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RESUMEN

Los residuos sdlidos urbanos (RSU) estan presentes en la sociedad como resultado de las actividades
humanas. Su produccion y su composicion varian geograficamente, dependiendo de aspectos
socioecondmicos y culturales de la poblacion y de las condiciones climaticas de la region y en general
estan constituidos por componentes organicos (principalmente residuos de alimentos - RA y de poda
de jardines), papel, metal, vidrio y plasticos. Las préacticas tradicionales de manejo de los RA,
asociadas principalmente a la disposicion final, causan impactos negativos como disminucion de la
vida util de los rellenos sanitarios, generacion de gases de efecto invernadero y de lixiviados, entre
otros; sin embargo, debido a la alta fraccion orgénica de los mismos (aproximadamente 50-60%),
éstos pueden ser empleados como fuente de energia, siendo la digestion anaerobia (DA) uno de los
principales métodos de manejo con fines de recuperacion de energia renovable (biogas,
principalmente en forma de metano).

La forma de analizar el potencial de produccion de metano de un sustrato es mediante una prueba a
escala de laboratorio, denominada Potencial Bioquimico de Metano (PBM), la cual debe contemplar
los diferentes factores y variables que inciden sobre el proceso de DA contribuyendo al incremento y/o
descenso de la produccion de metano. Variables como la relacion sustrato/inoculo (S/1) y la
temperatura, que tienen gran influencia en el proceso especificamente en la DA bajo condiciones
psicrofilicas (DAP) han sido poco estudiadas. Por esta razon, en el presente trabajo de investigacion
se evalu6 experimentalmente: la influencia de la temperatura de operacién (10, 15y 27°C) sobre las
actividades metabdlicas de un inoculo psicrofilico (actividad hidrolitica especifica -AHE, actividad
acidogénica especifica -AAE y actividad metanogénica especifica -AME) y ii.el efecto simultaneo de
la temperatura de operacion (10, 15y 27°C) y la relacion S/1(0.20, 0.5, 1.0 gSVsustrato'gS Vineculo™!) Sobre
el PBM, mediante un disefio factorial de variables cuantitativas . Se aplicaron adicionalmente modelos
cinéticos de Primer Orden (PO), Gompertz Modificado (GM) y Funcién Logistica (FL) con el fin de
determinar la influencia de las distintas condiciones experimentales sobre la constante de hidrélisis
(Kh), la tasa méxima de produccion (Rmax) y la fase de latencia (A). Los resultados se analizaron
mediante un analisis de varianza ANOVA (p<0,05) y la implementacidén de un modelo de regresion,
que corresponde a una superficie de respuesta de segundo orden.

Se encontré que la temperatura influye en la actividad microbiana del inoculo psicrofilico (Valor-p <
0,05) con mayor incidencia en la AME y la AHE, siendo vital la caracterizacion de la calidad del inoculo
a la temperatura en la que se va a llevar a cabo el proceso de digestion anaerobia; las mayores
actividades del inoculo se presentaron a 27°C (AHE:0,153 gDQOq,/gSV*d; AAE:1,945 gDQOg/gSV*d
y AME:0,021 gDQO/gSV*d).

Los resultados experimentales del PBM y la aplicacién de los modelos cinéticos, ratificaron que tanto
el proceso de DA empleando un indculo psicrofilico, como las constantes cinéticas (Kh, Rmax y A),
son influenciadas por la relacion S/l 'y la temperatura de operacion, siendo mas sensibles a cambios
en la temperatura de operacién que en la relacién S/I. A mayor temperatura y menor relacion S/l se
observé un mayor rendimiento del proceso (27°C y S/l de 0,20 - Media:148,9 mLCHa4/gSV, Error
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estandar:4,27). Al disminuir la temperatura de operacion de 27°C a 15°C y 10°C, la produccion de
biometano se redujo un 62,53 %y 73,59 % respecto a 27°C, respectivamente.

Los tres modelos cinéticos mostraron que a mayor temperatura se alcanza un mayor ajuste (>0,95),
el cual disminuye a medida que decrecio la temperatura (15°C: >0,90 y 10°C: >0,83), lo que indica
que los modelos cinéticos aplicados se ajustan mejor a las condiciones de temperatura mesofilica que
psicrofilica. Respecto a las bajas temperaturas (10 y 15°C), el modelo de GM fue el que presentd
mejor ajuste (maximizando R2? y minimizando el RMSE). En general, la temperatura de operacion
presentd mayor efecto que la relacion S/l sobre la Kh.

Este tipo de trabajos de investigacion permiten ampliar la visién relacionada con el efecto simultaneo
de dos 0 mas variables sobre el comportamiento de la digestion anaerobia psicrofilica, lo anterior con
el objetivo de que el proceso bioldgico pueda ser escalado a futuro y la tecnologia se implemente en
las regiones mas frias y vulnerables econdémicamente del pais como una alternativa de
aprovechamiento de residuos organicos que permita la obtencion de metano sin demandar grandes
costos energéticos en sistemas de calefaccion; para lo anterior es importante seguir estudiando
diferentes tipos de indculos y parametros como el tamafio de particula y tipo de sustrato empleando
en la determinacion de las actividades metabdlicas.

Palabras Clave: Digestion Anaerobia - DA, Inéculo, Modelos Cinéticos, Potencial Bioquimico de Metano - PBM, Relacién
Sustrato Indculo - S/1, Residuos de Alimentos - RA, Temperatura Psicrofilica.

ABSTRACT

Municipal solid waste (MSW) is present in society as a result of human activities. Its production and
composition vary geographically, depending on socioeconomic and cultural aspects of the population
and the climatic conditions of the region, and in general it is made up of organic components (mainly
food waste - FW and garden pruning waste), paper, metal, glass and plastics. Traditional FW
management practices, mainly associated with final disposal, cause negative impacts such as a
decrease in the useful life of landfills, generation of greenhouse gases and leachates, among others;
however, due to the high organic fraction (approximately 50-60%), these can be used as a source of
energy, with anaerobic digestion (AD) being one of the main management methods for renewable
energy recovery (biogas, mainly in the form of methane).

The way to analyze the methane production potential of a substrate is through a laboratory scale test,
called Biochemical Potential Methane (BMP), which should contemplate the different factors and
variables that affect the AD process contributing to the increase and/or decrease of methane
production. Variables such as the substrate/inoculum (S/1) ratio and temperature, which have a great
influence on the process, specifically in AD under psychrophilic conditions (PAD), have been little
studied. For this reason, in the present research work we experimentally evaluated: i. the influence of
the operating temperature (10, 15 and 27°C) on the metabolic activities of a psychrophilic inoculum
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(specific hydrolytic activity -SHA, specific acidogenic activity -SAA and specific methanogenic activity
-SME) and ii. the simultaneous effect of operating temperature (10, 15 and 27°C) and S/l ratio (0.20,
0.5, 1.0 gSVsubstrate-gS Vinocuum™!) 0n BMP, by means of a factorial design of quantitative variables. First
Order (PO), Modified Gompertz (GM) and Logistic Function (FL) kinetic models were additionally
applied in order to determine the influence of the different experimental conditions on the hydrolysis
constant (Kh), the maximum production rate (Rmax) and the lag phase (A). The results were analyzed
using an ANOVA analysis of variance (p<0,05) and the implementation of a regression model, which
corresponds to a second order response surface.

Temperature was found to influence the microbial activity of the psychrophilic inoculum (p-value < 0,09)
with higher incidence in SMA and SHA, being vital the characterization of the inoculum quality at the
temperature at which the anaerobic digestion process is to be carried out; the highest inoculum
activities were presented at 27°C (SHA: 0,153 gDQOglu/gSV*d; AAE:1,945 gDQOglu/gSV*d and
SME:0,021 gDQO/gSV*d).

The experimental results of the BMP and the application of the kinetic models, ratified that both the DA
process employing a psychrophilic inoculum and the kinetic constants (Kh, Rmax and A), are influenced
by the S/l ratio and the operating temperature, being more sensitive to changes in the operating
temperature than in the S/l ratio. At higher temperature and lower S/l ratio, higher process performance
was observed (27°C and S/l of 0,20 - Mean:148,9 mLCH4/gSV, Standard error:4,27). By decreasing
the operating temperature from 27°C to 15°C and 10°C, the biomethane production was reduced by
62,53 % and 73,59 % with respect to 27°C, respectively.

The three kinetic models showed that at higher temperature a higher fit is reached (>0,95), which
decreases as the temperature decreased (15°C: >0,90 and 10°C: >0,83), indicating that the applied
kinetic models fit better to mesophilic than psychrophilic temperature conditions. Regarding low
temperatures (10 and 15°C), the GM model presented the best fit (maximizing RZ and minimizing
RMSE). In general, the operating temperature had a greater effect than the S/l ratio on Kh.

This type of research work broadens the vision of the simultaneous effect of two or more variables on
the behavior of anaerobic psychrophilic digestion, with the objective that the biological process can be
scaled up in the future and the technology can be implemented in the coldest and most economically
vulnerable regions of the country as an alternative for the use of organic waste that allows obtaining
methane without demanding high energy costs in heating systems; For the above, it is important to
continue studying different types of inoculums and parameters such as particle size and type of
substrate used in the determination of metabolic activities.

Key Words
Anaerobic Digestion - AD, Inoculum, Kinetic Models, Biochemical Potential of Methane -BPM, Inoculum Substrate Ratio-
S/l Ratio, Food Waste- FW, Psychrophilic Temperature
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INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacién mundial, la migracion urbana y los sistemas de transporte, entre otros,
son factores claves que implican un aumento del consumo de energia, de la produccion de residuos y
el agotamiento del agua, etc (Avagyan 2017; Avagyan & Singh 2019). Las formas de gestionar estos
problemas son uno de los factores mas importantes para garantizar el desarrollo sostenible de las
sociedades (Mufioz et al., 2020).

Con relacién a los RSU producidos a nivel mundial, alrededor del 80% terminan en sitios de disposicion
final y se estima que solo el 20% de éstos son rellenos sanitarios seguros (Sandoval-Cobo et al.,
2020). En Colombia, el 96% de los RSU recolectados se disponen en alguno de los 321 rellenos
sanitarios que hay en todo el territorio nacional (DNP,2015) y para 2016, alrededor del 38% de éstos
tenian menos de 3 afios de vida Util (Sandoval-Cobo et al., 2020), los cuales se caracterizaban por
generar lixiviados con altas concentraciones de compuestos organicos, inorganicos y xenobidticos
(Baderna et al., 2011), ademas de altas cantidades de nitrdgeno amoniacal, metales pesados y sales
minerales (Cheng & Chu 2011) causantes de contaminacién ambiental y problemas a la salud (Liliana
etal., 2014).

Los RA constituyen un 40% de los RSU en paises desarrollados y hasta un 75% en paises en
desarrollo (Cabeza et al., 2016). Segun Dhamodharan et al., (2015), cada afio se generan 1.300
millones de toneladas de RA. En general, éstos se caracterizan por un alto contenido de humedad (70
a 90%) y de materia organica (MO)(SV/ST> 80%) y relaciones C/N que van de 15 a 36 (Zhang et al.,
2014; Thiet al., 2015; Parra-Orobio et al., 2018).

Adicionalmente, la crisis energética y el calentamiento global se han convertido en temas centrales en
la politica energética y las regulaciones de combustibles fésiles, como tal, gran parte de la
investigacion en las dltimas décadas se ha centrado en los recursos de energia renovable
(Seetharaman Moorthy K et al., 2019; Dutta R et al., 2020; Akindolire et al., 2022). Actualmente, la
produccion de biogas, a través de la DA de MO, especificamente de Biorresiduos (BOM), se propone
como una tecnologia de energia renovable que puede contribuir con el aprovechamiento de MO, la
mitigacion del cambio climatico y reducir la sobreexplotaciéon de combustibles fésiles (Dutta R et al.,
2020) (Akindolire et al., 2022).

Para garantizar la estabilidad del proceso de DA, se deben tener en cuenta factores asociados, entre
otros, a condiciones ambientales, del sustrato y el indculo (temperatura, pH, concentracion de
nutrientes en el medio, relacion Sustrato-Indculo (S/1), etc.). Adicionalmente, la cantidad y calidad del
indculo es un factor que puede variar por su origen y la adaptacion de las bacterias al sustrato a
degradar (Raposo et al., 2012).

Estudios previos han demostrado que la disminucion de la temperatura tiene un efecto perjudicial
sobre varios parametros operativos de DA e impone un fuerte impacto negativo sobre el crecimiento
microbiano y la actividad enzimatica, lo que se ve reflejado en las tasas méximas de utilizacion del
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sustrato, de crecimiento especifico y de produccion de biogas (Akindolire et al., 2022; Kettunen &
Rintala, 1997); lo contrario ocurre a medida que las temperaturas operativas aumentan. Sin embargo,
los costos de produccién del proceso también se ven afectados, requiriendo mayor inversion
economica para alcanzar altas temperaturas en el proceso (Dev et al., 2019), lo que puede significar
una DA poco accesible para comunidades econdmicamente vulnerables.

Se ha encontrado que las tasas de hidrdlisis disminuyen a medida que baja la temperatura y los sélidos
en suspensién pueden acumularse posteriormente en los reactores de DA (Elmitwalli et al., 2001;
Singh & Viraraghavan 2002; Lew et al., .2003; Keating et al., 2018). En consecuencia, la temperatura
es un aspecto de gran interés y alcanzar altas tasas de produccion de biogas a temperaturas inferiores
a 20°C, sigue siendo un desafio tecnoldgico. Ademas, a bajas temperaturas, la comunidad microbiana
del indculo juega un papel muy importante (Petropoulos et al., 2017) ya que la tasa de degradabilidad
se ve afectada.

Los microorganismos psicrofilicos, sin embargo, han desarrollado una variedad de caracteristicas
adaptativas genotipicas y fenotipicas que les han permitido superar las barreras asociadas con los
ambientes frios. En consecuencia, mucha atencién se ha centrado en los microorganismos
psicrofilicos y sus metabolitos como las enzimas, como herramientas de aumento biologico para la
DAP debido a sus importantes beneficios econdmicos y ambientales. Sin embargo, tales capacidades
de bioaumentacidn, inherentes a los psicréfilos, no se aprovechan por completo, ya que pocos estudios
se han centrado en su impacto en la DAP (Akindolire et al., 2022).

Estudios como los de Raposo et al., (2006), Angelidaki et al., (2009) y Holliger et al., (2016) indican
que la calidad del inoculo esta relacionada con factores como procedencia, concentracion, actividad
metanogénica especifica (AME), condiciones de preincubacion, aclimatacion, adaptacion y
almacenamiento (Parra-Orobio et al., 2018). Si bien la idea de adaptacion/aclimatacion es
extensamente aceptada en la comunidad cientifica, existen pocos antecedentes en el uso de indculos
adaptados, utilizandose comunmente inéculos no adaptados en el ensayo de PBM (Raposo et al.,
2011). Adicionalmente, autores como Owen et al., (1978), Aquino (2007) y Parra-Orobio et al., (2015)
recomiendan definir para cada sustrato e indculo la relacién S/l expresado en términos de
9SVsustrato'9SVineculo™! que garantice la mayor produccion de metano.

Por lo anterior, en este proyecto se plante6 evaluar la influencia de la temperatura sobre las actividades
metabdlicas de un inoculo psicrofilico, y estudiar, mediante ensayos de PBM, el efecto de la relacién
S/l'y la temperatura de operacion (con énfasis en condiciones psicrofilicas) sobre el desempefio del
proceso de DA- RA en términos de la produccion de metano y del comportamiento cinético.
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1. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La produccion global RSU es aproximadamente 1.300 millones de toneladas por afio y se estima que
en 2.025 podria aumentar a 2,2 mil millones toneladas, con un 46% de contenido organico (Al Seadi
et al., 2013). En el informe del Banco Mundial titulado “What a Waste” del afio 2.018, se proyecta
que la rapida urbanizacion, el crecimiento de la poblacion y el desarrollo econdmico, haran que la
cantidad de residuos a nivel mundial aumente 70 % en los préximos 30 afios. En el informe del Banco
Iberamericano de Desarrollo “Hacia la valorizacién de residuos solidos en América Latina y el Caribe”
del 2.022, se estima que en América Latina y el Caribe (ALC) la poblacién alcanzé los 630 millones de
habitantes (PNUMA, 2016) y se generaron cerca de 231 millones de toneladas de RSU en 2016 (Kaza
etal., 2018), lo cual equivale a una produccion per capita (PPC) promedio de 1 kilogramo por habitante
por dia.

En el afio 2.016 en Colombia, el CONPES 3874 con el cual se establecio la mas reciente Politica
Nacional para la Gestion Integral de Residuos Solidos, establecié estrategias de minimizacion, reuso,
reciclaje y aprovechamiento de residuos solidos, superando el modelo lineal de consumo e incentivar
la aplicacion de los principios de economia circular en el pais. Sin embargo, se reconoce que es un
proceso que demanda tiempo, principalmente en aspectos de educacidn, cultura ciudadana,
reconversion de procesos y tecnologias, innovacion, entre otros, lo cual genera que a la fecha siga
primando la disposicion final, mayoritariamente en sitios de disposicién final autorizados (97,80% de
las toneladas correspondientes a 994 municipios), aunque todavia se encuentran 116 municipios
disponiendo sus residuos sélidos en sitios como botaderos a cielo abierto y celdas transitorias (2,20%)
(DNP, 2019).

La DA aparece como la alternativa mas beneficiosa de manejo y valorizacién (aprovechamiento
energético) de esa fraccion organica que se produce (Komilis et al., 2017) en un mundo donde la
globalizacién ha incrementado la demanda de energia renovable para compensar los combustibles
fosiles y mitigar el cambio climatico y problemas como la emision de olores compuestos, cambios en
la eutrofizacidn o riesgos para la salud, entre otros (Dev et al., 2019). Sin embargo, la DA todavia
presenta desafios operativos que se ven afectados por parametros como temperatura, relacion S/,
tamafio de particula, contenido de humedad, ausencia o presencia de pretratamiento, tasa de carga
organica, tiempo de retencion hidraulico, entre otros, lo cual limita el rendimiento de produccion de
metano (Komilis et al., 2017). Dentro de esos parametros, aunque la temperatura es una variable
ampliamente estudiada, es uno de los asp

ectos criticos en el rendimiento de la produccion de biogés, ya que afecta la tasa de hidrdlisis inicial
de sustratos organicos (Mata Alvarez et al., 2000) y la cinética y estabilidad del proceso (Boulalagui et
al., 2004; Kim et al., 2006; Labatut et al., 2014).


https://www.bancomundial.org/es/news/immersive-story/2018/09/20/what-a-waste-an-updated-look-into-the-future-of-solid-waste-management
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En la actualidad, la mayoria de los estudios sobre DA-RA hacen referencia principalmente a regimenes
de temperatura mesofilicos (20 — 45°C) y termofilicos (45 — 60°C) (Casallas-Ojeda et al., 2020),
mientras que se han realizado pocos estudios en el rango psicrofilico (< 20°C) (Kothari et al., 2014;
Kashyap et al., 2003) , donde el sustrato es menos disponible y de mas dificil degradacion por parte
de microorganismos; igualmente, en la mayoria de la literatura se discute la DAP con informacién
limitada desde el aspecto ingenieril con respecto a la viabilidad de produccion de biometano en
regiones frias (Lettinga et al., 2001). Sin embargo, la DA realizada por debajo de 25°C puede jugar un
papel importante en cuanto a las limitaciones tecno econdmicas (Mufioz, 2019).

Para evaluar los limites de temperatura de un proceso de DA se recomienda usar siempre la actividad
especifica de la biomasa (Petropoulos et al., 2017), donde la metanogénesis es menos sensible a la
temperatura que la hidrélisis, la cual puede llegar a ser dos veces mas sensible a la temperatura y es
la fase critica en la DA bajo condiciones psicrofilicas lo que conduce a una disminucion en la
produccion de biogas (Dev et al., 2019).

Europa ha sido pionera en la DA-RA, y a partir de 2.010 hubo mas de 200 plantas en operacion; que
han sido fomentadas por las politicas de subsidio publico (feed-in-tariff). Sin embargo, debido al deseo
de maximizar la produccion de biogas/energia, estas plantas de tratamiento se caracterizan por altos
costos de implementacion y operacidn, ya que la mayoria de ellas incluyen sistemas de pretratamiento,
calentamiento activo y mezcla. El enfoque tecnoldgico europeo de DA-RA ha demostrado una alta
eficiencia, pero también una alta dependencia de los subsidios para ser competitivo en costos
(Fagbohungbe et al., 2015). Estas soluciones son sofisticadas, costosas y, por lo tanto, no son
favorables para su implementacién en los paises en desarrollo (Marti-Herrero et al., 2019).

El ajuste dptimo de la temperatura del digestor, considerando tanto el rendimiento potencial de biogés
como el requerimiento de calor, es uno de los factores mas criticos para la viabilidad econdmica del
funcionamiento del digestor en paises templados, ya que la mayoria de las temperaturas anuales
estan por debajo de la condicién mesofilica (Chae et al., 2022). Sin embargo, cuando la gestion de
residuos se considera la principal preocupacion, el uso de soluciones econémicas basadas en
digestores anaerobios simples puede ser de interés, primando el factor ambiental (Mufioz, 2019). En
la Tabla 1 se presenta una tabla comparativa de la relacion costo/beneficio de la DA de aguas
residuales provenientes de Reactor UASB a diferentes rangos de temperatura.

Tabla 1. Comparacion de la DA psicrofilica, mesofilica y termofilica en términos econémicos, demanda y
pérdida de calor y tasa de produccién de metano

Parametro DA Psicrofilica DA Mesofilica DA Termofilica
Costo Capital (USD) 341,773 435,544 480,643
Costo Operacional (USD y-) 127,726 177,518 207,586
Demanda de Calor (kWh y-1) 0 83,806 470,361
Pérdida de Calor (kWh y-1) 0 22,228 73,060
Produccién de Metano (m3 kg VS) 0,42 0,45 0,46

(Dev et al., 2019)
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Para viabilizar la DAP, es necesario identificar otras variables y aspectos que afectan el proceso, ya
sea positiva 0 negativamente. Dentro de los aspectos mas estudiados se incluye la tasa de Carga
Organica, seguido del sustrato y los factores ambientales. Por ultimo, esta el indculo, que se asocia
principalmente a variables como la mezcla de indculos, la relacion S/l y el pretratamiento, siendo este
ultimo uno de los mas estudiados (Casallas-Ojeda et al., 2020).

Aunque la aclimatacién no es un proceso obligatorio (Raposo et al., 2012), la procedencia del indculo
y la afinidad con el nuevo sustrato son aspectos importantes a tener en cuenta para garantizar tanto
menores tiempos de arranque de los reactores, como mayor actividad bioldgica y por lo tanto mayor
produccion de metano (Cardenas et al., 2016). En la DA, los in6culos mas empleados han sido los
lodos anaerobios procedentes del tratamiento de agua residual doméstica, debido principalmente a su
amplia disponibilidad; también se reporta el uso de otros indculos como estiércol de animales, lodos
de plantas de tratamiento de residuos agricolas, lodos de digestor de excremento de pollo y de la
degradacion del estiércol porcino y bovino (Lucia Neves et al., 2010); en su mayoria evaluados en su
mayoria bajo condiciones mesofilicas y/o termofilicas.

No obstante, a pesar del enorme potencial de la DAP, su implementacion a gran escala aun se ve
obstaculizada por la escasez de informacién disponible sobre su viabilidad y estrategias de
optimizacion de procesos (Akindolire et al., 2022). Las técnicas de mejora incluyen el pretratamiento
del sustrato mediante estrategias como el ultrasonido (McDermott BL et al., 2001), la mejora del disefio
del biorreactor, de las condiciones operativas y de la eficiencia de los procesos microbianos (Ciotola
RJ etal., 2014).

Si bien la mayoria de los estudios se han centrado en la configuracion del proceso y el disefio del
digestor; entre los aspectos menos investigados se encuentra el uso de la manipulacién microbiana
para mejorar el proceso de degradacion (Zhang J et al., 2015; Rdzylo K et al., 2015) y también
variables como el origen del indculo y relacion S/l que influyen en el proceso a bajas temperaturas.

Adicionalmente, de acuerdo con autores como Casallas-Ojeda et al., (2020); Kumar et al., (2016) y
Pati et al., (2019) solo el 18% de los estudios sobre DA evaluan el efecto simultdneo de dos 0 mas
variables, lo cual reduce la posibilidad de conocer la interaccion de mdltiples variables sobre el
comportamiento del proceso. Por lo tanto, en este estudio se hizo énfasis en las actividades
metabdlicas y la evaluacion simultanea de la influencia de la relacion S/l 'y la temperatura de operacion
en la DA-RA con un in6culo psicrofilico, lo anterior con el objetivo de lograr un proceso que no requiera
de grandes gastos energéticos para alcanzar produccion de biogas, ni grandes tiempos de
aclimatacion de indculos y permita tratar los RA en zonas de temperaturas bajas.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Desarrollar e implementar sistemas de energia renovable como la produccion de biogas a partir de
recursos de biomasa, aportara el aumento de la seguridad del suministro energético nacional y
disminuira la dependencia de combustibles importados (Saravanan et al., 2014).

