % metano/g
GVs). Las concentraciones de AGVs (0.5, 1 y 2 mg/mL) fueron preparadas a partir de la
roduccion obtenida en el proceso hidrolitico descrito anteriormente.

os consorcios PIG (2 mg/mL y 0.5 mg/mL) y Mallasa (2 mg/mL) fueron los que mayor
-oduccién de metano mostraron (Fig. 4). Los valores de productividad Qp (Fig. 5) muestran
erta homologia con estos resultados, mientras que los valores obtenidos de consumo de
ibstrato Qs (FFig. 5) muestran haber tenido relacion directa con la concentracién inicial de
GVs, al menos en los consorcios PIG y Mallasa.
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Figura 4. Produccion de metano (% CHa) a distintas concentraciones de AGVs
por los consorcios metanogénicos PI1G, Llama y Mallasa

iCon la excepcién del consorcio PIG se puede decir que la produccidén de metano tuve una
‘relacion relativamente directa con la concentracion inicial de AGVs, ya que en el caso del
‘consorcio Mallasa se repitié el valor a 1 y 2 mg/mL (Fig. 4). En cuanto al consumo velumétrico
1Qs los consorcios PIG y Mallasa mostraron haber tenido relacidén directa con la concentracidn
‘inicial de AGVs mientras que el consorcio Llama muestra haber tenido una muy baja variacion
en las tres concentraciones difcrentes dc AGVs. Considerando la relacion estrecha cntre la
}productividad (Qp) y el consumo volumétrico (Qs), el consorcio PIG muestra haber tenido
directa influencia de los AGVs iniciales para ambos parametros, pese a que sus valores de Qp a
0.5 y 1 mg/mL muestran poca variacion.
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Figura 5. Relacién de las constantes productividad volumétrica (Qp) y consumo

~volumétrico (Qs) en la produccion de metano por los consorcios
metanogénicos PI1G, Llama y Mallasa inoculados a 0.5,1 y 2 mg/mL de
AGYVs.
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estar compuesto por metandgenos aceticlasticos e hidrogenotropicos en distintas proporciones de
iacuerdo a su dependencia de acetato o de CO2 y H2. La produccion de biogés a partir de heces
'de animales suele ser baja aunque estable mientras que usando desechos sélidos la produccion se
lincrementa pero es mas inestable (Schanbacher F. L. 2005), y como en el presente trabajo se hizo
luso de ambos tipos de materiales los resultados pueden haber respondido a ambas caracteristicas
;reportadas.

En conclusion se puede afirmar que el uso de BV y CA en experimentos de co-digestion
'mostraron la factibilidad de uso de estos dos desechos organicos en la produccion de biogds
fusando heces de chanchos, siendo este material el que mostro haber tenido un comportamiento
imés predecible de acuerdo a la concentracion de dcidos grasos volatiles en el medio de cultivo
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iLa tabla 6 muestran los rendimientos de los cultivos metanogénicos expresados como % de
metano formado por cada mg por mL de solucion de AGVs. El consorcio PIG muestra una
marcada diferencia en su valor de rendimiento a 0.5 mg/mL de AGVs comparado con los
correspondientes a 1 y 2 mg/mL. Si bien los valores Qp mostraron estrecha relacion con la
concentracion inicial de AGVs puede considerarse el alto rendimiento a 0.5 mg/mL de AGVs
lcomo resultado de uso casi exclusivo de estos en la generacion de metano mientras que a
‘mayores concentraciones posiblemente se utilicen estos AGVs en la generacion de mas biomasa
\que en ultima instancia puede ser la responsable de los mayores valores de Qp y Qs.

Tabla 6. Rendimientos de produccion de metano en funcion a la cantidad de
' substrato consumido (Yp/s = % metano/g AGV).

