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RESUMEN

El aprovechamiento energético de los residuos de alimentos (RA), fracciéon altamente
biodegradable de los residuos solidos municipales (RSM), representa un desafio ambiental
debido a su rapida degradacion y generacion de emisiones; la digestion anaerobia (DA) surge
como alternativa para su valorizacién en biogés, cuyo desempeio depende de la calidad del
inoculo y la relacion sustrato/indculo (S/1).

En este contexto, el presente estudio evaluo el potencial del lodo granular proveniente de un
reactor UASB de una industria papelera en la digestion anaerobia (DA) de residuos de
alimentos (RA) a escala de laboratorio. Se caracterizaron sus actividades metabodlicas
especificas (hidrolitica (AHE), acidogénica (AAE) y metanogénica (AME)) y se analizaron las
relaciones S/I de 0,2; 0,5 ¥ 1,0 gSViustra/8S VinoCulo €n términos de produccion de metano
mediante ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM).

El estudio se desarrollo en dos fases. En la primera, se caracterizo el indculo en términos
fisicoquimicos y metabolicos. Las actividades especificas se determinaron en reactores a 35 °C
empleando celulosa, glucosa y una mezcla de acidos grasos volatiles (AGVs) como sustratos
para la AHE, AAE y AME, respectivamente. En la segunda fase, los ensayos de PBM se
realizaron mediante el método manométrico y la producciéon neta de metano se corrigid por la
actividad endogena del indculo.

Los resultados mostraron que el lodo granular presentd un pH neutro con suficiente capacidad
buffer y adecuadas concentraciones de macro y micronutrientes; asi mismo, presento altas
actividades metabolicas en las tres etapas analizadas. La AHE (0,650 gDQO/gSV*DiA)
evidencié una capacidad hidrolitica sostenida, AAE (5,116 gDQO/gSV*DIA) registro valores
altos asociados a la rapida fermentacion de carbohidratos y la AME (0,311 gDQO/gSV*DiA)
superd los rangos tipicos reportados, lo que evidencia un indculo altamente activo para la
conversion de AGVs en metano.

En los ensayos de PBM, las tres relaciones S/I mostraron comportamientos similares en los
primeros dias, pero las diferencias se acentuaron durante la fase de estabilizacion. La relacion
S/T de 0,2 alcanzo6 los mayores rendimientos de metano (245,83 ml CH4/g SV) y la mayor
estabilidad del proceso, mientras que las relaciones 0,5 y 1,0 presentaron limitaciones asociadas
a la mayor carga orgénica, una menor disponibilidad relativa de biomasa activa y menos
produccion de metano (110,22 y 76,44 ml ml CH4/g SV respectivamente).

En sintesis, los resultados demostraron que el lodo granular industrial evaluado constituyd un
in6culo adecuado para la DA de RA, debido a su alta actividad metabolica y su capacidad
amortiguadora. Asi mismo, se confirma que las relaciones S/I bajas favorecieron la estabilidad
del sistema y la eficiencia de produccidon de metano, lo que demostrd que la seleccion adecuada
del in6culo y de la relacion S/I es determinante para optimizar el desempefio de la digestion
anaerobia.

Palabras claves: Digestion anaerobia (DA), Lodo granular, Residuos de alimentos (RA),
Inoculo, Relacion sustrato/indculo (S/I), Potencial bioquimico de metano (PBM), Actividad
metabolica



ABSTRACT

The energy recovery of food waste (FW), a highly biodegradable fraction of municipal solid
waste (MSW), represents a relevant environmental challenge due to its rapid degradation and
emission generation. Anaerobic digestion (AD) emerges as an alternative for its valorization
into biogas; however, its performance depends on factors such as inoculum quality and the
substrate-to-inoculum ratio (S/I).

In this context, the present study evaluated the potential of granular sludge from an upflow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactor of a paper industry for the anaerobic digestion of
food waste at laboratory scale. Specific metabolic activities (hydrolytic (HMA), acidogenic
(AMA), and methanogenic (MMA)) were characterized, and S/I ratios of 0,2, 0,5, and 1,0
2V Squbstrate/€V Sinoculum Were analyzed in terms of methane production through Biochemical
Methane Potential (BMP) assays.

The study was conducted in two phases. In the first phase, the inoculum was characterized in
physicochemical and metabolic terms. Specific activities were determined in reactors operated
at 35 °C using cellulose, glucose, and a mixture of volatile fatty acids (VFAs) as substrates for
HMA, AMA, and MMA, respectively. In the second phase, BMP assays were performed using
the manometric method, and net methane production was corrected for the endogenous activity
of the inoculum.

The results showed that the granular sludge exhibited a neutral pH, sufficient buffering
capacity, and adequate concentrations of macro- and micronutrients; likewise, it presented high
metabolic activities in the three stages analyzed. HMA (0,650 gCOD/gVS-day) evidenced a
sustained hydrolytic capacity, AMA (5,116 gCOD/gVS-day) showed high values associated
with rapid carbohydrate fermentation, and MMA (0,311 gCOD/gVS-day) exceeded typical
reported ranges, indicating a highly active inoculum for the conversion of VFAs into methane.

In the BMP assays, all S/I ratios showed similar behavior during the initial days; however,
differences became more pronounced during the stabilization phase. The S/I ratio of 0,2
achieved the highest methane yields (245.83 mL CHa4/g VS) and the greatest process stability,
whereas the 0,5 and 1,0 ratios exhibited limitations associated with higher organic loading,
lower relative availability of active biomass, and reduced methane production (110,22 and
76,44 mL CHa/g VS, respectively).

In summary, the results demonstrated that the evaluated industrial granular sludge constitutes
a suitable inoculum for the anaerobic digestion of food waste due to its high metabolic activity
and buffering capacity. Furthermore, lower S/I ratios favored system stability and methane
production efficiency, confirming that the appropriate selection of inoculum and S/I ratio is a
determining factor for optimizing anaerobic digestion performance.

Keywords: Anaerobic digestion (AD), Granular sludge, Food waste (FW), Inoculum,
Substrate-to-inoculum ratio (S/I), Biochemical Methane Potential (BMP), Metabolic activity



1. INTRODUCCION

La gestion de residuos so6lidos municipales (RSM) tiene un impacto ambiental, social y
economico significativo. Una fraccion importante de estos residuos estd compuesta por materia
organica, como los residuos de alimentos (RA) (Babu et al.,2021). Aunque estos materiales
poseen un potencial de valorizacién, cominmente terminan en vertederos, lo que genera
problemas como la emision de gases de efecto invernadero, malos olores y pérdida de recursos
aprovechables (Fuentes et al., 2008).

Entre las alternativas tecnologicas para el tratamiento de residuos organicos, la digestion
anaerobia (DA) destaca como una opcion eficiente y sostenible que permite obtener biogas y
digestato. La DA comprende etapas metabdlicas secuenciales (hidrolisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis) realizadas por comunidades microbianas especializadas en
ausencia de oxigeno (Appels et al., 2011). Su eficiencia depende del tipo de sustrato, el pH, la
temperatura, la relacion sustrato/inoculo (S/I) y, especialmente, de la calidad del inoculo
empleado (Xu et al., 2018).

Los RA, por su alta biodegradabilidad y contenido nutricional, son adecuados como sustrato
en la DA; Sin embargo, su naturaleza heterogénea y su alto contenido de carbohidratos, lipidos
y proteinas pueden generar un desequilibrio metabolico (He et al., 2024). Esto favorece la
acumulacion de acidos grasos volatiles (AGVs), como acético, propionico y butirico,
provocando la disminucion del pH y la inhibicion de las arqueas metanogénicas (Zhang et al.,
2014). La acumulacién de AGVs es una de las causas de inestabilidad en los digestores y su
control es esencial para asegurar una produccion estable de biogas (Chen et al., 2008).

En este contexto, el uso de lodos granulares como indculo ha ganado interés por su alta
concentracion de biomasa activa, estructura compacta y capacidad para manejar altas cargas
organicas. Estos lodos contienen comunidades microbianas, incluidas arqueas metanogénicas
acetoclasticas e hidrogenotroficas (Hulshoff Pol et al., 2004), lo que mejora la estabilidad del
sistema. No obstante, su adaptacion a sustratos complejos como los RA puede verse limitada
por la presencia de compuestos facilmente acidificables que generan acumulacion de AGVs 'y
estrés microbiano (Li et al., 2021).

Los lodos granulares de la industria papelera pueden ser ttiles como indculo en la DA de RA
debido a que provienen de aguas residuales con alta carga de compuestos de lenta degradacion,
como la celulosa y lignina. Esto favorece el desarrollo de microorganismos capaces de degradar
sustratos complejos (Jurado et al., 2009), lo que les brinda una posible ventaja adaptativa frente
a la fraccion lignocelulosica presente en los RA.

Esta investigacion evalu6 el potencial del lodo granular de una industria papelera como in6culo
en la DA de RA, analizando el efecto de la relacion S/I en la produccion de biogés y se enmarco
en el proyecto de investigacion 21260 “Influencia de la procedencia del inoculo sobre la
produccion de metano de la digestion anaerobia de residuos de alimentos”, ejecutado por el
grupo de investigacion Estudio y Control de la Contaminacion Ambiental - ECCA, y
financiado por la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Valle.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion y manejo de los residuos sélidos municipales (RSM) representa uno de los
principales desafios ambientales a nivel global. Estos residuos, son generados por actividades
domésticas, comerciales, servicios y algunos residuos industriales no relacionados
directamente con procesos productivos (Wilson et al., 2006).

Los RSM estan compuestos por una combinacion heterogénea de materiales, que incluyen
fracciones organicas como restos de alimentos crudos y cocidos, papel, carton y residuos de
jardineria, asi como fracciones inorganicas como plasticos, vidrios y metales (SEMARNAT,
2020). Segun el Global Waste Management 2024 del Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente (PNUMA), la generacion global de RSM alcanz6 los 2300 millones de
toneladas en 2023 y se estima que podria llegar a 3800 millones de toneladas para 2050, lo que
representa un incremento del 65%. Este crecimiento conlleva riesgos para la salud publica, el
ambiente y la sostenibilidad econémica de las ciudades (UNEP, 2024).

En el contexto colombiano, se generan aproximadamente 32332 toneladas diarias de RSM, de
las cuales alrededor del 85% son gestionadas en infraestructuras con licencia ambiental,
abarcando 1028 municipios. Sin embargo, aun existen 78 municipios que utilizan botaderos a
cielo abierto, sin tratamiento adecuado, lo que pone en evidencia las desigualdades en la gestion
de residuos (ANDESCO, 2024).

La fraccion organica de los RSM, representa una proporcion significativa de los residuos
urbanos a nivel mundial; estudios recientes indican que esta fraccion puede constituir entre el
44% y el 60% del total de los RSM, dependiendo del contexto geografico y socioeconomico
(Moreno et al., 2024). Dentro de esta fraccion, los RA representan una de las principales fuentes
de generacion; este tipo de residuos, compuesto por alimentos crudos y cocidos no consumidos,
constituye un problema creciente a nivel global y local. A nivel mundial, se pierde el 14% de
alimentos producidos entre la cosecha y la comercializacion (FAO, 2019), y un 17% adicional
se desperdicia entre la distribucion y el consumidor (PNUMA, 2021).

A nivel mundial, aproximadamente el 14 % de los alimentos producidos se pierde entre la
cosecha y la etapa previa a la comercializacion (FAQO, 2019), lo que se define como pérdida de
alimentos. Por su parte, un 17 % adicional se desperdicia en las etapas de distribuciéon minorista
y consumo final, fendmeno denominado desperdicio de alimentos (PNUMA, 2021).

Segun el Informe del Indice de Desperdicio de Alimentos 2024 del PNUMA, en 2022 se
generaron 1050 millones de toneladas de desperdicios de alimentos crudos y cocidos a nivel
mundial, equivalentes a 132 kg por persona y representa cerca de una quinta parte de los
alimentos disponibles para consumo humano. La mayor proporcion provino de los hogares
(631 Mt; 60%), seguida de restaurantes y comedores (290 Mt; 28%) y tiendas minoristas (131
Mt; 12%). En conjunto, este desperdicio representa aproximadamente un tercio de la
produccion mundial de alimentos, dado que entre el 30% y el 32% se pierde o se desecha en
alguna etapa del sistema alimentario (PNUMA, 2024).

Este desperdicio provoca una serie de consecuencias, como la inseguridad alimentaria (FAO,
2019), la generacion entre el 8 % y el 10 % de emisiones globales de gases de efecto
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invernadero que contribuyen al cambio climatico y eventos meteorologicos extremos (FAO,
2022), asi como a la contaminacion ambiental por degradacion de ecosistemas y pérdida de
biodiversidad.

En el contexto colombiano, se estima que anualmente se pierden y se desperdician 9,76
millones de toneladas de alimentos, equivalente al 34% de la oferta nacional, con un impacto
social que podria cubrir las necesidades de cerca de 8 millones de personas en situacion de
inseguridad alimentaria (FAO 2019; MinAmbiente, 2021; ABACO, 2022). Ademas, este
desperdicio contribuye a la generacion de aproximadamente 5 millones de toneladas de CO2-¢q
por afio, asociadas a la disposicion final en rellenos sanitarios (Garrido-Gomez et al., 2020).
Estos efectos ponen en evidencia la necesidad de intervenir en el desperdicio de alimentos.

A nivel global, la gestion inadecuada de los Residuos de Alimentos (RA) representa un desafio
ambiental significativo, ya que su disposicion en vertederos tanto controlados como no
controlados contribuye a la emisién de gases de efecto invernadero y a la contaminacion de
suelos y aguas. Si bien la DA ha sido identificada como una alternativa viable para el
aprovechamiento de estos residuos, al permitir su transformacién en biogas y digestato, su
implementacion efectiva enfrenta diversas limitaciones técnicas y operativas (Lorenzo y
Obaya, 2005; Kavitha et al., 2023).

A pesar de que la DA puede alcanzar una conversion energética superior al 70% en forma de
metano (CHa4), su rendimiento se ve condicionado por multiples factores que dificultan su
aplicacion a escala real (Holliger et al., 2016; De Vrieze et al., 2015; Mainardis et al., 2020).
Entre los principales obsticulos se encuentran los periodos prolongados de arranque,
atribuibles al lento desarrollo de los microorganismos metanogénicos y la necesidad de un
control riguroso de parametros como el pH, temperatura, carga organicay AGVs (Hagos et al.,
2017; Wang et al., 2023; Zielinski, 2023).

Uno de los aspectos mas criticos en la eficiencia del proceso es la adecuada seleccion de la
relacion Sustrato/Inoculo (S/1), ya que un desbalance en esta proporcion provoca inestabilidad
del sistema, inhibicion de la actividad metanogénica y una disminucién en la produccion de
biogas (Kdadka et al., 2022). Estudios experimentales demuestran que relaciones S/I bajas, en
el rango de 0,2 a 0,5 gSV/gSV, favorecen la estabilidad del proceso y minimizan el riesgo de
acumulacion de AGVs, mientras que valores cercanos a 1,0 gSV/gSV tienden a maximizar la
produccion de metano, aunque con mayor riesgo de sobrecarga orgéanica (Raposo et al., 2011;
Lietal., 2018; Demichelis, 2022). En algunos casos se han reportado que relaciones superiores
a 1,5 gSV/gSV generan inhibicion parcial de la metanogénesis debido al descenso del pH y la
acumulacion de intermediarios acidos (Neves et al., 2004; Li et al., 2008).

En este contexto, es necesario profundizar en los efectos de la relacion S/I sobre el desempefio
de la DA de RA para establecer condiciones que garanticen la eficiencia energética y viabilidad
ambiental. Dado que la relacion S/I depende tanto de la carga organica como de la calidad del
inoculo, los lodos granulares anaerobios surgen como una alternativa prometedora, pues
contienen consorcios microbianos con arqueas metanogénicas acetocldsticas (Hulshoff Pol et
al., 2004). Su estructura densa y compacta favorece la retencion de biomasa, mejora el contacto
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sustrato-microorganismos y permite soportar mayores cargas organicas (Yu Liu, 2003).
Ademas, su alta concentracion de arqueas metanogénicas (hasta 10° células/mL) supera a las
de lodos floculentos, donde predominan bacterias metanogénicas hidrogenotroficas (Torres et
al., 2007).

En los sistemas industriales de tratamiento anaerobio, particularmente en reactores UASB de
la industria papelera, la generacion de lodo granular es un subproducto al proceso biologico
(Seghezzo et al., 1998). Su acumulacion exige purgas periddicas, y una gestion adecuada. En
la industria de pulpa y papel, el manejo del lodo residual representa un desafio técnico,
ambiental y econdmico debido a los costos asociados a su estabilizacion, transporte y
disposicion final (Pokhrel & Viraraghavan, 2004; Ashrafi et al., 2015). Tradicionalmente, estos
lodos se deshidratan y disponen en rellenos sanitarios o, en algunos casos, su uso como inoéculo
en otros sistemas anaerobios se presenta como una alternativa mas sostenible, en concordancia
con los principios de economia circular, al transformar un residuo industrial en un recurso con
potencial energético (Appels et al., 2008; Kelessidis & Stasinakis, 2012).

No obstante, a pesar de las ventajas, del lodo granular, éste enfrenta dificultades cuando se
utiliza con sustratos complejos como los RA, debido a su alta heterogeneidad, composicion
variable y contenido elevado de grasas y azucares simples. Estas caracteristicas pueden
provocar la acumulacion de productos intermedios, como los AGVs, los cuales inhiben la
actividad metanogénica si no se controlan adecuadamente las condiciones operativas
(Samaniego, 2013). A ello se suma que, bajo condiciones experimentales donde el inoculo se
incorpora con una fraccion liquida significativa, pueden verse alteradas la viscosidad aparente
del sistema y las condiciones hidraulicas de mezcla, dadas las caracteristicas no newtonianas
del lodo granular, lo cual afecta las interacciones entre granulos, compromete la estabilidad del
proceso anaerobio y puede limitar la transferencia de masa hacia el interior del granulo (Pevere
et al., 2006; Wang et al., 2016).

Considerando que la DA representa una alternativa viable para el aprovechamiento energético
de los RA, es fundamental optimizar las condiciones del proceso para garantizar su eficiencia.
Entre estos factores, la relacion S/I y el tipo de indculo empleado son determinantes en la
estabilidad y productividad del sistema, por lo tanto, son variables que fueron objeto de estudio
en esta investigacion.

3.  JUSTIFICACION

La creciente generacion de RA representa uno de los principales desafios ambientales y
sociales a nivel global. Estos residuos, altamente biodegradables y con un elevado contenido
de materia organica, representa entre el 40 y 60% de la fraccion de RSM en paises
latinoamericanos (Lorenzo y Obaya, 2005; Grau et al., 2015; Hoornweg & Bhada-Tata, 2012).
La DA se presenta como una alternativa tecnologica integral para el tratamiento de RA,
permitiendo reducir significativamente la cantidad de residuos que terminan en vertederos y,
por ende, mitigando impactos ambientales como la emision de gases de efecto invernadero, la
contaminacion del suelo y de cuerpos hidricos (Singh et al., 2022).
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En Colombia, el problema adquiere una magnitud relevante ya que se estima que 9.76 millones
de toneladas de alimentos se pierden o desperdician anualmente, lo cual equivale al 34% de la
produccion nacional (FAO, 2012; MinAmbiente, 2021). Ante este panorama, la DA se presenta
como una alternativa tecnologica integral. Este proceso permite no solo reducir la cantidad de
RA destinados a disposicion final, sino también transformarlos en productos de valor agregado
como biogés y digestato. El biogas compuesto principalmente por metano (CHs4) y dioxido de
carbono (CO.), puede emplearse para generacion de calor, electricidad o biometano,
reduciendo la dependencia de combustibles fosiles y contribuyendo directamente al ODS 7
(energia asequible y no contaminante). A su vez, la captura y aprovechamiento energético del
metano evita su liberacion a la atmosfera, lo cual constituye una medida costo-efectiva para la
mitigacion del cambio climatico en linea con el ODS 13 (accion por el clima) (IEA, 2018).