La DA se ha aplicado a varios residuos; los estudios reportan resultados satisfactorios, incluso a escala
industrial. Sin embargo, la mayoria de los estudios informan que la operacion de la planta DA se lleva
a cabo a temperaturas mesofilicas y termofilicas (Dhaked et al., 2010). Independientemente del
aumento en la complejidad de la operacion, ambos sistemas estan limitados por la cantidad de energia
requerida para calentar los biorreactores a fin de mantener las altas temperaturas. Ademas, el
aumento de la temperatura hace que el proceso sea mas sensible a los cambios ambientales y la
inhibicion se produce a bajas concentraciones quimicas (Rajagopal et al., 2017). En este punto, la
DAP puede considerarse como una forma econdmica y factible de tratar los residuos organicos.

La influencia del indculo en las pruebas de lotes depende principalmente de seis factores: origen /
fuente, concentracion, actividad, preincubacidn, aclimatacion / adaptacion y almacenamiento (Raposo
et al.,2012). Aumentar la cantidad relativa de indculo hara el proceso estable y capaz de alcanzar
mayores rendimientos de metano, pero también puede ser menos competitivo en términos de costos
de inversion debido al necesario aumento del tamafio del digestor (Chanakya et al., 1997; Di Maria et
al., 2012). Autores como Pognani et al., (2015) y Qian et al., (2017) mencionan que la inoculacion del
reactor con indculo solido conduce a una pérdida de la capacidad del volumen del reactor, mientras
que el uso de indculo liquido requiere un tanque de filtrado con aumento de tamafio. Con ambos tipos
de inoculacion (liquida y solida) se han alcanzado rendimientos de metano comparables (Quian et al.,
2017; Rico et al., 2020).

Las bacterias psicrofilicas toleran concentraciones mas altas de compuestos inhibidores que las
arqueas meso o termofilicas. Ademas, las variaciones de temperatura tienen un efecto menor sobre
el rendimiento de metano que otros grupos. Sin embargo, el bajo rendimiento de metano aun
representa una barrera importante para seleccionar temperaturas psicrofilicas cuando el objetivo
principal es la produccion de energia, que aunque se ha mejorado en base a diferentes tecnologias
como biorreactores anaerdbicos de membrana o digestores anaerdbicos bioelectroquimicos (Park et
al., 2018), queda informacién limitada sobre el funcionamiento satisfactorio de estos digestores
cargados con BOM a temperaturas inferiores a 25°C, a escala piloto (Mufioz, 2019).

En Colombia, se encuentran representados la mayor parte de los climas; dada sus condiciones
geograficas, los climas templados ocupan las laderas de las tres cordilleras, hasta una elevacion de
1.800 a 1.900 msnm y los climas frios ocupan los niveles superiores a los 2.000 msnm en las tres
cordilleras y en la Sierra Nevada de Santa Marta. Los climas secos son tipicos del altiplano
cundiboyacense y sectores de Narifio. Los més humedos aparecen en las laderas de la cordillera
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oriental, especialmente en el departamento de Cundinamarca. Por esta razén, el 19% de la poblacion,
esta ubicada en regiones con temperaturas iguales o menores a 15-20°C (DANE,2017). Por lo tanto,
la DAP podria ser mas sustentable para estas regiones que las termofilicas o mesofilicas, si esto fuese
demostrado cientificamente (Dev et al., 2019).

Durante la Ultima década se han realizado ensayos de DAP y a escala de laboratorio para una variedad
de flujos de residuos (Connaughton et al., 2006; Enright et al.,2009; McKeown et al., 2012; Gouveia et
al., 2015). Sin embargo, a pesar de las ventajas econémicas y ambientales, la implementacién a gran
escala aun no se ha materializado. Adicionalmente, muchos estudios exitosos de DAP se han centrado
en aguas residuales poco complejas y, como tales, no abordan el tema de la hidrélisis de sélidos
(Petropoulos et al., 2017). Se ha informado que las tasas de hidrdlisis disminuyen a medida que bajan
las temperaturas y los sélidos en suspension pueden acumularse posteriormente en los reactores de
DA, lo que provoca una reduccion en la eficiencia del tratamiento y el lavado de biomasa (Elmitwalli et
al., 2001 ; Singh & Viraraghavan 2002 ; Lew et al., 2003 ; Keating et al., 2018).

Los investigadores han avanzado en el aislamiento y caracterizacion de los arqueas psicrotolerantes
y metanogénicas psicrofilicas en ambientes naturalmente frios (Simankova et al., 2003; Zhang et al.,
2008). Sin embargo, solo unas pocas arqueas psicrofilicos estan en cultivo (Cavicchioli, 2006).
Ademas, el surgimiento de la actividad metanogénica psicrofilica, y el papel de los homologos
psicrofilicos dentro de biorreactores, sigue sin estar claro. Los ensayos a baja temperatura se han
llevado a cabo principalmente en temperaturas entre 10 y 18°C y generalmente por periodos < 600
dias. Ninguna investigacion hasta donde se conoce ha informado sobre la operacion estable a largo
plazo (> 1.200 dias) de biorreactores anaerdbicos por debajo de 15°C. La operacion estable de los
biorreactores a temperaturas inferiores seria de gran interés en industrias y regiones donde se
descargan aguas residuales frias, incluidas muchas embotelladoras y tiene el potencial de convertirse
en un proceso economico y facil de usar para tratar diferentes tipos de residuos como los residuos de
alimentos y residuos de animales en condiciones climaticas del norte (Lo & Liao, 1986; Safley &
Weterman, 1994; Sutter & Wellinger, 1987).

Enla Tabla 2 se evidencian algunos estudios realizados bajo condiciones psicrofilicas donde se evalud
la influencia del tipo de indculo y la relacién S/l con respecto a la produccién de biogas.
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Tabla 2. Experiencias de DA a temperaturas menores de 27°C empleando RA como sustrato
Sustrato Tamaiio del Espacio de Inéculo Temperatura Método de S/ PMB Referencia
Reactor (mL) Cabeza (%) (°C) Medicion de | (gSVss: (mLCH4.gSV+)
gas gsvr)
Ra de restaurantes y 2.060 _ Estiércol Bovino 18,4 Manométrico _ 0,39 m3 CHg- kg SV (Safley &
domésticos Westerman,
1992)
Ra de restaurantes y 8.000 _ Estiércol Porcino 10 Manomeétrico _ 10°C= 0.080 I/lg DQO (Massé et al.,
domésticos 15 15°C=0.218 l/|g DQO 2003)
20 20°C= 0,266 I/lg DQO
Paja de trigo, puntas de 3.000 20 (600 mL) Lodo de un digestor 18 Manométrico _ 151 Bohnetal.,
remolacha azucarera anaerobio de una PTAR (2007)
ensiladas y cultivos de ley municipal mesofilica
ensilados (cultivo de ley:
una mezcla de pasto y
trébol)
Acetato; propionato; 20 (25 mL) Lodo de un digestor 4 Manométrico _ 4°C= 3,84 umol CH4 d! (Bowen et al.,
Almidon. 125 anaerobio de una PTAR 8 8°C= 3,54 ymol CHs4 d! 2014)
municipal mesofilica 15 15°C= 0,23 pymol CH4 d"!
Estiércol Porcino 1200 20 (200 mL) Lodo proveniente de un 25 Manométrico 1,0 327 (Chae et al.,
biodigestor de estiércol 2008)
porcino
RA de restaurantes y 400 N.A Lodo de la industria 15 Manométrico 0,25 15°Cy S/10,75= 730 mg/L DQO | (P. Kumar et
domésticos agricola 30 0,50 al., 2016)
50 0,75
1,0
Agua Residual 605 33,8 (205 Indculo A= Lodo Reactor 15 Manomeétrico 05 In6culo A= 0,262 m3 CH4- kg SV-! | (Dolejs et al.,
Doméstica mL) UASB psicrofilico 2018)

Indculo B= Lodo de
digestor anaerobio de una
PTAR municipal
psicrofilico
Indculo C= Lodo de
digestor anaerobio CSTR
mesofilica

Inéculo B= 0,222 m3 CHs kg SV-!

Inéculo C= 0,185 m3 CHs+ kg SV-!

13




Universidad

domeésticos

psicrofilico

del Valle
RA de restaurantes y 5.000 Lodo proveniente de un 20 Manométrico 05 S/1(1.5) =b3.2 (Mufioz et al.,
domésticos biodigestor de estiércol 1,5 S/1(0.5) =162.8 2019)
porcino
Residuos de Frutas y Escala real 20 Estiércol bovino 18.2 Manométrico _ 18,2°C=120 Marti-Herrero et
vegetales entre 10m3y 16.9 16,9°C=110 al., (2019)
20m? 14.1 14,1°C=120
16.8 16,8°C= 150
RA de restaurantes y 250 20 (600 mL) Mezcla de lodo floculento 20 Manomeétrico 1,0 20°C y espacio de cabeza Casallas-Ojeda
domésticos 35 (600 mL) y granular de AR (75:25) 30 20%=47,96 etal., (2020)
50 (600 mL) 50
RA de restaurantes y 250 20 (50mL) Mezcla de lodo floculento 20 Manomeétrico 1,0 47,96 (Diaz
domésticos y granular de AR (75:25) J & Yulieth A,
2021)
Celulosa 100 50 (50mL) Estiércol porcino 15 Manométrico 1,0 0,40 Nm3 CHs kg- 1VS (Marti-Herrero
psicrofilico etal.,, 2022)
RA de restaurantes y 2.000 50 (400mL) Estiércol porcino 13 Manométrico _ 421 CHa/kg SV/dia (Lendormi et al.

(2022)
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Safley y Westerman (1992) encontraron rendimiento satisfactorio del digestor tanto en condiciones
mesofilicas como psicrofilicas. Sin embargo, observaron una reduccion de la produccion de biogas
durante temperaturas por debajo a 25°C, encontrando que el rendimiento medio de metano (CHa) era
de 0,39 m 3 CH 4 /kg de sélidos volatiles (SV) afiadidos. Las concentraciones medias de biogas fueron
68,9% CH 4y 28,3% didxido de carbono (CO»). La tasa de carga durante el periodo de estudio (31 de
octubre de 1988 a 25 de marzo de 1991) fue de 0,12 kg SV/m 3 -dia.

Por ejemplo, Chae et al., (2008) realizaron pruebas de PBM a 25, 30 y 35°C para estiércol porcino,
previa aclimatacion a la temperatura de los in6culos. Se uso estiércol porcino digerido de un digestor
anaerdbico mesdfilo como semilla y se aclimaté a 25, 30 y 35°C en forma semicontinua con estiércol
porcino crudo durante cuatro semanas hasta alcanzar un estado estacionario. Pero la dltima prueba
de PBM se realizd para las tres temperaturas solo durante 20 dias. Los valores de PBM obtenidos a
25, 30 y 35°C fueron 0,327, 0,389 y 0,403 m3 CH4 kg-'SV, respectivamente.

Algunos estudios como el desarrollado por McKeown et al., (2009) en el tratamiento de una mezcla de
acidos grasos volatiles a 4°C después de una adaptacion prolongada (> 1.200 dias) no son una prueba
definitiva de que la DA puede realizarse a bajas temperaturas ya que se requirié de mucho tiempo de
adaptacion; por lo contrario, muestran la necesidad de estudio de la seleccion de indculos a emplear
para evitar periodos de adaptaciéon muy prolongados.

Bohn et al., (2007) indican que los conocimientos de DAP se basan principalmente en la digestién de
estiércol y la degradacion anaerobia de agua residual de baja o alta carga organica y para sustratos
solidos como los RA, puede ocurrir muy poca hidrolisis, lo que podria limitar el rendimiento de metano.
Ademas, la AME de indculos anaerobios mesofilicos también puede disminuir a bajas temperaturas;
la reduccidn de 33°C a menos de 25°C en la aclimatacion de indculo mesofilico produjo una marcada
disminucion en el rendimiento de CHs de 150 a 50 ml de CH4 gVS-1; la hidrélisis del sustrato también
disminuyo, especialmente cuando la temperatura estaba por debajo de 25°C. La temperatura mas
baja posible para un funcionamiento estable fue 18°C, cuando fue inferior a 16°C, la metanogénesis
y la acidogénesis limitaron la velocidad.

Chae et al., (2008) también investigaron el efecto de la temperatura en la produccion de biogas durante
la DA empleando como indculo estiércol porcino, mostrando que la disminucion de la temperatura
afecta directamente el rendimiento de metano; al pasar de 35°C a 30°C este se redujo un 3% mientras
que se observo una reduccion del 17,4% cuando la digestion se realiz6 a 25°C respecto a 35°C. Por
ultimo, obtuvieron rendimientos de metano de 327, 389 y 403 mL de CH4/g de V agregado a 25, 30 y
35°C, respectivamente; con cargas de sustrato a partir del 5% al 20% (V/V).

Massé et al., (2003) evaluaron el rendimiento de un reactor anaerobio por lotes de secuenciacion
(ASBR) cuando hay una disminucién de la temperatura en condiciones psicrofilicas. Ejecutando un
ASBR a 20°C durante 120 dias, bajé la temperatura a 15°C y luego a 10°C. Los autores encontraron
que la produccién de biogas a 10 y 15°C fue 69,9 % y 18 % menor respecto a 20°C, pero las
mediciones de produccion de biogas solo duraron 14 dias en cada caso y el contenido promedio de
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metano en el biogas aumento significativamente (P <0,05) con la disminucion de la temperatura, de
75,5 %+0,6 % a20°Ca78,7 %x2,1 %y 81,3 %x0,3 % a 15 °Cy 10 °C, respectivamente.

El objetivo principal del estudio de Kumar et al., (2016) fue evaluar la relacion S/l 6ptima y determinar
la temperatura 6ptima para la digestion anaerobia de RA cargados con un contenido total de sélidos
de 25 a 50 %. Se incubd en condiciones de temperaturas mesofilica (30+2°C), termofilica (50+£2°C) y
psicrofilica (15+£2°C) durante 40, 30 y 60 dias respectivamente, obteniendo la produccién maxima de
metano de 0,88, 0,62 y 0,73 LCH4/g (DQO) respectivamente para una relacion S/l 0,75. En este
estudio, la maxima produccién de biogas se obtuvo en condiciones mesofilicas, es decir, 30+2°C.

Casallas-Ojeda et al., (2020) evaluaron la incidencia simultanea de la temperatura (20, 35y 55°C) y
espacio de cabeza (20, 35y 50%), que puede afectar el pH y por lo tanto el PBM; A temperaturas mas
altas y espacios de cabeza mas pequefios, los fendmenos de inhibicién se reducen por el consumo
de alcalinidad del bicarbonato y la disminucion del pH, lo que resulta en un mayor rendimiento del
proceso. A diferencia del estudio anterior, en este caso las condiciones dptimas fueron bajo
condiciones termofilicas a una temperatura de 48,9°C y un espacio de cabeza del 20%.

Bowen et al., (2014) informaron que la biomasa mesofilica convencional de una planta a escala piloto
que trataba aguas residuales domésticas en un clima templado, no se adapté a las bajas temperaturas
incluso después de casi 12 meses de incubacion a temperaturas mas bajas (4°C). Por tanto, la
comunidad microbiana con que se inoculan los reactores juega un papel muy importante (Petropoulos
et al., 2017), ya que las alteraciones en su estructura a temperaturas inferiores a 20°C, dan como
resultado la inhibicidn de la DA de los sustratos organicos, lo que conduce a un menor rendimiento de
biogas.

Lo anterior ocurre, cuando para la DAP no se emplean lodos aclimatados. Por ejemplo, Dolejs et al.,
(2018) demuestra que ejecutar una prueba de PBM psicrofilico usando indculo aclimatado a
condiciones psicrofilicas (15°C) (Inoculo A), tiene resultados de actividad similares con respecto a la
prueba de PBM a 35°C usando indculo a 35°C en el tratamiento de aguas residuales (Inoculo C).
Cuando se utilizé el inéculo C para realizar la prueba de PBM a 15°C, la produccién de biogas se
redujo casi a la mitad con respecto a la produccién de biogas obtenida con el inéculo aclimatado
(Indculo A).

Asi mismo, Marti- Herrero et al., (2022) tuvo como objetivo arrojar luz sobre el establecimiento de una
prueba de PBM psicrofilico utilizando tres enfoques para la aclimatacion del indculo por debajo de
25°C. El primer ensayo se realiz6 con muestras de indculo mesofilico (25°C) y psicrofilico (15°C)
estabilizadas para digerir la celulosa como sustrato. El segundo se basé en la aclimatacion a la
temperatura del indculo solo por tiempo, desde 30 a 10°C y 20°C. El tercero estaba ejecutando un
PBM consecutivo bajo temperaturas psicrofilicas (23°C). Respecto al primer ensayo, el PBM
psicrofilico de celulosa que utilizd inoculo psicrofilico estabilizado logré un resultado similar al
obtenidos bajo condiciones meséfilas con indculo mesdfilo estabilizado. El segundo ensayo, arrojé que
el tiempo de aclimatacién del indculo mejora los resultados el PBM frente a los no adaptados (de 0,47
a 055 Nm3 CHs kg- 1 SV a 20°C, de 0,31 a 0,44 Nm3 CH4 kg—- 1 SV a 10°C). En conclusién, el PBM
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muestra mejores resultados en condiciones psicrofilicas cuando hay aclimatacion del inéculo a
emplear.

Mufoz et al., (2019), concluyen que a pesar del bajo rendimiento de metano, la DA-RA a temperatura
psicrofilica es una solucion factible, especialmente a baja carga organica. Por lo tanto, puede ser
utilizado en estrategias descentralizadas para mejorar la gestion de los RSU. Este modo de operacion
reduce los costos de instalacion y la complejidad de la operacion del reactor al mismo tiempo que
disminuye la DQO del flujo de AR. Igualmente, investigaciones como la de O’Flaherty et al., (2006)
concluyen que la DAP es unaopcion factible, aunque se necesita mas investigacion para
la optimizacidn del proceso (Baek & Pagilla, 2006 y Saady & Massé, 2015).

Diaz J & Yulieth A (2021), emplearon como sustrato los RA y en cuanto al indculo una mezcla VIV
75/25 de lodo digerido de una Planta de Tratamiento de Agua Residual (PTAR) de origen municipal
que opera con una mezcla completa en el rango mesofilico (35°C) (Cérdenas et al., 2016) y lodo de
un reactor anaerobio de una central de abasto del Valle del Cauca que trata aguar residual procedente
del sacrificio de ganado bovino y porcino (35°C) y lo llevaron a 20°C sin aclimatacién para el PBM,
reportando una produccion de metano igual a 47,96 £ 16,83 mL CH4 /g SV para la relacion S/l igual
a10.

Lendormi et al., (2022) , probaron la capacidad de diferentes residuos para ser utilizados como inéculo
y promover la digestion anaerobia de purines frescos de cerdo a 13°C con un tiempo de aclimatacién
igual a 104 dias. Para ello, recogieron en granjas reales gallinaza almacenada, tres purines porcinos
(uno fresco y dos almacenados a corto o largo tiempo) y un inéculo de una planta mesofilica de DA
que trata purines porcinos. Cada uno se usd como inoculo para poner en marcha reactores de
laboratorio que se regularon a 13°C y se llenaron gradualmente mediante la adicién semanal de un
estiércol porcino fresco para imitar el llenado de los tanques de almacenamiento de estiércol. A
continuacion, se evalué el inicio de la DA mediante el seguimiento de la produccion de biogas, los
intermediarios metabdlicos de la DA y la dinamica de la comunidad microbiana. El indculo méas
eficiente fue el estiércol de cerdo aclimatado durante 9 meses, obteniendo un rendimiento maximo de
metano de 42L de CHa/kg SV/dia. La méxima produccion de metano expresada a 13°C fue entre el
55% y el 68% del obtenido a 37°C.

Lo anterior demuestra que la DAP es una opci6n de valorizaciéon de RA que requiere de la atencién
del mundo académico y conocimiento ingenieril con el fin de mejorar el proceso. En la literatura se
mencionan varias estrategias para mejorar la hidrélisis de la materia organica, que permiten aumentar
la estabilidad del proceso y los rendimientos de metano. Estas estrategias incluyen la optimizacion de
la relacion S/I (Raposo et al., 2012), ajuste de pH (Cysneiros et al., 2008), reduccién del tamafio de
particula y la aplicacién de pretratamientos térmicos, quimicos y enzimaticos o biologicos (Torres et
al., 2008; Zhang et al., 2014), entre otros. La relacién S/l y el régimen de temperatura son parametros
operativos criticos para la produccién de metano (Gallipoli et al., 2020).

Aunque autores como Marti-Herrero et al., (2019) y Casallas-Ojeda et al., (2020) en el caso de
Latinoamérica han trabajado la DAP, no se han desarrollado estudios donde se haya evaluado
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directamente la influencia del tipo de indculo y la relacion S/l de manera simultanea sobre la produccidn
de metano y la cinética del proceso bajo condiciones psicrofilicas.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Residuos Soélidos Municipales

Los residuos generados por los grupos humanos siempre existieron, pero su presencia, en tanto
problema ambiental, fue aumentando con el tiempo. La problematica de los residuos se refiere
explicitamente a dos fendémenos intimamente relacionados: el primero relacionado con la expansion
humana que se expresa en la ocupacion, explotacion y predominio de la especie en practicamente
todos los ecosistemas y rincones del planeta y en segundo lugar la légica de produccion-consumo
industrial-capitalista (Le et al., 1991).

La dindmica de generacion de residuos varia ampliamente entre paises, llegando a ser méas notoria la
diferencia entre paises desarrollados (PD) y en desarrollo (PeD), tanto en términos de cantidad como
de calidad. Con relacién a esto Ultimo, la diferencia principal esta asociada al contenido de MO
denominada comunmente BOM, en Colombia el contenido de MO de los RSU es de cerca del 65 %
de estos y es la causante de la generacion de gases de efecto invernadero y de lixiviados en los
rellenos sanitarios (Hoornweg y Bhada-Tata, 2012; Oviedo et al., 2012) (Cadavid-Rodriguez &
Bolafos-Valencia, 2015).

Las alternativas limpias, la economia circular y temas relacionados con procesos amigables con el
ambiente, han ido teniendo gran aceptacidn en Colombia, puesto que ya se han creado iniciativas para
el establecimiento de politicas de energias renovables como El Plan Energético Nacional 2.006 —
2.025, la Estrategia Nacional de Economia Circular; adicionalmente, el pais se comprometi6 a reducir
el 20% de sus emisiones de GEI para el 2030 en el marco de la COP21 de Paris, 2015, entre otros
lineamientos orientados a este tema. Asi mismo, la responsabilidad social, el interés econdmico y la
preservacion de los recursos naturales son fundamentales en el proceso para un destino final
sostenible (Ancu Sierra et al., 2018; Cadavid-Rodriguez & Bolafios-Valencia, 2015; Bricefio et al.,
2021).

Por lo anterior, se han venido implementando opciones de manejo que incluyen su aprovechamiento.
Segun el diagnostico realizado por la Superintendencia de Servicios Publicos Domiciliarios, en 2007
habia en el pais 34 plantas de manejo de residuos sdlidos (PMRS); de estas, 28 aprovechaban la
fraccion organica a través del compostaje (54%), lombricultura (15%) 0 ambos (31%) (Fernando et al.,
2010). De igual manera, la DA es la tecnologia mas comun para producir energia a partir de diferentes
tipos de residuos entre los que se encuentran los urbanos, residuos de frutas y hortalizas, carnicos,
residuos agricolas, macréfitas, y biomasa marina (Owen, 1979; Nallathambi, 1997; Madsen et al.,
2011; Nizami et al., 2012; Hidaka et al., 2013), por el hecho de ser capaz de recuperar energia a partir
de residuos sdlidos organicos realizando al mismo tiempo la estabilizacion de estos. Sin embargo, en
el pais son pocas las investigaciones que se han desarrollado para la DA de residuos organicos frente
a la produccion cientifica de los PD; la mayoria de las investigaciones de las que se tiene registro
sobre RA en Colombia son desarrolladas a escala de laboratorio, lo que ha limitado el entendimiento
operacional de esta tecnologia a mayor escala y la incursion en la produccidn de biogas de manera
industrial aunque se presente gran potencial de acuerdo a los tipos de biomasa que se generan (Joe

19



Universidad
del Valle

& Marin, 2019) ; a la fecha no se encontraron publicaciones que reporten potenciales de metano de
residuos organicos en Colombia, asi como su posible aporte energético (Cadavid-Rodriguez &
Bolafos-Valencia, 2015).

3.2 Bioresiduos (BOM)- Residuos de Alimentos (RA)

Los BOM son la MO de los RSU y denotan los materiales separados en la fuente y recolectados
selectivamente antes de introducirlos a la cadena de manejo de RSU. Provienen de residuos de jardin
y de alimentos de las viviendas y de establecimientos comerciales. Se excluyen residuos agricolas y
forestales, estiércoles animales, biosélidos u otros biodegradables (textiles, papel y madera). Dado su
elevado contenido de MO tienen alto potencial de produccion de CHs, mediante la DA; sin embargo,
la predominancia de material lignocelulésico dificulta su hidrélisis (Parra-Orobio et al., 2019).