AGVs iniciales (mg/mL)

CONSORCIO 0.5 1 2
PIG 83.4 20.6 29.6
LLAMA 0.4 30.3 15.7
MALLASA 54 56.8 26.3

El consorcio Mallasa muestra también una marcada diferencia aunque en ménor proporcion en
isu rendimiento a | mg/mL de AGVs comparado con 0.5 y 2 mg/mL. Este valor puede
‘correlacionarse con el valor de Qp (Fig. 5). El hecho de una menor produccion a mayor
concentracion de AGVs puede responder a un fendmeno de saturacién de substrato, 6 a la
presencia de de potasio y lipidos cuando altas concentraciones de materia orgdnica son parte del
substrato de consorcios metanogénicos que no estan aclimatados (Garucci G. et af. 2005), ¢ a la
ipresencia de sulfatos que puede disminuir la produccidn de metano, favoreciendo a consorcios de
bacterias sulfato reductoras (Purdy K. J., et al., 2003). De cualquier manera las altas
‘concentraciones de AGVs para el consorcio Mallasa resultaron ser adversas para la produccion
p'de metano aunque ¢l consumo de AGVs (Qs) no se vio afectado.

[Por dltima el consorcio I.lama muestra haber tenido rendimientos mucho mayores a
iconcentraciones de 1 y 2 mg/mL de AGVs comparados con el correspondiente a 0.5 mg/mL de
'AGVs. Una sobrecarga de AGVs es contraproducente para la metanogénesis (Yadvika et al.,
2004) y de esta forma el consorcio Llama puede haber sido afectado por una sobrecarga de
/materia organica (AGVs) ya que se ha reportado que estas heces tienen gran cantidad de solidos
ivoldtiles, nitrogeno y fosforo (Alvarez R., et al., 2005).

Pese a que el rendimiento podria estar directamente relacionado con la cantidad de materia
lorganica en el medio de cultivo se ha visto que en el caso de cargas moderadas de material
orgénico la adicién de aditivos como por ejemplo vitaminas puede ser contraproducente para el
rendimiento (Gamze G. et al, 1993), como también se ha observado que un alto contenido de
‘materia organica ocasiona un descenso en el rendimiento de metano (Mtz.-Viturtia, et al., 1994).
\De esta manera, en el presente estudio puede observarse un fendomeno similar especialmente con
el consorcio PIG. El consorcio Mallasa muestra haber tenido similar efectoc perc entre las
concentracmnes de 1 y 2 mg/mL, similarmente a lo ocurrido con el consorcio Llama pero en
‘menor proporcion. Si la produccién de metano dependerfa solamente de la calidad y la
iconcentracion de AGVs, la relacion entrc ambas constantes deberia ser dircctamente
Iproporcional en ambos casos. Este fendmeno determinaria que el consorcio metanogénico podria
|

|
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ANEXO A

CURVA DE CALIBRACION PARA LA ACTIVIDAD PROTEOQLITICA

Abs Ut/mL
0.7855 13.3535
0.7234 12.2978
0.5064 8.6088
0.3532 6.0044
0.2586 4.3962
0.1396 3.3932
0.1494 2.5398
0.1275 2.1675
0.1194 2.0298
0.1059 1.8003
0.1137 1.9329

=

ut/mL

16
14
12
10

O N b~ Oy 0

l — e = y=17x
R*=

== /L
——Lineal (U{/mL)

Absorbancia

CURVA BE CALIBRACION DE PORCENTAJE DE METANO

mV
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0
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% CH. mV
0 0
5 145999
10 240376
20 492620
30 727238
40 895466
50 1275832
60 1373099
80 1960583
92 2505256

y = 25740x - 34495
’ R?=0,988

P=mV
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ANEXO B

PREPARICION DE MEDIO DE CULTIVO BASAL PARA
ANAEROBICOS

Se preparan las siguientes soluciones y reactivos.

Solucién A

NH4C1 100 g/L
NaCl 10 g/L.