Desde una perspectiva social, la valorizacion de RA mediante DA fortalece estrategias de
economia circular y gestion integral de residuos, en concordancia con la Estrategia Nacional
de Economia Circular (ENEC) de Colombia, favoreciendo comunidades més sostenibles (ODS
11) y apoyando la meta del ODS 12.3, que busca reducir a la mitad el desperdicio de alimentos
hacia el 2030 (FAO, 2024). El biogas derivado de los RA tiene un impacto directo en la calidad
de vida de comunidades rurales y periurbanas. En Colombia, cerca del 25% de los hogares
rurales ain dependen de combustibles sélidos como lefia o carbon para cocinar (DANE, 2018).
La sustitucion parcial de estos combustibles por biogas no solo disminuye la presion sobre los
bosques y la deforestacion asociada, sino que también contribuye a la mejora de las condiciones
sanitarias y reduce la exposicidon a contaminantes atmosféricos (De La Torre, 2008).

En el plano econdémico, el digestato resultante de la DA constituye una alternativa como
biofertilizante, disminuyendo la dependencia de fertilizantes quimicos importados, cuyos
costos se han incrementado significativamente en los ultimos afios en Colombia (FAO, 2022).
Ademés, los proyectos de DA pueden generar ingresos adicionales mediante la venta de
energia, el aprovechamiento agricola del digestato y la participacion en esquemas de mercado
de carbono. En este sentido Colombia cuenta con un marco regulatorio activo, en el que el
Impuesto Nacional al Carbono (Ley 1819 de 2016) y los mecanismos de compensacion de
emisiones de GEI definidos por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible
(MinAmbiente, 2020), permiten que proyectos de energias renovables, como la DA, se integren
a esquemas de mitigaciéon de emisiones y accedan a créditos de carbono (Veldsquez Pifias,
2023).

En este contexto, analizar la relacion S/I en la DA es importante ya que asegura la estabilidad
del sistema y maximiza la produccion de biogas. Asi, el andlisis de la influencia de esta relacion
en la DA de RA, empleando lodo granular de la industria papelera, adquiere relevancia técnica
y estratégica, al aportar criterios para una adecuada estabilidad del proceso y la generacion de
biogas, consolidando la DA como una alternativa econdmicamente viable y alineada con las
politicas nacionales de mitigacion de emisiones y valorizacion de residuos.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General:

Evaluar a escala de laboratorio un lodo granular como in6culo proveniente de
un reactor anaerobio de la industria papelera para la digestion anaerobia de
residuos de alimentos.

4.2. Objetivos especificos

e C(aracterizar las actividades metabdlicas (hidrolitica, acidogénica y
metanogénica) del indculo granular procedente de una industria
papelera.

e Analizar las relaciones Sustrato/Inéculo de 0,2, 0,5 y 1,0
2SVisustrato/€S Vinoculo €n términos de la produccion de biogas en la
digestion anaerobia de residuos de alimentos.

5.  MARCO TEORICO
5.1.  Residuos solidos municipales (RSM)

Los residuos sélidos (RS) son materiales desechados por personas y empresas porque ya no
tienen utilidad. Estos incluyen residuos provenientes de hogares, comercios, instituciones e
industrias, generados a partir de diversas actividades humanas. El manejo inadecuado de estos
residuos puede tener efectos negativos significativos sobre la salud publica y el ambiente, por
lo que una gestion adecuada es crucial (Saéz, 2014). En el contexto colombiano, la gestion de
los residuos solidos se encuentra regulada por el Decreto 1077 de 2015, el cual establece el
marco normativo del servicio publico de aseo y la gestion integral de residuos solidos,
definiendo los componentes del sistema, las responsabilidades de los actores involucrados y la
jerarquia de manejo que prioriza la prevencion, reduccion, reutilizacidon, aprovechamiento,
tratamiento y disposicion final. Los RS se pueden clasificar segun sus caracteristicas y origen
en (Galvis, 2016).

e Residuos solidos organicos: son materiales biodegradables como los restos de
alimentos, podas y desechos agricolas.

e Residuos solidos inorganicos: son aquellos no biodegradables como plasticos, metales
y vidrio.

e Peligrosos y no peligrosos: son desechos que pueden o no representar un riesgo para
la salud y el ambiente.

e Urbanos y rurales: diferenciados por su origen geografico y las actividades humanas
que los generan.

e Putrescibles y no putrescibles: diferenciados segtn su facilidad para descomponerse.
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Dentro de los RS, se encuentran los residuos s6lidos municipales (RSM), que constituyen una
fraccion significativa de los RS y tienen caracteristicas particulares segun su origen y
composicion; sin embargo, la definicion puede variar dependiendo del pais (Periathamby,
2011).

En Colombia, la definicién de los RSM esta establecida en la normatividad que regula la
prestacion del servicio publico de aseo. De acuerdo con el Decreto 2981 de 2013, compilado
posteriormente en el Decreto 1077 de 2015, se entienden como “cualquier objeto, material,
sustancia o elemento, principalmente sélido, que resulta del consumo o uso de un bien en
actividades domésticas, comerciales, industriales, institucionales o de servicios, y que el
generador presenta para su recoleccion por parte de la entidad prestadora del servicio publico
de aseo” (Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio, 2013; 2015).

En los paises desarrollados, la produccion de residuos solidos municipales (RSM) es mayor en
comparacion con los paises en desarrollo. Sin embargo, en estos ultimos afos, se ha
evidenciado un porcentaje entre el 53% y el 57% de los RSM (Kaza et al., 2018). Estos se
encuentran conformados por materiales biodegradables organicos (MBO), es decir, residuos
que se descomponen con gran rapidez y facilidad (Bustos Flores, 2009). Segiin Marmolejo et
al., (2009), la composicion principal de los RSM en Colombia se basa principalmente en:

Residuos de alimentos y desechos de jardin.
Papel, carton y madera.

Vidrio y plasticos.

Hojarasca y céscaras de frutas y verduras

Los RA representan una fraccion significativa de los RSM y su generacion ocurre a lo largo de
la cadena de suministro de alimentos, caracterizandose por su alto contenido organico y rapida
descomposicion (Singh et al., 2022). La Tabla 1 describe los aspectos asociados a los RA en
términos de generacion, composicion y potencial de aprovechamiento en la DA.
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Tabla 1. Aspectos relacionados con los RA y su potencial de aprovechamiento mediante DA

Aspecto Descripcion

Se generan por disminucion en cantidad o calidad de alimentos

Generacion de residuos de .
durante la cadena de suministro, que comprende desde la

alimentos ., .
produccion hasta la llegada al consumidor final.
La materia orgénica es el principal componente de los residuos
solidos municipales en paises en desarrollo.
Los RA estan compuestos principalmente por carbohidratos,
Composicion proteinas, lipidos y fibra vegetal (celulosa, hemicelulosa y

lignina). Estos pueden variar segin su origen, pero
generalmente contienen entre 40-50% de carbohidratos, 15-
25% de proteinas y 10-15% de lipidos, junto con minerales y
agua.

- Elevado indice de nutrientes
- Réapida biodegradabilidad
- Disponibilidad en grandes volimenes.

Potencial para la digestion
anaerobia

Fuente: Adaptado de FAO, (2012), Marmolejo et al., (2010) y Guerrero, et al., (2016).
5.2.  Digestion anaerobia

La DA es un proceso biologico en el que la materia organica se descompone en ausencia de
oxigeno, produciendo dos subproductos principales: el biogds compuesto por 50-70% metano
(CHy), el resto principalmente diéxido de carbono (CO.), con trazas de hidrogeno (Hz), y
sulfuro de hidrégeno (H2S) dependiendo del sustrato, la carga organica, la temperatura y la
estabilidad del proceso, y el digestato una mezcla rica de productos minerales (N, P, K, Ca) y
otros compuestos que son complejos de degradar que pueden utilizarse como fertilizante
(Camara Moguel et al., 2014; Cur¢i¢ et al., 2025; IEA Bioenergy, 2018; Meegoda et al., 2025).

En la DA, las bases microbioldgicas se fundamentan en cuatro etapas: hidrélisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis (Figura 1), cada etapa influye en la transformacion eficiente de
la materia orgéanica en biogés. Para maximizar la productividad del proceso, es esencial analizar
las actividades especificas, ya que estas son indicadores claves que permiten estabilidad e
identifican posibles limitaciones en la degradacion (Torres et al., 2007).

16




RA: MATERIA ORGANICA COMPLEJA Compuestos organicos e inorgdnicos
no biodegradables

J

-
Sustrato

' : : I Proteinas | I Carbohidratos ] [ Lipidos |
Hidroksis I'S I
SIS Bol @000 kessseesbessweessssaatesandd Bactenias hidroliticas -
i3 4 Y
L —— —— | Aminodacidos Azucares I IAﬁdosgrasos Alcohulesl
Q
| gl
lol =000 |eeeeeeeeeecee—eeeec b e Bacterias fermentativas =~ -— - -4
Acidopénesis | %l
[
- l
i Acidos
———————————————— Propidnico, Butirico, Valérico,
s Formico, etc.
.9 } Bacterias acetogénicas
Acetogénesis | 8’ productoras de hidrogeno
=1 v vy
D
—_—t ol Acetato H +CO;
| Q] | Bactarias H 4o I
| S|
12|
Metanogéness | Ei
@ Arqueas metanogénicas Arqueas metanogénicas
| fg‘ acetoclasticas hidrogenatroficas
I8 \
I CHy+CO;
Productos e (';:D'; & 5?‘ Digestato

Figura 1. Etapas del proceso de digestion anaerobia
Adaptado de: Diaz & Garcia (2021).

En la hidrolisis, las enzimas desempefian un papel crucial al descomponer moléculas orgéanicas
complejas e insolubles, como lipidos, polisacaridos, grasas, proteinas y acidos nucleicos. Este
proceso es llevado a cabo por microorganismos hidroliticos, que transforman estas moléculas
en compuestos mas simples y solubles en agua, como azlicares, aminoacidos y acidos grasos.
Entre los microorganismos responsables de esta etapa se destacan los anaerobios estrictos,
como bacteroides y Clostridium, junto con bacterias facultativas como los estreptococos, que
también contribuyen a la descomposicion (Parra, 2015).

En la ecuacion 1 se especifica la reaccion de la etapa de la hidrdlisis, donde las enzimas son
excretadas por los microorganismos antes mencionados con el proposito de modificar los
materiales organicos insolubles para que estos puedan ser utilizados como una fuente de
energia (Adekunle & Okolie 2015).

nC6H,005 + nH20 TlC6H]206 Ec1.

La acidogénesis, también conocida como fermentacion, es un proceso microbiano anaerobio
en el que los productos de la hidrolisis son transformados dentro de las células en 4cidos, sin
requerir un donador o aceptor de electrones externo. Durante esta etapa, se descomponen
aminoacidos y aztcares simples (monosacaridos) en compuestos mas sencillos, como AGVs
(valérico, acético, propionico y butirico) e hidrogeno (Hz) (Batstone et al., 2002). En este
proceso, el grupo microbiano Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides es el segundo mas
numeroso responsable de llevar a cabo el proceso de descomposicion (Foresti et al., 2006).

La cinética de este mecanismo es relativamente rapida y ocurre en condiciones de pH bajo, lo
que lo convierte en la principal fuente de energia para las poblaciones microbianas no
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metanogénicas, (Liibken et al., 2007). En la ecuacion 2, se muestra la reaccion de la
acidogénesis:

—

nCsH,,0
6771076 B.Formadoras de acido

3nCH;COOH Ec.2

En la fase de acetogénesis, el acetato se forma tanto por la fermentacion de compuestos
monoméricos como por la transformacion de AGVs en acetato, hidrogeno (Hz) y didxido de
carbono (CO2), proceso llevado a cabo por bacterias acetogénicas. La conversion posterior de
acetato a metano resulta termodindmicamente favorable cuando la presion de hidrogeno se
mantiene baja, por lo que su eliminacidon en esta etapa es fundamental. Debido a que la
acetogénesis presenta limitaciones energéticas, se requiere la participacion de otros
microorganismos, como las arqueas metanogénicas que consumen hidrégeno, para que el
proceso se desarrolle de manera eficiente (Blanco, 2011).

En la metanogénesis los microorganismos metanogénicos son fundamentales, ya que no solo
producen metano, sino que también eliminan los productos generados en etapas previas. Estos
microorganismos, pertenecientes al dominio Archaea, utilizan sustratos simples con uno o dos
atomos de carbono, como el acetato, el Hz, el CO», el metano y ciertas metilaminas, también

cuentan con enzimas especializadas para realizar estas transformaciones (Camara Moguel et
al., 2014).

El metano se genera a través de dos rutas principales, llevadas a cabo por diferentes tipos de
arqueas metanogénicas:

1. Ruta hidrogenotrofica: utiliza CO; y H> como fuentes de carbono e hidrogeno,
actuando como agente reductor, estd dominada por arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas aportando el 30% del metano producido (Izumi et al., 2010).

2. Ruta acetoclastica: convierte el 4dcido acético y COz en metano. Se lleva a cabo por

arqueas metanogénicas acetoclasticas generando cerca del 70% del metano (FAO,
2011).

Las reacciones especificas de estas vias se presentan en las ecuaciones 3 y 4.

N

4H,

CH4+3H20 Ec.3

+ €O, —— —
Metanogénicas hidrogenotréficas

—

CH;COOH CH, + CO, Ec.4

Metanogénicas acetocldsticas
5.2.1. Factores que influyen en la digestion anaerobia
La DA estd influenciada por varios factores que afectan la eficiencia y estabilidad de la

produccion de biogas y la calidad del digestato. Los principales factores que influyen son: pH,
alcalinidad, AGVs, temperatura, relacion S/I, composicion y caracteristicas del sustrato. Sin
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embargo, cada uno de estos pardmetros depende en gran parte del tipo de sustrato e indculo
que se va a emplear para el desarrollo de la DA (Tg et al., 2022).

5.2.1.1. pH, alcalinidad y Acidos Grasos Volatiles (AGVs)

El pH y la alcalinidad son factores fundamentales en la DA, ya que influyen directamente en
la actividad de los distintos grupos microbianos, especialmente los metanogénicos. Estos
microorganismos son altamente sensibles a las variaciones de pH, por lo que se recomienda
mantenerlo en un rango cercano a la neutralidad (6,5 - 7,6 unidades), con valores ptimos entre
6,8 y 7,2 para asegurar una produccion estable y eficiente de biogas (Angelidaki et al., 2009;
Holliger et al., 2016). Diversos estudios indican que un pH inicial cercano a 7,0 favorece la
solubilizacion de materia orgénica y la formacién de AGVs, alcanzando hasta un 86 % de
solubilizaciéon comparado con valores extremos de pH (Zhang et al., 2005; Gallego-Bravo et
al., 2023; Oliveira et al., 2025).

Durante las etapas de hidrolisis y acidogénesis, el pH suele disminuir debido a la formacion de
AGVs, siendo favorable un rango entre 5,5 y 6,5 para estas fases. En contraste, un pH bdasico
puede favorecer la acumulacion de amoniaco, el cual resulta toxico para algunos
microorganismos anaerobios (Ward et al., 2008; Demirel y Yenigiin, 2002). Por ello, mantener
un pH estable es esencial para conservar el equilibrio microbiano y la eficiencia del proceso
(Angelidaki et al., 2009).

La alcalinidad, por su parte, actiia como un sistema tampon que neutraliza los AGVs generados,
evitando descensos de pH. Una alcalinidad insuficiente puede comprometer la actividad
microbiana, mientras que valores excesivos (superiores a 6500 mg/L) o pH mayores a 7,4
pueden generar toxicidad por acumulacion de sales o amoniaco (Parra, 2015). La capacidad
amortiguadora del sistema se evalia mediante la alcalinidad total (AT) y la alcalinidad
intermedia (Al), determinadas por titulaciones acido-base (Ripley et al., 1986).

El cociente Alcalinidad intermedia/Alcalinidad total (AI/AT) corresponde al indice buffer (IB)
o de estabilidad, permite anticipar desequilibrios de forma rapida (Sun et al., 2016): valores
inferiores a 0,3 indican estabilidad, mientras que valores mayores reflejan acumulacion de
AGVs yriesgo de inhibicion de la metanogénesis (Gerardi, 2003). De igual manera, el cociente
AGVs/AT se considera un indicador sensible para detectar alteraciones tempranas en el
equilibrio del sistema (Li et al., 2014).

Los AGVs se generan principalmente durante las etapas de acidogénesis y acetogénesis, a partir
de la descomposicion de compuestos organicos como carbohidratos, proteinas y lipidos por
bacterias acidogénicas. Los principales compuestos son los acidos acético, propidnico, butirico
y valérico (Chen et al., 2008). En condiciones normales, los AGVs se consumen en la
metanogénesis para producir biogas, sin embargo, si hay una acumulacion de AGVs por
inhibicidén microbiana o por desajustes en parametros como pH o temperatura, puede inhibir
las etapas finales de la DA, alterar el equilibrio del sistema y afectar la produccion de biogés
(Magdalena et al., 2021).
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Por lo tanto, el control conjunto de pH, alcalinidad y AGVs constituye un aspecto critico para
garantizar la estabilidad y eficiencia del proceso de DA. Se recomienda un monitoreo constante
de estos parametros con el fin de asegurar un ambiente adecuado para los microorganismos
metanogénicos y conseguir una produccion constante y eficiente de biogés, previniendo la
acumulacion de AGVs en la DA de RA (Zhang et al., 2005; Ward et al., 2008; Gerardi, 2003).

5.2.1.2. Temperatura

La temperatura es uno de los factores mas determinantes en la DA, ya que regula la actividad
metabolica de los microorganismos responsables de la descomposicion de la materia organica.
El aumento de la temperatura, dentro de ciertos limites, acelera las reacciones bioquimicas,
favorece la hidrdlisis de compuestos complejos y puede reducir los tiempos de retencion
hidraulico (TRH). Sin embargo, cada rango térmico favorece el desarrollo de comunidades
microbianas especificas, con implicaciones directas sobre la velocidad de degradacion, la
produccion de biogas y la estabilidad del proceso (Appels et al., 2011).

En la DA se distinguen principalmente tres rangos de operacion:

e Psicrofilo (10-20 °C): caracterizado por la predominancia de microorganismos
adaptados a bajas temperaturas. Aunque el consumo energético para mantener la
temperatura es minimo, la velocidad de degradacion es mas lenta, lo que prolonga los
TRH y disminuye la produccion especifica de metano (Akindolire et al., 2022). Este
rango se utiliza en regiones frias o en sistemas donde no es viable el calentamiento
artificial, pero requiere volimenes de reactor mayores y presenta mayor sensibilidad a
cambios de carga.

o Mesofilo (25-40 °C / éptimo 37 °C): es el rango mas utilizado a nivel industrial y de
laboratorio, ya que equilibra velocidad de degradacion, estabilidad del proceso y
demanda energética. En estas condiciones, la comunidad microbiana es diversa y
robusta, lo que facilita la conversion de compuestos organicos en CHs y CO; con alta
eficiencia. La operacion a 37 °C, permite mantener un equilibrio entre las etapas
acidogénica y metanogénicas, reduciendo riesgos de acumulacion de AGVs y
favoreciendo una produccién de biogas estable (Demirel et al., 2008).

o Termofilo (45-57 °C): promueve tasas de reaccion mas rapidas y mejor destruccion de
patdgenos, ademas de una mayor solubilizacion de compuestos organicos
recalcitrantes. No obstante, requiere un mayor aporte energético para el calentamiento,
y presenta menor diversidad microbiana, lo que puede reducir la resiliencia del sistema
frente a perturbaciones. En sustratos con alto contenido de nitrégeno, el rango
termofilico puede favorecer la liberacion de amonio y amoniaco libre (NH3),
compuestos que, a concentraciones elevadas, inhiben la actividad de los
microorganismos metanogénicos y elevan el pH por encima de valores dptimos (Yepez,
2017; Chen et al., 2008).
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5.2.1.3. Relacion sustrato/inéculo

La relacion S/I es un parametro esencial en el proceso de la DA, ya que influye directamente
en la estabilidad del sistema y en el potencial de produccién de metano. Este parametro definido
en funcion de los solidos volatiles (SV), busca garantizar una poblacion adecuada de
microorganismos que permita alcanzar condiciones Optimas de degradacion y eficiencia del
proceso (Mirmohamadsadeghi et al., 2019). Autores como Raposo et al., (2006), recomiendan
utilizar in6culos anaerobios activos, capaces de descomponer compuestos refractarios, como
la celulosa y la lignina, comunes en los residuos de alimentos.