3.3 Digestion anaerobia

Se refiere a la digestion de materia orgéanica biodegradable en digestato (apréx 5 %), y principalmente
en biogas (apréx 95 %), conformado principalmente por CHs (40-70 %) y otros gases como CO2 (30-
50%), H20 y H.S; el proceso involucra procesos metabolicos complejos que ocurren en pasos
secuenciales que dependen de la actividad de al menos tres grupos distintos de microorganismos: i)
bacterias fermentativas (o acidogénicas), i) bacterias sintréficas (o acetogénicas) y iii)
microorganismos metanogénicos (Mclnerney & Bryant, 1981 citado por Fan et al., (2020).

La mayoria de los microorganismos acidogénicos fermentan azlcares, aminoacidos y acidos grasos
resultantes de la hidrolisis de MO compleja (carbohidratos, lipidos, proteinas) y, en consecuencia,
producen acidos organicos (principalmente acético, propidnico y butirico), alcoholes (etanol), cetonas
(acetona) CO2 e Ha.

Los microorganismos fermentativos son los primeros en actuar en la etapa secuencial de degradacion
del sustrato y son los que mas se benefician energéticamente. Debido a esto, las bacterias
acidogénicas tienen las tasas de crecimiento mas altas del consorcio microbiano. De esta manera, la
etapa acidogénica solo limitara el proceso si el material a degradar no se hidroliza facilmente (Aquino
& Chernicharo, 2005). Posteriormente se supone la conversion bacteriana de los compuestos
intermedios en productos finales mas simples, principalmente CHs y CO-. Las bacterias responsables
de este proceso son anaerobias estrictas y se les conoce como metanogénicas formadoras de metano
(Cardona & Galindres, 2007).

En general, la etapa limitante del proceso es la metanogénesis y, por tanto, debe ser controlado
mediante el pH y la alcalinidad carbonacea (CaCOs) para evitar acumulacién de AGVs (Rodriguez,
2018). Sin embargo, en el caso de RSU como los BOM o RA, la etapa limitante es la hidrélisis, siendo
necesaria la aplicacion de pretratamientos como la reduccién del tamafio de particulas, mediante
estrategias como la trituracion (Zhang C et al., 2014). La Figura 1 describe las etapas del proceso.
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Figura 1. Principales subprocesos, vias y grupos microbianos implicados en la DA de la MO. Adaptado de
Roopnarain et al., (2021) y Tiwati et al., (2021)

De acuerdo con la concentracion a tratar en términos de materias primas o sélidos totales (ST), existen
tres tipos de DA: himeda (ST <10%), semiseca (ST = 15 — 20%) y seca (ST> 20%) (Di Maria et al.,
2017; Nguyen et al., 2016). Comparado con el proceso tradicional de digestion humeda, las ventajas
de las digestion semiseca y seca incluyen un alto volumen de produccion deCHs, baja demanda de
energia para preservar el calor y calentamiento, bajo contenido de humedad en el residuo del biogés,
y un procedimiento de tratamiento relativamente facil, lo que ha hecho que la DA seca y semiseca
recientemente hayan ganado mas importancia en todo el mundo (Jang et al., 2018; Sukasem et al.,
2017).

Las ventajas de la DA seca se han demostrado en condiciones mesoéfilas y termdfilas para la MO de
los RSU (15% ST) (Challen Urbanic et al., 2011) y para residuos agricolas y estiércol de ganado (15-
20% TS) (Ahn et al., 2010; Kusch et al., 2008; Di Maria & col. 2012 ; Massé & Saady, 2015) . Segun
la literatura (Scarlat et al., 2018), la mayoria de las plantas de biogas construidas recientemente en
Europa utilizan la tecnologia de digestion semiseca o seca.

Los pasos iniciales del proceso de DA siguen siendo los mismos bajo condiciones psicrofilicas,
mesofilicas o termofilicas. El aumento de la temperatura favorece la produccidn de hidrégeno (Hz) por
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parte de las bacterias sintroficas (Fey A et al., 2000), lo que resulta en el predominio de la via
hidrogenotrofica (Deng Y et al.,2019), mientras que la metanogénesis acetoclastica es mas importante
tanto en condiciones mesofilicas como psicrofilicas (Deng Y et al.,2019; Roopnarain A et al., 2021).

3.3.1 Actividades metabdlicas

Para la caracterizacion de los indculos, se emplea el analisis de las actividades metabdlicas, es decir,
actividad hidrolitica, actividad acidogénica y actividad metanogénica (Bernal & Orozco, 2019; Caceres
& Rincon, 2018; Mufioz et al., 2019). A continuacion de describe cada una de ellas:

3.3.1.1 Actividad Hidrolitica (AH)

La AH es el primer paso necesario para la degradacion anaerobia de sustratos organicos complejos,
ya que la materia organica polimérica no puede ser utilizada directamente por los microorganismos a
menos que se hidrolicen en compuestos solubles que puedan atravesar la pared celular. A
continuacion, en la ecuacion 1 se describe la reaccion de la fase de hidrdlisis, durante la cual enzimas
extracelulares son excretadas por bacterias anaerobias facultativas y estrictas, con el fin de
transformar materiales organicos insolubles y compuestos de alta masa molecular en materiales
organicos solubles para ser empleados como fuente de energia (Adekunle & Okolie 2015).

nCsHyo0s + nH,0 nCsHy,0¢ Ec. 1

Hidroélisis
Uno de los factores que influyen en la hidrdlisis es el tamafio de las particulas debido
fundamentalmente a la disponibilidad de superficie para la adsorcion de las enzimas hidroliticas que
se liberan al medio durante el metabolismo y muerte celular y la temperatura (Campana et al., 2015),
donde la etapa de hidrolisis tiende a verse negativamente afectada a medida que la temperatura
disminuye.

La tasa de hidrolisis de varios residuos organicos depende en gran medida de las caracteristicas de
sustrato a degradar, asi como de los parametros operativos del proceso. Sustratos con estructuras
complejas, como material lignocelulésico, son resistentes a la descomposiciéon microbiana y dificiles
de hidrolizar, por lo que tales sustratos requieren periodos mas largos para la degradacion. Ademas,
la digestion de estos sustratos recalcitrantes puede dar lugar a la formacién de subproductos tdxicos
como derivados del furano, bioalcoholes y compuestos fenolicos que inhiben microorganismos y
biocatalizadores enzimaticos (Kim et al., 2014).

3.3.1.2 Actividad Acidogénica (AA)

Durante la AA, los productos de la hidrélisis son metabolizados en el interior celular, transformando la
materia organica disuelta en una gran variedad de productos de fermentacion. Los productos finales
son principalmente AGVs como acetato, propionato, butirico y sucinato, ademas de pequefias
cantidades de otros subproductos importantes para etapas posteriores como acido lactico y etanol,
amoniaco, CO> e Ho. La cinética del proceso es relativamente rapida y el pH 6ptimo es bajo. Estos
procesos son la base energética de las poblaciones no metanogénicas (Libken et al., 2007). A
continuacion, se presenta la reaccion de acidogénesis:
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-

nCeHyo04 3nCH,COOH Ec.2

B.Formadoras de acido

Una fuente adicional de acetato es la conversién homoacetogénica de CO, y también se forma Hz en
la fase acidogénica. La etapa final es tipicamente acetoclastica.

En la comunidad anaerdbica que se desarrolla a bajas temperaturas, el nivel elevado del &cido butirico
puede ser una respuesta concreta de la comunidad a la baja actividad de metandgenos acetoclasticos
e hidrogenotroficos (O Kotsyurbenko et al., 2005).

3.3.1.3 Actividad Metanogénica Especifica (AME)

Durante la metanogénesis, por accién de las arqueas metanogénicas se produce el CHs, pudiendo ser
generado por dos rutas: i. fermentando el acido acético a CHs y CO> por arqueas acetoclasticas
metanogénicas (responsables de generar aproximadamente el 70 % de CHa y ii. usando el CO, como
fuente de carbono e hidrégeno (Hz2) como agente reductor por accion de arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas (Izumi et al. 2010) (Corrales et al., 2015).

Por lo anterior, la AME puede definirse como la maxima capacidad de produccion de CH4 por un grupo
de microorganismos anaerobios, realizada en condiciones controladas de laboratorio que permita la
méxima actividad bioquimica de conversion del sustrato organico a CHs4 (Chernicharo, 2007).

Reacciones de metanogénesis:

-

CH,COOH CH, + CO, Ec.3

Metanogénicas acetoclasticas

-

4H, + CO,

CH, + 3H,0 Ec.4
Metanogénicas hidrogenotréficas + 3Hz0 Ec
3.4 Factores que afectan la Digestion Anaerobia

De acuerdo con autores como Casallas - Ojeda et al., (2020) el proceso de DA es afectado por
diversos factores como se muestra en la Figura 2.

Sustrato y factores ambientales
pH, alcalinidad, AGV's
Prefratamiento
Nutrientes
Temperatura
Co digestion
Inéculo

Digestion

Anaerobia de

Residuos de
Alimentos

Relacion S/l
Origen
Mezcla de Inculo
Prefratamiento

‘Configuracion Experimenta
. Etapas
Modelos empleados
Contenido de Humedad
Tiempo de Retencién
Espacio de cabeza
Tasa de carga

Figura 2. Factores y variables que influyen en el proceso de DA con RA y BOM
Fuente. Casallas - Ojeda et al., (2020)
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3.41 pH

El pH esta asociado a la ocurrencia de fenémenos de acidificacion, que afectan negativamente el
proceso (Torres & Pérez, 2008); Autores como Buenrostro et al., (2000) citado por (Parra Orobio et
al., 2014) afirman que la DA es mas eficiente a valores de pH cercanos a la neutralidad, sin embargo
diferentes estudios sobre la influencia del pH, indican que no se puede generalizar, debido a
aspectos, como las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato, que pueden aportar capacidad buffer
(Dinamarca et al., 2003) y a que cada grupo microbiano implicado en la degradacion anaerobia
tiene un rango de pH dptimo especifico (Angelidaki et al., 2003). Angelidaki et al., (2009) afirman
que la DA, se puede dar en un pH entre 5,5y 6,5 unidades, mientras que, otros autores afirman que
a pH entre 8,2 a 8,4 unidades el proceso ocurre satisfactoriamente (Parra Orobio et al., 2014) .

3.4.2 Alcalinidad
El principal sistema quimico que regula el pH de la DA es el sistema didxido - bicarbonato. Esto se
puede observar a través de la Ecuacion 5 de equilibrio (Lorenzo & Obaya, 2006):

(H,C0s5)

Ht = K, X
17 co,H-

Ec.5

La concentracion de acido carbonico esta relacionada con el porcentaje de CO> en el digestor. La
concentracion del anién bicarbonato es aproximadamente equivalente a la alcalinidad total (AT) para
muchos tipos de agua residual que tengan baja concentracion de AGVs.

Desde el punto de vista operacional, se debe mantener una alta alcalinidad bicarbonatica (AB) en el
sistema, para lograr tener una buena capacidad buffer frente a una acumulacion excesiva de AGVs.
La adicion de sustancias que suplementen la AB, como el hidroxido de sodio, el bicarbonato de sodio
y la cal, se debe evaluar en términos de aplicabilidad y economia (Chernicharo, 2007).

En los reactores anaerobios, el monitoreo de la AB es mas importante que el seguimiento del pH. Esto
se explica porque el pH esta dado en escala logaritmica, es decir, que un cambio pequefio de esta
variable implica el consumo de una gran cantidad de alcalinidad, reduciendo asi la capacidad
amortiguadora del medio (Chernicharo, 2007).

La menor utilizacién de AGVs por bacterias sintréficas y metanogénicas es el principal desafio para la
digestion anaerobica en ambientes frios (Alvarez et al., 2008). La acumulacion de AGV disminuye el
pH, lo que conduce a la inhibicién de los metandgenos neutrofilicos.

3.4.3 Capacidad Buffer

La capacidad Buffer o capacidad de amortiguacion proporciona resistencia a cambios grandes y
rapidos en pH o cuando se presenta acumulaciéon de AGVs o nitrégeno amoniacal durante la DA 'y
ayuda a mantener una actividad biolégica dptima y un proceso estabilizado (Hu et al., 2004). Para su
control, es recomendable la determinacion de indices asociados a la AT y AB, ya que tienen influencia
sobre la produccion de CH4 (Parra Orobio et al., 2016).
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3.4.3.1 indices

Los indices de alcalinidad (indice buffer, indice Al/AP e indice a) son de gran importancia para el
control de los procesos anaerobios (Torres & Peréz, 2008). La medicion de la relacién entre la
alcalinidad debida a los AGVs (Al) y la AT, es usualmente empleada para el control de la estabilidad
del proceso anaerobio y se conoce como el indice buffer (I8) (Speece, 1996). Segun Rojas (2004) su
adecuada variacion esta entre 0,20 y 0,30, lo que indica que por lo menos el 60% de la AT tiene que
estar en forma de AB, mientras que valores menores a 0,20 indican subalimentacidn y mayores a 0,35,
principios de acidificacion. Por otro lado, se encuentran otros indices que se utilizan para el control de
la capacidad buffer del sistema, éstos son el indice a y el indice Al/AB. EI primero corresponde a la
relacion entre la AB y la AT, recomendandose valores superiores a 0,5 durante el arranque (Pérez et
al., 2008). El indice Al/AB, corresponde a la relacion entre la alcalinidad debida a los AGVs y la
alcalinidad bicarbonética. Cuando los valores de este indice son superiores a 0,30, indica que hay
disturbios en el proceso. En las Ecuaciones 6 a 8 se pueden evidenciar los calculos de cada uno de
los indices:

2 Fc.6 A _-% pe7 a=—2

IB = = =
VitV AB vy ViV,

Ec.8

Donde:

V1= primer volumen titulado hasta un pH de 5,75und
V2=segundo volumen titulado hasta un pH de 4,3und

3.4.4 Nutrientes

Para un buen crecimiento de los microorganismos se debe tener los nutrientes necesarios, los cuales
si no estan presentes en el sustrato, deben compensarse agregando pequefas cargas al sistema.
Pueden dividirse en dos grupos: los macronutrientes (nitrdgeno, fésforo y azufre), que se requieren en
mayor proporcion y los micronutrientes (Chernicharo, 2007). El nitrégeno en forma de amonio y el
nitrdgeno organico, son las principales formas usadas por los microorganismos. Respecto al Fosforo,
los microorganismos lo necesitan especificamente como ortofosfato inorganico, el cual es incorporado
a las células por medio de enzimas llamadas fosfatasas. Ademas, usan el sulfuro como requerimiento
de azufre, el cual es necesario para la sintesis de proteinas y se requiere en iguales cantidades que
el Fosforo. Los requerimientos de micronutrientes son mas dificiles de determinar. Elementos como
hierro, cobalto, niquel y molibdeno son requeridos para el crecimiento y constitucion de las células
microbianas metanogénicas (Chernicharo, 2007).

La forma tradicional de analizar la presencia de niveles adecuados de nutrientes en el proceso de DA
es a través de la relacion carbono/nitrogeno (C/N), para la cual no existe un valor fijo establecido. Sin
embargo, autores como Marafién et al., (2012) afirman que el valor mas apropiado esta entre 20 y 30.
Cuando el C/N es bajo, se favorece el aumento de los niveles de NHs, haciendo inviable el proceso
de DA. Ariunbaatar et al., (2015) informé un valor de 3,8 g/L para la concentracion inhibitoria de NHs,
mientras que Hansen et al., (2004) indicaron un valor de 1,1 g/L. Sin embargo, las condiciones optimas
dependen de las caracteristicas del sustrato y del indculo, asi como de las condiciones de pH y
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temperatura, por lo que este comportamiento debe investigarse y valores potencialmente inhibidores
debe identificarse para diferentes escenarios.

Igualmente, el indculo puede aportar nitrogeno para mejorar la relacion C/N del sustrato rico en
carbohidratos, ademas, éste puede introducir una mayor cantidad y diversidad de microorganismos
en la etapa inicial del proceso anaerobio (Walkins et al., 2015). Consecuentemente, un adecuado
indculo puede acortar el tiempo de arranque en la digestion anaerobia, acelerar la biodegradacion y
elevar la produccién de biogas (Quintero M, 2011).

3.4.5 Reactores y Tiempo de Retencion Hidraulico

En términos generales, la mayoria de las plantas de DA son ya sea reactor de tanque agitado continuo
(CSTR) o fujo ascendente anaerdbico reactor de mando de lodos (UASB), que se utiliza para material
particulado y corrientes organicas solubles, respectivamente (Romero-Gliza et al., 2016). Las cuales
se caracterizan porque en cada generacion se reduce el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y mejora
el contacto entre el indculo y el sustrato, lo cual significa menores volimenes de reactor, costos mas
bajos, sistemas mas estables y de mas facil operacién (Diaz-Baez, 2002). La Figura 3 presenta la
Configuracidn de reactores para biometanizacion de residuos solidos.

Biometanizacion de residuos sdlidos

v
| v
v ¥ v I i
| Solo | | Secuencial || Hibrido Batch-UASB Una Etana Dos e[apas'

‘ Flujo Piston H Completamente Mezclado ‘

Figura 3. Configuracion de reactores para biometanizacion de residuos solidos. Adaptado de (Angelidaki et
al., 2011)

El tiempo de retencion hidraulico (TRH) es un parametro muy importante, que depende del tipo de
reactor utilizado. Un factor importante para considerar en la operacién de un CSTR es el tiempo de
retencion de sdlidos (TRS), que es igual al TRH, lo cual, en principio, permite el lavado de la biomasa
que no puede crecer a la tasa de dilucion aplicada, especialmente cuando se opera a una alta tasa de
dilucién (es decir, bajo TRH) (Olmos K, 2018). Se ha reportado que la disminucion en el porcentaje de
remocion de MO y la acumulacién de acidos AGVs en reactores UASB podria deberse al bajo tiempo
de contacto entre el indculo y el sustrato producto de la disminucién en el TRH.

En los sistemas de mezcla completa el TRH coincide con el tiempo de retencién celular (TRC), por lo
que el tiempo de retencion debera ser suficientemente largo para permitir el desarrollo de la poblacion
bacteriana. La fraccion de MO degradada aumenta al aumentar el TRH; sin embargo, la produccién
volumétrica de CHs (produccién por unidad de reactor) disminuye, una vez superado el dptimo. Es por
tanto necesario determinar para cada tipo de residuo y de digestor el tiempo de retencién que optimiza
el proceso (Diaz-Baez et al., 2002). En general, cuanto mayor es la duracién del TRH, menor es la
diferencia entre las velocidades de degradacion a diferentes temperaturas (Fannin, 1987).
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3.4.6 Espacio de cabeza

Este factor es especialmente importante cuando las mediciones de biogés se realizan mediante el
método manométrico, que consiste en introducir la aguja de un manémetro a través de un tapon de
goma y convertir la presion medida en volumen de biogas producido mediante una serie de ecuaciones
(Cardenas-Cleves et al., 2016; Aquino, 2007; Mao et al., 2015).

De acuerdo con autores como Angelidaki et al., (2009), Holliger et al., (2016) y Valero et al., (2016), el
espacio de cabeza puede inhibir el proceso por alteraciones en el pH ya que a mayor presion parcial
de COz en el espacio de cabeza, hay mayor presencia de carbono organico disuelto en solucién, y en
consecuencia, menor concentracion de CO; en el biogas, por lo que bajo espacio de cabeza favorece
el aumento de la presidn parcial y la solubilizacién del CO2. Ademas, debido a que el carbono organico
es un componente amortiguador (es decir, contribuye al equilibrio del pH al evitar las disminuciones
como consecuencia de los AGVs producidos por la descomposicion de la MO), evita la inhibicion del
proceso causado por la muerte de microorganismos como Archaea metanogénico, que son
responsables de la produccion de metano y son muy sensibles a los cambios de pH (Ohemeng-
Ntiamoah et al.,2019; Budzianowski, 2016; Hafner, S. D., & Astals, S. (2019). Casallas-Ojeda et al.,
2020 mediante revision encontrd valores entre el 20 y el 50% del volumen util de los reactores
(Myszograj et al., 2018; Zhang, L., & Jahng, D. (2012)).

3.4.7 Inéculo

El uso de indculos microbianos es un muy factor importante en el proceso de DA ya que aporta los
microorganismos al reactor (preferiblemente anaerobios como un digestor anaerobio activo y estable
que digiere MO compleja (Neves et al., 2004); de su calidad, origen y aclimatacion dependera en gran
medida la tasa de produccién de metano y el periodo de producciéon del mismo. Por lo que es
importante elegir un indculo adecuado de acuerdo con las caracteristicas del sustrato a ser empleado,
con el objetivo de asi optimizar el proceso e incrementar la produccion de CHs (Varnero et al., 2014;
Nakasima-Lopez et al., 2017).

Segun Holliger et al., (2016), el indculo no debe aportar méas del 20% de la produccion total de metano
del reactor e idealmente deberia tener un pH entre 7 — 8,5 unidades. Normalmente los indculos se
caracterizan en términos de parametros fisicoquimicos que permitan identificar el contenido de
biomasa activa (SV/ST) y de anélisis de la actividad metanogénica especifica (AME) para determinar
su potencial de produccion de CHs4 (Torres P, 2010).

Los tipos de indculos mas comunmente empleados son i. lodos del digestor de las estaciones
depuradoras de agua residual (EDAR), ii. lodos de plantas de tratamiento de residuos agricolas, ii.
lodos de residuos bioldgicos (Koch et al.,2019), iv. lodo de digestores de excrementos de pollo y v.
lodo de degradacion de estiércol porcino y bovino Mirmohamadsadeghi et al., 2019).

La DA-RA esta influenciada por diferentes factores, en donde la relacion S/l es un parametro
significativo que se basa en los SV y se encarga de dar origen a una poblacién Optima de
microorganismos en el proceso de DA (Mirmohamadsadeghi et al., 2019) llegando a ser considerado
por autores como Ma,X et al., (2019) como el factor mas importante para mejorar el rendimiento de
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metano y la estabilidad del digestor; los valores de esta relacion dependen de las caracteristicas del
sustrato y del indculo, ademas del tipo de unidades usadas para su determinacion, las cuales se
pueden expresar en gDQOsustrato *ISVinoculo™ Y 9SVsustrato'9SVinocuio™!, €sta Ultima considerada la més
utilizada (Angelidaki & Sanders, 2004; Corsino et al., 2021).

Autores como Raposo et al., (2006) recomiendan emplear proporciones entre 0,5 y 1,0
gV Ssubstrato'gVSinocuio™?. La relacion S/I propuesta por Owen y col. (1987) es aproximadamente 1,0
gV Ssubstrato' 9V Sinoculo™!. EN cuanto a la concentracién de in6culo, algunos autores recomiendan un
rango optimo entre 2 y 5 g SVL-' de lodo cuando el ensayo se lleva a cabo en agitacion y con acetato
como sustrato. Si el ensayo se conduce sin agitacion, la concentracion de lodo debe ser alrededor de
2 gSVL-' para reducir los problemas de difusién del sustrato (Aquino et al., 2007).

En la DA mesofilica cuando se utilizan proporciones S/l bajas la produccion elevada de metano puede
verse comprometida y adicionalmente, una gran cantidad de indculo aumentara la incertidumbre sobre
los resultados (Hansen et al., 2004). En proporciones mas altas, la tasa de producciéon de metano
comienza a declinar, aunque de manera constante, lo que, segln autores como Hansen et al., (2004),
puede deberse a la acumulacién de AGVs y la baja capacidad buffer de los reactores.

Alteraciones en la estructura de la comunidad microbiana a temperaturas por debajo de 20°C se
producen por la inhibicion de la DA de sustratos organicos, lo que conduce a un menor rendimiento
de biogas (Mao et al., 2015). Chowdhury et al., (2019) indican que las arqueas metanogénicas son
mas sensibles a temperaturas mas bajas que otros microorganismos presentes en un digestor
anaerdbico. A medida que disminuye la temperatura, aumenta la energia libre de Gibbs de
degradacion de AGVs, lo que conduce a una mayor sensibilidad de las bacterias sintroficas a las bajas
temperaturas; existen disponibles diferentes metodologias avanzadas que permiten evaluar los
consorcios microbianos en los indculos anaerdbicos: hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus
siglas en inglés), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés),
reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), entre las mas importantes (Khan
etal., 2018; Bres et al., 2022).

También se ha informado de que una disminucién en la relacién de metanogénesis hidrogenotréfica/
acetoclastica a temperaturas por debajo de 15°C aumenta la tasa de metanogénesis acetoclastica,
debido al aumento de las bacterias que pueden sintetizar acetato (homoacetégenas) en ambientes
frios. La diversa actividad metabdlica permite a las bacterias homoacetogénicas competir con los
metandgenos fermentativos e hidrogenotréficos por sustratos comunes a bajas temperaturas. El
predominio de las primeras da como resultado la degradacién de los sustratos organicos, lo que
conduce a concentraciones mas altas de acetato que el Hz u otros productos metabdlicos intermedios,
lo que es importante ya que las altas concentraciones de acetato regulan la via de produccién de
metano a través de la metanogénesis acetoclastica (Scherer P et al., 2009).
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Aunque la aclimatacién no es un proceso obligatorio (Raposo et al., 2012), la procedencia del indculo
y la afinidad con el nuevo sustrato son aspectos importantes a tener en cuenta para garantizar tanto
menores tiempos de arranque de los reactores, como mayor actividad bioldgica y por lo tanto mayor
produccién de metano (Cardenas et al., 2016).