MgCI2 6120 10 g/L
CaCl2 2H20 5 g/L

AN NN

Solucion B
v' K2HPO4 3H20 200 g/L

Solucion 2

FeCl2 4H20 1,5 g/L
H3BO3 60 mg/L

HCI (25%) 6,5 mL/L
CoClI2 6H20 120 mg/L
MnCi2 4H20 100mg/L
NaMoO4 2H20 25mg/L
NiCI2 6H20 25mg/L
ZnCl12 70 mg/L

CuCI2 2H20 15 mg/L

AN N NN . Y N

Solucidn 3

<

NaSeO3 3 mg/L
NaOH 0,5 g/L

<

Solucion 4

<

NaHCO3 8,5 g/100 mL
Solucion 7

Biotina | mg

PABA 5 mg

Vit. B12 S mg

Tiamina 10 mg

AN NI NN

Tioglicolato de sodio 2,5 g/100 mL

CULTIVOS



Preparacion final
Para un litro de medio de cultivo
v Solucién A: 10 mL
v" Solucién B: 2 mL
v" Solucién 2: 1 mL
v" Solucién 3: 1 mL

v" Solucién 4: 30 mL

Llevar a un volumen final de 1 L y esterilizar en autoclave por 15 min a 121 °C y 1,5 atm
de presién. Afiadir en condiciones de esterilidad:

v Solucién 7: TmL

v" Solucién de tioglicolato de sodio: 2 mL

Referencia:

Kole MM, Draper [, Gerson FD. Protease production by bacillus subtilis in oxygen
controlled glucose feed batch fermentations. Appl. Microbiol. Biotechnol. 1988;
28:404-408.



ANEXO C

EFECTO DEL TIPO DE CONSORCIO, SUBSTRATO Y TEMPERATURA SOBRE
LA PRODUCCION DE AGVs COMO PRODUCTO FINAL DE HIDROLISIS
ANAEROBICA Y SOBRE LA ALCALINIDAD DEL MEDIO

Analisis de regresion multiple para determinar que variables influyen en la
produccion de AGVs

Regression Summary for Dependent Variable: VFA mg/L (Spreadsheetl)
R=.94851397 R%= .89967876 Adjusted R*= 86205829

F(3,8)=23.915 p<.00024 Std.Error of estimate: 489.36

Beta >,Std.Err. B | -.‘S'td.'Err. t(8) 'p?level
Intercepto 224953 33687.56 667762 0.000156-
Consorcio ‘—0.088673 0.111983 -137 173.01  -0.79184 0.451290
Substrato 0.940423 0.111983 2373 282.53  8.39792 0.000031

Temperatura 0.086142 0.111983 24 3139 0.76924 0.463855



Analisis de regresion miiltiple para determinar que variables influyen en la
alcalinidad

Regression Summary for Dependent Variable: pH (Spreadsheet1)
R=.97492060 R?>= .95047018 Adjusted R*=.93189649

F(3,8)=51.173 p<.00001 Std.Error of estimate: .25183

Beta lStd.Err; B © Std.Err. 8) p-level
‘Intercepto | ﬁ176.5845 17.33630 10.1858  0.000007
Consorcio ‘0.095001“ 0.078684 01075  0.08904 12074 0261771
Substrato -0.965995 0.078684 -1.7850  0.14540 -12.2768 0.000002

Temperatura  -0.091098 0.078684 -0.0187  0.01616 -1.1578  0.280357



EFECTO DE LA PROPORCION DE LA MATERIA ORGANICA Y EL TIPO DE
CONSORCIO HIDROLITICO SOBRE LA PRODUCCION DE AGVs

Regresion multiple

Regression Summary for Dependent Variable: AGVs max (mg/L) (proporcion vy
CONSorcios)

R= 88830296 R*= 78908215 Adjusted R>= 71877620

F(2,6)=11.224 p<.00938 Std.Error of estimate: 700.31

Beta  StdErr. B Std.Err. t(6) p-level
Intercept ‘ ;-9298.24 29164.18 -0.318824 0.760667
Consorcio 0.072137 10.187491 :110.00 285.90  0.384750 0.713651

DQO (*10* ™) 0.885369 0.187491 152.31 3225  4.722188 0.003251



AGVs max (mg/L)

Consorcio*DQO (*1¢f mg/L); LS Means

Current effect: F(4, 0)=--, p= --
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervails
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Analisis estadistico de la velocidad de produccién de AGVs (Qp)
Anélisis de regresion multiple

Regression Summary for Dependent Variable: Qp (AGVs mg/L/d) (proporcidn vy
CONsorcios)