Se expresa cominmente como gSViustrato * €S Vinoculo ', 0 €n algunos casos, como gDQOsustrato"
gSVinseulo . Su adecuado establecimiento permite evitar tanto sobrecargas orginicas, que
pueden causar acidificacion y acumulacion de AGVs, como condiciones de subutilizacion del
sustrato. En general, los valores 6ptimos dependen de las caracteristicas especificas del sustrato
y del inodculo; sin embargo, se recomienda mantener la relaciéon entre 0,5 y 1,0
gSVsustrato-gSVindculo ™! para equilibrar la produccion y el consumo de AGVs, favoreciendo
una metanogénesis estable (Parra-Orobio, 2015)

Relaciones bajas (S/I < 0,2 gSVustrato * S Vinoeulo”') pueden limitar la produccion de metano por
falta de sustrato disponible, mientras que relaciones altas (S/I > 2,0 gSVsustrato © €S Vinculo™)
tienden a generar acumulacion de AGVs, solidos totales (ST) y disminucion del pH (Raposo
etal., 2011). En estudios bajo condiciones mesofilicas, se ha reportado que relaciones S/I entre
0,25 - 0.5 gDQOsustrato/€S Vinsculo, proporcionan buenas tasas de produccion de metano, mientras
que valores mayores a 1,5 - 2,0 gDQOsustrato” €S Vinoculo ', inducen inestabilidad asociadas a
acidificacion (Neves et al., 2004; Browne & Murphy, 2013).

Igualmente, algunos autores han observado un desempefio satisfactorio incluso con relaciones
menores a 0,5 gDQOsustrato” S Vinoeulo”'. Zhou et al., (2011) reportaron resultados 6ptimos con
S/T =0,1 gDQOsustrato” S Vinseulo ', debido a que permitié alcanzar un rendimiento especifico
de metano de aproximadamente 350-380 mL CH4-gSV~!, mientras que Yoon et al., (2014)
evidenciaron que, en residuos porcinos, una relacion S/I de 0,1 produjo rendimiento de metano
de aproximadamente 320-340 mL CH4 gSV™!, estadisticamente comparable (p > 0,05) a los
obtenidos con valores mas altos.

Cabe resaltar que en la literatura también se utiliza la relacion Indculo/Sustrato (I/S),
equivalente al valor inverso de S/I. Ambas formas son validas, siempre que indique claramente
la conversion utilizada. Generalmente, valores de I/S en el rango de 2 a 4 gSVinoculo®
gDQOsustrato”!, S€ asocian con condiciones estables de metanogénesis, mientras que valores
inferiores a 1,0 (equivalentes a S/I > 1,0) suelen provocar sobrecargas y acumulacion de
intermediarios (Valentin et al., 2024). Por lo tanto, especificar la notacion empleada es
fundamental para garantizar la correcta comparacion de resultados entre diferentes estudios
(Mata-Alvarez et al., 2020).
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5.2.1.4. Composicion y caracteristicas del sustrato

Los residuos empleados como sustratos en la DA varian desde liquidos ricos en materia
organica hasta solidos como RSM, estiércol y lodos de tratamiento de aguas residuales
(Cardenas-Cleves et al., 2016). Su composicion elemental (carbohidratos, proteinas, lipidos,
celulosa, hemicelulosa y lignina) influye en la produccién de metano (CH4), y la degradacion
del sustrato. Factores como el origen, almacenamiento y habitos culturales afectan estas
propiedades (Nayono et al., 2010). Algunas de las caracteristicas principales del sustrato son
el tamafio de las particulas, la concentracion de materia organica, la toxicidad y los parametros
fisicoquimicos.

e Tamaiio de las particulas: la reduccion del tamafio de particula incrementa el area
superficial disponible para la accion enzimatica, acelerando la hidrolisis. En este
estudio, los RA fueron homogeneizados hasta alcanzar un tamafio aproximado de 10
mm, lo que permitié6 un balance entre una adecuada superficie de contacto y la
reduccion de costos de molienda. De acuerdo con Palmnoski y Miiller, (2020),
particulas més finas (<2-3 mm) mejoran la velocidad de hidrélisis y produccion de
metano, mientras que particulas mayores a 10 mm tienden a disminuir la eficiencia del
proceso por la menor accesibilidad de los microorganismos al sustrato. Adicionalmente
Vian et al., (2024) y Vigueras-Carmona et al., (2025) demostraron que la reduccion del
tamano de particula acelera la biodegradacion y produccion de biogés, aunque
particulas excesivamente pequefias (<500 pm) pueden generar acumulacion de AGVs
e inestabilidad.

e Concentracion de materia organica: una carga organica adecuada es fundamental
para el equilibrio entre acidogénicos y metanogénicos. Valores de 2 a 4 g DQO-L!-d’!
son considerados Optimos en sistemas mesofilos, mientras que sobrecargas por encima
de 6 g DQO-L!-d"! pueden provocar acumulacion de 4cidos grasos volatiles (AGVs) y
caida de pH (Chen et al., 2008).

e Toxicidad: compuestos toxicos como amoniaco, metales pesados y detergentes no
biodegradables inhiben o eliminan arqueas metanogénicas, disminuyendo la
produccion de metano. Por ello, es esencial monitorear y ajustar la toxicidad
(Granzotto, 2023).

e Caracterizacion previa del sustrato: evaluar las propiedades fisicoquimicas como
pH, DQO, solidos totales (ST), solidos volatiles (SV) y composicién elemental es
esencial para anticipar posibles inhibiciones y ajustar la estrategia de operacion, ya se
mediante co-digestion, dilucion o adicidon de nutrientes (Cardenas-Cleves et al., 2016;
Angelidaki et al., 2009).

5.2.1.5. Inéculo

La eleccion del indculo influye significativamente en la DA, pues, no solo la disponibilidad del
sustrato determina el rendimiento de metano, sino también la composiciéon microbiana del
inoculo. Diferentes estudios han evidenciado que el tipo de indculo afecta tanto el potencial
como las tasas de produccion de metano (De Vrieze et al., 2015; Koch et al., 2016).
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En términos generales, un indculo adecuado debe presentar un pH cercano a la neutralidad (7.0-
8.5), y un contenido de biomasa activa suficiente para iniciar el proceso sin retardos
significativos. Para ello, se suele evaluar la relacion SV/ST, que permite estimar la fraccion
biodegradable del indculo, y se emplea el ensayo de actividad metanogénica especifica (AME)
como indicador de la capacidad del consorcio microbiano para producir metano bajo
condiciones controladas (Torres et al., 2010). Autores como Holliger et al., (2016), sefialan que
el indculo no deberia contribuir con mas del 20% de la produccién total del metano en las
pruebas de PBM, de modo que la mayor parte del gas provenga efectivamente del sustrato en
estudio.

Los in6culos empleados con mayor frecuencia provienen de diferentes fuentes como, lodos de
plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas e industriales, digestores de residuos
agricolas, estiércoles de origen bovino y porcino, o residuos de aves de corral (Koch et al.,
2016; Mirmohamadsadeghi et al., 2019). Sin embargo, uno de los tipos de indculos que ha
recibido mayor atencion en la literatura reciente es el lodo granular anaerobio, debido a sus
propiedades tnicas (Wang et al., 2020; Liu et al., 2021; Zhao et al., 2022).

El lodo granular se caracteriza por su alta concentraciéon de biomasa en forma de granulos
compactos, formados por agregados microbianos organizados en una estructura densa y
estable. Esta morfologia le confiere una excelente sedimentabilidad, lo que facilita la
separacion solido-liquido y permite mantener elevadas concentraciones de microorganismos
activos en el reactor sin riesgo de lavado. Ademas, los granulos presentan una estratificacion
microbiana, en la cual bacterias acetogénicas y arqueas metanogénicas coexisten en diferentes
zonas del granulo, favoreciendo la sinergia metabolica y mejorando la eficiencia del proceso
(Liu et al., 2002; Hulshoff Pol et al., 2004).

Entre las ventajas del uso de lodos granulares frente a indculos floculentos o dispersos se
destacan: mayor velocidad de sedimentacion y facilidad en la retencion de biomasa, mayor
resistencia a variaciones de carga organica y choques toxicos, posibilidad de alcanzar elevadas
tasas de produccién de metano en tiempos mas cortos (Posmanik et al., 2020). No obstante,
también presentan algunas desventajas: se ha sefialado que los lodos granulares son
susceptibles a condiciones ambientales extremas, tales como pH muy bajo, acumulacion de
AGVs o concentraciones elevadas de amonio, que pueden desestabilizar la estructura granular
y provocar fenémenos de lavado o disgregacion (Seghezzo et al., 1998; Lim et al., 2014).

5.3. Actividades metabolicas del indculo
Los inoculos se pueden caracterizar mediante el analisis de las actividades metabolicas que
permiten evaluar la eficiencia del proceso de la DA, estas actividades permiten comprender el

papel de los microorganismos en la descomposicion de la materia orgénica (Céceres et al.,
2018). A continuacidn, se describen cada una de ellas:
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5.3.1. Actividad Hidrolitica Especifica

La actividad hidrolitica especifica (AHE) es fundamental para evaluar el proceso de DA, ya
que indica si se afecta la produccion de biogdas, generalmente, la AHE se mide usando celulosa
como sustrato modelo para simular la degradacion de fracciones lignoceluldsicas (Burbano,
2019). Sin embargo, la literatura reporta el uso de otros sustratos representativos segun el tipo
de macromolécula: almidén (polisacaridos facilmente biodegradables), caseina (proteinas),
carboximetilcelulosa (celulosa soluble) e incluso aceites vegetales como fuente lipidica (Neves
et al., 2004; Raposo et al., 2011).

La eficiencia de la AHE esta influenciada por diversos factores. Entre ellos el tamafio de
particula del sustrato resulta determinante, ya que controla la superficie de exposicion
disponible para la accion enzimatica. Asi mismo, la temperatura juega un papel crucial: valores
por debajo del rango 6ptimo (35-37 °C) reducen significativamente la actividad de las enzimas
hidroliticas, disminuyendo asi la velocidad del proceso (Campana et al., 2015).

La Ecuacion 5, se utiliza para calcular la actividad metabodlica que se determina a partir de la
tasa maxima de transformacion o produccion de un metabolito, relacionandola con la cantidad
de biomasa activa presente, expresada en SV. La ecuaciéon en la AHE, determina la
liberacion/produccion de azicares reductores provenientes de la degradacion de un sustrato
complejo, como la celulosa y los resultados se expresan en unidades de gDQO/(gSV - dia)
(Regueiro, 2012).

AM =FC - —2 Ec. 5

SV indéculo

Donde:

AM-= Actividad metabdlica (Acidogénica - Hidrolitica)

FC = Factor de conversion (1,067 g DQO/g azucar)

P = Pendiente méxima de consumo/produccion de azicares reductores vs. Tiempo de reaccion
(g azucar/(L dia))

SV = Concentracion de biomasa utilizada (g SV/L)

El factor de conversion (FC) de 1,067 g DQO/g azlcar se ha establecido en la literatura como
referencia para expresar la concentracion de azlcares reductores en términos de demanda
quimica de oxigeno (DQO) cuando estos son cuantificados mediante el método acido 3,5-
dinitrosalicilico DNS (Jain et al., 2020). Este valor corresponde a la glucosa y se fundamenta
en la estequiometria de su oxidacion completa, en la cual 1 g de glucosa requiere
aproximadamente 1,067 g de oxigeno, equivalencia que define directamente su aporte tedrico
ala DQO (Echiegu, 2014). Aunque este coeficiente esta basado en la glucosa, diversos autores
sefialan que puede emplearse como una aproximacion valida para otros azucares reductores,
como maltosa, xilosa o galactosa, lo cual resulta particularmente util en investigaciones donde
los carbohidratos se encuentran en forma de mezclas complejas o polisacaridos, como la
celulosa (Jiang et al., 2013).
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Dado que la DQO es una unidad estandarizada para expresar la cantidad de materia organica
susceptible de ser oxidada quimicamente, su uso permite homogeneizar los resultados y
hacerlos comparables con otros estudios sobre actividad metabolica en procesos de DA
(Harnadek Colin, 2015).

5.3.2. Actividad Acidogénica Especifica

La actividad acidogénica especifica (AAE) se estima empleando glucosa como sustrato, con el
fin de evaluar el estado de las bacterias fermentativas y su capacidad para generar productos
intermedios, entre ellos el hidrogeno molecular (Hz). Durante esta etapa, se produce una
fraccion significativa de (Hz), el cual constituye un sustrato fundamental que posteriormente es
aprovechado por las arqueas metanogénicas para la produccion de biogés (Burbano, 2020).

Se puede determinar mediante la ecuacion 5, utilizando la informacion obtenida del consumo
de azlicares reductores, como la glucosa, durante el proceso de acidogénesis. Esta actividad se
estima a partir de la pendiente maxima de disminucion en la concentracion de azicares a lo
largo del tiempo, la cual refleja la velocidad a la que son transformados en AGVs y se expresa
en gDQO/(g SV - dia) (Regueiro, 2012).

5.3.3. Actividad Metanogénica Especifica

La actividad metanogénica especifica (AME) mide la capacidad del ino6culo para la produccion
de metano a partir de un sustrato definido, bajo condiciones en las que este no constituye una
variable limitante (Méndez Corredor & Chaparro, 2022). La AME constituye un indicador
clave para evaluar la eficiencia y la estabilidad de los procesos metanogénicos en la DA, ya
que refleja la capacidad de las arqueas metanogénicas para incorporarse y adaptarse al sustrato,
transformando la DQO en CH4 y CO:. Este parametro se expresa como gramos de DQO
convertidos en metano por gramos de SV por dia (gDQO/gSV-dia) y resulta fundamental para
diagnosticar el rendimiento y la eficacia global del proceso de DA (Torres et al., 2007).

El célculo de este parametro se puede realizar mediante las Ecuaciones 6 y 7, que permiten
expresar la tasa maxima de produccion de metano en funcion de la masa de biomasa activa,
normalizada respecto al tiempo (gDQO/g SV - dia) (Owen et al., 1979).

AME = " .24 Ecé. 350 ™LEHY | (575 1oy« ] atm
FC*M

_ 27"gbQo i
FC = Patm) 273 24 Ec .

Donde:

m: Pendiente maxima de produccion de metano (Vol. acumulado CH4 vs Tiempo de ensayo)
FC: Factor de conversion (mL CHa/g DQO)

M: Masa de lodo
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5.4. Ensayos de potencial bioquimico de metano - PBM

El Potencial Bioquimico de Metano (PBM) es utilizado para determinar la capacidad de los
residuos orgénicos al descomponerse de manera anaerobia y generar metano. Esta prueba mide
la cantidad de metano producida por cada gramo de SV introducidos en el reactor,
expresandose en mililitros de metano por gramo de SV (mL CH4/gSV) (Holliger et al., 2016).
Aunque no hay un método universalmente estandarizado para determinar el PBM, existen
ensayos que varian parametros como la relacion S/, la temperatura, el pH, el tamafio de las
particulas y la agitacion, para optimizar la eficiencia en la produccion de metano (Sanchez-
Reyes et al., 2016; Angelidaki et al., 2009).

El PBM se puede determinar de forma tanto teoérica como experimental. En el enfoque tedrico,
el calculo se realiza a partir de la composicion elemental (C, H, O, S, N), empleando la ecuacion
9 de Buswell y Muller (1952), la cual asume que el sustrato se degrada completamente, sin
considerar el consumo de materia orgdnica que los microorganismos utilizan como fuente de
energia para su metabolismo (Jingura & Kamusoko, 2017). La ecuacion se expresa de la
siguiente manera:

a b 3c

22400(%4';—?—?)

Ec9.
I2n+a+ 16b + 14c

PBM; =

Donde:

n: Numero de moles de carbono
a: Numero de moles de hidrégeno
b: Ntmero de moles de oxigeno
c: Numero de moles de nitrogeno

El modelo de Buswell & Mueller de 1952 se fundamenta en la composicion elemental, el 22400
es un factor que se asigna al volumen molar (mL mol ™), a temperatura ambiente (273,15 K) y
la presion (1 atm) (Cardenas-Cleves et al., 2016). Una alternativa al uso de la composicion
elemental es el calculo a partir de la DQO del sustrato, donde se considera la relacion
estequiométrica aceptada de que 1 g DQO equivale a 0,35 L de CH4 (Tauber et al., 2019). Otra
manera de estimar el PBM teorico es mediante el valor de la DQO del sustrato, basandose en
la reaccion de oxidacion anaerobia. Tradicionalmente se usa la relacion estequiométrica donde:
1 g DQO produce 0,35 L de CH4 (Tauber et al., 2019), equivale a 0,35 m® de CHa4 por kg de
DQO a 35 °C. Esta equivalencia proviene del balance redox de la reaccion de oxidacion total
de la materia organica (Filer et al., 2019).

Adicionalmente, recursos digitales como la Online Biogas App (OBA), basada en el paquete
estadistico R, facilitan el procesamiento de datos experimentales, la estandarizacion de
volumenes de gas, la conversion de unidades, ajustar modelos y calcular rendimientos de
metano de forma automatizada del PBM tedrico a partir de la ecuacion de Buswell o de la DQO
del sustrato, siguiendo las recomendaciones de protocolos como VDI 4630 e IWA. Su
implementacion ha ganado relevancia en estudios académicos y de investigacion en
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Latinoamérica, al contribuir a la reproducibilidad y comparabilidad de resultados (Hafner et
al., 2018).

El Potencial Bioquimico de Metano experimental (PBM exp) se determina mediante ensayos
de laboratorio realizados bajo condiciones controladas, generalmente a temperaturas
mesofilicas entre 35 °C y 37 °C, consideradas dptimas para el proceso de digestion anaerobia
(DA) (Akindolire et al., 2022). Estos ensayos se desarrollan en reactores cerrados que contienen
indculo, sustrato y una solucion de nutrientes, con el fin de simular a pequefa escala la
produccion real de metano.

El PBM se reporta bajo condiciones estandar de temperatura (273 K) y presion (1 atm) para
permitir la comparacion entre estudios (Cardenas-Cleves et al., 2016). Aunque no existe un
método Uinico y completamente estandarizado para la medicion del biogas en los ensayos de
PBM, protocolos internacionales como la norma VDI 4630 (VDI 4630, 2006) y las guias del
grupo especializado en Biotecnologia Anaerobia de la International Water Association
(Angelidaki et al., 2009; Holliger et al., 2016) han contribuido a la estandarizacion y aceptacion
de metodologias especificas.