Las actividades psicrofilicas mas elevadas deben obtenerse a partir de in6culos adaptados y
aclimatados al frio, ya que el PBM esta limitado a la adaptacion del indculo a las condiciones del
ensayo (Gonzalez- Martinez, 2021). Solo los microorganismos adaptados al frio (psicrofilicos) pueden
llevar a cabo sus actividades metabdlicas constantemente a temperaturas por debajo de 20 °C a través
de mecanismos en evolucion para hacer frente a las limitaciones termodinamicas que lo acompanian.
Los microorganismos adaptados logran el éxito fisioldgico y ecoldgico en ambientes frios basado en
caracteristicas Unicas en su membrana, proteinas, lipidos y respuestas genéticas a los cambios
térmicos. (p. €j., proteasas, lipasas y celulasas) en microorganismos psicrofilicos y psicrotolerantes
hacen posibles aplicaciones biotecnoldgicas como la DAP (Dev et al., 2019).

En un estudio pionero, Xing et al., (2010) utilizaron inéculo adaptado al frio (sedimento del lago) e
informaron un tratamiento exitoso y tasas especificas de produccion de metano en un reactor que
operaba a 15°C. Mas recientemente, Keating et al. (2018) reportaron haber empleado una semilla
derivada originalmente de un lodo meséfilo (operado a 32°C) para tratar con éxito un agua residual
simulada en un reactor de membrana a escala de banco a solo 6°C. Lamentablemente, en este estudio
no se informaron tasas especificas.

Para que un indculo sea considerado de buena calidad y pueda utilizarse en un ensayo de PBM,
Holliger et al., (2016) recomiendan los siguientes valores de parametros operacionales (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas recomendadas del indculo

Parémetro Unidad Rango recomendado
Actividad Metanogénica Especifica (AME) gDQO/gSSV.d >0,1
pH und 7-8,5
AGVs gCHsCOOH/L <1
N-NH4 gN-NH4/L <25
Alcalinidad GCaCOslL >1,5
Concentracién gSVIL 15-20

Fuente. Holliger et al., (2016)

3.4.8 Temperatura

Se lleva a cabo generalmente en dos rangos de temperatura 25 - 40°C (rango mesofilico) y 44 - 57°C
(rango termofilico) (Igoni et al., 2008) considerandose temperaturas 6ptimas de 35 y 55°C,
respectivamente para cada uno de los rangos (Juanga, 2005), afectando principalmente las tasas de
crecimiento de bacterias (Figura 4) y también parametros fisicos tales como tension superficial,
viscosidad y propiedades de transferencia de masa (Angelidaki et al., 2003).
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Figura 4. Efecto de la Temperatura sobre la tasa de crecimiento (Adaptado de Angelidaki et al., 2003)

Ademas, la temperatura tiene un fuerte efecto sobre la concentracion de amoniaco libre (NH3), el
inhibidor real en lugar del amonio NH4* (Hashimoto, 1986); la concentraciéon de NHz aumenta con el
aumento de la temperatura; por lo tanto, se requiere una cuidadosa consideracion al aumentar la
temperatura de digestion con el fin de mejorar el rendimiento de metano debido al aumento simultaneo
de la inhibicion por NH3; (Chae KJ et al., 2008).

Asi mismo, a bajos rangos psicrofilicos, se pueden llegar a presentar tasas méaximas de metano al
igual que en rangos de temperatura mesofilicas, pero la eficiencia y tasa de digestion disminuyen
significativamente conforme lo hace la temperatura (Angelidaki et al., 2003; Rodriguez, 2011). A
rangos de temperaturas bajas se han presentado menores problemas de estabilidad (Mufioz, 2018;
Dev et al., 2019).

La viabilidad de la DAP no esta unicamente relacionada con la configuracion del proceso, sino también
en gran medida con la tolerancia al frio de los consorcios microbianos. Los microorganismos
adaptados al frio incluyen tanto los microorganismos psicrofilicos amantes del frio y los psicrotréficos
adaptables al frio, ambos se han identificado como los principales impulsores de la DAP (Figura 5).
Los psicrofilicos tienen una temperatura 6ptima de crecimiento a 15°C o menos, y una temperatura
maxima de crecimiento del orden de 20°C o menos, mientras que los psicrotréficos muestran la
capacidad de crecer a temperaturas inferiores a 15°C, pero sus tasas maximas de crecimiento son a
temperaturas Optimas superiores a 20°C. Estos grupos de microorganismos que poseen capacidades
de degradacion mejoradas en condiciones de frio, asi como sus enzimas activas en frio, presentan un
enfoque prometedor para resolver problemas practicos relacionados con la DAP y mejorar la eficiencia.
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Figura 5. Tasa de crecimiento relativa de microorganismos psicrofilicos, psicrotroficos mesofilicos y
microorganismos termofilicos en respuesta a la temperatura (adaptado de Wiegel J et al., 1990).

La temperatura puede cambiar liboremente e influir en el interior de la célula microbiana y no esta
regulada por la comunidad microbiana. Esto implica que la diferencia en la adaptacion a la temperatura
de los microorganismos puede reorganizar considerablemente sus relaciones troficas y afectar el
funcionamiento de toda la comunidad. Las diferentes respuestas de los microorganismos a las bajas
temperaturas pueden causar un desequilibrio. En consecuencia, al comprender el funcionamiento de
una comunidad metanogénica a bajas temperaturas, es necesario saber cuales partes de sus cadenas
troficas estan alteradas, qué grupos de microorganismos estan especialmente influenciados por las
bajas temperaturas, y qué grupos de microorganismos se vuelven determinantes (O Kotsyurbenko et
al., 2005).

A bajas temperaturas, la formacion de interacciones sintroficas en la comunidad anaerdbica puede ser
una etapa critica para lograr el equilibrio metabélico y puede tardar mucho tiempo.

Asi, a pesar de la existencia de algunas peculiaridades en la degradacién de la MO en varios
ecosistemas frios, el funcionamiento de la comunidad anaerdbica microbiana puede ser representada
por un esquema general (Figura 6). Donde se muestran los principales flujos de MO en una comunidad
metanogeénica que se desarrolla a baja temperatura, asi como los principales grupos microbianos que
se involucrados en la degradacion de esta materia; una caracteristica especifica de este esquema es
la presencia indispensable de microorganismos homoacetogénicos, que no son tan importantes en las
comunidades microbianas mesofilicas ni termofilicas y puede estar ausente en los esquemas
simplificados que describen interacciones microbianas en dichas comunidades pero si cobran gran
importancia en climas frios. El cuello de botella en las interacciones tréficas es la degradacion de
AGVs sintréficos altamente impedida a baja temperatura.
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Figura 6. Esquema general de interacciones troficas en la comunidad microbiana metanogénica que se
desarrolla a baja temperatura. Flechas continuas: caminos principales; flechas punteadas: via reducida.
Fuente. O Kotsyurbenko et al., (2005).

3.5 Potencial Bioquimico de metano (PBM)

Para la evaluacion del potencial de aplicacidén de la DA de un determinado sustrato, se utilizan los
ensayos de PBM, los cuales permiten determinar a escala de laboratorio el potencial de metano, la
biodegradabilidad de un sustrato liquido o sdlido (Angelidaki et al., 2009; Cardenas-Cleves et al., 2016;
Filer et al., 2019) y el efecto de diferentes estrategias para la optimizacién del proceso (Lesteur et al.,
2010); sin embargo, dado que éste no es un método estandarizado, la comparacion y validez de los
resultados dependen de las condiciones aplicadas.

Probablemente uno de los protocolos estandar mas utilizados para las pruebas de PBM es el publicado
por el Grupo de Trabajo sobre Biodegradacion, Actividad e Inhibicion Anaerdbica (ABAI) de la
Asociacion Internacional del Grupo de Digestion Anaerobia (IWA) en 2009. En 2015, un grupo de 40
investigadores que trabajan constantemente con las pruebas de PBM, incluidos los miembros del
grupo ABAI de la IWA, destacaron la necesidad de una mayor estandarizacion de las pruebas de
PBM (Holliger et al., 2016) debido a la variabilidad de los resultados dependiendo de las
configuraciones experimentales, analisis de datos y presentacion (Ohemeng-Ntiamoah et al., 2019;
Stanescu et al., 2019).

Los métodos experimentales convencionales para medir el PBM se basan tipicamente en métodos
volumétricos donde el biogas o metano es desplazado en un recipiente externo mientras se mantiene
la presidn constante, 0 mediciones de acumulacion de presién dentro de un espacio de cabeza de
botella con un volumen y temperatura fija. Estos métodos se conocen como volumétrico y
manomeétrico, respectivamente (Raposo et al., 2012).

El método volumétrico puede presentar errores en la medicion relacionados con la solubilidad del
biogas en el liquido utilizado para el desplazamiento o evaporacion del liquido para extensos periodos
de medicion (Walker et al., 2009) mientras que el método manométrico puede ser afectado por
sobrepresiones, temperatura y relacién de la fase liquida/gaseosa (Rozzi & Remigi, 2004), ademas,
dependiendo de la sustancia desplazante o el uso o no de perlas de NaOH, requiere de un analisis
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posterior por cromatografia de gases para conocer el contenido de metano (Cardenas et al., 2016). La
medicion gravimétrica también es posible y tiene algunas ventajas sobre los enfoques convencionales,
incluida la precisién incluso en presencia de fugas (Bres et al., 2022).

De acuerdo con Owen et al., (1979) la degradacion completa de la MO biodegradable se lleva a cabo
en aproximadamente 30 dias. Si bien no se propone establecer una duracién fija para el ensayo de
PBM, debido a que este parametro depende del tipo de sustrato empleado, se recomienda considerar
algunos indicadores reportados como suspender el ensayo cuando la produccién diaria de biogas es
equivalente al 1% del volumen total producido hasta ese momento o cuando la presién al interior del
reactor no varia en mas de 5 HPa, en caso de emplear el método manométrico.

3.5.1 Determinacioén del PBM

El PBM se expresa generalmente en términos de mLCH4gSV-!y se puede determinar de forma tedrica
(PBMtesrico) 0 experimental (PBMexp). En el primer caso, el potencial metanogénico tedrico puede ser
determinado conociendo la composicion elemental, la composicién quimica o la DQO de la muestra.
Estos métodos tedricos asumen que el sustrato es completamente degradado y que es despreciable
el uso del sustrato por los microorganismos como fuente de energia (Jingura & Kamusoko, 2017). El
contenido de biogas y el PBMiecrico basado en la composicion elemental (C, H, O, Sy N) de una muestra
puede ser calculado mediante la ecuacion de Buswell & Muller, (1952) (Ecuacién 9 y Ecuacion
10respectivamente):

a
b 2
a c
(7+§—Z) X 22,4
(12a + b + 16¢)

b ¢ a b ¢
+5-7)C0 + (5+2-3)CH Ec.9

b c
PBMteérico(mLCH4g5V_1) = CaHbOC + (a - Z - —) HzO d ( 2 8 2

2

PBM:esrico (mLCH4gSV_1) = Ec.10

Cuando las proteinas estan presentes en el sustrato, el NH3 es liberado y debe ser considerado para
calcular el PBMeerico, acorde a la ecuacion de Boyle (Nielfa et al., 2015; Raposo et al ;2011; Tabatabaei
& Ghanavati,2018) (Ecuaciones 11, 12y 13):

C.H,0.N +< b C+3d>HO (a+b ¢ 3d>CH +(a b+c+3d)co + dNH, Ec.11
—_——— S>l-t=————=— —— = — .
allpUella T\@ =7 =5 T )2 278 2 8)"T 278 s g) " 3 B¢

224 %xa

PBM,p4yico (MLCH,gSV™1) = (2a+b+16c+14d) Ec.12

22,4 % (4a+b —82c—3d) 1000

12a + b + 16¢ + 14d

Metano (mLCH,gSV™1) = Ec.13

Donde:
n: Nimero de moles de carbono
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a: Numero de moles de hidrogeno

b: Numero de moles de oxigeno

¢: NUmero de moles de nitrogeno

22.,4: Volumen (L) ocupado por un gas ideal a condiciones estandar de temperatura (273K) y presion
(1atm)

1000: Factor de conversion del volumen de L amL12, 1, 16, 14:

Peso molecular del carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno, respectivamente

Para el calculo de los coeficientes de Buswell se hace uso de la ecuacion 14:

b —ZMSx%XE 14
n,a,b,c= 2(PM) C.

Donde:

Y. M X %X: Sumatorio de la cantidad en peso para cada sustrato por el porcentaje correspondiente
al elemento a calcular
PM: Peso molecular del elemento

La ecuacion 13 considera que todo el contenido de materia organica presente en el sustrato es
biodegradable y se convierte en CHs, o cual bajo condiciones reales no se cumple, ya que el sustrato
tiene tanto materia biodegradable como no biodegradable y adicionalmente el CHs no es el Unico
subproducto, debido a que parte de la materia organica se emplea para la formacion de nueva biomasa
y hay generacion de CO;. Por lo anterior, al calcular el valor del PBMie¢rico S€ SObreestima la produccion
real que se obtiene de forma experimental; sin embargo, este valor proporciona una aproximacion a
la produccién de CH4 que podria obtenerse del sustrato (Cardenas et al., 2016).

Otra forma de determinar el PBMsrico €5 mediante la composicidén bioquimica de la muestra,
determinando el porcentaje de proteinas, carbohidratos, lipidos y AGV y considerando los PBM
tedricos de estos componentes. En la Tabla 4, se muestran los PBMiesico de los sustratos mas
comunes.

Tabla 4. Rendimientos teéricos de los sustratos comunmente empleados

Sustrato Composicion PMBtesrico (MLCH ,gSV~1)
Carbohidratos (CeH1005)y 415
Proteinas C<H,NO, 496
Lipidos Cs7Hy940¢ 1014
Etanol C,H,0 730
Acetato C,H,0, 373
Propianato C3Hg0, 530

Nota. EI PBMiegrico €Sta expresado en condiciones normales (1atm, 273 K) Fuente. (Beily et al., 2022)

El PBMtesrico de la muestra sustrato se calcula mediante la siguiente ecuacion (Jingura & Kamusoko,
2017; Tabatabaei & Ghanavati, 2018):

34



Universidad
del Valle

PBMtec’)rico (mLCH4gSV_1)
= 415 (%carbohidratos) + 496(%proteinas) + 1014(%lipidos) + 370(AGV) Ec.15

Por ultimo, el PBMiesrico puede ser calculado conociendo la concentracion de la DQO de la muestra.
Este método asume que 1mol de CH4 requiere 2 moles de O2 para oxidar el C a CO2 con produccion
simultdnea de un mol de H,O. Cada gramo (g) de CH4 equivale a 4g de DQO (Jingura & Kamusoko,

2017):
fuente de carbono — CH, + C, Ec. 16

CH, + 2C0, - CO, + H,0 Ec.17

El volumen de CHs producido tedricamente en condiciones estandares de presion y temperatura
(1atm,273 K) por cada g de DQO puede ser calculado, a través de la siguiente expresion (Tabatabaei
& Ghanavati, 2018):

Nepga X RXT

V (mLCH,) = ———F—— Ec.18
Nepa = DQOég) Ec.19
mol)
Por lo tanto:
1 g DQO = 350 mL CH, (1atm, 273K) Ec.20
Donde:

R: la constante de los gases ideales (82,0576 atm. mL/mol.K)

T: la temperatura (K)

P: |a presion atmosférica (atm)

Conociendo la masa de DQO y de SV agregados al reactor puede calcularse el PBM teorico
(mLCH,gSV 1) de la muestra utilizando esta equivalencia.

En el caso del PBM experimental (PBMeyp), la prueba generalmente se realiza a condiciones
controladas de temperatura (35 a 37°C) (Ohemeng-Ntiamoah & Datta, 2019), ya que se consideran
las temperaturas Optimas para la DA (Akindolire et al., 2022). En consecuencia, en los digestores
habitualmente instalados en los llamados PD y en las plantas industriales de biogas se imprimen
grandes cantidades de energia térmica para alcanzar estas temperaturas (Wu et al., 2021); sin
embargo, las tecnologias de biogas mas difundidas en el mundo son los digestores de bajo costo
(Africa: (Kemausuor et al., 2018, Mutungwazi et al., 2018; Latin América: Garfi et al., 2016; Marti-
Herrero et al., 2014; Asia: Cheng et al., 2013) que se caracterizan por la ausencia de dispositivos de
mezcla activa y/o calentamiento activo y funcionan en condiciones psicrofilicas (Marti-Herrero, 2022).

En ese contexto, la prueba PBMex, se establece principalmente para condiciones mesofilicas y no
existe un método adecuado para estimar los sustratos potenciales de metano a temperaturas mas
bajas y, por tanto, se ha establecido la importancia de la aclimatacién a la temperatura y el TRH
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apropiado; aun asi, no existe un procedimiento estandarizado para adaptar el indculo para ejecutar
una prueba de PBM psicrofilica. Si bien para la prueba de PBM mesofilica existe un procedimiento
adecuado para la preparacion y el mantenimiento del indculo metanogénico (Steinmetz et al., 2016),
es necesario comprender las condiciones y singularidades para la preparacion del inoculo y el
desarrollo de una prueba de PBM en condiciones psicrofilicas (Marti-Herrero, 2022).

En general, los métodos teéricos son predictivos (valor teérico) y, por tanto, deberan ser ajustados con
el ensayo experimental del PBM (Nielfa et al., 2015). Existen varias formas propuestas para relacionar
el PBM con la biodegradabilidad. Algunos consideran el indice de biodegradabilidad (IB), como la
remocion de materia organica (calculada a través de la remocién de SV); otros lo relacionan con el
PBMesrico, Calculado en base a la composicion elemental, la composicion quimica o la DQO de la
muestra (Bres et al., 2022).

A continuacién, el IB puede ser calculado como la relacion del PBMexp y €l PBMigerico COMO S€ expresa
en la Ecuacion 21 (Sobotka et al., 1983).

1B (%) = - oMexp X100 p o
PBMteérico

Este tipo de ensayo se lleva a cabo como factibilidad técnica y econdmica a priori de la implementacidn
de plantas de biogas, permitiendo estimar el balance energético, condiciones operativas, el tamafio
de los reactores y otros equipamientos (Holliger et al., 2016). Dentro de sus multiples aplicaciones, el
ensayo de PBM comunmente se utiliza para: a- determinar la biodegradabilidad anaerdbica y la
maxima produccion de metano (o potencial energético) de residuos organicos; b- evaluar el efecto de
la codigestion de diferentes sustratos y definir la relacion 6ptima entre el sustrato y el cosustrato; c-
determinar la cinética de degradacion, que mediante el uso de diferentes modelos matematicos,
permite predecir el funcionamiento de digestores a escala real; d- determinar variables de disefio y
parametros operativos para el escalamiento (scalling up); e- Evaluar sustancias inhibitorias del
proceso anaerdbico (Tabatabaei & Ghanavati, 2018).

3.6 Modelos Cinéticos

Los modelos cinéticos son una importante herramienta que se utiliza para evaluar aspectos de
bioprocesos y optimizacion de sistemas bioldgicos. La DA es un bioproceso complejo y no lineal, lo
cual ha llevado que en las ultimas dos décadas se hayan utilizado diferentes enfoques para su
modelacion, identificacion de parametros y validacién, con una gran variabilidad de los resultados
reportados, incluso bajo las mismas condiciones operativas y ambientales (Rivera et al., 2009).

El modelo cinético méas utilizado es el modelo de primer orden (PO), ya que permite establecer la tasa
de degradacion del sustrato en la DA, especificamente la tasa de hidrolisis; sin embargo, este modelo
no puede evaluar algunos aspectos de gran importancia durante la puesta en marcha y operacion
(Angelidaki & Sanders, 2004; Hidalgo & Martin, 2014). Por tanto, la prediccion del comportamiento de
la biomasa y su relacidén con los subproductos de la DA, principalmente la produccién de CH4, ha
provocado la necesidad de aplicar otros modelos cinéticos que también evallen otras caracteristicas
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importantes como la duracién de la fase retardo, que es un parametro importante en DA y esta
asociado con las etapas acidogénicas y acetogénicas (Aldin et al., 2011).

Otros modelos que se han aplicado en prueba por lotes son: la funcion de transferencia (FT), funcion
logistica (FL), Gompertz modificado (GM) y Gompertz Remodificado (GRM). La FT o curva de reaccién
se utiliza principalmente para fines de control y considera que cualquier proceso podria analizarse
como un sistema que recibe entradas y generar resultados; La FL asume que la produccion de metano
es proporcional al tamafio de la poblacion microbiana y al sustrato digerible (Li et al., 2012). Por ultimo,
el modelo de GM asume que la tasa de produccion de metano es proporcional a la actividad
microbiana, pero ésta proporcionalmente disminuye con el tiempo de retencion de solidos-TRS, que
puede interpretarse como una pérdida de eficiencia en la tasa de conversion del sustrato a lo largo del
tiempo (Donoso-Bravo et al., 2010); mientras que el modelo GMR se emplea cuando se observa
inhibicion en el proceso de DA asumiendo que la produccion de metano refleja el crecimiento
bacteriano; en la DA-RA es de gran utilidad, considerando la importante fraccién lignoceluldsica que
pueden llegar a presentar este tipo de residuos (Maitan-Alfenas et al., 2015, Ravindran & Jaiswal,
2016; Plagiaccia et al.,2019).

Aunque el modelo de GM es uno de los modelos cinéticos mas aplicados en el estudio de factores
que afectan a la DA de RA, presenta varios inconvenientes que afectan la prediccién de la producciéon
de metano. Autores como Donoso-Bravo et al. (2010) reportan que este modelo tiende a dar valores
ligeramente superiores sin dar una explicacion bioldgica (negativo fase de retraso) y Li et al. (2011)
argumentan que este modelo puede modificarse cuando la relacidn S/l es superior a 0,7 (Parra-Orobio
etal., 2017).

La.
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Tabla 5, presenta las ecuaciones y variables de diferentes modelos cinéticos aplicados en la DA de

RA.

Tabla 5. Modelos cinéticos

Modelo

Ecuacion

Referencia

Cinética de Primer

.PBM = P, (1—e7*) Ec.22

Orden (PO)
Modificada P =p ef—e[fmex® 5 _ o1 1]) Ee.23
Gompertz (MG) maxe{ e[Pmax @-9 ]} ‘

Funcién Logistica | PBM = Bpayl
4 R (A—
(FL) 1+e (M + 2) Ec.24
PmaX
Funcion PBM = Pq(1— e (F222829) Fe 25

Transferencia (FT)

Pmax

Gompertz
ReModificado
(GRM)

PBM =

PBM,, e{—e Rimar €* A1—-0+1]p+
ot PBM,,

Ramax e*
PBM,, e{—e [f2mexe
PBMg,

02—t + 1]}Ec.26

PBM: Potencial Bioquimico de CH4
acumulado (mL CH4 g SV-)

Pmax: PBM tedrico del sustrato (RA) (mL CHa
g sV

e (Valor exponencial de 1) = 2,7183

Rmax: Tasa maxima de produccion de CHs
(mLCH4 g SV)

t: Tiempo de ensayo (d)

A: Fase de Latencia (d)

K: Constante de hidrdlisis (d-')

K1: Constante de hidrdlisis de fraccion de
facil degradacion (d-)

K2: Constante de hidrélisis de fraccion de
dificil degradacién (d-)

X: Fraccion facilmente biodegradable del
sustrato

Nielfa et al., (2015)

Donoso-Bravo et al.
(2010)

Kim et al. (2003);
Cadavid-Rogriguez
etal. (2013)
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Multiples trabajos de investigacion se han propuesto para efectuar seguimiento del comportamiento
cinético de la produccion del biogas, mediante estos modelos matematicos, buscando comprender la
cinética de reacciones bioquimicas enzimaticas desarrolladas por las bacterias anaerobicas en las
etapas de DA, sin embargo, estos trabajos se han centrado en condiciones mesofilicas y termofilicas
y, aun se requiere la optimizacion del proceso a través de la modelacion con métodos bien
establecidos para valores del coeficiente cinético microbiano, como la tasa maxima de crecimiento
microbiano (mmax) y la fluctuacion con la temperatura, el coeficiente de rendimiento microbiano (Y)
y la constante de semisaturacion del sustrato (Ks) bajo condiciones de DAP (Madani-Hosseini et al.,
2014).

Para DA, los valores cinéticos de mmax, Ks, Y y X son interdependientes, lo que hace que su
estimacion sea dificil, desafiante y tediosa (Bahn et al., 1996; Harjunkoski & Grosmann, 2001).

La seleccion de un conjunto apropiado de ecuaciones es importante en la estimacion de los diferentes
parametros cinéticos. Autores como Pham et al., (2014), desarrollaron modelos cinéticos para predecir
produccion de metano en digestores de biogas bajo condiciones psicrofilicas (<20°C) y psicotréficas
(20-30°C). Los modelos desarrollados se basaron en datos obtenidos en digestores anaerdbicos por
lotes a escala de laboratorio en Dinamarca, donde se determiné la produccidn especifica de metano
a partir de estiércol de cerdo (3,18 % de materia seca; MS) y estiércol de vaca (7,72 % de MS) a los
5,10, 15, 20, 25y 30°C. En la prediccién utilizando los datos medios agrupados para cada semana,
el R2 de la produccion prevista frente a la medida fue de 0,79 y aplicaron el modelo de Chen y
Hashimoto para predecir la tasa especifica de produccién de metano al extender la temperatura a
rangos de temperaturas psicrofilicas utilizando datos de laboratorio.