R=.87973004 R*= 77392494 Adjusted R*= .69856659

F(2,6)=10.270 p<.01155 Std.Error of estimate: 169.08

Beta Std.Err. B Std.Err. t(6) p-level
Intercept | 13955.55 7041.264 1.98197 0.094765
Conmsorcio  -0.382450 0.194111 -136.00 69.026 -1.97026 0.096315

DQO (*10° ™M 0.792248 0.194111 31.78 7.787  4.08141 0.006492



9P (AGVs mg/Lid)

Consorcio*DQO (*1¢ mg/L); LS Means

Current effect: F(4, 0)=—, p= —
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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ANEXOD

EFECTO DE LA PROPORCION DE LOS SUBSTRATOS EN LOS ENSAYOS DE
CODIGESTION. '

Efecto sobre la produccion final de AGVs

Regression Summary for Dependent Variable: AGVs (Spreadsheet3)
R=.17437238 R?= .03040573 Adjusted R?= -—--
F(1,5)=.15680 p<.70846 Std.Error of estimate: 580.82

Beta Std.Err. B :'Sfd.Err. ~ t(5) p-level
lnterbepto ' ' 3593.857 ;490.8851 7.321178 0.000745

Experimento 0.174372 0.440362 43.464  109.7652 0.395975 0.708456

Efecto sobre la productividad volumétrica Qv

Regression Summary for Dependent Variable: Qv (Spreadsheet3)
R=.29831112 R?= 08898952 Adjusted R*= -—--

F(1,5)=.48841 p<.51580 Std.Error of. estimate: 45.548
Beta . Std.Err. B Std.Err. - t(5) p-level
Intercepto 164.3529 38.49545 4.269410 0.007943

Experimento -0.298311 0.426851 -6.0157 8.60785 -0.698864 0.515801



Efecto sobre la actividad amilolitica

Regression Summary for Dependent Variable: Amilasas (Spreadsheet3)

R= 20672385 R?= .04273475 Adjusted R?= --—-

F(1,5)=.22321 p<.65651 Std.Error of estimate: .24400
Beta StdErr. B . StdErr.  t(5)  p-level
Intercepto 0.421429 0.206218 2.043603 0.096425

Experimento -0.206724 0.437553 -0.021786 0.046112 -0.472454 0.656505

Efecto sobre la actividad celulolitica.

Regression Summary for Dependent Variable; Celulasas (Spreadsheet3)
R=.30239884 R*= .09144506 Adjusted R?= -—--
F(1,5)=.50324 p<.50978 Std.Error of estimate: .14386

Beta  Std.Err. B - Std.Err. t(5) p-tevel
Intercepto - 0.338571 0.121580 2.784769 0.038683

Experimento -0.302399 0.426276 -0.019286 0.027186 -0.709397 0.509779

Efecto sobre la actividad xilanolitica

Regression Summary for Dependent Variable: Xilanasas (Spreadsheet3)
R=.41389498 R?= .17130906 Adjusted R?= .00557087
F(1,5)=1.0336 p<.35596 Std.Error of estimate: .10967

Beta  Std.Err. - B . Std.Err. t(5) p-level
Intercepto 0.348571 '0.0926838 3.76064 0.013149

Experimento -0.413895 0.407110 -0.021071 0.020726 -1.01667 0.355955



Efecto sobre la actividad pectinolitica

Regression Summary for Dependent Variable: Pectinasas (Spreadsheet3)
R=.01450647 R?= .00021044 Adjusted R?= -
F(1,5)=.00105 p<.97538 Std.Error of estimate: .00583

Beta StdErr. B StdEr. . t(5)  p-level
Intercepto ©  0.038714 0.004923 7.863335 0.000534
Experimento -0.014506 0.447167 -0.000036 }0.001101 -0.032441 0.975376

{

Efecto sobre la actividad proteolitica

Regression Summary for Dependent Variable; Proteasas (Spreadsheet3)
R=.98237121 R?= .96505320 Adjusted R*= .95806384

F(1,5)=138.07 p<.00008 Std.Error of estimate: .10261
Beta StdErr. B  'Std.Err. . t(5) . p-level
Intercepto | 1.134286 0.086720 13.07982 0.000047

Experimento 0.982371 0.083602 0.227857 /0.019391 11.75052 0.000079