Para medir el volumen de biogds generado se emplean principalmente dos métodos:
volumétrico y manométrico.

e En el método volumétrico, el gas producido se mide por desplazamiento de liquido v,
cuando se emplea una solucion alcalina, el diéxido de carbono es capturado, de modo
que el volumen registrado corresponde directamente al metano. Este procedimiento es
uno de los més difundidos en estudios de PBM y ha sido recomendado en protocolos
como la VDI 4630 (2006) y en manuales practicos de medicion de biogas (Cardenas-
Cleves et al., 2016; Angelidaki et al., 2009).

o En el método manométrico, en cambio, lo que se mide es la presion total ejercida por
el biogas dentro del reactor. Para calcular el volumen de metano es necesario conocer
la composicion del gas, lo cual puede obtenerse mediante andlisis cromatografico o, en
su defecto, asumiendo un porcentaje de referencia reportado en la literatura. En este
estudio se considerd un valor de 70 % de CHa, tipico en biogés generado a partir de
residuos de alimentos en condiciones mesofilicas (IEA Bioenergy, 2018; Jiménez-
Ocampo et al., 2021; Donatelli et al., 2024). Las ecuaciones de conversion de presion a
volumen y de correccion a condiciones normales (273 K, 1 atm) utilizadas en este
trabajo con el fin de llegar al PBM en términos de ml CH4/gSVT se resumen en la Tabla
2.

En cuanto a la duracion de los ensayos de PBM, esta depende de la biodegradabilidad del
sustrato, ya que materiales facilmente degradables generan metano mas rapidamente, mientras
que los compuestos lignoceluldsicos o con estructuras complejas requieren tiempos mas
prolongados. Aun asi, en la literatura se ha reportado que la fase de estabilizacion de la
produccion de metano suele comenzar hacia los 30 dias, y que entre los 30 y 60 dias se alcanza
aproximadamente el 90% de la produccion teorica de CH4 (Labatut et al., 2011).
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Finalmente, para establecer la relacion entre el PBM tedrico y el experimental, se utiliza el
indice de biodegradabilidad (IB). Este parametro expresa la proporcion de metano realmente
producido respecto al maximo tedrico esperado y se calcula mediante la ecuacion 9.

IB(%) =

PBMtesrico

PBMexpx100

EcO.

El IB constituye un criterio practico para evaluar la fraccion biodegradable de la materia

organica y estimar la eficiencia de la conversion del sustrato en metano generalmente es
calculado con la remocidn de solidos volatiles (SV) (Sobotka et al., 1983; Bres et al., 2022).

Tabla 2. Ecuaciones para la determinacion del PBM a través del método manométrico

volumen de metano
disuelto

Descripcion Ecuacion Parametro
—673,74 -ncus: Moles de CH4 (mol).
Hepyy = 10(——+ 6,88 .
cH ( Te ) -AP: Incremento de la presion (atm).
-Vi: Volumen libre (L).
Determinar el AP -R: Constante de los gases ideales (atm-LK-

XcH4 Disuelto = (H )
CH4

Mys0 * Xch4 pisuelto

Mcuy pisuetto = 1 —X
— /4 CH4 Disuelto

Ncy pisuelto = Mch4 pisuetto * Vu

VCCH4 Disuelto CE
_ NMcnypisueito ¥ R* Te
AP
Determinar el
Potencial VT.y,CE
' 0 ?n(?la PEM = L-CHY
Bioquimico de gSsv
Metano total
Determinar el AP=xVI
volumen de metano a Nens = Rx Te
condiciones estandar
R+ TCE
VCeyy CE = S8 — =

PCE

Determinar el
volumen total de
metano a
condiciones estandar

VTchy CE = Veny CE + Veny pisueito CE

- VCH4 Control

Imol-1).

-Te: Temperatura del experimento (K).
-VcusCE:Volumen de CH4
estandar (L).

-Tce: Temperatura a condiciones estandar (K).

condiciones

-PcE:Presion a condiciones estandar (atm).
-Hcna: Constante de Henry para el CH4 (atm).
-XcH4 disuelto: Fraccion molar de CH4 disuelto.
-McHddisuelto: Concentracion molar de CH4
disuelto (molL-1).

-Mu20:Concentracion molar del agua (molL-1).
-NcH4disuelto: Moles de CH4 disuelto (mol)

-Vu: Volumen util de reactor (L) -
VcnadisueltoCE: Volumen de CH4 disuelto (L).
-VTcu4CE: Volumen total de CH4 condiciones
estandar (L).

-VcuaControl: Volumen de metano producido
por el indculo sin sustrato (L).

-PBM: Potencial Bioquimico de Metano
(LgSV-1).
-gSV:Solidos volatiles
sustrato (gSV).

(SV) iniciales del

Fuente: Adaptado de (Cardenas-Cleves, et al., 2016)
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5.5. Antecedentes de la investigacion

En la literatura se han reportado tanto valores de actividades metabolicas como de PBM para
lodos granulares empleados como indculo. Los lodos granulares industriales presentan una alta
fraccion organica (70-90%), caracteristica asociada con mayor actividad microbiana y
estabilidad operativa, mientras que los lodos municipales digeridos suelen presentar
proporciones mas bajas (40-70%) (Holliger et al., 2016; De Vrieze et al., 2015; Mainardis et
al., 2020).

Poirrier (2005) evalué un lodo granular anaerobio procedente de un reactor UASB de la
industria papelera, con un contenido de SV del 57,8%. El estudio se centr6 principalmente en
condiciones psicrofilas (15 °C), en las que se observaron actividades relativamente bajas (AAE
=0,21g glucosa-gSV'!-d!' y AHE = 0,23 g almidon-gSV-'-d"!). Para fines comparativos en el
estudio se incluyd ensayos a temperatura mesofilica (37 °C), bajo los cuales las actividades
especificas se incrementaron (AME = 0,47 gDQO-CH4-gSV-!-d"!, AAE = 3,5 g glucosa-gSV"
I.d!y AHE = 2,12 g almidén-gSV'-d!). Los resultados evidenciaron la sensibilidad de los
lodos granulares a la temperatura, asi como su elevado potencial en condiciones mesofilicas.

De manera complementaria, Zhou et al., (2011) demostraron en un reactor UASB a escala real
que la tasa de carga organica (OLR por sus siglas en inglés) influye directamente en la
granulacion y la actividad metanogénica especifica. Sus resultados mostraron que incrementos
moderados de la OLR favorecieron la actividad metanogénica, mientras que sobrecargas
condujeron a la pérdida de actividad y a la desestabilizacion de los granulos. Esto respalda la
importancia de la operacion controlada para preservar la funcionalidad del lodo granular como
indculo.

En cuanto a la AHE bajo condiciones mesofilicas, los valores reportados varian segun el tipo
de biomasa y el método de ensayo. Algunos estudios indican que la AHE puede variar entre
0,6 y 3,5 gDQO-gSV'-dia™, dependiendo del tipo de sustrato y de la estructura del granulo
(Regueiro et al., 2012). En el estudio de Ceron-Vivas et al., (2019), realizado con lodo granular,
se reportd una AHE de 2,79 gDQO-gSV~-d!, valor alto para biomasa anaerobia y dentro del
rango tipico de lodos granulares adaptados (1,5-3,0 gDQO-gSV~'-d '), dependiente de factores
como el tamano del granulo, el pH, la alcalinidad y la disponibilidad del sustrato. En conjunto,
la literatura sita a los lodos granulares como indculos con ventajas frente a lodos floculentos,
cuyos valores generalmente no superan 0,3 gDQO-gSV~'-dia™! bajo condiciones similares
(Appels et al., 2011).

Se han reportado valores de AAE en DA de RA usando lodo granular como in6culo en el rango
de 0,9 a 5,7 gDQO-gSV'-dia!. Parra-Orobio et al. (2018) emplearon lodo granular
proveniente de un reactor UASB, mezclado con lodo floculento, para la DA de RA a 35 °C,
obteniendo valores de AAE entre 0,88 y 3,6 gDQO-gSV~'-d™, en funcion de la proporcion de
lodo granular en la mezcla, bajo pH cercano a la neutralidad. Estos valores elevados de AAE
podrian estar asociados a las condiciones de mayor humedad del sistema, las cuales favorecen
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el contacto biomasa—sustrato. Casallas-Ojeda et al., (2020) reportaron una AAE alrededor de
3,77 gDQO-gSV'-dia™! bajo condiciones mesofilicas y manteniendo la estabilidad del pH.

Mas recientemente, Parra-Orobio et al., (2025) demostraron que la preaclimatacion del indculo
con carbohidratos puede incrementar la AAE hasta 5,7 gDQO-gSV~'-dia™'. Las condiciones
convergentes para maximizar AAE son: temperatura mesofilica, pH neutro, alcalinidad entre
2.000—4.000 mg CaCOs-L™', S/I moderada, mezcla continua y preaclimatacion 7—14 dias (Kim
etal., 2017).

De manera complementaria, diferentes autores han evaluado la AME bajo condiciones
mesofilicas empleando lodo granular como indculo. En general, los valores experimentales de
AME se encuentran en el rango de 0,25 a 0,35 gDQO-gSV'-dia™!, dependiendo del origen del
indculo, sustrato y de las condiciones operacionales, siendo considerados representativos de
biomasas altamente activas y estables. Segun Hussain y Dubey (2015), este rango es
caracteristico de lodos granulares provenientes de reactores UASB bien adaptados, mientras
que valores mas bajos (0,10-0,25 gDQO-gSV'-dia™") corresponden a biomasas suspendidas o
con menor grado de aclimatacion.

Diversos estudios han demostrado que la alcalinidad, particularmente en forma de bicarbonato,
desempeifia un papel determinante en la estabilidad del pH y en la prevencion de la inhibicion
por acumulacion de AGVs durante la DA de RA. La adicion de fuentes alcalinas como el
bicarbonato de sodio ha sido ampliamente reportada como estrategia para sostener la actividad
metanogénica bajo condiciones de alta carga organica (Nguyen et al., 2018; Wang et al., 2023).

En el caso de los RA, Parra-Orobio et al., (2020) realizaron ensayos de PBM bajo condiciones
mesofilicas, comparando diferentes fuentes de inoculo, entre ellas un lodo granular procedente
de efluentes ganaderos y un lodo floculento. En ese estudio se evalu¢ la influencia de la relacion
S/ sobre la produccion de metano, reportdndose valores de PBM entre 280 y 410 mL
CHa4-gVS™. Es importante resaltar que sus resultados demostraron que las relaciones S/I bajas
y el uso de lodo granular favorecieron mayores rendimientos y estabilidad del proceso en
comparacion con el lodo floculento.

Los siguientes estudios demuestran que el origen del inoculo influye significativamente en el
PBM y en la velocidad de arranque del proceso. De Vrieze et al., (2015) y Posmanik et al.,
(2020) reportaron que los lodos granulares presentan mayor rapidez, estabilidad y tasas
iniciales de metano que los lodos floculentos o municipales. En Latinoamérica, Parra-Orobio
et al., (2016) encontraron que relaciones S/I menores a 1 gDQOsustrato" S Vinoculo ' favorecieron
mayores rendimientos de metano y superiores tasas de hidrolisis cuando se empled lodo
granular. En contraste, los lodos municipales suelen presentar rendimientos menores y alta
variabilidad, como evidenciaron Sanchez-Reyes et al., (2016), quienes obtuvieron AME bajas
y PBM inferiores al usar este tipo de inoculo.

Ademas de los volumenes de metano expresados como PBM, la literatura también ha
documentado la composicion del biogas generado durante la DA de RA. Diversos estudios
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reportan que el contenido de metano suele ubicarse en un rango de 50-70 %, dependiendo de
la fraccion predominante del residuo y de las condiciones de operacion (IEA Bioenergy, 2018;
Jiménez-Ocampo et al., 2021; Curéié et al., 2025; Meegoda et al., 2025). Meegoda et al., (2025)
reportaron este rango de composicion para RA con alto contenido organico.

Jiménez-Ocampo et al., (2021) observaron 67 % CHa promedio en biogas de RA; y Curéi¢ et
al., (2025) describen producciones similares bajo digestion eficiente. Estos valores coinciden
con lo que se reporta en guias y revisiones como la de IEA Bioenergy (2018), lo que refuerza
que el intervalo 50-70 % CHa es adecuado para describir la composicion tipica del biogés
obtenido en la DA de RA. Sin embargo, algunos autores han documentado porcentajes aiin mas
altos. En estudios de DA de RA bajo condiciones de operacion estables, con inoculacion
adecuada y control de pH y temperatura, se ha reportado biogas con contenido de metano de
hasta 77 % (Jimenez-Ocampo et al., 2021).

Donatelli et al., (2024) analizaron la DA de fracciones especificas de RA (frutas y verduras,
cereales, carnes y lacteos) mediante ensayos de PBM. Sus resultados mostraron que los
residuos con alto contenido en carbohidratos (frutas, verduras y granos) generaron biogas con
una composicion de 61-63 % de CHa, bastante estable a lo largo del ensayo. En contraste, las
fracciones ricas en proteinas y lipidos (carne, lacteos y mezclas) alcanzaron picos iniciales de
hasta 73—-76 % de CHa en los primeros dias, para luego estabilizarse alrededor de 64—66 %
hacia el final del proceso. Estos hallazgos evidencian que la naturaleza del sustrato es decisiva
en la calidad del biogas: mientras los carbohidratos producen composiciones mas bajas y
estables de CHa, las proteinas y lipidos permiten alcanzar porcentajes mas altos, aunque con
variaciones temporales.

En sintesis, los lodos granulares industriales presentan elevadas actividades metabolicas
especificas, particularmente en las etapas de hidrolisis y acidogénesis, lo que se refleja en tasas
iniciales mas altas de produccion de metano. Estos lodos resultan especialmente eficientes en
la DA de RA ricos en carbohidratos, permitiendo conversiones rapidas y elevadas. En contraste,
los lodos municipales o digeridos, aunque viables como indculos, suelen requerir mayor
cantidad de biomasa, condiciones operativas mas controladas y tiempos més prolongados de
estabilizacion para alcanzar rendimientos comparables.

Con el fin de ampliar la comparacion, en la Tabla 3 se resumen experiencias relevantes
reportadas en la literatura sobre DA de distintos residuos y tipos de lodo, donde se incluyen
condiciones de operacion, relaciones S/I y los valores de PBM obtenidos. Esta informaciéon
complementa lo descrito anteriormente y permite evidenciar tendencias comunes respecto a la
influencia del tipo de indculo y de la relacion S/I en el rendimiento de metano.
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Tabla 3. Experiencias relacionadas en DA con diferentes lodos y sustrato RA.

Tipo de Origen del Lodo Relacion S/1 Temperatura | Tipo de sustrato PBM total Referencia
Inéculo (gDQO0sustrato/ S Vineulo ) (mL CH4 - gSV )
Lodo anaerobio | Planta municipal de 0:1 36 °C Okara (residuo de la 183 Zhou et al., (2011)
aguas residuales 0:2 produccioén de tofu) 351
(Ibaraki, Japon) 0:3 364
0:4 372
0:5 428
0:6 495
0:7 490
0:8 485
0:9 478
1:0 382
1:6 36
2:0 37
3:0 8
Lodo de Diferentes digestores 0:5 35-37°C Residuos solidos 200 - 500 Raposo et al., (2011)
digestor mesofilos europeos 1:0 organicos, incluyendo | (dependiendo del residuo en
anaerobio (interlaboratory study) 2:0 RA especifico e indculo)
Lodo de PTAR 0:25 30°C (£0,5 Biorresiduos 176,19 + 18,37 Parra-Orobio et al.,
digestor 0:5 °C) municipales (BOM) 106,25 + 0,47 (2015)
anaerobio 1:0 101,75+ 17,66
2:0 90,88 + 12,54
4:0 75,04 £ 15,10
9:0 17,56 + 0,52
Lodo de Planta de Tratamiento 1:2 35°C Mezcla de RA 116,27 Sanchez-Reyes et al.,
digestor de Aguas Residuales 1:3 (Naranja, Limon, 127,80 (2016)
anaerobio Municipales (México) cascara de papa, etc)
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Tipo de Origen del Lodo Relacion S/1 Temperatura | Tipo de sustrato PBM total Referencia

Inéculo (gDQO0sustrato/€S Vinoculo ) (mL CH4 - gSV )
Lodo floculento | Digestato de planta 0:5 35+1 RA 464,01 (0:5) Khadka, et al., (2022)
(digestato 1:0 674,37 (1:0)
anaerobio) 2:0 638,88 (2:0)
3:0 555,13 (3:0)
4:0 570,14 (4:0)
5:0 551,58 (5:0)
6:0 556,78 (6:0)

Orden de rendimientos de
PBM segun la relacion S/1I:
1:0>2:0>4:0>6:0>3:0>

5:0>0:5.
Lodo granular | Inéculos de reactores 0:5 35°C RA y residuos Granular: De Vrieze et al.,
mesofilos a escala real 1:0 organicos 200 - 450 (2015)
(incluye UASB 2:0
granulares y digestores Floculento:
floculentos) 150 - 300
Lodo granular Planta AD; 1:1 33-37°C Mezcla de verduras, 33°C: Ivanovici et al.,
industrial caracterizado por 2:1 frutas y arroz cocido 159,73 (2025)
granulometria y 3:2 160,88
microbiota 161,39
37°C:
191,53
233,95
208,94

33




6. METODOLOGIA

El proyecto de investigacion tuvo un enfoque experimental cuantitativo orientado a evaluar la
efectividad del lodo granular, proveniente de un reactor de una industria papelera, como
indculo en el proceso de DA de RA a temperatura de 35°C y bajo tres relaciones S/I. La
estructura metodologica se dividié en dos etapas: i) Caracterizacion de las actividades
metabolicas del indculo y ii) Ensayos de PBM bajo diferentes relaciones S/1.

6.1. Caracterizacion de las actividades metabolicas
6.1.1. Caracterizacion del inéculo

Se recolectd el lodo granular procedente de un reactor UASB que trata las aguas residuales de
una industria papelera con el fin de usarlo como indculo. El indculo se caracterizo en términos
de soélidos totales (ST) (SM 2540B), solidos volatiles (SV) (SM 2540 E), alcalinidad total,
bicarbonatica (AT, AB) (SM 2320B) ¢ intermedia (AI), pH (SM 4500 H) (SM 5220 C) (APHA,
2023) y acidos grasos volatiles (AGVs) (Ripley, 1986). A partir de los resultados obtenidos se
determind la relacion SV/ST e indices de alcalinidad como el IB y la relacion AI/AB.

Adicionalmente se midio6 nitrogeno total (N) (SM 4500-N C), fosforo (P) (SM 4500 B), niquel
(Ni) (SM 3030-K (Modificado), SM 3111-B), cobalto (Co) (SM 3030-K (Modificado), SM
3111-B) y molibdeno (Mo) (SM 3030-K (Modificado), SM 3113-B), considerados macro y
micronutrientes esenciales, ya que actGan como cofactores enzimaticos y resultan
indispensables para mantener la actividad metanogénica (Holliger et al., 2016; Kinyua et al.,
2017). En la figura 2, se observa la estructura del lodo granular evaluado.

Figura 2. Lodo granular proveniente de la industria papelera.
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6.1.2. Medicion de las actividades metabolicas

Se evaluaron las actividades metabdlicas especificas del lodo granular: AHE, AAE y AME,
siguiendo la metodologia descrita por Aquino et al., (2007) y Poirrier (2005). Los ensayos se
realizaron en botellas de vidrio &mbar de 250 mL, con un volumen util de 200 mL para las
actividades hidrolitica y acidogénica, y de 150 mL para la actividad metanogénica. En todos
los casos se dejo libre al menos un 10 % del volumen util del reactor, tal como recomiendan
Torres et al., (2010); en el caso de la AME, el menor volumen de liquido permitio disponer de
un mayor espacio de gas (headspace), necesario para la acumulacion y cuantificacion del biogas
producido.