Por otro lado, cabe destacar que la tasa de hidrdlisis (kh) depende en gran medida de las condiciones
experimentales, a saber, temperatura, pH, tamafio de particula, condiciones de agitacién, relacion
indculo / sustrato, lo que dificulta cualquier comparacion con los valores de la literatura existente.

En los sistemas DA, generalmente se usan dos ecuaciones para predecir dependencia de la
temperatura, a saber, la de Arrhenius (Ecuacion 27) y la ecuacién de la raiz cuadrada (Ecuacidn 28).
De acuerdo con la primera, la velocidad de reaccion se duplica aproximadamente para un aumento de
temperatura de 10°C (Madani-Hosseini et al., 2014).

—Eg
K = AeRxT Ec.27

donde K es la velocidad de reaccion, A es una constante, R es la constante universal gas universal
(0.008314 kJ/mol K), T es la temperatura (K) y Ea es la energia de activacion (kJ/mol).

La ecuacion de la raiz cuadrada es mas simple y puramente descriptiva de la evolucién de la tasa de
crecimiento microbiano respecto la temperatura (Ratkowsky et a., 1982). La ecuacion de la raiz
cuadrada describe una adaptacion a la temperatura inferior a la 6ptima del crecimiento microbiano en
cultivo puro.
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VK = b(T — Tmin) Ec.28

donde K es la tasa de reaccion (o tasa de crecimiento en el caso de los microorganismos) a la
temperatura T (K), Tmin es la temperatura minima aparente para el crecimiento (K), y b es el
coeficiente de regresion.

En la mayoria de los modelos DA, la ecuacion de Arrhenius se aplicé a la tasa de crecimiento, m
(Siegrist et al., 2002; Sinechal et al., 1979; Srisertpol et al., 2010), mmax (Angelidaki & Ahring, 1993;
Hashimoto, 1983), Ks (Dague et al., 1998; Siegrist et al., 2002), la Kh, la tasa de mortalidad, Kd
(Donoso-Bravo et al., 2009; McKinney, 1963; Siegrist et al., 2002; Veeken & Hamelers, 1999), las
constantes de inhibicion, Ki (Siegrist et al., 2002), y Y (McKinney, 1963). Sin embargo, en algunos
casos, la ecuacion de la raiz cuadrada proporciond una mejor prediccion de la temperatura que
Arrhenius.

Con indculos granulares adaptados a 10°C durante 235 dias, la dependencia de la temperatura para
la conversion metanogénica del acetato fue bien descrita por la ecuacién de Arrhenius, pero la
ecuacién de la raiz cuadrada predijo mejor el propionato y butirato (Rebac et al., 1995). En otro estudio,
la ecuacion de Arrhenius fue un mal predictor de la dependencia de la temperatura para la actividad
metanogénica de un inéculo adaptado a temperaturas mas bajas de 5 -29°C (Kettunen & Rintala,
1997).

4, OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la influencia de la relacion S/l y la temperatura de operacion en la digestion anaerobia de
residuos de alimentos con un indculo de procedencia psicrofilica.

Objetivos Especificos

e Evaluar la influencia de la temperatura de operacion sobre las actividades metabdlicas
(hidrolitica, acidogénica y metanogénica) del indculo de procedencia psicrofilica.

e Determinar el efecto simultaneo de la relacién S/l y la temperatura de operacion sobre el
Potencial Bioquimico de Metano (PBM) de residuos de alimentos, empleando un in6culo de
procedencia psicrofilica.

e Determinar el efecto simultaneo de la relacién S/l y la temperatura de operacion sobre el
proceso de digestion anaerobia de residuos de alimentos mediante modelos cinéticos,
empleando un in6culo de procedencia psicrofilica.

5. MATERIALES Y METODOS
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Con el proposito de cumplir con los objetivos trazados, se desarrollé una metodologia que consta de
cinco (5) etapas fundamentales, acompafiadas de una revision constante de literatura. La Tabla 6
muestra la relacidén entre los objetivos y fases con sus respectivas actividades requeridas para el

desarrollo de la investigacion.

Tabla 6. Fases y actividades para el desarrollo de la investigacion

Objetivo General

Evaluar la influencia de la relacion S/l'y la temperatura de operacién en la digestion anaerobia de residuos de alimentos con
un inéculo de procedencia psicrofilica.

Objetivos Especificos

Evaluar la influencia de la temperatura
de operacion sobre las actividades
metabdlicas (hidrolitica, acidogénica y
metanogénica) del indculo de
procedencia psicrofilica.

Determinar el efecto simultaneo de la
relacion S/l y la temperatura de
operacién sobre el PBM de residuos
de alimentos, empleando un inéculo
de procedencia psicrofilica.

Determinar el efecto simultaneo de la
relacion S/l y la temperatura de operacién
sobre el proceso de digestién anaerobia de
residuos de alimentos mediante modelos
cinéticos, empleando un inéculo de
procedencia psicrofilica.

Principales Actividades

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Caracterizar el Indculo en términos de
variables fisicoquimicas.

Conformar y caracterizar el sustrato
(RA).

Identificacién de parametros asociados a
modelos cinéticos semi-empiricos
empleados en ensayos PBM.
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Determinar las Actividades
metabdlicas del indculo (hidrolitica:
AH, acidogénica: AA y metanogénica:
AME) a tres temperaturas (10, 15 y
27°C).

Montaje de unidades experimentales
de los ensayos PBM para la
evaluacién simultanea de la relacion
S/l'y la temperatura de operacion con
los tres niveles definidos (S/I: 0,20-

Emplear al menos dos modelos cinéticos que
permitan evaluar tanto la cinética del material
de rapida como de lenta degradacién con el
indculo de procedencia psicrofilica en las
diferentes condiciones experimentales.

0,50-1,0) y (T: 10, 15, 27°C)
respectivamente con el inoculo de
procedencia psicrofilica.

Monitoreo diario de la produccion de
biogas (método manométrico)
Mediciéon paradmetros finales claves
(pH, AGVs, alcalinidad, SV, ST, DQO)

A continuacion, se describe cada una de las fases de las etapas experimentales y el manejo de los
resultados.

5.1 Fase 1 (Influencia de la temperatura de operacion sobre las actividades metabolicas del
indculo de procedencia psicrofilica)

5.1.1 Caracterizacion del Inéculo

La naturaleza (procedencia, calidad y cantidad) del indculo es una variable que afecta la determinacion
del PBM. En este estudio se estudi6 un indculo proveniente de un reactor anaerobio de agua residual
doméstica de un municipio con temperatura <20°C. Las respectivas muestras del inoculo se
caracterizaron fisico-quimicamente por triplicado segin APHA y WEF (2005), Aquino et al., (2007),
ICONTEC (2004), ICONTEC, (2011) y Hu, Wang & Yu (2004) midiendo las variables presentadas en
la Tabla 7.

Tabla 7. Caracterizacién del inoculo

Parametro Técnica de Andlisis Unidades
pH (in situ) 4500- H*-SM Und
Alcalinidad total (AT) Titulacion mg CaCOs-L-1
Alcalinidad bicarbonatica (AB) Titulacién mg CaCOs -L-1
Sélidos totales (ST) Gravimetria mg-L-1
Solidos volatiles (SV) 2540E- SM mg-L-1
Aluminio Espectrofotométrico mg L-1
Demanda Quimica de Oxigeno Reflujo abierto y titulacion mg-L-1
(DQO)
Carbono Organico Total (COT) Combustién de alta temperatura %
Acidos Grasos Volatiles Volumétrico (Destilacion) mg-L-1
Nitrégeno Amoniacal Destilacion preliminar- Volumétrico mg-kg-1
Nitrégeno Kjendahl Semi micro Kjeldhal- Destilacion y volumétrico mg-kg-1
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Fésforo Reactivo Total (leido Colorimétrico (Cloruro estannoso) mg-L-1
como ortofosfato)

Hierro Total Digestién microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire-Acetileno

Niquel Total Digestion microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire-Acetileno

Cobalto Total Digestion microondas y espectrometria de A.A. mg-L-1
em llama directa Aire-Acetileno

Potasio Total Digestién microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire- Acetileno

Sodio Total Digestién microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire- Acetileno

Calcio Total Digestion microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire-Acetileno

Zinc Total Digestién microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire- Acetileno

Magnesio Total Digestién microondas y espectrometria de A.A mg-L-1
em llama directa Aire-Acetileno

Fosforo Total Colorimétrico mg-L-1

Molibdeno A.A- Llama éxido Nitroso- Acetileno mg-L-1

Amonio Célculo mg-L-1

El procedimiento y analisis de los resultados obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica del indculo,
se realizd a través de herramientas de estadistica descriptiva tales como la media aritmética (), la
desviacion estandar (o) y el coeficiente de variacion (Parra-Orobio et al., 2020).

5.1.2 Determinacion de las Actividades Metabdlicas

Un indicador importante de la calidad del indculo son sus actividades metabdlicas (hidrolitica-AHE,
acidogénica-AAE y metanogénica-AME) con diferentes sustratos estandares como glucosa, almidén,
propionato, butirato, acetato y H, / CO». Para la determinacion de las actividades metabolicas AHE y
AAE en las diferentes condiciones experimentales, se emplearon botellas &mbar de 250mL (Figura 7)
con un volumen util de 200mL, en las cuales se adicion6 el sustrato asociado a cada tipo de actividad
bioquimica (celulosa y glucosa respectivamente), indculo, macro y micronutrientes, elementos traza,
extracto de levadura y solucién de bicarbonato (Porrier, 2005) como se indica en la Tabla 8. Para la
AME se emplearon botellas &mbar con un volumen util igual a 110mL.

Figura 7. Botella ambar de 250mL con un volumen util de 200mL
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Tabla 8. Composicidn de solucidn de nutrientes y otras sustancias recomendadas
Solucién Compuesto Concentrac Unidad
ion es
NH.4CI 170 glL
NaHCOs; 1000 mg/L
Macronutrientes KH3 PO4 37 glL
MgSO04 .4H20 9 g/lL
CaCl2.2H20 8 glL
FeCls.6H20 2000 mg/L
ZnCl; 50 mg/L
CuCl2.2H20 30 mg/L
MnCl2.2H20 500 mg/L
(NH4)s Mo7 O24 90 mg/L
4H20
AICl3 .6H20 20 mg/L
CoCl2.6H20 2000 mg/L
Micronutrientes NiCl2 .6H20 50 mg/L
Hs BOs 50 mg/L
NazSeQs .5H20 100 mg/L
EDTA 1000 mg/L
HCL 36 % 1 mg/L
Extracto de 0,2 gL
Otros levadura
(fuente de
vitaminas)
Agente reductor 100 g/l
(Na2S0s .7TH20)
Indicador de 0,5 glL
Potencial Redox
RESARZURINA

Fuente: Prabhudessai V et al., (2013), Torres & Pérez (2010), Angelidaki et al., (2009),

El montaje experimental se realizé en dos temperaturas psicrofilicas (10°C y 15°C), que fueron
controladas usando dos incubadoras memmert, las cuales manejan una distribucion uniforme de la
temperatura y una mesofilica (27°C), que fue usada con el objetivo de identificar el comportamiento
del indculo psicrofilico a una temperatura mesofilica. Los ensayos de las actividades metabdlicas
fueron realizados por triplicado durante un transcurso de 30 dias (AHE y AAE) y 16 dias (AME); tiempo
durante el cual se tomaron muestras 1 vez al dia. La Tabla 9 sintetiza las caracteristicas de los ensayos
de esta etapa.

Tabla 9. Actividades Metabdlicas a diferentes temperaturas con los dos indculos

Actividad Metabdlica Temperatura °C Indculo Psicrofilico
Numero de Replicas
Actividad Hidrolitica Especifica (AHE) 10 3
15 3
27 3
Actividad Acidogénica Especifica 10 3
(AAE) 15 3
27 3
10 3
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Actividad Metanogénica Especifica 15 3

(AME) 27 3

Nota. Cada condicion evaluada contd con el respectivo control negativo (indculo + agua destilada) para restar la
produccion endogena al finalizar el ensayo (Cardenas-Cleves et al., 2018); 36 unidades experimentales

A continuacion se describen cada una de las actividades metabdlicas:

o Actividad Hidrolitica Especifica (AHE)

La hidrolisis puede ser la etapa limitante en el caso de la degradacion anaerobia de sustratos
complejos como los RA, por lo que es importante realizar el ensayo de AHE. En este caso se utilizd
como sustrato la celulosa, siguiendo el protocolo de Soto et al., (1993), el cual se recomienda ya que
es un polisacarido que emula los compuestos organicos complejos que se pueden encontrar en el
sustrato (RA) (Porrier, 2005).

Teniendo en cuenta los SST de los dos tipos de indculos y para conseguir una concentracidn constante
de 2 gSSVIL en todas las unidades experimentales (Porrier, 2005), en todos los casos se adiciond un
volumen determinado de inoculo igual a 8,44 mL; en el caso del sustrato, para obtener una
concentracion final de 1,5 g/L, se realiz6 homogeneizacion mediante agitacion suave e incubacién a

la temperatura seleccionada (Ver Figura 8).
. i . ] 5
Céludosa 29S5VIL

& oy | N |
Reactor

Céludosa 2gSSVIL Célulosa 2gSSVIL

|

161,56 mL

Indculo Psicrofilico
B44mL

|

161,56 mL

Indculo Psicrofiico
B44mL

|

191,56 mL

Inécule Psicrofiice
8,44mL

Temperatura (°C)

10

15

27

Figura 8. Representacion de las unidades experimentales de AH- Indculo Psicrofilico

Diariamente se tom6 1 mL de muestra con el objetivo de determinar la concentracion de celulosa
remanente en los reactores, la cual se obtuvo de la diferencia entre la determinacion de azucares
totales (At - método colorimétrico de Dubois et al., 1956) y azlcares reductores (Ar - método
colorimétrico de acido dinitrosalicilico (DNS)) (Miller, 1959), que se precisan a continuacion.

Cuantificacion de Azucares Totales (At): Se requirié solucién de fenol al 5% y solucién de sulfato
de hidracina (5 gramos en 1 L de acido sulfurico concentrado). Se colocé 1,0 mL de muestra (tomando
en consideracion el rango lineal del método) en un tubo de vidrio Pyrex de pared gruesa; 1,0 mL de
solucién de fenol al 5% y se afiadieron rapidamente 5,0 mL de sulfato de hidracina. Se mezcl6 en un
vortex y se incub6 en la oscuridad por 45 minutos; finalmente se realizé la lectura a 490nm en el
espectrofotometro Prove 600, frente a un blanco en el que se reemplaza la muestra por agua destilada.
La concentracion de At de la muestra se determina a partir de la ecuacion que relaciona la absorbancia
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con la concentracion del patron, obtenida de la recta de calibrado, considerando el factor de dilucion
correspondiente (Dubois et al.,1956).

Cuantificacion de Azucares Reductores (Ar): El ensayo DNS se basé en la digestion acida con un
reactivo mezcla (composicion 10,6 g de acido dinitrosalicilico; 19,6 g de hidréxido de sodio; 306 g de
tartrato sodico y potasico; 7,6 mL de fenol; 8,3 g de metabisulfito sodico; y 1416 mL de agua destilada)
(Miller, 1959). Se tomaron 1,0 mL de la muestra y 1,0 mL del reactivo DNS, los cuales se colocaron
en un tubo de ensayo en bafio de agua a 100 °C por 5 min. En este lapso el acido 3,5 dinitrosalicilico
fue reducido por los Ar que entran en contacto con el mismo, ocasionando un cambio de color con
variaciones de amarillo hasta café (Avila et al., 2012). Se enfri¢ hasta lograr temperatura de ambiente
y se adicionaron 10 mL de agua destilada. Se agitdo y se realizd la lectura a 540 nm en el
espectrofotometro Prove 600 (Cortes et al., 2015).

El valor de la AHE (gcelulosa degradado/gSSV-d) se obtuvo del cociente entre la pendiente maxima
de consumo/produccion de sustrato (Ecuacion 29) y el valor de biomasa (SSV) empleada en el ensayo
(APHA-AWWA-WPCF, 1998).

7
AHE = P X FC x — 2040y 94 Ec.29
gSSVinc’)culo

Donde:

AHE: Actividad (gDQO/gSSV.d)

P: pendiente (g/L.h)

FC: Factor de conversion (gDQO/g Glucosa) (1.067)

Vinseulo: Volumen agregado de in6culo (L)
gSSV: Masa agregada de indculo (g/L)

La Figura 9 muestra el montaje del ensayo de AHE

Figura 9. Montaje AHE

o Actividad Acidogénica Especifica (AAE)

Al igual en que en la AHE, para conseguir una concentracién constante de 2 gSSVI/L en todas las
unidades experimentales (Porrier, 2005) y con cada indculo, se adicion6 un volumen de 8,44 mL del
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indculo. En este caso de la AAE, el sustrato utilizando fue glucosa (Soto et al.,1993) debido a que es
el principal compuesto intermedio de la DA de los carbohidratos complejos, manejando una
concentracion de glucosaigual a 1,5 gSSV/L en cada una de las botellas y se realiz6 homogeneizacién

mediante agitacion suave e incubacion a la temperatura seleccionada (Ver Figura 10).

Reactor ﬁ ﬁ ﬁ
(R (R fW
Glucosa 23S5VIL Glucosa 2gS5ViL Glucosa 23S5ViL
| 161,56 mi ‘ 161,56 ml ‘ 161,56 ml
I InGculo Psicrofiico I Indcul Psicrofiica I Ingculo Psicrofiice
[ 844ml i 8 44ml i & 44ml
Temperatura (°C) 10 15 27

Figura 10. Representacion de las unidades experimentales de AAE- Indculo Psicrofilico

Se tomd diariamente 1 mL de muestra con el objetivo de determinar de manera periddica la glucosa
remanente en las botellas por medio del ensayo DNS (Miller, 1959) siendo el mismo valor al de Ar.

El valor de la AAE (glucosa degradada/gSSV-d) se obtuvo del cociente entre la pendiente méaxima de
desaparicion de glucosa (Ecuacion 30) y el valor de SSV empleados en el ensayo, definidos como
aquellos que volatilizan a una temperatura inferior a 550°C (APHA-AWWA-WPCF, 1998). Para estos
analisis se utilizaron los métodos 209 A, 209 C y 209 D, descritos en el Standard Methods (APHA-

AWWA-WPCF, 1998).

Vinéculo

AAE = P X FC X

Donde:

AAE: Actividad (gDQO/gSSV.d)

P: pendiente (g/L.h)

FC: Factor de conversion (gDQO/g Glucosa) (1.067)
Vinseulo: Volumen agregado de in6culo (L)

gSSV: Masa agregada de indculo (g/L)

La Figura 11 muestra el montaje del ensayo de AAE
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Figura 11. Mo.ntaje‘AAE
o Actividad Metanogénica Especifica (AME)

El metano puede producirse por dos vias: (i) metanogénesis acetoclastica (acetato hendido en CHs y
COz2), que en los digestores convencionales representa aproximadamente el 70% del metano
producido, y (ii) metanogénesis hidrogenotréfica (H2 y CO2 combinados para formar CHs y H20). La
via acetotréfica para la metanogénesis mediante la oxidacion del acetato en CO, e H; esta cobrando
importancia (Ho et al., 2014).

La AME brinda una aproximacion sobre la efectividad metabolica que tiene la poblacién metanogénica
en estudio frente al sustrato suministrado, dando como resultado la produccién de biogas, conformado
principalmente por metano si se garantizan condiciones alcalinas. Para tal fin, se usa una solucién
desplazante (solucion NaOH al 3%) en el caso volumétrico (Field, 1987).

Con base a Astals et al., (2015) y Soto et al., (1993), cada botella se llen6 con una cantidad designada
de indculo diluido igual a 10 g SV L' y como fuente de sustrato se empleo una concentracion de
acetato de Sodio (Ac) 2 g L' . Luego se enjuago con gas nitrogeno (N2) al 99,99 % durante 1 min (4 L
min-1). Después del lavado, las botellas se sellaron rapidamente con un tapén de goma y sello de
engaste de aluminio.

La produccion de biogas y la composicién se determinaron usando un manémetro y un cromatdgrafo
de gases, respectivamente. La acumulacion volumétrica de biogas se calculd a partir del aumento de
la presion del gas y la concentracién de CHs en el espacio de cabeza expresado en gramos de
demanda quimica de oxigeno (gDQO) en condiciones estandar (0°C, 1 bar); se aplicaron correcciones
para el gas removido durante muestreo.

La Figura 12 muestra el montaje de la AME.
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Figura 12. Configuracién volumétrica con trampa de NaOH al 3% con medicién de CHs4 en probeta

Considerando la reaccion de combustion del metano y asumiendo una oxidacion completa del mismo,
un mol de CH4 consume dos moles de O.. Por lo tanto, a condiciones normales de temperatura y
presion (T=273°K; P=1atm), 22,4 litros de metano corresponden a 64 g de DQO, es decir, 0,35 litros
de CHg4 por gramo de DQOremovida. ESta relacion permite estimar la fraccion de MO convertida en
metano a partir del volumen de metano producido en el reactor, por unidad de tiempo. Como esta
relacion es vélida para condiciones normales de temperatura y presion, para cualquier otra condicion,
el volumen obtenido debe ser corregido (Foresti, 1994). El factor de correccion por temperatura y
presion puede calcularse asi (Ecuacion 31):

PxK
k(t) = TEIEED) Ec.31
Donde:
K(t)= factor de correcion (g DQOIL)
P= presion atmosférica (atm)
R= constante de los gases (0,08206 atm*L/mol°K)
K= carga organica digerida correspondiente a una mol de CH4 (64 gDQO/mol)

t= temperatura operacional del montaje (°C)

El volumen tedrico de metano puede calcularse con la Ecuacion 32:

DQOcha4

VCH4- = K(t) Ec.32

Donde:

V/CH4= volumen tedrico de metano producido (L)

DQOch4= carga de DQO removida en el reactor y convertida en metano (gDQO)
K(t)= factor de correcion (g DQOIL)

Teniendo en cuenta la produccion de metano, el calculo de la actividad metanogénica especifica
(AME) se efectta a partir de la siguiente ecuacion:
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AME <M* )= MEC.33
gSTV Vea X M
Donde:
m= pendiente maxima en la curva de produccion de metano (Vol. Acumulado CH4 vs tiempo de
ensayo)

M=masa de lodo (volumen de lodo adicionado*Concentracion inicial Lodo (g)

Anadlisis estadistico

Con el objetivo de realizar el anélisis estadistico de la influencia de las temperaturas de operacion
(10, 15y 27°C en el caso de estudio) sobre la respectiva actividad metabdlica, en el analisis de los
datos colectados se empled un analisis de varianza con un factor (ANOVA).

Los valores de la AME se determinaron como la pendiente de un lineal ajuste de regresion (Analysis
Toolpak en Microsoft Excel 2010) aplicado a la produccién acumulada de metano (eje y) y el tiempo
(eje x) para subconjuntos de datos sobre los cuales se calcul6 la tasa de produccién de metano
aproximadamente constante. El error estandar en la pendiente fue calculado por la herramienta
Microsoft Excel usando técnicas analiticas normales.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando el programa de libre distribucion R version
4.2.2 (R Development Core Team, 2022).

5.2 Fase 2 (Efecto simultaneo de la relacion S/l y la temperatura de operacion sobre el Potencial
Bioquimico de Metano empleando un indculo de procedencia Psicrofilica)

5.2.1 Conformacion y caracterizacion del sustrato
El sustrato se conform¢ recolectando RA de diferentes hogares de la ciudad de Santiago de Cali, los
cuales presentaron la composicion mostrada en la

Tabla 10 y que representan la fraccion de RA presentes en los RSU de municipios en los que se
realizan practicas de recoleccion en la fuente y de recoleccidon selectiva (Soto-Paz et al., 2019;
Casallas-Ojeda et al., 2020). Adicionalmente, para garantizar muestras representativas y homogéneas
del sustrato, se siguieron las recomendaciones de Sakurai., (2000) tomando muestras perimetrales
para la conformacion de muestras integradas de aproximadamente 2 kg

Tabla 10. Composicién Residuos de Alimentos

RA %

Cascaras de platano y patata 56

Céscaras de frutas citricas 25

Céscaras de frutas no citricas 8,2

Fibras y minerales (cascaras de huevo, apio y hierbas, entre otros) 8,2
Otros tipos de hierbas (cilantro, acelga y cidra, entre otros) 3,2

Fuente. Soto-Paz et al., 2019; Casallas-Ojeda et al., 2020.
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Teniendo en cuenta que de acuerdo con autores como Angelidaki et al., (2009), el tamafio de particula
influye en la superficie del sustrato disponible para la accidén de los microorganismos hidroliticos
responsables de la solubilizacién del sustrato, lo que puede afectar la velocidad de produccién de
biogas (Bres et al., 2022); los RA fueron sometidos a un pretratamiento mecanico, utilizando una
trituradora CB15 Waring Commercial, a una velocidad de 15800 rpm, durante un minuto (velocidad
estandar del equipo), garantizando tamafios de particulas inferiores a 6mm de acuerdo con Holliger et
al., (2016), que recomiendan tamafios menores de 10 mm (como didmetro o longitud). La Figura 13
muestra las etapas de conformacién del sustrato, que fue caracterizado por triplicado segiin APHA &
WEF (2005), Aquino et al., (2007), ICONTEC (2004) e ICONTEC, (2011) midiendo las variables
presentadas en la Tabla 11.