En cada botella se adiciond lodo granular en una concentracion de 2,0 g SVT/L, valor
seleccionado acorde con lo descrito en la literatura, que recomienda un rango entre 1,0y 2,0 g
SVT/L en sistemas sin agitacion (Diaz et al., 2002; Rocha et al., 2001). Asimismo, se adicion6
1,0 ml/L de una solucion de macro y micronutrientes, cuya composicion se indica en la Tabla
4 y 1,5 g/l de bicarbonato de sodio para asegurar capacidad buffer, conforme a las
recomendaciones de Angelidaki et al., (2009) y Holliger et al., (2016).

Tabla 4. Composicion de la solucion de macro y micronutrientes

Solucién Compuesto Unidad | Concentracion
NH4CL g/L 170
NaHCO; mg/L 1000
KH2PO4 g/L 37
Macronutrientes MgS04.4H,O g/L 9.0
CaCl,.2H.O g/L 8.0
FeCl3.6H,O mg/L 2000
ZnCl, mg/L 50
CuCl».2H,0O mg/L 30
Micronutrientes (NH4)sM070,4.4H,0 mg/L 90
AlCI3.6H>O mg/L 50
CoCL,.6H,O mg/L 2000
NiCl».6H,O mg/L 50
H3BO3 mg/L 50
Na,Se0;.5H,0 mg/L 100
EDTA mg/L 1000
HCI 36% mg/L 1.0
Indicador de Potencial Redox RESAZURINA mg/L 100
Otros Agente reductor (Na,SO3.7H,0) mg/L 100
Extracto de levadura (fuentes de vitaminas) g/L 0.2

Fuente: Adaptado de (Torres et al., 2010).

El sustrato adicionado vari6 para cada tipo de actividad metabolica, siendo 1,5 g/L Celulosa
para la AHE, 1,5 g/L Glucosa para AAE y mezcla de AGVS (4cido acético, propidnico y
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butirico en una proporciéon 73:23:4), en una concentracion de 4 gDQO/L para la AME
(Kamperidou, et al., 2021).

El pH de cada reactor se verificd después de su preparacion, y en los casos en los que el pH
superaba el valor de 7,0 unidades, se ajustd con adiciéon de acido clorhidrico (HCI) 0,2 N.
Posteriormente, el contenido del reactor de la AHE, AAE y AME, se homogeneizé mediante
agitacion suave y las botellas se sellaron con tapones plasticos. En el caso de las botellas de
AME, ademas del tapon, se empleo6 un agrafe metalico y un recubrimiento externo con Parafilm
para asegurar un sellado completo y la retencion del biogas. Finalmente, todas las botellas se
incubaron a 35 °C.

En cada uno de los ensayos de las actividades metabolicas se incluyé un control negativo o
blanco el cual contenia indculo y agua destilada, sin sustrato ni nutrientes, para cuantificar la
produccion enddgena de biogds o la liberacion de azucares producto de la hidrdlisis de la
biomasa. Los valores obtenidos en este control se restaron de los resultados de las pruebas para
aislar el efecto del sustrato, conforme a la recomendacion de Raposo et al., (2011) y Torres et
al., (2010). Cada ensayo de las actividades metabolicas se realizo por triplicado.

El seguimiento de la AHE y AAE se realiz6 mediante la determinacion diaria de azucares
reductores, como indicador de la degradacion de los sustratos. Para ello, se aplicé la prueba de
acido 3.5-dinitrosalicilico (DNS), segin la metodologia descrita por Soto (1993).

Para la cuantificacion de azicares reductores mediante el método DNS, primero se construyo
una curva de calibracion a partir de una solucion de 2 g/LL de glucosa, realizando diluciones
entre 0,1 y 1,0 g/L. De cada dilucion se tomaron 1 mL por duplicado, se adiciondé 1 mL de
reactivo DNS, se calentd a bano maria a 100 °C durante 5 minutos, se enfrié en baiio de hielo
y, posteriormente, se aiadieron 9 mL de agua destilada. Tras agitacion, la absorbancia se midid
a 540 nm. El mismo procedimiento se aplicé a las muestras experimentales: se tomaron
alicuotas de 1 mL de muestra y 1 mL de reactivo DNS, mientras que en el blanco la muestra
fue reemplazada por agua destilada. Finalmente, los valores de absorbancia obtenidos se
interpolaron en la curva de calibracion para determinar la concentracion de azlcares reductores
presentes (Jain et al., 2020).

Los datos obtenidos se procesaron utilizando la curva de calibracion y se emple6 la Ecuacion
5 para calcular la AHE y la AAE, expresadas en funcion de la concentracion de azucares
reductores.

El seguimiento de la AME se llevo a cabo mediante el método manométrico, el cual consistid
en el monitoreo periddico de la presion interna de las botellas. Las mediciones se realizaron
dia por medio hasta que se observé una estabilizacion en la presion. En los casos en que las
presiones superaron los 400 mbar, se efectud una purga del gas acumulado y siempre se llevod
registro tanto la presion antes como después de la purga (Raposo et al., 2011).

Dado que en el presente estudio no se realizo la captura ni separacion directa del didxido de
carbono (CO:) del biogds producido, debido a la ausencia de un sistema experimental
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especifico para la absorcion selectiva de gases, la produccion de metano se determind de
manera indirecta, asumiendo que el 70 % del biogés correspondia a metano, de acuerdo con
valores tipicos reportados para procesos de digestion anaerobia de residuos organicos y aguas
residuales (Camara Moguel et al., 2014; Curti¢ et al., 2025; IEA Bioenergy, 2018; Meegoda
et al., 2025); A partir del metano estimado, se procedio al calculo de la AME, empleando las
Ecuaciones 6 y 7, que permiten expresar este pardmetro en términos de gDQO CHa4/g SV -dia.

Al finalizar el seguimiento de las actividades metabolicas, se realizaron las caracterizaciones
finales. Para la AHE y la AAE se evaluaron AGVs y pH, mientras que para la AME se
determinaron AGVs, pH, DQO, alcalinidad total y bicarbonatica.

6.2. Ensayos de PBM bajo diferentes relaciones S/I

La cuantificacion de la produccién de biogas se realizd6 mediante ensayos de Potencial
Bioquimico de Metano (PBM), evaluando tres relaciones sustrato/indculo (S/1): 0,2, 0,5y 1,0
2S Visustrato/ €S Vinoculo. El disefio experimental y el analisis de los resultados se desarrollaron
conforme a los lineamientos del protocolo VDI 4630 (VDI, 2006), considerando el uso de
relaciones S/I expresadas en SViustrato/S Vinseulo, condiciones mesofilicas controladas (35 °C),
empleo de blancos de indculo, operacion en sistemas herméticos bajo condiciones anaerobias
y correccion de los volumenes de metano a condiciones estandar (273,15 Ky 1 atm).

La seleccion de las relaciones S/I se bas6 en el rango recomendado de 0,5 a
2,0 gSVsustrato/€S Vinoculo, s€gin lo propuesto por Angelidaki et al., (2009) y Holliger et al.,
(2016), y complementado con evidencias de que valores inferiores a 0,5 también pueden ser
viables para la produccion de metano. La inclusion del valor 0,2 permitié explorar el
comportamiento del sistema bajo condiciones de baja carga organica.

6.2.1. Caracterizacion del sustrato

Se empled como sustrato RA conformados de acuerdo con la composicion tipica reportada para
los RSM de una localidad que realiza separacion en la fuente y recoleccion selectiva de los
mismos (Oviedo et al., 2014; Soto-Paz et al., 2020). Los RA en la investigacion fueron
recolectados en viviendas familiares (Figura 3), con el proposito de garantizar la frescura y
representatividad de la muestra.

37



Figura 3. Residuos de alimentos recolectados

La composicion del sustrato se formuld siguiendo las recomendaciones de Oviedo et al.,
(2014), adaptadas al presente estudio. Para ello, se incluyeron diversos grupos de alimentos
distribuidos de la siguiente manera: carbohidratos (papa y platano), frutas citricas y semi-
citricas (limén, naranja, maracuya), frutas no citricas (banano, papaya, mango), fuentes de fibra
y minerales (cebolla, zanahoria, pepino, huevo, habichuela, tomate) y hierbas y otros (cilantro,
lechuga). En la Figura 4, se observa como se distribuy6 la composicion del sustrato para el
estudio.

= Carbohidratos - 4,48 Kg
Frutas Citricas - 2,00 Kg

= Frutas no Citricas - 0,64 Kg
Fibras y Minerales - 0,64 Kg

m Hierbas - 0,24 Kg

Figura 4. Composicion del sustrato
Fuente: Adaptado de Oviedo, 2014

Cada tipo de RA previamente picado entre 12,5 a 20,0 a mm de tamafio, se pesé de forma
individual para respetar las proporciones establecidas. Posteriormente, la mezcla se
homogeneizé manualmente y se aplicd el método de cuarteo, dividiéndola en cuatro partes
iguales (Figura 5 y 6).
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Del cuarteo realizado, se seleccionaron dos partes opuestas, las cuales se combinaron para
obtener una muestra representativa (Alayon, 2021). Esta fraccion fue posteriormente triturada
hasta alcanzar un tamafio de particula cercano a 10 mm (en la figura 7 se evidencia cémo se
tritur6 el sustrato), siguiendo lo sugerido por Holliger et al., (2016), con el fin de favorecer la
actividad bioldgica en el proceso anaerobio.
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Figura 7. Trituracion del sustrato

Finalmente, los RA se caracterizaron en términos de demanda quimica de oxigeno (DQO) (SM
5220 D), alcalinidad total, pH (SM 4500H), s6lidos totales (SM 2540B), solidos volatiles (SV)
(SM 2540 E) y acidos grasos volatiles (AGVs) (APHA, 2023).

6.2.2. Montaje PBM

Los ensayos de PBM se realizaron en botellas de vidrio ambar de 500 mL, con un volumen util
de 250 mL y un 50 % de volumen libre (headspace) para permitir la acumulacion segura del
biogas generado durante el proceso, conforme a lo recomendado por Casallas-Ojeda et al.,
(2020), Filer et al., (2019), Raposo et al., (2011) y Valero et al., (2016). Cada reactor se sello
de forma hermética con tapdn plastico, agrafe metalico y un recubrimiento externo con
Parafilm, siguiendo el mismo procedimiento aplicado en los ensayos de AME, con el fin de
prevenir fugas y garantizar la retencion del biogés (Bres et al., 2022).

Una vez caracterizados el indculo y el sustrato, y definidas las relaciones S/I a evaluar, se
procedio al calculo de las concentraciones requeridas de cada componente con el fin de alcanzar
la proporcion deseada en cada unidad experimental. Dichos célculos se realizaron en funcion
del contenido de SV, tanto del sustrato como del inéculo. En todos los ensayos, la
concentracion adicionada de inoculo fue de 15 g SV/L, y la concentracion de sustrato se ajusto
segun la relacion S/I a evaluar: 3,0 gSV/L para S/I = 0,2 gSViustrato/€S Vinoculo; 7,5 gSV/L para
S/ = 0,5 gSVustrato/gS Vinoculo-; ¥ 15,0 gSV/L para S/I = 1 gSVustrato/€S Vinoculo. Ademas, se
adicion6 1 ml/L de la solucion de macro y micronutrientes (tabla 4) a cada reactor. Cada
relacion fue evaluada por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.

Se incluyd un control positivo (CP) en el que se empled celulosa como sustrato, con el
propésito de evaluar el desempefio del inoculo frente a un sustrato estdndar altamente
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biodegradable. Para este caso, se consider6 un PBM tedrico de 415 mL CH4/g SV, conforme a
lo reportado por Koch et al., (2017).

Asi mismo, se incluy6 un control negativo (blanco) constituido exclusivamente por indculo y
agua destilada, manteniendo la misma concentracion de inéculo (15 g SV/L), el mismo
volumen util (250 mL) y las mismas condiciones operativas que en los reactores con sustrato.
Este blanco se utiliz6 para cuantificar la produccion de biogas atribuible unicamente al indculo
y corregir la produccion neta de metano asociada al sustrato (Gonzalez, 2015). Por lo tanto,
para obtener el PBM neto del sustrato, la produccion de metano registrada en cada reactor fue
corregida restando la produccion correspondiente al blanco.

La cuantificacion de la presion del biogas generado en los ensayos de PBM se realizd con el
uso de un manometro digital WIKA, siguiendo el procedimiento descrito por Moreno (2023),
conforme a la metodologia propuesta por Ryckebosch et al., (2011). Para el seguimiento del
ensayo PBM, las botellas se agitaron manualmente una vez al dia y la presion interna se media
dia por medio hasta alcanzar la estabilizacion del proceso, alcanzada a los 60 dias de iniciado
el ensayo.

Con el fin de expresar los resultados en términos de produccion especifica de metano y no de
biogas total, se asumid que el 70 % del biogas correspondia a metano (como se realizo en los
calculos de la AME), de acuerdo con valores tipicos reportados para la DA de RA (Camara
Moguel et al., 2014; Curgi¢ et al., 2025; IEA Bioenergy, 2018; Meegoda et al., 2025); en
consecuencia, el volumen de metano se calculd multiplicando el volumen total de biogas
corregido por un factor de 0,70.

Como analisis iniciales en el PBM se determinaron el pH (SM 4500 H), los sélidos totales (ST)
(SM 2540 B), los acidos grasos volatiles (AGVs) (APHA, 2023) y la alcalinidad total y
bicarbonatica (SM 2320 B). En los analisis finales, ademas de estos parametros, se incluyo la
determinacion de la DQO (SM 5220 D).

Los datos obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica del sustrato, del inoculo y de las
relaciones S/I se evaluaron mediante estadistica descriptiva, empleando indicadores de
tendencia central y dispersion, como la media aritmética (x) y la desviacion estandar (o). El
PBM producido por cada muestra se calculd utilizando las ecuaciones indicadas en la Tabla 2.
Adicionalmente, para comparar el PBM entre las diferentes relaciones S/I evaluadas, se
verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de
Shapiro—Wilk y Levene, respectivamente. Posteriormente, se aplico la prueba de Kruskal—
Wallis, seguida del analisis post-hoc de Dunn con correccion de Bonferroni, con el fin de
identificar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las relaciones S/I.
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7.  RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.  Caracterizacion de las actividades metabdlicas
7.1.1.  Caracterizacion del inoculo
La Tabla 5 presenta los parametros fisicoquimicos medidos para caracterizar el indculo, los
cuales constituyen indicadores de la capacidad metabdlica y de la resistencia a fenomenos de

inhibicidén en el proceso de DA.

Tabla 5. Caracterizacion del indculo

PARAMETRO VALOR
pH (UND) 7,02
AGVs (mEqg/L) 6,00
Alcalinidad Total - AT (mg CaCOs/L) 4035,00
Alcalinidad Intermedia -Al (mg CaCOs/L) 1585,00
/Alcalinidad Bicarbonatica - AB (mg CaCOs/L) 2450,00
indice Buffer (IB) = AI/AT 0,39
Relacion AI/AB 0,65
Soélidos totales (ST) (g ST/L) 136,74
Solidos volatiles (SV) (g SV/L) 126,00
Relacion SV/ST 92%

El pH inicial del lodo se encuentra dentro del rango considerado 6ptimo para el desarrollo y
crecimiento de comunidades metanogénicas (6,8—7,5), lo cual indica que el indculo presentd
condiciones estables y sin evidencias de acidificacion. Investigaciones recientes han
demostrado que la estabilidad de lodos granulares en reactores anaerobios depende en gran
medida de mantener un pH proximo a la neutralidad y de una adecuada capacidad de
amortiguacion, ya que variaciones fuera de este rango pueden alterar la actividad de las arqueas
metanogénicas y disminuir la produccién de metano (Gallego-Bravo et al., 2023; Oliveira et
al., 2025). Ademas, estudios experimentales recientes con lodo granular han mostrado que la
adecuada gestion de condiciones ambientales y fisicoquimicas, incluyendo el control de pH,
resulta en mayor rendimiento metanogénico y mejor estabilidad microbiana durante la
digestion anaerobia (Zhou et al., 2024).

Por otro lado, la concentracion inicial de AGVs indicé la presencia considerable de productos
intermedios de la fermentacion. Si bien este valor se encuentra en el limite superior de lo
reportado para lodos de arranque (3,3—-6,7 mEq/L), pero por debajo de los umbrales criticos de
inhibicion para arqueas metanogénicas (25-33 mEq/L) (Amha et al., 2018; Patel et al., 2021).
Esto puede interpretarse como un estado de actividad fermentativa, con produccion de
metabolitos intermedios que aun podian ser convertidos a metano.
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Estudios recientes han demostrado que los lodos granulares industriales presentan una notable
tolerancia a altas concentraciones de AGVs, atribuida a su estructura compacta, elevada
densidad celular y la diversidad funcional de consorcios microbianos que integran poblaciones
acidogénicas, acetogénicas y metanogénicas altamente adaptadas. La acumulacion moderada
de AGVs en el inoculo no se interpreta como un signo de inestabilidad, sino como una
manifestacion de actividad metabdlica intensa, que refleja la existencia de rutas fermentativas
activas y un elevado potencial elevado para la conversion rapida de intermediarios en metano
una vez que las condiciones del sistema resultan favorables (Ivanovici et al., 2025).

La AB esta asociada principalmente a la presencia de iones bicarbonato (HCOs"), que actiian
como principal sistema tampon frente a la acidificacion (Holliger et al., 2016). Una alta AB es
indicativa de buena capacidad amortiguadora, necesaria para contrarrestar los dcidos organicos
generados durante la fermentacion. Por otro lado, la Al se relaciona con la presencia de AGVs,
por lo que un aumento en esta fraccion suele reflejar acumulacion de productos intermedios en
la DA, principalmente acidos acético, propidnico y butirico. Asi, los indices de alcalinidad (IB
y la relacion AI/AB) constituyen un indicador clave de estabilidad del sistema (Ripley et al.,
1986).

El IB supera el rango recomendado para condiciones de estabilidad (0,2 - 0,3). De acuerdo con
Rojas, (1987), la relacion entre la alcalinidad consumida por los AGV y la alcalinidad total
debe mantenerse baja, cercana a 0.2, para garantizar un adecuado equilibrio acido-base en el
sistema; valores superiores constituyen una sefial temprana de acumulacion de AGVs y pérdida
progresiva de la capacidad amortiguadora del medio.

Por otra parte, la relacion AI/AB también evidencia un desbalance importante entre la fraccion
de alcalinidad asociada a los AGVs y la alcalinidad bicarbonética, que constituye la reserva
buffer del sistema. Seglin Ripley et al., (1986), la relacion debe mantenerse por debajo de 0.3
para asegurar una operacion estable, ya que incrementos superiores se asocian con inhibicion
metanogénica, acumulacion de AGVs y reduccion en la produccion de metano.

Estos resultados son coherentes con lo reportado en la literatura, donde se reconoce que los
digestores anaerobios estables suelen mantener alcalinidades totales en rangos de 2000 a 4000
mg CaCOs/L, dependiendo del tipo de indculo y de la carga organica aplicada, valores
alrededor de 2500 mg CaCOs/L en lodos municipales digeridos, mientras que en lodos

granulares industriales son comunes niveles cercanos al extremo superior del rango, proximos
a 4000 mg CaCOs/L (Ripley et al., 1986; Holliger et al., 2016).

Sin embargo, los indices de alcalinidad, evidencian que la capacidad tampodn real del sistema
estaba comprometida. Tanto el indice buffer, como la relacion AI/AB (0.65), estaban por
encima del limite de estabilidad propuesto por Rojas, (1987) y Ripley et al., (1986), lo cual
indica que, pese a presentar niveles absolutos de alcalinidad propios de lodos granulares, el
indculo mostraba una capacidad amortiguadora limitada frente a variaciones de carga orgéanica,
lo que podria aumentar su susceptibilidad a procesos de acidificacion.
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La relacion SV/ST indica que el indculo contiene 92% de fraccion orgénica, es decir, biomasa
mayoritariamente biodegradable y con alta proporcion de células activas, lo que favorece una
rapida iniciacion de la DA (Diaz-Dominguez et al., 2025). En coherencia, los lodos granulares
destacan por su alta retencion de biomasa y elevada actividad metanogénica, superando
tipicamente a lodos municipales digeridos en densidad microbiana y desempeiio como in6culos
(De Vrieze et al., 2015; Mainardis et al., 2020). Reportes recientes muestran que relaciones
SV/ST cercanas al 90% en lodos granulares, impulsan la actividad microbiana y la estabilidad
operativa durante la DA (Hellal et al., 2024).

Adicionalmente, estas caracteristicas deben analizarse considerando la procedencia del
indculo. El lodo granular proviene del tratamiento anaerobio de efluentes de la industria
papelera, compuestos predominantemente por carbohidratos y fracciones lignoceluldsicas
(Pokhrel & Viraraghavan, 2004). Este entorno selectivo favorece el desarrollo de consorcios
microbianos adaptados a la degradacion de compuestos carbonados estructurales y con alta
retencion celular en la matriz granular (Hulshoff Pol et al., 2004). En consecuencia, la elevada
fraccion de SV y la buena actividad metabolica observada pueden asociarse con esta seleccion
microbiana previa. Sin embargo, al emplearse RA con mayor contenido de proteinas y lipidos,
el sistema enfrenta una composicion distinta, lo que podria incidir en su capacidad de
adaptacion y estabilidad frente a variaciones en la carga orgéanica (Appels et al., 2008; Zhang
et al., 2014).

Teniendo en cuenta que la presencia de macronutrientes como nitrégeno y fésforo, y
micronutrientes como niquel, cobalto y molibdeno, resulta esencial para la actividad enzimatica
de las arqueas metanogénicas, la Tabla 6 muestra la composicidon de indculo en términos de
estos compuestos. La combinacion de estos factores explica por qué la caracterizacion integral
del lodo granular es una condicidon necesaria para garantizar la fiabilidad de los resultados
experimentales y establecer comparaciones validas con experiencias reportadas en la literatura
(Hiilsemann et al., 2020; Patel et al., 2021).
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Tabla 6. Macro y micronutrientes esenciales presentes en el inoculo.

. VALOR OBTENIDO
PARAMETRO DEL INOCULO VALORES EN LA LITERATURA
. 50-200 mg/L
Nitr6 Total 58,00 mg/L . .
Hrogeno tota 0 E (Rango tipico; Jiang et al., 2019)
30 - 500 mg/L
Fosforo (P 25,02 mg/L
osforo (P) ve mg (Rango tipico; Mazzini et al., 2020)
0,1-1,0 mg/L
Niquel (Ni) 0,37 mg/L (Rango optimo recomendado; Takashima
& Speece, 1989)
0,05-0,5 mg/L
Cobalto (Co) 0,27 mg/L (Rango optimo recomendado; Takashima
& Speece, 1989)
0,01-1,0 mg/L
Molibdeno (Mo) 17,4 mg/L (Rango minimo requerido; Cai et al.,
2018)

El anélisis de macronutrientes realizado al indculo mostrd que el contenido de nitrogeno total
indica un nivel suficiente de aporte para el crecimiento celular. Este contenido contribuye a
balancear la DA de RA, tipicamente ricos en carbohidratos, reduciendo el riesgo de deficiencia
nitrogenada y asegurando un metabolismo mas estable (Chen et al., 2008; Yenigilin & Demirel,
2013).

El contenido de fosforo es indispensable para la sintesis de ATP y biomoléculas celulares
(Batstone et al., 2002). En el in6culo resultd ligeramente inferior al rango reportado en la
literatura para sistemas anaerobios convencionales (Mazzini et al., 2020). No obstante, esta
concentracion puede considerarse adecuada y funcional, ya que el fosforo normalmente no es
un nutriente limitante en la DA (Batstone et al., 2002). Ademas, la presencia de reservas
intracelulares y el aporte de fosforo proveniente del sustrato compensan posibles deficiencias
iniciales.

Respecto al analisis de micronutrientes mostrd concentraciones relevantes para la estabilidad
de la DA. En cuanto a los metales traza (Ni y Co) se encuentran dentro de los intervalos
reportados en la literatura, considerados como adecuados para sostener la actividad de enzimas
metanogénicas clave, como la metil-coenzima M reductasa. Estudios han demostrado que la
carencia de estos elementos, en especial del cobalto, puede limitar la conversion de AGVs y
compromete la estabilidad del proceso (Banks et al., 2012; Takashima & Speece, 1989). Asi
mismo, Wintsche et al., (2016) evidenciaron que la disponibilidad de elementos traza puede
modificar la ruta predominante de la metanogénesis, afectando directamente la eficiencia del
sistema.
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En cuanto al molibdeno, los rangos considerados optimos en la literatura son aquellos que
estimulan el crecimiento bacteriano y la actividad hidrolitica y acidogénica; aunque la
concentracion medida en el indculo supera dichos valores, en lodos industriales su acumulacion
puede actuar como reserva metabolica para enzimas dependientes de este elemento (Fermoso,
2019). La concentracion total de molibdeno medida en el indculo no necesariamente refleja su
biodisponibilidad real, ya que estudios sobre dindmica de elementos traza en digestores
muestran que, aun con variaciones importantes en la concentracion total de Mo, la actividad
metanogénica puede mantenerse estable gracias a la resiliencia de las comunidades
microbianas y a su capacidad de adaptarse a cambios en la disponibilidad de micronutrientes
(Wintsche et al., 2016).

En sintesis, aunque el indculo presentd una alcalinidad total elevada, dentro del rango esperado
para lodos granulares industriales y asociada con una alta capacidad buffer (Ripley et al., 1986;
Holliger et al., 2016), el analisis de los indices de alcalinidad indica que la fraccion disponible
para amortiguar variaciones de pH era insuficiente frente al nivel de AGVs presentes. Lo que
sugiere que, pese a su composicion fisicoquimica favorable en términos de nutrientes y materia
organica biodegradable, el in6culo mostraba una capacidad tampon comprometida. Esta
situacion no invalida su potencial como inoculo en DA, pero si indica que su desempefio inicial
podria depender de estrategias operativas que moderen la carga orgédnica o incrementen la
alcalinidad disponible, especialmente en sistemas alimentados con RA ricos en carbohidratos.

7.1.2.  Caracterizacion de las actividades metabdlicas
e Actividad Hidrolitica Especifica
La Actividad Hidrolitica Especifica (AHE) se determin6é mediante un ensayo con dos
tratamientos: uno con celulosa como sustrato (AHE-S) y otro constituido inicamente por agua

destilada como tratamiento blanco (AHE-B). La Tabla 7 presenta las condiciones iniciales y
finales registradas para cada tratamiento.

Tabla 7. Valores de pH al inicio y al final, y concentracion final de AGVs en los tratamientos

del ensayo de AHE.
Condiciones iniciales Condiciones finales
pH de AGVs
Tratamiento | pH inicial arranque pH Final (mEqg/L)
AHE - S 7.93 7,11 7,77 10,84
AHE - B 7,91 7,00 7,12 3,48

pH inicial: medido antes de corregir el pH; pH de arranque: valor después de la correccion de
pH; pH final: valor medido al finalizar el ensayo a los 5 dias.

El tratamiento con celulosa (AHE-S) inici6 con un pH de arranque cercano a 7,0, valor
coherente con el rango Optimo para la actividad hidrolitica en DA (6,8-7,2), donde las enzimas
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extracelulares presentan mayor eficiencia (Appels et al., 2011; Holliger et al., 2016). De igual
manera esto indica que el sistema se preacondicion6 con capacidad tampén suficiente; por
tanto, los cambios observados en el pH responden principalmente a la dinamica hidrolitica.

Adicionalmente, el tratamiento AHE - S, tuvo un incremento en la concentracion de AGVs, lo
que indica una hidrdlisis activa que generé compuestos solubles posteriormente fermentables.
Este comportamiento es coherente con lo reportado en sistemas mesofilicos con lodos
granulares, donde una mayor hidrélisis suele asociarse a incrementos moderados de AGVs
(Regueiro et al., 2012; Zou et al., 2023). A pesar de esta acumulacion, el pH final se mantuvo
en un rango neutro, evidenciando que el inoculo posee suficiente capacidad tampon para evitar
acidificacion (Zhou et al., 2011; Holliger et al., 2016).

En contraste, el tratamiento blanco (AHE-B), presentd una baja acumulacion de AGVs y
cambios minimos en el pH, lo que confirma que la hidrolisis en ausencia de sustrato es limitada.
Este tratamiento se utilizé exclusivamente para cuantificar la actividad endégena del indculo;
por lo tanto, los valores de AHE reportados corresponden a la actividad neta, obtenida al restar

la actividad del blanco al tratamiento con sustrato, siguiendo lo recomendado por Raposo et
al., (2011).

En las Figura 8, se presenta la produccion de azucares reductores durante el ensayo de AHE
del inoculo.
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Figura 8. Produccion de azucares reductores en el ensayo de AHE-S y AHE-B

Se observé un incremento inicial en la concentracion de azuicares reductores tanto en el
tratamiento con celulosa como en el blanco, reflejando la liberacion rapida de carbohidratos
solubles por accion hidrolitica del indculo. En el tratamiento con celulosa, la curva muestra
posteriormente oscilaciones que indican la despolimerizacion secuencial de fracciones con
distinta biodegradabilidad, mientras que el aumento final hacia el dia 5 sugiere una segunda
fase de hidroélisis asociada a componentes mas complejos. Esta dindmica no lineal coincide con
lo descrito para procesos hidroliticos controlados por disponibilidad enzimatica y estructura
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del sustrato. La mayor liberacion acumulada en el tratamiento AHE - S confirma la elevada
capacidad hidrolitica del lodo granular, favorecida por su composicion microbiana y
estabilidad fisicoquimica (Vavilin et al., 2008; Tonanzi et al., 2021).

En el tratamiento AHE - B, se observa un incremento progresivo y sostenido de azlcares
reductores (aumento uniforme), reflejando la hidrolisis basal de la materia organica endégena
del in6culo. Este comportamiento esta asociado con la autolisis celular y la solubilizacion de
polimeros intracelulares, procesos tipicos en ausencia de sustratos frescos que generan una
liberacion lenta pero constante de compuestos solubles (Appels et al., 2011; Mata-Alvarez et
al., 2011).

A partir de la produccion de azucares en funcion del tiempo se determinaron las pendientes
maximas para los tratamientos. Estas pendientes representan la tasa maxima de liberacion de
azucares reductores y se usaron como base para calcular la AHE mediante la ecuacion 5. Los
valores empleados y los resultados se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la Actividad Hidrolitica Especifica.

PENDIENTES - LODOS .
. - —— AHE por tratamiento | AHE neta (AAHE)
Tratamiento Pendiente max

X Y DQO/gSV*DIiA DQO/gSV*DIiA
(@ * dias) (gbQO/g ) | (gDQO/g )

AHE-S 0,042 40,500 0,972 0,696
i 0,000 0,000 ’ ’

3,708 67,170
AHE-B : : 4
4,042 88,830 0,065 0,047

0,650

AHE neta (AAHE): valor final reportado y representa la actividad hidrolitica real del sistema,
obtenida restando la actividad enddgena del inoculo (AHE-B) a la AHE medida en el
tratamiento con sustrato (AHE-S).

En el tratamiento AHE - S se obtuvo una AHE que se ubica en el limite inferior del rango
reportado en la literatura (0,6-3,0 gDQO-gSV~'-dia™ (Appels et al., 2011; Regueiro et al.,
2012; Cerdon-Vivas et al., 2019)). Esta actividad refleja una hidrdlisis efectiva, aunque
moderada, atribuible a la disponibilidad de polimeros hidrolizables y a la capacidad enzimatica
del lodo granular (Ceron-Vivas et al., 2019).

Por otra parte, en el tratamiento AHE - B se obtuvo una AHE correspondiente a la activacion
enddgena minima de la biomasa y no a una hidrolisis estimulada por aporte externo. En la
literatura se destaca que este tipo de liberacién enddgena es habitual en ensayos sin sustrato y
refleja la liberacion natural de compuestos solubles a partir de procesos de autolisis y
renovacion celular, habituales en digestatos estabilizados (Mata-Alvarez et al., 2014; Vavilin
et al., 2008).

La diferencia entre ambos tratamientos representa la actividad neta de hidrolisis inducida por
el sustrato, una medida directa de la fraccién realmente estimulada por el aporte organico
externo. Este incremento sustancial respecto a la actividad endégena evidencia que el inoculo
respondié de manera favorable a la adicion de sustrato, mostrando capacidad de solubilizacion
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sostenida y un equilibrio adecuado entre liberacion y consumo de materia soluble (Mata-
Alvarez et al., 2014).

Comparando con otros estudios, el valor obtenido ubica al lodo granular dentro del rango tipico
de biomasas mesofilicas activas, aunque por debajo de sistemas optimizados donde se reportan
valores superiores a 2 gDQO-gSV~'-dia™! (Regueiro et al., 2012; Cerén-Vivas et al., 2019).
Estas diferencias pueden relacionarse con la naturaleza del sustrato, la concentracion de solidos
o la heterogeneidad granular, que limita la penetracion enzimatica (Zou et al., 2023). Ademas,
se puede atribuir a que en el ensayo se empled una solucion semisolida, la cual reduce el
contacto sustrato—inoculo y, por ende, la velocidad de hidrdlisis (Pavlostathis & Giraldo-
Gomez, 1991; Veeken & Hamelers, 2000). Aun asi, la AHE obtenida evidencia que el lodo
granular conserva una capacidad hidrolitica significativa y un buen potencial para sostener un
proceso de DA estable y eficiente.

e Actividad Acidogénica Especifica

La Actividad Acidogénica Especifica (AAE) se determindé mediante un ensayo con dos
tratamientos: uno con glucosa como sustrato (AAE-S) y otro constituido inicamente por agua
destilada como tratamiento blanco (AAE-B). La Tabla 9 presenta las condiciones iniciales y
finales registradas para cada tratamiento.

Tabla 9. Valores de pH al inicio y al final, y concentracion final de AGVs en los tratamientos

del ensayo de AAE
Condiciones iniciales Condiciones finales
pH de AGVs
Tratamiento | pH inicial arranque pH Final (mEq/L)
AAE-S 7,93 7,11 6,32 4,58
AAE-B 7,82 7,06 7,13 2,40

pH inicial: medido antes de corregir el pH; pH de arranque: valor después de la correccion de
pH; pH final: valor medido al finalizar el ensayo a los 2 dias.

El pH de arranque en ambos tratamientos se mantuvo cercano a la neutralidad, condicion
Optima para el metabolismo acidogénico y para conservar una capacidad tampoén adecuada
durante la formacion de AGVs, lo cual favorece el desarrollo de la AAE (Holliger et al., 2016;
Mainardis et al., 2020).

En el tratamiento con glucosa (AAE-S), el pH final disminuyo, acompanado de una mayor
acumulacion de AGVs, este comportamiento es consistente con la fermentacién acidogénica
activa descrita en la literatura, donde la conversion de azucares facilmente biodegradables
genera incrementos de AGVs y un consecuente descenso del pH (Angelidaki & Ellegaard,
2003; Batstone et al., 2002). El descenso moderado del pH sugiere que la fermentacion alcanzo
un punto de equilibrio o inhibiciéon parcial debido al agotamiento del sustrato disponible,
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fenomeno reportado en sistemas con carbohidratos simples (Valentin & Biatowiec, 2024; Wu
et al., 2022a; Donatelli et al., 2024).

En contraste, el tratamiento blanco (AAE-B) mantuvo un pH final cercano a la neutralidad y
generd una baja concentracion de AGVs, lo que indica que la produccion observada provino
principalmente de procesos endogenos del lodo, como la liberacién de compuestos celulares o
materia organica soluble residual (Wu et al., 2022a). Este tratamiento se utilizo como referencia
para interpretar la respuesta acidogénica inducida por la glucosa en el tratamiento AAE-S.

La comparacién entre tratamientos evidencia que la adicion de glucosa estimuld la
fermentacion acidogénica, generando una mayor produccion de AGVs y consumiendo
parcialmente la alcalinidad del medio. Aun asi, el pH no descendi6 a valores extremos, lo que
confirma que el in6culo aport6d una capacidad tampon suficiente para tolerar la acidificacion y
mantener la estabilidad del sistema (Batstone et al., 2002; Rivera-Salvador et al., 2015).

En la Figura 9, se presenta el consumo de la concentracion de azicares reductores durante el
ensayo disefiado para evaluar la AAE del indculo.
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Figura 9. Consumo de azucares reductores en el ensayo de AAE-S y AAE-B

El tratamiento AAE - S mostré un descenso rapido de azucares reductores desde el inicio,
alcanzando valores cercanos a cero al finalizar el primer dia. Esta caida pronunciada indica una
fermentacion acidogénica activa, en la cual los microorganismos consumieron rapidamente los
azucares disponibles y generaron AGVs de manera eficiente. En contraste, el tratamiento AAE
- B permanecio practicamente constante, dado que el indculo no libera cantidades significativas
de azlicares por si mismo y, por tanto, no muestra consumo apreciable. Las ligeras variaciones
observadas pueden ser atribuibles a liberacion minima de compuestos celulares, pero sin
relevancia fermentativa. En conjunto, la marcada diferencia entre ambos tratamientos
evidencia que la AAE del indculo solo se expresa plenamente cuando se provee un carbohidrato
fermentable (Laureys et al., 2021; Valentin & Biatowiec, 2024).
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Las pendientes maximas de las curvas de concentracion permitieron determinar la tasa de
consumo de azucares, la cual se utilizo como base para el calculo de la AAE con la ecuacion
5. Los datos experimentales utilizados, asi como los valores calculados de actividad
acidogénica, se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Datos experimentales de la Actividad Acidogénica Especifica

PENDIENTES - LODOS AAE
Tratamiento X v Pen((;l/i:ilit:;)“ax (gDQO/gSV*DIA)
ARS 0,125 1847,920 7 144
0,250 954,920 ’ 5,116
0,250 42,170
AAE-B 0,875 63,830 0.035 0.022

La AAE en el tratamiento con glucosa es elevada, lo que sugiere un potencial fermentativo
sobresaliente del indculo (Poirrier, 2005; Meegoda et al., 2018; Venkiteshwaran et al., 2016).
Esto puede explicarse por una alta biomasa activa del in6culo, mayor disponibilidad de
sustratos facilmente fermentables y/o un disefio experimental que favoreci6 la fermentacion
(Parra-Orobio et al., 2018, 2025; Casallas-Ojeda et al., 2020; Kim et al., 2017). Ademas, con
sustratos solubles como glucosa, la produccion acidogénica suele alcanzar valores altos cuando
la carga organica, la alcalinidad y la adaptacién microbiana son adecuadas (Burbano, 2020).
Adicionalmente la fraccion liquida en el sistema puede favorecer el contacto inicial indculo—
sustrato y explicar valores elevados de AAE (Regueiro et al., 2012; Parra-Orobio et al., 2018).

En contraste, el valor presentado en el tratamiento AAE - B es inferior a los antecedentes
anteriormente descritos, resultado esperable ya que sin sustrato exdgeno el sistema depende
unicamente de la degradacion de compuestos endogenos presentes en el indculo. La baja
pendiente obtenida confirma que el indculo por si solo no genera un consumo apreciable de
azlcares, y que la acidogénesis ocurre Uinicamente cuando se provee un sustrato fermentable
disponible (Laureys et al., 2021; Valentin & Bialowiec, 2024).