Figura 13. Conformacion del Sustrato

Donde:

1: Pretratamiento mecanico de los RA

2: Conformacion de la muestra de acuerdo con la Tabla 11.

3: Mezcla homogénea de la muestra

4: Cuarteo tomando muestras perimetrales para la conformacién de muestras integradas de
aproximadamente 2 kg.
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Tabla 11. Caracterizacion del sustrato (RA)

Parametro Método Unidades
pH (in situ) 4500- H*-SM und
Humedad NTC 5167 %
Alcalinidad Total (AT) Titulacién mg CaCOs-L-1
Alcalinidad Bicarbonatica (AB) Titulacion mg CaCOs L1
Solidos Totales (ST) Gravimetria mg-L-1
Solidos Volatiles (SV) 2540E- SM mg-L-1
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) Total Standard methods mg 02 L -1
Nitrégeno amoniacal SM 4500-NH3 B, C mg-kg-1
Fésforo total (PT) 4500-P- SM mg-kg-1
Fibra cruda A.0.A.C 962.09 %
Contenido Celular VAN-SOEST %
Celulosa VAN-SOEST %
Lignina ASTM C25-11 %
Hemicelulosa VAN-SOEST %
Almidoén Hidrolisis Acida mg-L-1
Extracto etéreo USP 42 mg-L-1
Proteinas Analisis proximal %
Carbohidratos Anélisis proximal %
Zinc (Zn) Absorcién Atémica mg-L-1
Aluminio (Al) Absorcién Atomica mg-L-1
Magnesio (Mg) Absorcién Atémica mg-L-1
Cobalto (Co) Absorcion Atdmica mg-L-1
Niquel (Ni), ICP mg-L-1
Molibdeno (Mo) Absorcion Atdmica mg-L-1
Sodio (Na) Absorcion Atdmica mg-L-1
Potasio (P) Absorcion Atdmica mg-L-1
Azucares reductores (monosacéridos, glucosa, NTC 4355 %
galactosa, fructosa)
Acido acético Cromatografia de Gases mg-L-1
Acido propiénico Cromatografia de Gases mg-L-1
Acido isobutirico Cromatografia de Gases mg-L-1

5.2.2 Influencia de la Relacion S/l y la temperatura sobre el PBM

Para definir la condicion de la relacién S/I con que se alcanza la mejor tasa de produccion de metano
en cada temperatura evaluada, se realizaron ensayos PBM, que fue la variable respuesta de este
estudio. Autores como Raposo et al., (2006) recomiendan emplear relaciones S/l entre 0,5 y 1,0; sin
embargo, Raposo et al. (2006) y Parra-Orobio et al., (2015) recomiendan definir la relacion S/l a
medida que aumenta la produccién de metano, considerando la produccién potencial de AGVs y su
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capacidad de amortiguamiento. En este estudio se evaluaron tres relaciones, entre 0,20 y 1,0
(9VSsubstrato'dVSinocuic™!). La Figura 14 presenta un esquema de las relaciones evaluadas.

Reactor
Reactor 1 2 3
Relacion S/ 0,20 0,50 1,0
(gVSsubstrato'gVSinocqu'1)

Figura 14. Representacion de las unidades experimentales de relacion S/|

Actualmente no existe un conceso unanime y general entre los investigadores con respecto al modo,
intensidad y patron de agitacion. Pues, asi como existen estudios que sefialan que la agitacion
aumenta la produccidén de biogas, existen estudios que reportan lo contrario. Sin embargo, las
investigaciones recomiendan que, durante la puesta en marcha del proceso, la intensidad de la
agitacion debe ser baja, para permitir el crecimiento de los microorganismos anaerobios y aliviar el
proceso de inestabilidades; en el presente estudio se realizd agitacion manual antes de la medicion
del biogas (J. Lindmark et al., 2014).

Autores como Raposo et al., (2011) indican que para la prueba de PBM, la concentracién inicial de
indculo oscila entre 1 gSVL1y 56,5 gSVL'; VDI 4630 (2016) sugiere emplear un rango de entre 15y
20g SV, Filler et al., (2019) sugieren 15 - 20 gSV-' y Holliguer et al., (2016) una concentracion total
de SV de 20 a 60 gVS-.

La experiencia practica ha demostrado que el nivel de concentracion de inoculo afecta la tasa de
biodegradacién; normalmente cuanto mayor sea la concentracion de inéculo, més rapida seré la
conversion anaerdbica del sustrato y mas rapido se completara la prueba (Raposo et al., 2012). Por
lo anterior, para obtener diferentes valores de la relacion S/l, en el presente estudio en todas las
unidades experimentales se mantuvo fija la concentracion del inéculo, la cual correspondié a 26,0
gSV*L-" para PBM y se modificd la concentracion del sustrato en términos de gSV en cada unidad
experimental. Para determinar la cantidad de sustrato e indculo que se encontraron en el volumen util
del reactor, se aplicaron las Ecuaciones 34 y 35.

|74 x SV,
Vs — reactor reactor Ec.34
SVtotal

Donde Vv, corresponde al volumen que se debe adicionar de sustrato (L); V,eqctor €S €l volumen util
del reactor (L); SV ,eqceor SON los sdlidos totales volatiles presentes en el reactor (§*L") y SV ,orq: 108
solidos totales volatiles del sustrato (g*L -1).

Vreactor X SVreactor

V, = Ec.35
! SVinéculo
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Donde V, es el volumen a adicionar de inoculo (L); Vi, eactor €S €l volumen util del reactor (L); SV ,eqctor
los solidos totales volatiles presentes en el reactor (g *L) y SV ,scui0 [0S SOlidos totales volatiles del
indculo (g*L-1).

En esta etapa se manejé un pH constante cercano a la neutralidad (7,0 und) segun lo recomendado
por Foster (2005) y Abdulkarim & Abdullahi (2010). Se realizé un disefio factorial de variables
cuantitativas utilizando metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 2004) en el que se
evaluo la incidencia simultanea de dos variables: temperatura (N°1) y relacién S/l (N°2). Cada factor
se evalud en tres niveles correspondientes a los valores minimo, intermedio y maximo (los valores
normalizados seran -1, 0, +1, respectivamente), para tener un disefio factorial 32 y poder lograr el
analisis de los efectos de cada factor de interés, de manera simultanea (Montgomery, 2004).

A fin de comparar el PBM de los tratamientos con el sustrato de composicion conocida (RA), se elabord
un control tanto positivo como negativo que consistié en una unidad experimental alimentada con una
solucion de celulosa e indculo+ agua destilada, respectivamente; para descartar el biogas producido
a partir de la MO residual contenida en el lodo anaerobio adicionado como inoculo (Gonzalez-Sanchez
et al., 2015). Para un total de 45 unidades experimentales.

En la Tabla 12 se presenta el disefio experimental y las Tabla 13 y Tabla 14 presentan las
caracteristicas del disefio experimental de los controles positivo y negativo respectivamente.

Tabla 12. Disefio Experimental para la evaluacién simultdnea del efecto entre la temperatura y la relacion S/I

Tratamiento Variables Naturales Variables Réplicas
Codificadas
Variable N°1 Variable N°2 X1 X2 Und
Inéculo Temperatura Relacion S/l
(OC) (gSVsustrato'gSV
inocu|0'1)
T1 Psicrofilico 10 0,20 -1 -1 3
T2 Psicrofilico 10 0,50 -1 3
T3 Psicrofilico 10 1,0 -1 +1 3
T4 Psicrofilico 15 0,20 0 -1 3
T5 Psicrofilico 15 0,50 0 0 3
T6 Psicrofilico 15 1,0 0 +1 3
T7 Psicrofilico 27 0,20 +1 -1 3
T8 Psicrofilico 27 0,50 +1 0 3
T9 Psicrofilico 27 1,0 +1 +1 3

Tabla 13. Disefio Control Negativo para cada Inéculo

Control Positivo Temperatura Réplicas
(Indculo + celulosa) (°C)
1 10 3
2 15 3
3 27 3
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Tabla 14. Disefio Control Positivo para cada Inoculo

Control Negativo Temperatura (°C) Réplicas
(Inéculo + agua destilada)
1 10 3
2 15 3
3 27 3

La disponibilidad de nutrientes y micronutrientes es clave para el desarrollo de la poblacion microbiana
y en particular de la poblacion metanogénica (Romero — Guiza et al., 2016). En los ensayos de PBM,
ésta fue suplida de acuerdo con lo sugerido por Torres & Pérez (2010) y Angelidaki et al., (2009), en
la Tabla 8.

Los ensayos PBM se realizaron en incubadoras digitales refrigeradas para DBO de 216 litros. La
frecuencia de medicion fue de 1 dia de por medio para cada una de las condiciones (Porrier, 2005 ,
Rubén et al., 2022) ; sin embargo, esta frecuencia se ajusté de acuerdo con el comportamiento de las
unidades experimentales. La Figura 15 muestra las caracteristicas de la unidad experimental para los
ensayos PBM.

Medio de macro y micro
nutrientes y acondicionador
de pH

Reaclor 250 ml

Inéeulo y sustrato

Figura 15. Unidad Experimental para los ensayos PBM.
Fuente: Adaptado de Cardenas- Cleves et al., (2016)

En cada reactor se dej6 un espacio de cabeza del 50 % del volumen total para el almacenamiento del
biogas (Casallas-Ojeda et al., 2020, Myszograj et al.,2018). Para la cuantificacidn del biogas se empled
un manometro WIKA, modelo CPG500 (Ver Figura 16) y los ensayos de PBM se realizaron por
triplicado. La medicion del biogas se suspendié cuando la produccion diaria fue equivalente al 1% del
volumen total producido hasta ese momento o cuando la presion al interior del reactor no varié en mas
de 5 HPa (Filer et al., 2019).
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L ¥ |
Figura 16. Mandmetro WIKA modelo CPG500

Considerando que autores como Bolafios & Sandoval (2022) reportan que el método manométrico con
perlas de NaOH presenta un 33% menos de produccién de CHs comparado con el método
manométrico sin perlas y Alfonso & Tello (2013) sefialan el incremento de pH mediante la adicién de
NaOH desestabilizando el proceso de DA, lo que ocasiona un bajo rendimiento de produccién de
biogas y calidad del mismo, durante el presente estudio no se hizo uso de perlas de NaOH para
capturar el COz en las unidades experimentales.

Para determinar el volumen de metano a condiciones estandar, se aplico desde la Ecuacion 34 a la
Ecuacion 43 (Tabla 15) sugeridas por Aquino et al., (2007), Ortiz (2011) y Giménez et al., (2012),
donde se considerd la proporcion de CHs disuelto. De igual manera, se determin6 el PBM tedrico de
acuerdo con Buswell (Ecuacion 44) y el indice de Biodegradabilidad % B del sustrato de acuerdo
Sobotka et al., (1983), con el fin de observar el valor teérico de biogas y metano, la méaxima produccidn
y la facilidad de ser transformada la MO presente en los RA mediante DA; la informacion se
complementd mediante la revision de literatura.
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Tabla 15. Ecuaciones para determinar el PBM a través del método manométrico
Ecuacion Parametro Finalidad
Ec.36n.. — AP x V1 ney,= Moles de CH4 (mol) Ec35 - Ec36
' CHs ™ RxT, AP= Incremento de la presion en el reactor (atm) Determinar el
V1= Volumen libre (L) volumen de metano
Ec.37 V.. CE = et R X T¢g R= Constante de los gases ideales (atm*L*K-'mol-") a  condiciones
U CHs P T, = Temperatura del experimento (K) estandar
Ve, CE= Volumen de CH4 condiciones estandar (L)
Fc.38Ho = 1 0‘67Tf'74+6,88 T,z= Temperatura a condiciones estandar (K) Ec37 - Ec4t
€29 Hena P= Presion a condiciones estandar (atm) Determinar el
AP Heya= Constante de Henry para el CH4 (atm) é?slﬂg;g‘ de metano
Ec.39 Xcua dgisuelto = Homa Xcna disueito= Fraccion molar de CH4 disuelto

Ec.40 MCH4disuelto
_ Myz0 X Xpz0ch4 disueito

1- XCH4- disuelto

Ec.44 NcH,disuelto = MCH4disuelto X Vu

Ec.42 VCH4disuelto CE
nCH4disuelto X R X Te

AP

Ec.43 Vrey,CE = Vepa CE + Ve, aisueico CE

Vrey, CE
Ec.44 PBM =
gSv
VCH di Lt
Ec.45 PBMdisuelto = %

My, aisuetto= Concentracion molar de CH4 disuelto
(mol*L-)
My, 0=Concentracion molar del agua (mol*L-")

N, aisuetto= Moles de CH4 disuelto (mol)
Vu= Volumen del reactor (L)

Ven, aisuetto CE= Volumen de CH4 disuelto (L)
Vrcn,CE= Volumen total de CH4 condiciones estandar
(L)
PBM= Potencial Bioquimico de Metano (L*gSV-)
PBM j;isy,e1:0= Potencial Biogquimico de Metano disuelto
(L*gSV)

Ec.42 Determinar
volumen total de

metano a
condiciones
estandar

Ec43 - Ec44
Determinar el
Potencial
Bioquimico de
Metano total vy
disuelto

En la siguiente pagina la Tabla 16 presenta el contenido de metano (%) reportado en diferentes

estudios de DAP.
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Tabla 16. Contenido metano (%) reportado en la DA de residuos orgénicos de rapida degradacion

-
=
A
-3
&
&

Sustrato Inéculo Relacion S/l | Temperatura | Produccion | Contenido | Referencia
(g SV* gSV-1) (°C) de metano | metano (%)
(mL/gSV)
Residuos de comida y | Lodo de un digestor de _ 25 23 L/semana 65 (Khalil et al.,
residuos verdes | AR mezclado con 2016)
(paisajisticos) residuos de alimentos
Residuos de comida Lodo de un digestor de 1,0 20 401 64-69 (Rajagopal
ARD etal.,, 2017)
Residuos de Comida Lodo psicrofilico de un 1,5 18 115 453 Mufoz et al.,
digestor de residuo (2019)
porcicola
Residuos de comida Residuos bovinos 1,0 27-15 418,3a13,9 58,9 (Choudhary
et al., 2020)
Residuos de Comida y | Lodo de un digestor de 1,0 20 164 66 (Bardi &
Agua residual ARD Aminirad,
2020)
Residuos de frutas y | Residuos bovinos . 21 0,34 43 (Marti-
verduras m3 /kgVS Herrrero et
al.,2019)

Finalmente, con el objetivo de tener un mayor nimero de elementos de analisis y comparacion de los
resultados de los estudios, en cada una de las unidades experimentales se determiné el pH,
Alcalinidad (total y bicarbonatica), DQO y AGVs al final del ensayo. La medicién de los indices de
alcalinidad (la y IB) se realizé de acuerdo con lo sugerido por Ripley et al., (1986), los cuales se
fundamentan en la determinacion de las alcalinidades total y bicarbonatica y la alcalinidad debida a
los AGVs. El indice a corresponde a la relacion entre la alcalinidad bicarbonatica y la alcalinidad total
(Jenkins et al., 1983) el cual se determina de la siguiente manera:

Vi
V1 + V2

] x= Ec.46

El indice tamp6n (IB) es la relacién entre la alcalinidad debida a los AGV y la alcalinidad total (Rojas,

0, 1987), éste se halla por medio de la siguiente expresion matematica:
V

IB = Ec.47

Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de la influencia de manera simultanea de la relacion S/l y la temperatura
de operacion sobre la variable respuesta PBM empleando un indculo psicrofilico, se realizd un analisis
de varianza ANOVA (p<0,05) (Shen & Zhu, 2016). En el siguiente modelo de regresion, que
corresponde a una superficie de respuesta de segundo orden (en el modelo de regresidn, se incluyeron
los términos lineales, cuadraticos y de interaccion para los factores), se presentan las variables
ajustadas:

1y = Bo + B1x1 + Boxy + B3x1 %, + fuxs® + Psx,” Ec.48

58



Universidad
del Valle

donde py es la variable predicha a partir de la superficie de respuesta (variable dependiente PBM); X1
y X2 son las variables independientes: temperatura (°C) y relacién S/l (gSVsustrato §SVinoculo™")
respectivamente; B0 corresponde a un coeficiente constante, 1y 2 son los coeficientes lineales; 11
y B22 son los coeficientes cuadraticos; 312 es la interaccion de los coeficientes; y € es el error residual.
Todos los valores de 8 tienen las unidades de cada una de las variables a predecir (PBM) (Parra-
Orobio et al., 2020).

5.3 Fase 3

5.3.1 Modelos Cinéticos

Teniendo en cuenta que los modelos cinéticos de PO (Ec. 22), GM (Ec. 23) y FL (Ec.24) son los mas
empleados para simular la generacion experimental de la acumulacion de CHs4 en el proceso de la DA-
RA, éstos fueron los seleccionados en este estudio, los cuales describen de manera sencilla y rapida
los mecanismos de degradacion a partir de resultados experimentales disponibles siguiendo las
recomendaciones de Bong et al., (2017); Ali et al., (2019), Maddela et al., (2021) y Shi et al., 2022).

Para cada ensayo, los parametros cinéticos (PO; k; Kmax y A) fueron estimados mediante regresion
no lineal. Se utiliz6 el algoritmo de Levenberg-Marquard para determinar los parametros numéricos en
el modelado (Software Statistica 10.0). Los parametros cinéticos se estimaron para cada ensayo
usando regresion no lineal. Ademas, el coeficiente de determinacion (R2) (valor maximizado, cercano
a 1) y el error cuadratico medio (RMSE) fueron empleados para indicar la “bondad de ajuste” de cada
modelo a los datos experimentales. Los calculos de los parametros cinéticos se determinaron
considerando un intervalo de confianza entre el 90 a 95 %, con el proposito de identificar el modelo
cinético que presentara mayor ajuste al comportamiento de los datos experimentales (Shi et al., 2022).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Fase 1. Evaluar la influencia de la temperatura de operacion sobre las actividades
metabélicas del indculo de procedencia psicrofilica.

6.1.1 Caracterizacion de Inéculo psicrofilico

La procedencia del indculo y la afinidad con el nuevo sustrato son aspectos importantes a tener en
cuenta para garantizar tanto menores tiempos de arranque de los reactores como mayor actividad
bioldgica y, por lo tanto, mayor produccion de metano (Cardenas et al., 2016). En la Tabla 17 se
presenta la caracterizacion fisico- quimica del indculo empleado.

Tabla 17. Caracterizacion fisico-quimica del indculo psicrofilico empleado.

Parametro Inéculo psicrofilico Unidades
Temperatura origen < 20°C
pH (in situ) 7,35 und
Alcalinidad Total (AT) 1.845 mg/L CaCOs
Alcalinidad Bicarbonatica (AB) 750 mg/L CaCOs
Sélidos Totales (ST) 38.102 mg-L-1
Solidos Volatiles (SV) 25.826 mg-L-1
Aluminio <0,05 mg Al/L
Demanda Quimica de Oxigeno (D.Q. O) 4.918 mg O2/L
Carbono Organico Total (COT) 2.320 mg COTI/L
Acidos Grasos Volatiles (AGVs) 53,33 mg/L
Nitrdgeno Amoniacal 49,6 mg N/L
Nitrdgeno Kjendahl 65,0 mg N/L
Fésforo Reactivo Total (ortofosfato) 11,23 mg P/L
Hierro Total 31,19 mg Fe/lL
Magnesio Total 35,8 mg Mg/L
Niquel Total 0,26 mg Ni/L
Cobalto Total 0,46 mg ColL
Potasio Total 22,5 mg K/L
Sodio Total 239,7 mg Na/L
Calcio Total 161,6 mg CallL
Magnesio Total 35,8 mg Mg/L
Zinc Total 0,70 mg Zn/L
Fasforo Total 14,63 mg P/L
Molibdeno <0,500 mg Mo/L
Amonio 63,8 mg NH4*/L

El indculo presentd un pH alcalino de 7,35 unidades, encontrandose entre los valores tipicos para los
lodos provenientes de digestores anaerobios de las PTAR’s municipales conforme con las
caracterizaciones fisicoquimicas reportadas por Parra-Orobio et al., (2018) y Astals et al., (2020).
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Igualmente, se encuentra dentro de los rangos sugeridos por Raposo et al., (2012) y Holliger et al.,
(2016) para ser utilizado en los ensayos de PBM.

De acuerdo con Metcalf & Eddy (2003) y Veluchamy & Kalamdhad, (2017), la AT (1.845 mg CaCOs/L)
del in6culo se encuentra dentro del rango recomendado (1.000 - 5.000 mg CaCQOs/L) para optimizar el
rendimiento en la produccion de CHs; sin embargo, mas que la AT es la AB la que garantiza la
capacidad buffer; respecto, a la AB del indculo (750 mg CaCQOas/L), se encuentra por debajo de los
valores reportados por Parra- Orobio et al., (2016) y Diaz J & Yulieth A (2021) entre un 977,95 y
1.277,01 mg CaCOs/L para indculos de digestores anaerobios mesofilicos. Por otro lado, el indice alfa
(a) o relacion AB/AT igual a 0,41, es menor al 0,6 recomendado por Rozzi, (1986) para el arranque y
adecuado desarrollo del proceso. En estos casos, varios autores recomiendan la adicion de una
solucién buffer de bicarbonato de sodio con el fin de incrementar la alcalinidad y ajustar el pH a un
valor adecuado para la digestion anaerobia (Castillo M et al., 2003).

Por otro lado, la concentracién de AGVs (53,33 mg/L) exhibié un valor por debajo de 1.000 mg/L,
condicién que podria favorecer un buen funcionamiento del digestor (Rajagopal et al., 2017; Bardi &
Aminirad, 2020). En este estudio, la relacion SV/ST fue de aproximadamente 0,68 lo que indica una
alta disponibilidad de biomasa activa para tratamientos biolégicos (Torres et al., 2004; Liu et al., 2016)

Con relacion al nitrdgeno, el indculo presentd una predominancia de nitrogeno amoniacal Total, que
es una combinacién del nitrogeno amoniacal libre (NHs) y el nitrdgeno amonico ionizado (NH*); la
acumulacion del primero produce problemas serios de inhibicion en las arqueas metanogénicas, o
incluso puede llegar a inactivarlas, especialmente a las metanogénicas acetoclasticas (Martinez-
Campesino, 2014). Esto causa una acumulacién de &cidos grasos y una caida dréstica de pH en el
reactor; en general se cree que concentraciones de NHs por debajo de 200 mg N/L son beneficiosas
para los procesos anaerdbicos (Chen et al., 2008), por lo anterior el indculo estaria aportando al
proceso de DA nitr6geno como nutriente esencial en el crecimiento del consorcio microbiano.

Los nutrientes pueden convertirse en el recurso limitante para el crecimiento y sintesis de los
microorganismos (Metcalf & Eddy, 2003; Parra-Orobio et al., 2018). Varios estudios han demostrado
que la adicion de Na*, Ca*2, y Mg*? resultaron ser antagonistas a la inhibicion de amoniaco, un
fendmeno en el que la toxicidad de un ion se reduce por la presencia de otros iones y se ha observado
que la combinacion de estos nutrientes condujo a incrementos mayores de produccion de metano en
comparacion con la produccion cuando se afiadia Unicamente el ion sodio (Chen et al., 2008, Martinez-
Campesino, 2014), ion predominante en el presente estudio (239,7mg NalL) junto al calcio (161,6 mg
Call). Asi mismo, respecto al P (14,63 mg/L) es un elemento clave ya que conforma el ATP, principal
fuente de energia para las funciones celulares estando dentro del rango recomendado por Metcalf &
Eddy, (1995); el indculo empleado presenta mayor aporte de nutrientes que lo reportado por autores
como Parra-Orobio et al., 2014, siendo importante caracterizar el contenido nutricional del inoculo a
emplear para poder tomar decisiones.
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En general, el aporte nutricional del indculo es clave en la influencia que tiene sobre el desempefio de
los microorganismos, independientemente de la temperatura operacional y la fase del proceso de DA
que se esté llevando a cabo (Espitia & Ruiz, 2022).

6.1.2 Incidencia de la temperatura sobre las Actividades metabdlicas

El primer paso de la DA es la desintegracion o la solubilizacidn de sustratos solidos poliméricos, como
proteinas, carbohidratos y lipidos, en moléculas mas simples como aminoacidos, azucares, acidos
grasos volatiles de cadena larga y alcoholes (Roopnarain et al., 2021). La Figura 17 muestra los
resultados de generacion de azucares reductores totales (fraccion soluble) a partir de la celulosa
(fraccion lentamente hidrolizable) a las diferentes condiciones de temperatura evaluadas (10, 15 y
27°C). Considerando que la AHE se determina con base en la mayor pendiente (m), es decir, con
base a la velocidad de reaccion (Hu et a., 2004), utilizando los resultados obtenidos, se calcularon los
valores de AHE (Tabla 18). En general, se observa que los picos mas altos se alcanzan en menor

tiempo en el orden de temperatura de 15 > 27 > 10°C. A 15°C la mayor velocidad de reaccion se
alcanza en el cuarto y quinto dia, mientras que a 27°C se registra entre el sexto y séptimo dia.
Finalmente, a 10°C se requieren trece dias adicionales para alcanzar la maxima pendiente con
respecto a 15 °C. Este fendmeno estaria relacionado por una mayor poblacién inicial de bacterias
psicrotolerantes que se adecuaron mas rapidamente a la temperatura de 15°C, lo que puede estar
asociado a que la temperatura de origen del inoculo era de 17 °C. Sin embargo, la mayor AHE se
alcanzé a 27 °C (0,153 gDQOg.,/gSV*d), siendo un 38 y 52 % mayor que a 15y 10 °C, lo cual refleja
el efecto del incremento de la temperatura en una mayor actividad microbiana hidrolitica y cinética de
reaccion; este aspecto es muy importante durante el proceso DA de RA en que la hidrélisis es el paso
limitante para sustratos con un alto contenido de materia organica particulada (Benavides et al., 2013,
Garcia & Gémez, 2016).
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Figura 17. Produccion de Azlcares Reductores Totales del indculo psicrofilico a diferentes temperaturas de
operacion usando celulosa como sustrato
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Diaz & Garcia, (2021) reportan valores de AHE de 0,26 gDQOg/gSV*d empleando una mezcla de
lodo digerido de una PTAR de origen municipal y lodo de un reactor anaerobio de una central de
abasto del Valle del Cauca que trata AR procedente del sacrificio de ganado bovino y porcino en el
rango mesofilico (35°C). Por otro lado, Porrier, (2005) reportaron valores similares a 15 °C utilizando
almiddn (0,23 gDQOg/gSVd), lo cual estaria asociado a que la tasa de degradacion de los almidones
es relativamente mayor en comparacion con carbohidratos estructurales como la celulosa y la
hemicelulosa (Bernal & Martinez, 2005). Sin embargo, autores como Castro, (2012) reportan rangos
de AHE (0,015 - 0,060 gDQOgi,/gSV*d) para excretas bovinas (indculo) a 39 °C, que son inferiores a
los valores de AH alcanzada en este estudio para todas las temperaturas evaluadas.

Estos resultados sugieren que, aunque la temperatura favorece la actividad hidrolitica, aspectos como
la procedencia del indculo y el tipo de sustrato inciden en la determinacion de la AHE, por tanto, es
necesario seguir explorando estudios sobre estos y otras variables como el tamafio de particula que
afecta la cristalinidad y polimerizacion del sustrato, ya que autores como Ma et al., (2022) indican que
cuanto mayor sea la polimerizacion, mas dificil se vuelve la degradacion de la celulosa, afectando la
AHE del indculo, especialmente a temperaturas psicrofilicas, la cual ha sido poco abordada (Casallas-
Ojeda et al., 2020 y Rodriguez-Jiménez et al., 2022).

En el presente estudio la mejor condicion para el indculo psicrofilico en la AAE se presentd para la
temperatura de 27°C (1,945 gDQOg gSV*d-"), valor similar al reportado por Alzate & Quintero, (2016)
utilizando estiércol de ganado (1,96gDQO/ gSV*d-1). Se destaca la AAE mantenida por el indculo a
15°C (1,621 gDQOg, gSV*d), que es solamente 15,6% inferior a la temperatura maxima evaluada
(27°C), lo que coincide con lo reportado por Porrier, (2005) y puede deberse a que las bacterias
acidogénicas son las mas abundantes y pueden moverse en rangos de temperatura mas amplios,
siendo menos sensibles que las bacterias hidroliticas. Por otro lado, estudios realizados por Regueiro
et al.,2012 reportan valores entre 1,39 y 2,21 gDQOqu gSV*d (rango similar a los reportados en el
presente estudio, Tabla 18) a 37°C para lodos de 6 reactores anaerobios de AR. En contraste,
Quintero et al., (2012) empleando lodos de AR no aclimatados como inéculo reportan a 15°C un valor
de 0,21 gDQOg/gSVd-" similar a los obtenidos para sacarosa a 8°C por Rebac et al., (1998).

Es importante tener en cuenta a la hora de implementar la DAP, que las bajas temperaturas tienden a
estimular el crecimiento de bacterias acidificantes que permiten mayor transformacion de moléculas
solubles a acido lactico y AGVS, y, por ende, puede ocurrir una acumulacion de éstos que cause una
posible inhibicién del proceso global de DA (Tang et al., 2016, Jiang et al., 2013).

63



Universidad

del Valle

0.80 ‘ T

0.75 —v—10C
—o—15°C

0.70 |- —8—27°C|[ |

0.65 [—
0.60 —

m=0.330mgDQO/mL*d
0.55 —

o L

E 040 /
S 0.45

£

\4

T‘; 0.40 —

]

O 0.35

o

=030

o m=0.455mgDQO/mL*d
0.25 —

\ m=0.382mgDQO/mL*d

0.20 — \ @

0.15 —
0.10 —

Tiempo (dias)

Figura 18. Produccion de Glucosa del indculo psicrofilico a diferentes temperaturas de operacion

La glucosa es utilizada por el consorcio microbiano para obtener energia via glucolitica, con el objeto
de que la oxidacién resulte equilibrada dos tercios de la glucosa se transforman en propionato y un
tercio en acetato (Ac) (Metzler, 1981); este ultimo es el principal precursor de la actividad
metanogénica y en entornos naturales a baja temperatura, la via de degradacién del Ac depende de
la temperatura ambiente; en ambientes psicrofilicos, se realiza principalmente mediante metandgenos
acetoclasticos, lo que ha llevado a proponer que la homoacetogénesis también sea una via bioquimica
importante durante la metanogénesis a baja temperatura (O Kotsyurbenko et al., 2001). En la Figura
19 se presenta la AME del indculo evaluado a las tres temperaturas empleando Ac como sustrato.
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Figura 19. Actividad Metanogénica Especifica a diferentes temperaturas de operacion
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En condiciones psicrofilicas segun Dev et al., (2019), ocurren limitaciones de transferencia de masa
debido a un aumento en la viscosidad del sustrato, y un aumento en el ensuciamiento de la membrana,
dando como resultado la reduccion en la tasa de generacion de CH4 debido a la inactivacion del
consorcio de las arqueas metanogeénicas. Lo anterior, se evidencia con los valores bajos de AME a 10
y 15°C y podria indicar que la capacidad metanogénica del indculo tiene una relacién directa con la
temperatura (Elena & Martinez, 2012; Angelidaki et al., 2003; Rodriguez, 2011.). Estudios realizados
por Regueiro (2012) indican un rango de AME de 0,010 a 0,33 g DQO/gSV*d para 27°C, rango que
se cumple en el presente estudio con un AME igual a 0,021 gDQO/gSV*d para la misma temperatura
y superior a lo observado por Quintero et al., (2012) (0,017 gDQO/gSV*d) para lodos de la PTAR a
39°C. La Tabla 18 sintetiza el efecto de la temperatura sobre las actividades metabdlicas (AHE, AAE,
AME) del indculo psicrofilico evaluado y los resultados del analisis de varianza, donde se sugiere un
efecto significativo de la temperatura sobre todas las actividades metabdlicas (Valor-p < 0,05).

Tabla 18. Efecto de la temperatura sobre las actividades metabdélicas (AH, AA, AME) empleando un inéculo

psicrofilico
Actividad Metabélica Temperatura (°C) Analisis Estadistico
10 15 27 Estadistico F Valor-p <
0,05
AHE (gDQOg./gSV*d) 0,073 0,094 0,153 2.881 0,0371
AAE (gDQOgu/gSV*d) 1,403 1,621 1,945 4,689 0,0096
AME (gDQO/gSV*d) 0,0050 0,0078 0,021 8,80 0,0020

Las actividades metabdlicas rigen las velocidades de reaccion de cada etapa de la DA, por esto es
necesario tener un equilibrio entre estas (Alzate, 2015). Los resultados de las actividades metabdlicas
(AHE, AAE y AME) indican que la temperatura tuvo un mayor efecto sobre la AME (p = 0,0020) para
las temperaturas evaluadas, siendo la AME de 27 °C un 62% y 76,19% mayor que para 15y 10 °C.
Estos resultados sugieren que a una mayor temperatura se alcanzarian mayores tasas de produccion
de CHs, asi como un mayor rendimiento final. Cuando se evalUan inéculos psicrofilicos debido a su
versatilidad metabolica con microorganismos psicrotolerantes, los homoacetégenos pueden competir
con éxito con las bacterias fermentadoras y las arqueas metanogénicas hidrogenotroficas, teniendo
valores similares en algunos casos a los encontrados en la literatura a 27°C, ya que pueden crecer en
una amplia gama de temperaturas ambientales (hasta 30-35 °C) (Simankova et al., 2003); sin
embargo, es claro que los valores encontrados son mucho mas bajos que los reportados en la literatura
empleando indculo mesofilicos a temperatura superiores a los 35°C.
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6.2 Fase 2. Efecto simultaneo de la relacion S/l'y la temperatura de operacion sobre el Potencial
Bioquimico de Metano empleando un inéculo de procedencia psicrofilica

6.2.1 Caracterizacion del Sustrato

Las caracteristicas fisico-quimicas de los RA varian mucho debido a los diferentes habitos
alimenticios. Debido a esta naturaleza heterogénea, es una tarea crucial cuantificar la mayor cantidad
de parametros posibles debido a la naturaleza dinamica y sensible del proceso bioldgico. La Tabla 19
presenta los datos de la subcategoria de alimentos sin procesar, relacionado con la composicion fisica
fina de los RA.

Tabla 19. Categorias de los alimentos sin procesar (composicion fisica fina de los RA)

Tipo Residuo de cascara Cantidad Total (gr) Porcentaje (%)

Carbohidratos Cascaras de Papa 10.080 56
Cascaras de Platano verde

Frutas no citricas Cascaras de Mango
Céscaras de Banano
Cascaras de Tomate de arbol
Céscaras de Papaya
Céscaras de Melon
Cascaras de Curuba

1.440 8

Frutas citricas Cascaras de Lulo
Céscaras de Naranja
Cascaras de Mandarina
Céascaras de Limon
Cascaras de Maracuya
Cascaras de Pifia (Oro miel)

4.500 25

Fibras y minerales Céscaras de Zanahoria
Céscaras de Tomate
Restos de Cebolla Cabezona
Céascaras de Zapayo
Cascaras de Pepino Cohombo
Céascaras de Huevo

1.440 8

Otros tipos Cilantro
Acelga 540 3
Espinaca

Las caracteristicas fisico-quimicas iniciales del sustrato empleado para este estudio se presentan en
la Tabla 20, expresadas como un valor promedio con su respectivo nimero de datos (n=3).
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Tabla 20. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato empleado (BOM)

Parametro BOM Unidades
pH (in situ) 5,34 und
Humedad 83,05 %
Alcalinidad Total (AT) 3.050 mg CaCOgy -L-1
Alcalinidad Bicarbonatico (AB) mg CaCOgy -L-1
Solidos Totales (ST) 181.165,28 mg-L-1
Solidos Volatiles (SV) 159.626,75 mg-L-1
Relacion SV/ST 0,88 _
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) Total 215.978,11 mg 02 L -1
Nitrégeno amoniacal <0,1 %
Fosforo total (PT) 8,3 ppm
Fibra cruda 4,14 %
Celulosa 15,16 %
Lignina 4,64 %
Hemicelulosa 25,65 %
Contenido Celular 54,55 %
Almidén 1,3 %
Extracto etéreo 1,78 %
Proteinas 6,15 %
Carbohidratos 71 %
Zinc (Zn) 0,37 mg-100g-1
Aluminio (Al) 2,54 mg-100g-1
Magnesio (Mg) 14,52 mg-100g-1
Cobalto (Co) <0,01 mg-100g-1
Niquel (Ni), 0,07 mg-100g-1
Molibdeno (Mo) <0,005 ppm
Sodio (Na) 3,51 mg-100g-1
Potasio (P) 243,35 mg-100g-1
Azucares reductores (monosacaridos, <0,1 %
glucosa, galactosa, fructosa)
Acido acético 7558,24 + 25,4 mg-L-1
Acido propiénico 2670,35 £12,7 mg-L-1
Acido isobutirico 291,41 +10,6 mg-L-1

En general, los valores de pH, Humedad, AT y AB son tipicos de residuos rapidamente acidificables
como lo evidenciaron otros autores como Parra-Orobio et al., (2015); Sanchez-Reyes et al., (2016);
Cardenas-Cleves et al., (2018); Kumar et al., (2019) y Diaz & Garcia, (2021) en estudios de DA de
BOM y RA. Se han reportado valores de pH de 4,2 (Zhai et al., 2015; Zhang et al., 2013) y 3,51
(Rincon-Ramirez et al., 2014). El pH acido de los RA de este estudio (5,34), esta ligado a la
descomposicion de los mismos y su alto contenido de humedad (83,05%), ya que la mayor proporcion
corresponde principalmente a residuos frescos como vegetales y frutas que presentan gran contenido
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de agua), lo cual favorece la fase de hidrolisis que es la etapa inicial del proceso de DA (Peralta &
Serrano, 2019), causando ademés un aumento de la produccion de AGVs y ausencia de AB.

Autores como Panigrahi & Dubey, (2019) mencionan que un pH acido llevaria a la modificacién del
equilibrio termodinamico del sistema y la inhibicion del proceso, por lo que se confirma la necesidad
de realizar el ajuste del pH a un intervalo de 6,5 - 7,5 und empleando un alcalinizante que permita
aumentar la capacidad para neutralizar la acidez asociada a los AGVs (Raposo et al., 2012; Mufioz et
al., 2019).

En este estudio, el conjunto de compuesto lignocelulésicos (celulosa (15,16%), lignina (4,64%) y
hemicelulosa (25,65%)) obtenido es superior al estimado por Parra-Orobio et al., (2016) y Torres
Lozada et al., (2020) para este tipo de residuos, que han sido separados en el origen y que cuentan
con una recoleccion selectiva. Deublein & Steinhauser, (2011) encontraron que solo alrededor del 50%
de la celulosa fue degradada a través de la DA, transcurridos 30 dias del proceso (Diaz & Garcia,
2021).

La relacion SV/ST del sustrato (0,88) junto con las otras variables indicadoras de MO (DQO, COT)
ratifican el alto contenido organico del sustrato, que se asocia con las caracteristicas predominantes
identificadas en la caracterizacion de la composicion fisica (Lawal-Akinlami & Shanmugam, 2017). La
literatura muestra porcentajes de proteinas y carbohidratos, contenidos en RA (expresados en base
SV), que oscilan entre 13,1% - 27,17% y 41,4% - 61,7% respectivamente (Li, Y et al., 2016; Han, G et
al., 2016; Tian, H et al., 2015). El analisis del sustrato utilizado en este estudio mostré un bajo
contenido de proteina (aprox. 6,15%), mientras que presentd un contenido de carbohidratos (71%)
superior a lo que indican autores como Zhang et al., (2014) y Mufioz, (2019), quienes reportan 55,2%
y 27,8% en base seca, respectivamente. Estas diferencias pueden explicarse por los diferentes
habitos alimenticios (% cascaras de papa) que influyen en gran medida en la produccién de biogas;
de acuerdo con autores como Mufioz, (2019) los sustratos ricos en carbohidratos facilmente
degradables producen el potencial de metano mas alto; sin embargo, es importante resaltar que la
composicion de los carbohidratos presentes en los RA, presenta un contenido de material tanto de
rapida como de lenta degradacion, cuyas velocidades de degradacion son diferentes (Parra-Orobio et
al.,2014; Camacho-Mufioz & Hoyos-Concha, 2014)

El uso de RA como sustrato del proceso de DA, permite una alta transformacion de los mismos en
acidos grasos de cadena corta (AGVs) como son el acético, propiénico e isobutirico que reportan
valores iguales a 7.558,24 mg-L-1, 2.670,35 mg-L-' y 291,41 mg-L-' respectivamente; éstos son los
precursores de las fases ligadas a la produccion de metano (Sundberg et al., 2011). Estos resultados
son similares a los reportados por Parra et al., (2014), quienes encontraron con una concentracion
total de 10.595,52 mg-L-' de AGVs. En general, autores como Lorenzo &Obaya (2006), indican que
mientras mas complejo sea el residuo, mas AGVs se producen y mayor sera la produccién de CHg;
sin embargo, para lograr este equilibrio debe garantizarse una adecuada capacidad buffer en el
sistema. A partir de la composicion fisico-quimica del sustrato y mediante el uso de las Ecuaciénes 5
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y 6 (Buswell & Muller (1952) (método 1)), se estimd la produccion tedrica de metano (bajo condiciones
estandar). Utilizando los coeficientes de Symonds and Buswell presentados en la Tabla 21

Tabla 21. Potencial Bioquimico de Metano Teorico (PBMiesico) por el método de Buswell & Muller

COEFICIENTE | ELEMENTO | Peso molecular de | % Componente | Mol Elemento Relacion Molar
cada elemento

a C 12,010 42,96% 0,035 32,241
b H 1,0079 5,51% 0,054 45,040
c 0 15,999 41,09% 0,025 21,160
d N 14,006 1,70% 0,001 1

Una vez obtenidos los respectivos valores en la relacion molar, se reemplazan en la ecuacion

4 2 ta

45,040 21,160 3
C32,241H45,040021,160N + (32:241 - )HZO

De acuerdo con esta ecuacion, el PBMieerico €5 460,15 mL CH4 /gSV; sin embargo, este método asume
que todos los electrones donados son exclusivamente empleados para la energia metabdlica, por lo
que la sintesis celular no se toma en cuenta (Labatut et al., 2011); adicionalmente, bajo condiciones
reales el sustrato contiene tanto material biodegradable ( en el caso de los RA, ademas esta fraccion
contiene material de rapida y lenta degradacién), como no biodegradable y el CH4 no es el unico
subproducto. Por tanto, este valor sobreestima la produccion real que se obtiene de forma
experimental, que ademas esta influenciada por diferentes variables y factores (Casallas-Ojeda et al.,
2020, Cardenas-Cleves et al., 2016). De acuerdo con lo anterior, se decidi6 aplicar otros dos métodos
de determinacion del PBMierico. mediante las ecuaciones 15, 18, 19y 20 (Tabla 22) bajo condiciones
estandar.

Tabla 22. Potencial Bioquimico de Metano Teérico (PBMteérico)

Método empleado PBMtedrico (mL CH4
IgSV)
Método 1 (Buswell & Muller, 1952) 460,15
Método 2 (Composicidn bioquimica) 343,20

(Tabatabaei & Ghanavati, 2018; Jingura &
Kamusoko, 2017)

Método 3 (DQO) (Tabatabaei & Ghanavati, 530,33

2018; Jingura & Kamusoko, 2017)

Kumar et al., (2019), encontraron un rango de valores de PBMecrico Similares (entre 346-548 mL CHa
/gSV). Sin embargo, autores como Parra Orobio (2014) y Casallas -Ojeda et al., (2020), que trabajaron
con sustratos de la misma composicion a los de este estudio, reportan experimentales del orden de
240 y 127 mL CHs4 /gSV, respectivamente, valores muy por debajo del PBMteorico del presente
estudio, lo que sugiere que el método 2 (composicion bioquimica) fue el mas préximo aunque, como
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se menciond anteriormente, son muchos los factores y variables ( ej: la variabilidad de la composicion
de la muestra y la cantidad afiadida de RA, las caracteristicas de calidad y cantidad del inéculo, entre
otros) que hacen que la estimacién teérica difiera de la produccién real. Por tanto, dado que diferentes
factores y variables inciden en el proceso de DA, éstas deben ser evaluadas simultaneamente para
encontrar condiciones dptimas (Casallas-Ojeda et al., 2020, Costa et al., 2016).

6.2.3 Influencia de la Relaciéon S/l y la temperatura sobre el PBM
La Figura 20 ilustra el comportamiento del PBM durante los 48 dias (1.162 horas) que se llevé a cabo
el proceso de DAP-RA en todas las condiciones de relacién S/I'y temperatura evaluadas.
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Figura 20. Efecto simultaneo de la Temperatura de operacion y la relacion S/l sobre el PBM con un inéculo
psicrofilico

Las Figura 20 (A, B y C), muestra que al emplear una relacién S/I mayor (1,0 gSVsustrato'9SVinoouo™) @
10°C y 15°C no se presentan diferencias significativas en la producciéon de PBM y la produccién de
metano alcanzada es mas baja en comparacion con la produccion a 27°C. Al disminuir la relacién S/,
se observa que la produccién de metano va aumentando, siendo mayor a 27°C. En sintesis, son mas
adecuadas las relaciones S/l bajas (entre 0,20 y 0,50 gSVsustrato §SVinocuio™!) para minimizar la inhibicion
del proceso DA y asegurar asi una mayor eficiencia, lo cual coincide con lo reportado por autores
como Corsino et al., (2021) y Chynoweth et al. (1993, 2001); Slimane et al., (2014), quienes
encontraron que la produccién de biogas aument6 a medida que la relacién S/I disminuyd (<1).

Con relacion a la Figura 20 (D, E y F), se evidencia que a medida que disminuye la temperatura de
operacion durante la DA-RA la relacion S/I tiene menor influencia sobre el PBM y el rango de
produccion de metano a 10°C para las tres relaciones S/I evaluadas es la menor, mientras que al
incrementar la temperatura a 27°C, el rango es mucho mayor; lo anterior indica que posiblemente en
la DAP la relacién S/I tiene menor incidencia que en la DA mesofilica.

Leung & Wang, (2016) indican que en comparacion con los rendimientos de metano producidos en un
rango mesofilico (>28°C), donde un PBM de RA puede alcanzar alrededor de 440-480 mLCH4/gSV,
el sustrato bajo temperaturas psicrofilicas tarda mas tiempo en degradarse, produciendo menos
metano. Con respecto a la DAP, los estudios han reportado una produccion de biogas que oscila entre
250 y 460 mL/gSV con una composicién de biogas con un 63,1 - 66,8 % de CHs (Lou et al., 2012).
Mufioz et al., (2019), reportaron una produccion de biogas a 18°C de aproximadamente 115 mL/gSV,
con un contenido promedio de CHsy CO> en el biogas del orden 54,6 % y 45,3 % respectivamente, a
los 84 dias de medicién.

La Figura 20 (D y E), indica que en la presente investigacion a 10 y 15°C se obtuvo una produccion
de biogas maxima de 54,62 y 77,91 mL/gSV empleando relaciones S/l de 0,20 y 0,50 gSVsustrato
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9SVinocuis™ respectivamente y al elevar la temperatura de operacién a 27°C (Ver Figura 20.F) se
alcanzé una produccién de CHs de 207,98 mL/gSV a una relacién S/ de 0,20, que fue la que mostrd
los mejores resultados de PBM, alcanzando un porcentaje de biodegradabilidad calculado mediante
la ecuacion 21 (Sobotka et al., 1983) igual a 60,60%. Comparado con otros autores, la menor
produccion a 10 y 15°C obtenida en la presente investigacion puede explicarse con los resultados de
las actividades metabdlicas, donde los resultados de la DNS reflejaron que la tasa de unién microbiana
al sustrato depende del tipo de bacterias que contiene el indculo y la adaptacion de estas a las
temperaturas psicrofilicas, principalmente durante la AHE y AME lo que se ve reflejado en la menor
produccion del PBM (Colos-Arango, 2015).

Adicionalmente, se observé que la temperatura tiene un efecto sobre la fase de crecimiento e
incremento de produccion de CHg; para la temperatura de 10°C e independientemente de la relacion
S/l, la fase de crecimiento presentd una duracion entre 6 y 8 dias (144 y 192 horas) y posterior a ese
tiempo no se presentd un incremento significativo en la produccion de CH4 hasta el dia 42 (1.008
horas) puesto que ya se habia empezado a presentar una estabilizacién, mientras que cuando se
incrementd la temperatura a 27°C para una relacién S/ 0,20, la produccion fue aproximadamente
durante14 dias (336 horas) y a relaciones S/l mayores (0,50 y 1,0 gSVsustrato S Vinocuio™), la produccion
durd 20 dias (480 horas). Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Chen & Hashimoto
(1996) quienes afirman que esta fase es méas corta para las relaciones mas bajas que corresponden
a las de menor concentracion de sustrato.

De acuerdo con el modelo de regresion (Ecuacion 36), la variabilidad del PBM se puede explicar en
un R2=80,92% con la superficie de respuesta ajustada (Ver Figura 21.A), la cual esta representada
por la siguiente ecuacion:

PBM = 29,8+ 0,38 x Temp — 69,8 * S/l — 5,062 * Temp = S/I + 0,1863 * Temp2 + 93,9 * S/IZ

El anélisis ANOVA se ajustd al modelo de regresion para la interaccion de dos variables, la cual ha
sido ampliamente utilizada por autores como Li et al., (2015) y Oliveira, Alves y Costa (2015). El
andlisis muestra que la temperatura de operacion tiene el impacto mas significativo en el proceso, con
un coeficiente de 0,38 en comparacién con el coeficiente de relacion S/l de -69,8 y el coeficiente de
interaccion entre las dos variables (-5,062) que son menos significativos.
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Figura 21. El efecto de interaccion entre la relacion S/l'y la temperatura sobre el PBM empleando un indculo
Psicrofilico. A) Superficie de respuesta B) Diagrama de Contorno

Se destaca que el area delimitada por las mas altas temperaturas (entre 22,5 y 27 °C) y menores
relaciones S/I (entre 0,2 y 0,4 gSVeustato'dSVinocuic™!) COrresponden a las condiciones en las cuales el
PBM obtuvo valores superiores a 100 mLCH4/gSV. En el diagrama de contorno (Figura 21.B) se
evidencia que, el PBM se maximiza a mayor temperatura (maxima temperatura evaluada: 27°C) y baja
relacion S/l (Minima relacion S/l evaluada: 0,20) con Media=148 mLCHa4/gSV, Error estandar=4,27.