La diferencia de los resultados de la AAE entre tratamientos se debe principalmente al tipo y
concentracion del sustrato empleado y al estado de adaptacion de la biomasa, factores que han
sido reportados como determinantes en la eficiencia de arranque y produccion de metano en
digestores anaerobios (Auphimai et al., 2014).

e Actividad Metanogénica Especifica
La Actividad Metanogénica Especifica (AME) se determiné mediante un ensayo con dos
tratamientos: uno con mezcla de AGVs como sustrato (AME-S) y otro constituido inicamente

por agua destilada e indculo como tratamiento blanco (AME-B). La Tabla 11 presenta las
condiciones iniciales y finales registradas para cada tratamiento.
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Tabla 11. Valores de pH al inicio y al final, y parametros finales (AGVs, alcalinidad y DQO)
en los tratamientos del ensayo de AME.

Condiciones
iniciales Condiciones finales
Alcalinidad
Tratamient | pH pH de pH AGVs Alcalinidad total | bicarbonatica DQO
0 inicial |arranque| Final (mEq/L) (mg CaCOs3/L) | (mg CaCOs3/L) (mg/L)
AME-S 8,40 7,08 8,14 13,71 4025,00 445,00 401,53
AME-B 8,00 7,09 6,77 0,6 265,00 145,00 283,36

pH inicial: medido antes de corregir el pH; pH de arranque: valor después de la correccion de
pH; pH final: valor medido al finalizar el ensayo a los 13 dias.

La AME cuantifica la capacidad del consorcio metanogénico para transformar AGVs en
metano. Para obtener una medicion representativa, el pH de arranque se ajustd cerca de la
neutralidad, evitando que las arqueas deban destinar energia a estrés o adaptacion, lo cual
estabiliza la fase metanogénica y favorece tasas de conversion mas confiables (Oliveira et al.,
2024; Hori et al., 2006).

En el tratamiento AME-S, el pH final se mantuvo cercano al valor inicial, coherente con la
conversion activa de AGVs a metano. Este proceso consume protones y genera bicarbonato
como subproducto, incrementando la alcalinidad total y bicarbonética del sistema (Wu et al.,
2022b; Li et al., 2014). La elevacion simultdnea de la alcalinidad y la reduccion de acidez libre
indica un proceso metanogénico eficiente, donde la tasa de conversion de AGVs supera su
acumulacion y previene la acidificacion del medio (Korsak & Moreno, 2006; Torres et al.,
2010).

En contraste el tratamiento AME-B, parte de la biomasa del indculo sostuvo una actividad
fermentativa endogena que produjo pequeiias cantidades de acidos y redujo la alcalinidad
disponible, lo que explica el ligero descenso observado en el pH final. No obstante, la AME
fue nula en este tratamiento, evidenciando que la biomasa no logré convertir los AGVs
generados en metano. Este comportamiento evidencia que la estabilidad del pH depende del
balance entre produccion y consumo de AGVs, y de la reserva alcalina disponible en el sistema
(Laureys et al., 2021; Valentin & Bialowiec, 2024)

Es importante sefialar que los valores presentados corresponden a la AME neta, calculada
siguiendo el procedimiento de correccion mediante la sustraccion de la actividad enddgena del
indculo. Sin embargo, dado que dicha actividad fue nula en el tratamiento blanco, la AME neta
coincide con los valores registrados directamente para el tratamiento AME - S. La Figura 10
presenta el comportamiento de la AME neta durante el ensayo.
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Figura 10. Produccion de CH4 ml en el ensayo de AME.

A partir de la figura se puede apreciar que el in6culo granular produjo metano rapidamente
desde el inicio del experimento. La curva muestra una ascension pronunciada en las primeras
24 horas, alcanzando aproximadamente 30 mL CH. acumulados al cabo de un dia, y
posteriormente se estabiliza hacia una meseta cercana a los 50 mL CHa, lo que indica que la
mayor parte del sustrato facilmente convertible en metano fue consumida durante la fase inicial.
Este comportamiento es caracteristico de los sistemas con alta AME, donde la conversion de
los AGVs ocurre de forma répida y eficiente gracias a la abundancia de arqueas metanogénicas
activas (Korsak & Moreno, 2006).

Segtn Raposo et al., (2011), el patron de la figura refleja la cinética tipica de la DA, en la cual
el sustrato biodegradable disponible se agota rapidamente y la tasa de produccion se reduce
hasta alcanzar el maximo potencial metanogénico. En consecuencia, la rapida generacion de
metano observada confirma que el lodo granular industrial posee una alta capacidad de
conversion instantdnea, propia de indculos bien adaptados y con elevada densidad microbiana.

La AME se calcul6 a partir de la pendiente maxima de la curva de produccion de metano en
funcion del tiempo, la cual representa la tasa especifica de generacion de metano por unidad
de biomasa activa. Donde la tasa méxima de produccion de metano fue utilizada para calcular
la AME. Los valores experimentales empleados en el calculo con la ecuacion 6 y 7, asi como
los resultados obtenidos, se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Datos experimentales de la actividad metanogénica

PENDIENTES - LODOS AME
Tratamient i A
ratamiento X v Pendlentfe max gDQO/g SV * dia
(ml/dia)
0 0
AME-S 30,75
1 30,75 0311
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El resultado obtenido para la AME del lodo granular se situa por encima del rango de referencia
(0,10-0,25 g DQO-g SV '-dia™), lo que evidencia una capacidad metanogénica elevada y
sugiere un indculo adaptado al sustrato y con alta densidad microbiana efectiva bajo
condiciones mesofilicas. Este desempefio es consistente con lodos granulares de alta actividad,
reportados en la literatura con valores tipicos de 0,25-0,35 g DQO-g SV~'-dia™! para biomasas
granulares adaptadas (Hussain & Dubey, 2015; Longaretti et al., 2019).

En términos operativos, una AME en este nivel implica mayor capacidad para asimilar cargas
organicas sin pérdida de rendimiento, siempre que se mantenga el control de pH y alcalinidad
y no se observe acumulacion sostenida de AGVs. La interpretacion es coherente con los
indicadores fisicoquimicos del indculo y los indices de alcalinidad. En conjunto, estos
resultados caracterizan una biomasa granular altamente activa y estable, idonea como in6culo
para DA de RA.

7.2. Ensayos de PBM bajo diferentes relaciones S/I
7.2.1. Caracterizacion del sustrato
La tabla 13 presenta la caracterizacion fisicoquimica inicial de los RA, empleados como
sustrato para los ensayos de PBM. Estos parametros constituyen indicadores de la capacidad

metabolica y de la resistencia a fendmenos de inhibicion en el proceso de DA.

Tabla 13. Caracterizacion de pH, AGVs, alcalinidad, DQO y s6lidos del sustrato.

pH AGVs AT DQO ST SV
Muestra (UND) (mEq/L) (mg CaCOs/L) | (mg/L) (g/g) (g/g) SV/ST
RA 4,83 91,2 4320,00 158971,58 0,18 0,16 90%

A partir de los datos obtenidos se observa que el sustrato es ligeramente acido, lo cual es
caracteristico de los RA ricos en carbohidratos y proteinas (Zhang et al., 2014); esta condicion
favorece la rapida formaciéon de AGVs en etapas tempranas y puede comprometer la fase
metanogénica si no se corrige la neutralidad de la mezcla antes o durante el arranque (Aquino,
2007; Appels et al., 2011).

El valor de DQO refleja una alta carga orgéanica, con un potencial de conversion a biogas. Sin
embargo, concentraciones de este orden requieren un estricto control de la carga organica
volumétrica y, en muchos casos, dilucion del sustrato para prevenir la acumulacion de
intermediarios (AGVs) y la caida del pH (Chen et al., 2008).

La relacién SV/ST (90%) confirma una alta fraccion organica biodegradable, coherente con las
caracteristicas propias de los RA. Esta composicion facilita la hidrélisis y fermentacion rapida,
promoviendo una etapa acidogénica intensa (Zhang et al., 2014). No obstante, para garantizar
la estabilidad del proceso, se recomienda mantener una adecuada capacidad amortiguadora. En
este ensayo, los valores obtenidos arrojan una relacion AGVs/AT = 0,02, por lo que se cumple
la recomendacion (< 0,3) y se evidencia buena capacidad tampon (Li et al., 2014).
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En conjunto, los resultados evidencian que los RA analizados poseen una composicion
favorable para la DA, con rapida biodegradabilidad y buena estabilidad potencial, siempre que
se apliquen estrategias de control en el arranque y en la dosificacion de carga organica.

7.2.2. Analisis del PBM

Las mezclas preparadas para cada ensayo PBM, correspondientes a las diferentes relaciones
Sustrato/Indculo (S/I), se caracterizan de acuerdo a los pardmetros indicados en la tabla 14.

Tabla 14. Caracterizacion inicial del pH, sélidos, AGVs, alcalinidad e IB en la mezcla S/I en

los ensayos de PBM
RELACION| pH ST ST AGVs AT AB
S/ (UND) | (gL) | (%) | (mEq/L) | (mg CaCOs/L) | (mg CaCOs/L) 1B
0,2 7,02 3,24 0,34 5,16 1835,00 1560,00 0,15
0,5 7,16 3,68 0,37 7,56 1760,00 1445,00 0,18
1,0 7,14 4,44 0,44 9,28 1710,00 1600,00 0,06

Los valores iniciales de pH muestran un medio cercano a la neutralidad, adecuado para el
desarrollo de las fases hidrolitica, acidogénica y metanogénica. Este comportamiento evidencia
el efecto amortiguador del indculo, el cual compensa la acidez inicial del sustrato descrita
previamente, permitiendo condiciones estables para el ensayo PBM (Holliger et al., 2016).

En cuanto a las concentraciones de AGVs, se mantienen dentro de un rango moderado (3,3—
6,7 mEqg/L), sin superar los umbrales criticos de inhibicién (25-33 mEq/L) (Amha et al., 2018;
Patel et al., 2021), lo que indica una actividad metabolica activa durante las primeras etapas de
fermentacion. En las relaciones S/I de 0,2 y 0,5, la alcalinidad total y bicarbonética mostraron
ser suficientes para neutralizar los AGVs producidos, como lo evidencian los valores del indice
buffer (Rojas, 1987). Sin embargo, en la relacion S/I de 1,0, el IB muestra un desbalance lo
que sugiere insuficiencia amortiguadora bajo condiciones de mayor carga orgénica.

Respecto al contenido de ST, se mantiene estable entre las relaciones y se ubican dentro del
rango caracteristico de la DA humeda definida por presentar menos del 10% de ST (Zhang et
al., 2014; Mata-Alvarez, 2011). Este tipo de DA presenta mayor homogeneidad y facilidad de
mezcla, lo que favorece el contacto entre microorganismos y sustrato y disminuye la
probabilidad de formacion de zonas muertas. No obstante, requiere mayor volumen de reactor
y un consumo significativo de agua de dilucién, lo que incrementa la produccion de digestato
y los costos de manejo. En contraste, la DA semiseca y seca (20—40% y >40% de ST,
respectivamente) reduce considerablemente la necesidad de agua, aumenta la carga orgénica
tratada por unidad de volumen y permite alcanzar mayores rendimientos de metano debido a
la mayor concentracién de materia organica disponible (Zhang et al., 2014). Sin embargo, estos
sistemas presentan viscosidad elevada y riesgos de inhibicion.

Para el calculo del PBM, el volumen de metano se obtuvo a partir del biogés total registrado
en cada reactor. De acuerdo con lo establecido en la metodologia, se asumi6 que el 70 % del
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biogas correspondia a metano (Camara Moguel et al., 2014; Curgié et al., 2025; IEA Bioenergy,
2018; Meegoda et al., 2025); por lo tanto, el volumen corregido se obtuvo multiplicando el
biogas total por 0,70. Adicionalmente, el valor reportado corresponde al PBM neto, ya que al
volumen de metano del tratamiento con RA se le restd la produccién endogena del indculo
obtenida en el blanco. Aunque la curva del PBM blanco no se presenta en la figura, sus datos
si fueron considerados en el calculo, de manera que los valores mostrados reflejan tinicamente
el metano generado a partir del sustrato afiadido y no el originado por la actividad propia del
lodo.

Los datos de presion registrados dia por medio en cada reactor, se presentan en el Anexo 1y
constituyen la base para el calculo del PBM producido en cada relacion S/I. En la Figura 11 se
presenta la evolucion del Potencial Bioquimico de Metano para las relaciones S/10,2; 0,5y 1,0
2SVustrat/gSV  Indculo, promediadas a partir de un ensayo inicial y sus dos réplicas
experimentales, junto con la desviacion estandar correspondiente.

—§— 5/1: 0.2 PBM Max: 245.83 ml CHs/g SV
250 1 5/1: 0.5 PBM Max: 110.22 ml CHs/g SV
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Figura 11. Potencial bioquimico de metano (PBM) para las relaciones S/I: 0,2, 0,5y 1,0
&S Vsustrato/ €S Vinoculo promediadas.

Durante los primeros 6—8 dias, todos los tratamientos muestran un comportamiento similar,
indicando que predomina la hidrolisis de las fracciones mas facilmente degradables, seguida
por la acidogénesis y acetogénesis tempranas. La similitud en las pendientes iniciales sugiere
que, pese a las diferencias en la carga orgénica, los microorganismos procesaron sin dificultad
los compuestos solubles presentes. Este patron concuerda con Batstone et al., (2002) y
Angelidaki et al., (2009), quienes sefialan que la etapa inicial de la DA estd dominada por la
répida transformacion de compuestos solubles y semi solubles, generando curvas similares
entre tratamientos independientemente del S/I.

Posteriormente, entre los 10 y 30 dias se evidencia una diferenciacion marcada entre las
relaciones S/I. En esta fase, la hidrolisis pasa a actuar sobre fracciones mas complejas,
volviéndose la etapa limitante una vez agotados los compuestos solubles, tal como describen
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Batstone et al., (2002) y Angelidaki et al., (2009). La mayor pendiente en S/I = 0,2 indica una
degradacion mas eficiente de estos polimeros, favorecida por una mayor mayor biomasa
disponible por unidad de sustrato (Appels et al., 2011; Li et al., 2014). En contraste, S/ = 0,5
y 1,0 presentan degradaciones menores y similares, atribuibles a la acumulacion de AGVs y al
retraso de la actividad metanogénica, como sefialan Chen et al., (2008), aun cuando la
capacidad amortiguadora del sistema se mantuvo adecuada.

Un aspecto relevante es el nuevo incremento en la pendiente alrededor del dia 30, visible sobre
todo en el tratamiento S/I = 0,2. Este aumento indica que ain quedaban presentes polimeros y
compuestos de degradacion lenta que continuaron siendo hidrolizados y convertidos a metano
en etapas posteriores. En cambio, en relaciones S/I = 0,5 y 1,0 se da un aumento menos
marcado, lo que sugiere que la fraccion remanente de sustrato era mas dificil de degradar y/o
que la actividad metanogénica habia sido inhibida parcialmente (Angelidaki et al., 2009; Chen
et al.,2008; Appels et al., 2011).

Finalmente, hacia el dia 50, todos los tratamientos muestran una clara tendencia a la
estabilizacion, reflejando el agotamiento del sustrato biodegradable disponible y el inicio de la
fase estacionaria.

En cada relacion S/1, las barras de desviacion estandar se mantienen con variacion interna baja,
lo que evidencia reproducibilidad entre réplicas dentro de cada ensayo. Las diferencias en la
magnitud de la desviacion entre tratamientos son esperables por la carga organica efectiva y la
dindmica acidogénica propias de cada relacion S/I. También debido a la heterogeneidad del
sustrato, micro variaciones del lodo granular (difusion interna) y factores operativos
(homogeneidad de la mezcla ligeramente distintas) (Angelidaki et al., 2009).

La relacion S/I = 0,2 presentd mayor produccion de PBM (245,83 ml CHa/g SV), indicando
una conversion mas eficiente. En contraste, los tratamientos con S/I = 0,5 y 1,0 mostraron
respectivamente valores de 110,22 y 76,44 ml CH4/g SV (rendimientos inferiores), asociados
a mayor acumulacion de AGVs y menor reserva alcalina, coherente con los resultados previos
de caracterizacion donde se mostraba una mayor concentracion de AGVs. Este
comportamiento confirma que proporciones bajas de S/I favorecen la estabilidad del proceso y
la eficiencia metanogénica, al mantener una adecuada relacion entre microorganismos y carga
organica (Appels et al., 2011; Li et al., 2014; Chen et al., 2008).

La Figura 12 presenta los diagramas de caja (boxplots) correspondientes a las relaciones S/I
evaluadas, permitiendo visualizar graficamente la dispersion y distribucion de las relaciones
entre si.
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Figura 12. Comparacion de la produccion de metano entre las relaciones sustrato/indculo
evaluadas mediante BOXPLOT.

Los diagramas de caja (boxplots) de la produccion acumulada de metano para las tres relaciones
S/I evaluadas, muestra las medianas (Q2), los rangos intercuartilicos (Q1-Q3), los valores
maximos y minimos y la dispersion total de los datos experimentales.

El patron estadistico evidencia que relaciones S/I bajas mostraron la mediana de PBM mas alta
y un rango intercuartilico amplio, indicio de alta actividad metanogénica y mayor variabilidad
entre réplicas. Al aumentar la relacion S/I, las distribuciones se vuelven més compactas y
concentradas, lo que sugiere menor produccion de metano, pero comportamiento mas estable,
probablemente asociado a acumulacion de AGVs e inhibicion parcial de la fase metanogénica.
Este patrén concuerda con Angelidaki et al., (2009) y Raposo et al., (2011), quienes sefialan
que bajas relaciones S/I mantienen el equilibrio entre fases acidogénica y metanogénica y
optimizan la produccion de metano.

Para verificar los supuestos estadisticos antes del analisis comparativo, se evalud la normalidad
y la homogeneidad de varianzas de los datos de PBM correspondientes a las diferentes
relaciones S/I mediante las pruebas de Shapiro—Wilk y Levene, respectivamente (Shapiro &
Wilk, 1965; Levene, 1960).

Los resultados del ensayo de normalidad mostraron valores de p de 0,0923 para la relacion S/I
=0,2; 0,1415 para S/I=0,5; y 0,0055 para S/ = 1,0. En el caso de la relacion S/I = 1,0, el valor
de p <0,05 implica el rechazo de la hipdtesis nula de normalidad, por lo que los datos no siguen
una distribucion normal (Ghasemi y Zahediasl, 2012). Por el contrario, en las relaciones S/I =
0,2y 0,5, los valores de p > 0,05 indican que no se rechaza la hip6tesis nula y se puede asumir
normalidad en los datos.

Adicionalmente la prueba de Levene arrojo p = 0,0000, lo que indica que las varianzas entre
los grupos no son homogéneas (p < 0,05) (Levene, 1960). Estos resultados justifican el uso de
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pruebas no paramétricas para el analisis posterior, como Kruskal-Wallis o Dunn para
comparaciones multiples, de acuerdo con las recomendaciones metodologicas de Zar, (2010)
y Ghasemi y Zahediasl, (2012).

Se procedio a aplicar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para comparar el PBM entre
las relaciones S/I. A partir de este ensayo se obtuvo un valor de H = 62,983 con p = 0,0000,
dado que p < 0,05 y el estadistico H (62,983) supera el valor critico tedrico de la distribucion
v(k — 1; a = 0,05), se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las relaciones S/I evaluadas (Quispe et al., 2019).
Posteriormente se realizaron comparaciones multiples mediante la prueba de Dunn con
correccion de Bonferroni para identificar los pares de relaciones S/I con diferencias
significativas (p < 0,05) (tabla 15) (Dinno, 2015).