Este resultado es consistente con la figura de probabilidad normal de los efectos estandarizados
(Figura 22.A) con un nivel de confianza del 95%, es decir, que empleando el indculo psicrofilico el
PBM alcanzado transcurrido los 48 dias de medicion, muestra una relacion directamente proporcional
entre la temperatura y el PBM e inversamente proporcional con la relacién S/l (Figura 22.B).
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Figura 22. A) Efectos normales (absolutos) estandarizados de la temperatura y la relacion S/I sobre el PBM
B) Efectos principales en el PBM

En general, cuando se cambia la temperatura de una prueba de condiciones mesofilica a psicrofilica,
hay un impacto negativo en las tasas de generacion de metano asociado al consumo de MO (Feller,
2017. En este estudio, la disminucion de la temperatura de 27°C a 15°C y 10°C, causé una reduccidn
en la produccion de biometano del orden de 62,53 % y 73,59 % respectivamente, respecto a 27°C.
Estos resultados coinciden con lo encontrado por autores como Chae et al., (2008) que también
investigaron el efecto de la reduccion de la temperatura sobre la produccién de biogas; pasando de
35 a 30°C y de 30 a 25°C encontraron que la produccion de biometano se redujo en un 3% y un
17,4%, respectivamente. Massé et al. (2003) también evaluaron el rendimiento de un reactor por lotes
secuenciales (ASBR) y pasando de 20°C a 15°C y luego a 10°C, encontraron una reduccion en la
produccion de biogas de 18 % y 69,9 % respecto a la condicién de 20°C.

Algunos estudios recomiendan la aplicacion de estrategias de aclimatacién del inoculo durante la fase
de inicio de la DAP e indican que se obtienen resultados prometedores cuando la temperatura de
aclimatacion del inéculo se considera en la prueba de PBM psicrofilica y se piensa en la DA como una
oportunidad de tratamiento de RA y no solo como un medio para la produccién de biogas y para
potencializar su aplicacion (Collins G et al., 2006; Bialek K et al., 2011). Lendormi et al., (2022) también
indican que si se requiere realizar un proceso de DA a temperaturas distintas a las consideradas méas
favorables (mesofilicas y termofilicas), es necesario adaptar o redefinir los principios de una DA
cuando se aplica a condiciones psicrofilicas (Marti- Herrero et al., 2022).

Dolejs et al., (2018) encontraron que usando indculo aclimatado a condiciones psicrofilas (15°C), se
alcanzaron resultados de actividad similares con respecto a la prueba de PBM a 35°C en el tratamiento
de aguas residuales.

Asi mismo, los resultados reportados por Marti-Herrero et al., (2022) muestran que cuando un inéculo
mesofilico se aclimata a condiciones psicrofilicas (10°C), los resultados de PBM son del orden de 72
% (10°C) respecto a 37°C, mientras que, sin aclimatacién, los resultados son apenas del orden de 51
%.
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Adicional al seguimiento de la produccion de metano en cada una de las condiciones evaluadas,
también se realizd la caracterizacion fisico-quimica de cada uno de los reactores al final del proceso
(Tabla 23).

Tabla 23. Valores de pH, AT, AB, AGVs, la, 1B y DQO al final del proceso

Tratamiento Inéculo Temp S pH AT (mg AB (mg AGV's | AAG IB la DQO
(°C) (gSVsus | (und) | CaCOs*L- | CaCOs*L- | (mg*L- | vs (mglL)

trato'gs 1) 1) 1) (mg

Vinoculo™ CaC

1) Os*L-

)

T1 Psicrofilico 10 0,20 6,28 6.950 4.250 3.336 | 2.700 | 0,388 | 0,612 3.738
T2 Psicrofilico 10 0,50 6,03 7.735 4.750 7.458 | 2.985 | 0,386 | 0,614 7.558
T3 Psicrofilico 10 1,0 6,10 7.325 4.800 8.040 | 2525 | 0,345 | 0,655 | 13.178
T4 Psicrofilico 15 0,20 6,1 10.200 6.860 5.658 | 3.340 | 0,327 | 0,673 5.878
T5 Psicrofilico 15 0,50 6,25 8.640 6.170 8418 | 2.470 | 0,286 | 0,714 6.458
T6 Psicrofilico 15 1,0 5,15 7.000 4.250 11.580 | 2.750 | 0,393 | 0,607 | 16.648
T7 Psicrofilico 27 0,20 7,32 5.635 3.750 8.208 | 1.885 | 0,335 | 0,665 7.498
T8 Psicrofilico 27 0,50 6,10 6.200 3.950 7.752 | 2.250 | 0,363 | 0,637 6.858
T9 Psicrofilico 27 1,0 5,19 8.250 5.000 7.104 | 3.250 | 0,394 | 0,606 | 16.018

*AAGVs (Alcalinidad por AGVs)

En el presente estudio, a pesar de que se garantizé al inicio del proceso un rango de pH inicial de 6,8
a 7,5 und, considerado éptimo para una maxima produccion de CHs (Mosey & Fernandes 1988; Mata-
Alvarez et al., 2000; Liu et al., 2008; Zhang et al., 2015; Anwar et al., 2016), el pH de todos los reactores
con excepcion de los tratamientos T6 y T9 vari6 entre 6,0 y 7,5und (Tabla 23), locual puede estar
asociado a que en estos se presento la relacion S/I més alta de las evaluadas (1 gSVsustrato 9S Vinocuio™
1), lo cual coincide con autores como Parra- Orobio et al., (2020); otra posible hipétesis que también
podria explicar la disminucion del pH en estos reactores es la acumulacion de AGVs que pueden
desequilibrar el proceso; igualmente las altas concentraciones de AGVs son consistentes con la alta
presencia de bacterias acidogénicas, que en el caso de T6 coinciden con la mayor AA, por lo que se
recomienda evaluar con mas detalle estos factores en futuras investigaciones.

La medicion de los indices de alcalinidad (indice tampén (B) e indice alfa (a)) se basé en la
determinacion de las alcalinidades total, bicarbonatica y debida a los acidos grasos voléatiles. Se
conoce que la adecuada variacién del indice B esta en el rango 0,20-0,40, lo que indica que por lo
menos el 60 % de la alcalinidad total del sistema tiene que estar en forma de alcalinidad bicarbonatica
(Rozzi, 1994). La Tabla 23, muestra que empleando un in6culo psicrofilico a bajas temperaturas el
indice B de todos los tratamientos se encuentra entre 0,25-0,40, que ratifica que la AT durante el
ensayo, fue en gran proporcién debida a la AB, permitiendo asi que los reactores contaran con
suficiente capacidad buffer. De igual forma, respecto al indice a se recomiendan valores de 0,7
alcanzandose condiciones estables, o cual permite concluir que transcurridas 1.162 horas todas las
configuraciones evaluadas presentaron condiciones estables.
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Por ultimo, el monitoreo de la DQO es importante porque es un indicador de cuanta MO se esta
degradando para ser convertida en biogas (Nayono et al. 2010); se evidenci6é que respecto a la
medicion final de DQO la relacién S/I tuvo una incidencia directa ya que a mayor relacién S/l se
presentd un menor aprovechamiento y biodegradabilidad del sustrato (>DQO), lo cual coincide con la
menor produccién de PBM a mayor S/I. Lo anterior sugiere un mejor funcionamiento cuando es
agregado un mayor volumen de in6culo y menor cantidad de sustrato en el reactor, coincidiendo con
lo reportado por autores como Sanchez-Reyes et al., (2016).

6.3 Fase 3. Modelacion Cinética

Se han utilizado una variedad de métodos en la identificacion de parametros cinéticos, debido a que
el proceso de DA se caracteriza por su alta complejidad y no linealidad. Esto provoca variabilidad en
los valores de los parametros reportados en diferentes estudios, incluso cuando se tuvo el mismo
funcionamiento y condiciones ambientales (Madani-Hosseini et al., 2014).

En la Tabla 24 se presentan los resultados obtenidos y se muestra la bondad del ajuste. En ésta se
observa que no todas las aplicaciones fueron satisfactorias, sin embargo, los parametros de todos los
modelos cinéticos se validaron con base en los valores de las funciones de error R2 y RMSE; el
coeficiente de correlacion informado, cuando correspondia, a mayor temperatura indicé un ajuste
excelente (>0,95) mientras que a medida en que decrecié la temperatura el ajuste fue menor (15°C:
>0,90 y 10°C: >0,83). Lo anterior indica, que los modelos cinéticos aplicados se ajustan mejor a
condiciones de temperatura mesofilica que psicrofilica; en este Ultimo caso de los tres modelos
aplicados, el de GM fue el que present6 el mejor ajuste (maximizando R? y minimizando el RMSE),
coincidiendo con lo indicado por autores como Marti Herrero et al., (2022), Casallas-Ojeda et al.,
(2020) y Diaz & Garcia (2021).

En las Figuras 23, 24 y 25, se presenta la prediccidn de produccion de metano para cada una de las
condiciones de tratamiento evaluadas mediante los tres modelos cinéticos.
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Tabla 24. Estimacion de los parametros cinéticos evaluados para ensayos de DAP-RA a diferentes
temperaturas de operacion y relacion S/I: metano

Temperatura (°C) 10 15 27
Relacién S/l 0,20 0,50 1,0 0,20 0,50 1,0 0,20 0,50 1,0
(gSVsustrato'QSVinoculo'
)
Tratamiento T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9
Pmax (mLCH4/gSV) 54,62 33,055 44,608 59,375 77,913 50,079 207,988 126,106 97,837
experimental
Primer Orden (PO)
Pmax (mLCHa4/gSV) 45,03 24,28 38,89 55,91 89,69 40,78 196,4 111,9 87,93
Kh (d") 0,087 0,319 0,067 0,208 0,040 0,054 0,310 0,137 0,181
R? 0,75 0,73 0,85 0,97 0,95 0,58 0,99 0,94 0,95
RMSE 5,556 4,00 5,225 3,284 5,608 6,054 8,591 8,505 7,415
Gompertz
modificado (GM)
Pmax (mLCHa4/gSV) 47,2 26,86 39,27 55,25 76,16 92,97 192,4 111,6 86,88
Rmax (mLCH4/gSV.d) 1,585 1,206 1,321 6,046 2,656 0,7179 48,08 6,995 8,392
A(d) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,31 0,00 0,00
R? 0,86 0,91 0,85 0,97 0,97 0,85 0,98 0,95 0,95
RMSE 5,11 3,548 5,502 3,608 5,027 3,574 11,36 8,199 8,686
Funcién Logistica
(FL)
Pmax (mLCH4/gSV) 154,3 79,21 156,60 165,5 2218 191,3 579,3 332 263,7
Rmax (mLCH4/gSV.d) 3,112 3,139 2,147 14,66 7,578 2,217 106,6 17,1 17,36
A (d) 24,26 10,94 40,42 6,97 22,96 54,24 3,93 10,76 6,88
R? 0,86 0,82 0,84 0,96 0,97 0,86 0,96 0,94 0,92
RMSE 4,211 3,344 4,111 3,319 4,157 3,61 13,23 8,068 7,723
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Figura 23. Modelo de PO
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Figura 24. Modelo de GM
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Figura 25. Modelo de FL
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Parametros cinéticos como la constante de hidrdlisis (Kh), la fase de latencia (A) y la tasa méxima de
produccion metano (Rmax) podrian verse significativamente influenciados por la relaciéon S/l y la
temperatura (Hobbs et al., 2018). Dentro de este estudio, con relacién al modelo cinético de PO, los
valores de Kh estan en el rango reportado para sustratos ricos en carbohidratos como los RA (0,002-
0,30 d") (Aldin et al.,2011); ésta variable se vio afectada tanto por la relacién S/, lo cual coincide con
Hidalgo & Martin (2014), Parra-Orobio et al., (2018) y Cardenas- Cleves et al., (2018), como por la
temperatura de operacion. Sin embargo, se encontrd que aunque los dos factores presentan un efecto
significativo sobre la Kh (p < 0,05), la temperatura es el factor que mas afecta este parametro cinético
(mayor temperatura= mayor Kh) (Pan et al., 2019) a excepcion de T2 donde se obtuvo un Kh=0,30 d-
Ta 10°C pero el modelo bajo esta condicion presenta un ajuste igual a R2=0,73 y RMSE=4,0 lo cual
indica una alta variabilidad que hace que la prediccion del metano, asi como la bioquimica de este
tratamiento posiblemente no sea confiable y no puede extrapolarse a condiciones de reactores a
escala piloto y real.

El hecho de que la relacidén S/l igual a 1,0 gSVsustrato'gSVinoculs™! pueda haber afectado la hidrdlisis,
puedo estar relacionado a factores como la predominancia de material particulado, altos niveles de
solidos totales y la acumulaciéon de AGVs(Sundberg et al., 2011).

En términos de A, se evidencia que el modelo cinético de GM no refleja la realidad biolégica del
proceso, puesto que se encontraron valores de A nulos (0 dias), lo que indica que no hubo un periodo
minimo de adaptacion enzimatica al sustrato, sino que la biodegradacion de los RA ocurrié de manera
instantanea, lo cual no tiene un significado biolégico valido (Parra-Orobio et al., 2017; Bedoi¢ et al.,
2020), en contraste, los tratamientos T5 y T7 presentaron valores mayores (0,52d" y 0,31d") y
coinciden con las condiciones dptimas de produccion de metanoa 15y 27°C.

Esta variabilidad y diferencia de comportamientos de A, estd mas relacionada con la afinidad del
indculo y con el sustrato que con la temperatura (Marti Herrero et al., 2022); en este estudio, los valores
de A obtenidos no reflejan cambios significativos en el tiempo. Con el fin de contrastar los resultados
de A se aplicd el modelo de modelo FL, donde se evidencia que el modelo no se ajusta al
comportamiento experimental observado ya que arroja valores de A entre 3,93 d-'y 54,24d-!; Teniendo
en cuenta que este modelo cinético presenta un incremento exponencial inicial hasta alcanzar una
estabilizacion final en el nivel maximo de produccion y ademas asume que la tasa de produccion de
biogas es proporcional a la cantidad de gas ya producido, la tasa maxima de produccion y la capacidad
maxima de produccion de biogas ( Donoso-Bravo et al., 2010 ), al aplicar dicho modelo en el presente
estudio se sobreestiman todos los parametros cinéticos, lo cual se ve reflejado en mayor medida en
el Pmaxdonde a menor temperatura se present6 un incremento entre el valor experimental y Pmax del
orden de 64,79y 67,60% a 10°C y 15°C respectivamente.

Con relacién a la producciéon méxima de metano (Pmax) a diferencia del FL, el modelo de GM mostré
una diferencia minima entre el Pmax experimental y los estimados para todos los tratamientos.
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Sin embargo, comparado con el valor de PBMesrico (343,20 mL CHs /gSV) obtenido utilizando la
composicion del sustrato (en términos de carbohidratos, proteinas y lipidos en el RA) se evidencia que
experimentalmente el modelo FL a 27°C y relacién 0,20 presenta el valor mas cercano al tedrico,
siendo, solamente 3,26% inferior al teérico (R2=0,94). Lo anterior, sefiala que debido a la complejidad
de este proceso el PBMtesrico SObreestima la produccion de metano y se deben aplicar y tener en cuenta
los resultados de diferentes modelos como se realizé en este estudio.

Emplear un in6culo psicrofilico aclimatado a bajas temperaturas por un tiempo produce un incremento
de PBM (Pmax) lo cual se observa a temperatura psicrofilica igual a 15°C y relacién S/1 0,50, lo anterior
coincide con autores como Marti Herrero et al.,(2022) quienes afirman que la aclimatacion a lo largo
del tiempo en rangos psicrofilos/psicotrépicos a 10°C y 20°C puede hacer que la produccion de
metano sea 1,6 y 1,2 veces mayor.Con respecto a la tasa maxima de produccion de CH4 (Rmax) al
aumentar la temperatura de un inoculo psicrofilico, se aumenta su velocidad y potencial para generar
metano considerablemente. Se alcanzaron valores maximos de Rmax a 27°C y relacion S/l 0,20
(48,08 mLCH4/gSV*d y 106,6 mLCH4/gSV*d) mediante GM y FL, respectivamente, lo que refleja una
correlacion positiva entre el Rmax y la temperatura y coincide con lo reportado por Mufioz (2019) y
Dev et al., (2019), quienes indican que la disminucion de la temperatura hasta cierto punto tiene
incidencia principalmente sobre el metabolismo y rendimiento de las archaeas metanogénicas.
Interesantemente, las mayores tasas de produccion de metano se obtuvieron en las bajas relaciones
S/1, lo cual indica menores problemas de adaptacion de los microorganismos al sustrato. De esta
manera, Kafle & Chen, (2016) y Cao et al., (2019) mencionan que un valor mas alto de Rmax significan
normalmente una mayor produccion de CHs, lo cual es consistente con los resultados obtenidos para
condiciones 6ptimas en el PBM.

Existe muy poca literatura sobre la utilizacién de modelos cinéticos a temperaturas psicrofilicas
empleando RA en el proceso de DA ya que en los pocos estudios realizados en estas condiciones
prima la implementacion de estiércol vacuno y porcino, lo que representa una gran limitacion al
momento de comparar los resultados de los pardmetros cinéticos (Choudhary et al., 2020). Estos
resultados sugieren que se requieren aplicar varios modelos cinéticos que se complementen entre si
y aunque la cinética de los modelos probados tiene beneficios en términos de predicciéon de la
produccion de metano y su relacién con el comportamiento de la biomasa, s necesario incorporar
otro tipo de modelos dindmicos que permitan predecir no solo la produccion de metano, sino también
la generacion o transformacion de otros sustancias o variables operativas (eliminacion de DQO,
nitrbgeno amoniacal, alcalinidad, AGV, entre otros parametros como el comportamiento térmico)
(Sossa et al., 2018, Liotta et al., 2015, Rajagopal et al., 2017).
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CONCLUSIONES

e La fraccidn organica biodegradable presente en los residuos de alimentos (RA) es
significativa, lo que ratifica su potencial uso como fuente de energia renovable, a partir de
procesos de digestion anaerobia; esta estrategia de aprovechamiento permitira aportar a la
minimizacion de los impactos ambientales causados por su disposicion directa en sitios de
disposicion final. Sin embargo, caracteristicas como el bajo pH (5,34und) y los altos
contenidos de carbohidratos de lenta degradacion como lignina (4,64%), celulosa (15,16%) y
hemicelulosa (25,65 %), indican la necesidad de acondicionar el sustrato, ya que se pueden
presentar problemas de inhibicion tanto en la tasa de hidrélisis como de produccion de
metano.

e Los resultados de las actividades metabdlicas del indculo a 10, 15y 27°C, indicaron que la
temperatura tiene un efecto significativo sobre las mismas (valor -p < 0,05), siendo las
actividades hidrolitica y metanogénica las mas influenciadas por la temperatura.

e Larelacion S/l influyé sobre la digestion anaerobia de los RA, siendo las relaciones menores
a 1,0 gSVsubstratogSVinoculo™ 1as que permitieron un mejor desempefio del proceso; con valores
mayores, el proceso se desestabiliza debido a la ocurrencia de procesos de acidificacion por
acumulacion de los AGV's que no logran ser estabilizados por la capacidad buffer del sistema.

e La disminucion de la temperatura de operacion del proceso de 27°C a 15°C y 10°C, genera
una disminucién de la produccion de biometano del orden de 62,53 % y 73,59 %
respectivamente, respecto a 27°C, lo cual evidencia que la temperatura tiene un efecto sobre
la fase de crecimiento e incremento de produccién de CHs.

o Elanalisis de efecto simultaneo de la temperatura y la relaciéon S/I, mostr6 que la temperatura
de operacién tiene mayor incidencia sobre el proceso de digestion anaerobia que la relacion
S/I. La condicion 6ptima encontrada dentro de las evaluadas fue la de 27°C y 0,20
9SVsubstrato'9SVinoculo™!, con la cual se alcanzé un PBM experimental de 207,98 mL/gSV; sin
embargo, este valor mostré una diferencia del orden de 39,40% inferior al de la produccion
tedrica (343,20 mL/gSV), lo cual se debe a diversos aspectos como calidad, complejidad y
cantidad del sustrato y del indculo, temperatura de operacion, entre otros. Por tanto, todos los
factores deben ser controlados en conjunto para garantizar la eficiencia de los mecanismos
enzimaticos de los microorganismos involucrados en la digestion anaerobia a bajas
temperaturas.

o Elresultado de los modelos cinéticos implementados en el estudio mostro que el modelo de
Gompertz Modificado para la temperatura de 27°C, present6 el mejor ajuste (>0,95), mientras
que a medida que decrecid la temperatura, el ajuste fue menor (15°C: >0,90 y 10°C: >0,83).La
constante de hidrolisis Kh esta més relacionada con la temperatura de operacion que con la
relacion S/I, mientras que la fase de latencia A tiene mayor relacién con la afinidad entre el
sustrato y el indculo que con la temperatura a la que se lleve a cabo el proceso de digestion
anaerobia.

e Teniendo en cuenta que la seleccion de un indculo depende del origen, la afinidad con el
sustrato y las caracteristicas del mismo, este trabajo de investigaciéon permitid conocer el
efecto de la temperatura sobre las actividades metabdlicas como herramienta para la
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1)

2)

3)

4)

5)

seleccion de indculos en la digestidn anaerobia psicrofilica de residuos de alimentos; al mismo
tiempo, se conocié el efecto simultaneo de las diferentes variables evaluadas (temperatura y
relacion S/I) sobre la produccién de metano bajo condiciones psicrofilicas. Lo anterior
representa una contribucion sobre los criterios de decision encaminados hacia su aplicacion
en sistemas a gran escala en las region frias y templadas de la region, asi como un aporte
sobre las estrategias de minimizacion de la contaminacion ambiental por la disposicion a cielo
abierto de residuos solidos organicos.

RECOMENDACIONES

Dado que las actividades metabdlicas de un indculo estan asociadas al tipo de sustrato empleado,
es importante considerar en estos ensayos, la aplicacién de soluciones que representan la
composicion real del sustrato a evaluar en el proceso de digestion anaerobia. Adicionalmente,
para complementar el analisis de las comunidades microbianas y dinamica poblacional de las
arqueas metanogénicas y particularmente de las comunidades psicrotolerantes del indculo, es
recomendable evaluar la aplicacién de herramientas como programas ION TORRENT
PERSONAL GENOME MACHINE METHONDS AND TECHNOLOGIES que aportarian al analisis
de los principales componentes de la comunidad microbiana y junto con la dinamica de las familias
dominantes de bacterias y arqueas, permitiria proponer diferentes vias metabdlicas para la
aclimatacion de las comunidades microbianas.

Durante la actividad metanogénica especifica (AME) un posible inconveniente del acetato sodico
(Ac) es la posible interaccion entre el sodio y el inhibidor de la prueba. Este fenémeno podria
controlarse seleccionando una sal de Ac para comprobar la inhibicion de un cation especifico; la
sal de acetato debe coincidir con el cation investigado (ejemplo, acetato de potasio para evaluar
la inhibicién del potasio).

Realizar estudios que permitan evaluar el efecto simultdneo de dos o mas variables como el tipo
de indculo, sustrato, tamario de particula, y concentracion de solidos sobre el proceso de DAP, de
tal manera que permita maximizar su potencial para la generacion de bioenergia y aportar criterios
de decision respecto a la viabilidad técnico-econémica.

Estandarizar el protocolo metodolégico para determinar las actividades metabélicas de acuerdo
con la temperatura en que se va a llevar a cabo el proceso de DA, ya que el emplear protocolos a
35°C, no permite conocer o aproximarse al comportamiento del proceso bajo condiciones
psicrofilicas puesto que se conoce que la temperatura tiene un efecto sobre el método del acido
3,5 dinitrosalicilico DNS empleado para medir aztcares reductores totales.

Igualmente, es indispensable estandarizar el Protocolo de Potencial Bioquimico de Metano para

la digestion anaerobia de residuos de alimentos en diferentes condiciones, incluidas las
psicrofilicas ya que la insuficiencia de estudios limita comparar y analizar los resultados obtenidos.
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6) En el marco de los aspectos abordados en este estudio, se sugiere evaluar mas relaciones S/I
para conocer con mayor precision su incidencia en la DAP, asi como el efecto de la aclimatacién
de los indculos a bajas temperaturas.

7) Modelos como el ADM1 pueden ser una opcién confiable en para evaluar la DAP y la formacion
de otras sustancias durante el proceso, asi como profundizar en la sistematizacién y modelacion
bajo condiciones psicrofilicas.
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