Tabla 15. Resultados del analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-hoc de Dunn

(Bonferroni).
Prueba Estadistico p-valor Interpretacion
Kruskal-Wallis H=62.983 0.0000 Existen diferencias significativas
’ ’ entre los grupos
Dunn (Bonferroni) 0,2-0,5 - 4.83x 107 Diferencia significativa
Dunn (Bonferroni) 0,2-1,0 - 2.14x 1071 Diferencia significativa
Dunn (Bonferroni) 0,5-1,0 - 3.30 x 10 Diferencia significativa

El andlisis post-hoc de Dunn con correccion de Bonferroni muestra que todas las
comparaciones por pares presentan diferencias significativas entre si, evidenciando que el

rendimiento metanogénico varia de forma significativa en todas las relaciones S/I (Dinno,
2015).

El analisis estadistico por fases permitio identificar diferencias en la produccion de metano.
Durante los primeros 8 dias no se observaron diferencias significativas entre las relaciones S/I
(Kruskal-Wallis, p = 0.444), lo cual concuerda con la similitud de las curvas en esta etapa
dominada por la hidrélisis rdpida de compuestos solubles. En el intervalo de 10 a 30 dias si se
detectaron diferencias significativas (p < 0.001); la prueba de Dunn mostr6 que S/I = 0,2 difiere
de 0,5 y 1,0, mientras que estas dos ultimas no difieren entre si (p = 0.278), lo cual es
consistente con la pendiente mayor observada en S/I = 0,2 durante la hidr6lisis de polimeros
complejos. Finalmente, después del dia 30 todas las comparaciones fueron significativas (p <
0,001), evidenciando la divergencia entre tratamientos cuando predominan los compuestos de
lenta degradacion y se acentia el efecto de la carga orgéanica sobre la actividad metanogénica.

Estos resultados indican que a medida que aumenta la carga de sustrato (mayor relacion S/T),
se observa una disminucion del rendimiento metanogénico, lo cual concuerda con el
comportamiento mostrado en la Figura 12. Dicho patrén sugiere que relaciones S/I bajas, donde
la proporcion de indculo es mayor, favorecen la estabilidad del proceso y una conversion mas
eficiente del carbono a metano.
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Este efecto puede atribuirse a que una mayor presencia de biomasa activa mejora la capacidad
tampon del sistema, evitando la acumulacion de AGVs y manteniendo el equilibrio entre las
fases acidogénica y metanogénica. En contraste, cuando la carga organica aumenta, se eleva el
riesgo de sobrecarga del sistema y de inhibicion parcial de la actividad metanogénica (Vavilin
et al., 2008; Angelidaki et al., 2009).

El comportamiento observado es consistente con lo reportado por Angelidaki et al., (2009) y
Raposo et al., (2011), quienes sefhalan que mantener relaciones S/I bajas permite una
degradacion mas completa del sustrato y optimiza la produccion de metano.

Los valores de PBM obtenidos con el lodo granular fueron superiores a los reportados para
biomasa floculenta bajo condiciones similares. Elbeshbishy et al., (2012) informaron
rendimientos de 110—-130 mL CH4/g SV para lodo floculento en relaciones S/I entre 0,25 y 4.
En contraste, en este estudio la relacion S/I 0,2 alcanzé 245,83 mL CH4/g SV, y aun cuando el
PBM disminuy06 en las relaciones 0,5 y 1,0, los valores obtenidos permanecieron por encima
de los tipicamente observados para lodos floculentos, los cuales son mas susceptibles a la
inhibicion por AGVs. Estos resultados confirman que el lodo granular ofrece mayor estabilidad
y mejor desempefio frente a variaciones en la carga organica.

Por otra parte, el comportamiento del PBM utilizando un sustrato “ideal” (celulosa),
correspondiente al control positivo (CP) de los ensayos, se presenta en la Figura 13. En esta se
observa una clara tendencia ascendente y sostenida del PBM para las relaciones S/10,2y 0,5,
mientras que la relacion S/I 1,0 muestra una produccion menor. Este comportamiento confirma
que los resultados obtenidos experimentalmente con los RA son vélidos, evidenciando que una
menor relacion S/I promueve una conversion mas eficiente a metano y un proceso mas estable.

300 { =o= CPS/I:0.2 PBM max: 304.37 ml CHyfg SV ettt

CPS/1:0.5 PBM max: 300.78 ml CHu/g SV
—e— CPS/l:1 PBM max: 163.93 ml CHufg SV

250 1

]

=

=
L

PBM (mL CHa/g SV)
7]
=

—

f=J

(=]
L

50

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (Dias)

Figura 13. Potencial bioquimico de metano (PBM) para los controles positivos (CP) de cada
una de las relaciones.

En el control positivo se observa que durante los primeros dias las tres relaciones S/I presentan
un comportamiento similar, lo que indica una hidrdlisis inicial que ocurre a un ritmo
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comparable, tal como ocurre en sustratos altamente biodegradables donde la biomasa no limita
la cinética (Batstone et al., 2002; Angelidaki et al., 2009). No obstante, entre los dias 5y 20 la
relacion S/I = 0,5 muestra una mayor velocidad de produccion de metano, reflejada en una
pendiente mas pronunciada; este comportamiento no corresponde a un error experimental, sino
a la alta biodegradabilidad de la celulosa, que permite que una carga organica moderada
estimule temporalmente la actividad celulolitica (Li et al., 2014). En contraste, la curva de S/I
= 0,2 presenta un patron escalonado que podria asociarse con breves ajustes en la actividad del
consorcio metanogénico debido a la rapida liberacion de compuestos solubles. Tras el dia 20,
las curvas de S/I=0,2 y 0,5 convergen hacia valores de PBM muy similares, evidenciando una
conversion global eficiente, mientras que S/I = 1,0 mantiene un rendimiento claramente
inferior, coherente con una inhibicion sostenida por sobrecarga y acumulacion de AGVs
(Raposo et al., 2006; Angelidaki et al., 2009; Chen et al., 2008; Vavilin et al., 2008).

El CP valid6 la eficiencia del ensayo segun los criterios de Holliger et al., (2016), quienes
establecen que un PBM experimental debe situarse entre el 85 y el 100 % del valor tedrico para
considerarse aceptable. En este estudio, las relaciones S/I de 0,2 y 0,5 alcanzaron alrededor del
85 % del valor tedrico de la celulosa (350 mL CH4/g SV), lo que sugiere un desempeio
adecuado del in6culo y ligeras pérdidas asociadas unicamente a limitaciones cinéticas en las
etapas finales. Aunque la relacion S/I= 1,0 qued6 por debajo de este rango, su comportamiento
fue coherente con la dinamica esperada en condiciones de sobrecarga, confirmando la
funcionalidad del ensayo y la sensibilidad del sistema a variaciones en la relacion S/I (Raposo
et al., 2006).

La comparacion entre el control positivo y los RA muestra que la relacion S/I = 0,5 se comporta
de manera diferente dependiendo del sustrato. En la celulosa, esta relaciéon favorecio
temporalmente una mayor velocidad de produccion de metano debido a su biodegradabilidad
uniforme; sin embargo, en los RA la misma relacion resulté inhibitoria, lo que refleja su mayor
susceptibilidad a la acidificacion y acumulacion de AGVs debido a la presencia de compuestos
facilmente fermentables (Li et al., 2011; Zhao et al., 2016). Asimismo, la relacion S/I = 1,0 del
CP mostr6 un rendimiento relativamente superior al observado en los RA, lo cual confirma que
la naturaleza del sustrato influye directamente en la estabilidad del proceso (Angelidaki et al.,
2009).

En conjunto, el andlisis del CP demuestra que el sistema experimental fue confiable y que las
variaciones observadas en la produccion de metano responden principalmente a las
caracteristicas intrinsecas del sustrato y la relacion S/I, validando la calidad del ensayo segiin
los lineamientos de Holliger et al., (2016).

Al finalizar el ensayo PBM, las mezclas correspondientes a cada relacion S/I fueron analizadas
para evaluar su estabilidad y el estado final del proceso. Los pardmetros fisicoquimicos
obtenidos se presentan en la Tabla 16.

61



Tabla 16. Caracterizacion fisicoquimica final (pH, AGVs, alcalinidad, IB y DQO) de las
mezclas con diferentes relaciones S/I en el ensayo PBM.

pH AGVs AT AB DQO
Mezclas (UND) (mEq/L) | (mg CaCOs/L) | (mg CaCQOs/L) IB (mg/L)
S/10,2 7,61 11,19 3850,00 3340,00 0,13 1535,41
S/10,5 7,81 13,59 3736,67 3396,67 0,09 2221,02
S/: 1,0 7,69 12,49 3913,00 339333 0,13 1661,71

DQO inicial del sustrato: 158971,58 mg/L

La caracterizacion final de las mezclas S/I respalda los resultados obtenidos en los ensayos de
PBM y permite interpretar las diferencias observadas entre los tratamientos. En general, los
valores de pH se mantuvieron dentro del rango 6ptimo para la actividad metanogénica, lo que
indica que el sistema conservo condiciones adecuadas durante el proceso. Este comportamiento
es coherente con los valores de IB, los cuales se mantuvieron en un rango bajo, aun asi
indicando una adecuada capacidad amortiguadora frente a la generacion de AGVs. Estos
valores sugieren que la alcalinidad disponible fue suficiente para mantener el equilibrio acido—
base y evitar procesos de acidificacion durante la DA.

Los mayores valores de AGVs se registraron en las relaciones S/I de 0,5 y 1,0, lo que indica
una mayor acumulacion de intermediarios acidogénicos en estos ensayos. Este comportamiento
concuerda con la mayor carga organica disponible por unidad de biomasa, que favorece tasas
mas elevadas de hidroélisis y acidogénesis (Appels et al., 2008; Chen et al., 2008), aunque sin
llegar a afectar el pH debido a la alcalinidad total y bicarbonatica disponible (Gerardi, 2003;
Appels et al., 2008; Chen et al., 2008).

Asimismo, la DQO residual fue mayor en las relaciones S/I 0,5 y 1,0, lo que indica que una
fraccion del sustrato no fue completamente degradada, probablemente debido a limitaciones
cinéticas asociadas a la sobrecarga y a la acumulacion de AGVs, tal como ha sido reportado en
ensayos PBM con carga orgénica elevada (Raposo et al., 2006; Angelidaki et al., 2009; Zhou
etal., 2011).

Estos resultados son consistentes con lo observado en las curvas de PBM, relaciones S/I bajas
favorecen una mayor conversion organica y estabilidad, mientras que relaciones altas
disminuyen la eficiencia del proceso debido a la limitada capacidad del in6culo para
transformar intermediarios en metano. La coherencia entre pH, AGVs, alcalinidad y DQO
confirma la estabilidad del sistema y el adecuado desempefio del lodo granular, en
concordancia con los criterios de estabilidad descritos por De Vrieze et al., (2015) y Hiilsemann
et al., (2020).
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8. CONCLUSIONES

El lodo granular proveniente de la industria papelera present6 condiciones iniciales favorables
para su uso como inéculo en la digestion anaerobia, destacandose un pH cercano a la
neutralidad (pH = 7,02) y una alta fraccion orgédnica biodegradable (relacion SV/ST = 92 %),
lo que confirma la presencia de una biomasa activa y adecuada para operar en condiciones
mesofilicas. No obstante, los indices de alcalinidad (IB = 0,39; AI/AB = 0,65) evidenciaron
una capacidad tampon limitada frente a la acidez generada, indicando un desbalance entre la
alcalinidad disponible y la acumulaciéon de AGVs. En concordancia con estos resultados, y con
el fin de garantizar condiciones Optimas para los procesos de degradacion, durante la fase
experimental se realizaron ajustes de pH conforme a lo descrito en la metodologia, asegurando
la estabilidad del sistema.

A estas caracteristicas se suma una adecuada disponibilidad de macro y micronutrientes,
suficiente para sostener de forma eficiente las actividades metabolicas, favorecer la estabilidad
del sistema y asegurar una actividad bioldgica equilibrada durante el proceso.

Estas caracteristicas metabolicas deben interpretarse considerando la procedencia del indculo.
Al provenir de la industria papelera, el lodo granular ha sido previamente expuesto a efluentes
ricos en fracciones lignocelulosicas y carbohidratos estructurales, lo que implica una seleccion
microbiana predominante adaptada a compuestos carbonados. Sin embargo, los residuos de
alimentos presentan mayor contenido de proteinas y lipidos, generando una matriz organica
distinta y potencialmente productora de mayores concentraciones de AGVs y compuestos
nitrogenados. En este contexto, la estabilidad observada estuvo condicionada por la relacion
sustrato/inoculo aplicada y por la disponibilidad de biomasa activa capaz de adaptarse a esta
nueva composicion.

Las actividades metabolicas del indculo presentaron valores caracteristicos de biomasas
granulares activas (AHE = 0,65 gDQO/gSV-dia; AAE = 5,12 gDQO/gSV-dia; AME = 0,31
gDQO/gSV-dia), evidenciando una elevada capacidad de hidrélisis, fermentacion y conversion
metanogénica. En conjunto estos resultados reflejan una actividad hidrolitica moderada pero
suficiente para solubilizar fracciones lignoceluldsicas del sustrato, una actividad acidogénica
elevada asociada a un consorcio fermentativo capaz de transformar rdpidamente carbohidratos
solubles en AGVs sin comprometer la estabilidad del sistema y una actividad metanogénica
especifica que confirma la presencia de arqueas metanogénicas activas y adaptadas,
responsables de convertir eficientemente los AGVs en metano.

Los valores experimentales del PBM obtenidos para las relaciones S/I de 0,2; 0,5 y 1,0 fueron
de 245,83; 110,22 y 76,44 mL CH./gSV, respectivamente. Las relaciones mas bajas
favorecieron una conversion mds estable, con menor inhibicion por AGVs y una mayor
degradacion del sustrato, evidenciando que una mayor disponibilidad de biomasa activa mejora
la eficiencia metanogénica. En particular, la relacion S/I de 0,2 alcanzo el mayor rendimiento,
seguida de 0,5 y finalmente de 1,0, lo que confirma que cargas orgénicas mas bajas promueven
una mayor estabilidad operacional y una produccion de metano mas eficiente.
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En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que el lodo granular de la industria papelera
es un in6culo adecuado y funcional para la digestion anaerobia de residuos de alimentos bajo
condiciones mesofilicas. La estabilidad fisicoquimica, las altas actividades metabdlicas y los
rendimientos obtenidos en los ensayos PBM confirman que el sistema funciond adecuadamente
y cumpli6 con los objetivos de la investigacion.

9. RECOMENDACIONES

Dado que el lodo granular no es un recurso de facil acceso y puede perder su estructura bajo
condiciones de sobrecarga o acumulacién de AGVs, se recomienda evaluar su desempeiio en
reactores continuos con incrementos controlados de carga orgénica y un monitoreo riguroso de
pH, alcalinidad y pardmetros de estabilidad, con el fin de garantizar la integridad de los
granulos y evitar disminuciones en la actividad metanogénica.

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, también se recomienda escalar y
validar el indculo en sistemas de operacion continua o escala piloto alimentados con residuos
de alimentos, incorporando seguimiento de cinética y andlisis de la composicion del biogas
para determinar su eficiencia y estabilidad bajo condiciones reales de operacion.

También se recomienda optimizar la relacion S/I empleando valores bajos a moderados (0,2 a
0,5 g SV /g SV) y aumentar la carga organica de forma escalonada tnicamente cuando se
verifique la estabilidad del sistema (pH cercano a 7, adecuada alcalinidad y ausencia de
acumulacion significativa de AGVs), con el fin de maximizar el rendimiento metanogénico sin
comprometer la funcionalidad del indculo. De igual manera, resulta pertinente explorar co-
digestion con otros sustratos organicos que permiten ampliar el rango de aplicacion del proceso
y mitigar posibles inhibiciones, especialmente en escenarios donde existan variaciones en la
composicion del sustrato o desequilibrios nutricionales.

Finalmente, se recomienda evaluar la influencia del tipo de digestion (seca, semiseca o
himeda) sobre el desempefio del lodo granular, dado que su estructura y requerimientos
sugieren un funcionamiento mas eficiente en medios acuosos o de baja concentracion de
solidos. En este sentido, resulta relevante comparar las relaciones S/I y el comportamiento del
inoculo en digestiones hiimeda, semiseca y seca para identificar la modalidad que permite
preservar mejor la estructura granular y maximizar la produccién de metano.
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ANEXO 1. Produccion diaria de biogas estimada mediante mediciones manométricas en

digestion anaerobia a 35 °C para relaciones S/I de 0,2; 0,5 y 1,0.

RELACION 0,2 RELACION 0,5 RELACION 1,0
DIA Presion Presion Presion Presion Presion Presion
Botella antes de después Botella antes de | después de Botella antes de | después de
purgar de purgar purgar purgar purgar purgar
1M -S/1: 0.2 — 0 I - S/1: 0.5 — 0 I -S/1: 0.2 — 0
35°C 35°C 35°C
II-S/1: 0.2 - 0 II-S/1:0.5- 0 I-S/1:02 - 0
35°C-R 35°C-R 35°C-R
0
I -S/1: 0.2 — 0 I - S/1: 0.5 — 0 I -S/1: 0.2 — 0
35°C-R2 35°C-R2 35°C-R2
II-B-35°C 0 IIT- B-35°C 0 III- B-35°C 0
I -S/1: 0.2 — I - S/1: 0.5 — I -S/1: 0.2 —
35°C 4 35°C 116 35°C 268
I-S/1:0.2- II-S/1:0.5— IM-S/1:0.2 -
35°C-R 2 35°C-R 74 35°C-R 214
2
I -S/1:0.2 - II-S/1: 0.5 - TM-S/1:0.2 -
35°C-R2 75 35°C—R3 133 35°C-R2 191
II-B-35°C 0 IIT- B —35°C 0 11 - B-35°C 0
1M-S/1:0.2 - II-S/1: 0.5 - IM-S/1:0.2 -
350C 52 350C 199 35°C 542 262
I -S/1: 0.2 — 11 - S/1: 0.5 — I -S/1: 0.2 -
35°C-R 83 35°C-R 34 35°C-R 487 265
4
1M-S/1:0.2 - II-S/1:0.5— TM-S/1:0.2 -
35°C-R2 68 35°C - R4 268 35°C-R2 268
III - B-35°C 5 Il - B —35°C 5 Il - B-35°C 5
1M -S/1: 02— I - S/1: 0.5 - M- S/1: 0.2 —
350C 72 359 274 359C 414 291
1 -S/1:0.2 - 11 - S/1: 0.5 — 1M -S/1: 0.2 -
35°C-R 122 35°C-R 4 35°C-R 403 303
6
I -S/1:0.2 - 11 - S/1: 0.5 — 1M -S/1: 0.2 -
35°C-R2 ol 35°C-R5 314 35°C-R2 195
II-B-35°C 0 Il - B—35°C 0 Il - B—35°C 0
II-S/1: 0.2 - I - S/1: 0.5 - II-S/: 0.2 -
8 35°C 119 350C 315 35°C 396
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1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C - R 172 35°C - R 0 35°C - R 393
1-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C - R2 135 35°C - R6 378 35°C - R2 177
III - B - 35°C 0 III - B - 35°C 0 III - B - 35°C 0
1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — IIT-S/1: 0.2 -
Ve 158 Ve 341 IV 467 174
1 - S/ 0.2 1~ S/1: 0.5 — 10 - S/ 0.2
35°C - R 242 35°C - R 0 35°C - R 449 s
10
I-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 -
35°C - R2 192 35°C - R7 448 185 35°C - R2 200
1l - B - 35°C 0 11 - B - 35°C 0 1 - B 35°C 0
I -S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 -
350C 174 350C 351 350(C 274
1 - S/ 0.2 1~ S/1: 0.5 10 - S/ 0.2
35°C - R 278 35°C-R 0 35°C-R 209
12
1-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — 11-S/1:0.2 -
35°C - R2 222 35°C - RS 268 35°C - R2 181
1I-B - 35°C 0 1II-B - 35°C 0 Il - B - 35°C 0
1I1-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — 1-S/1:0.2 -
o 227 N 348 N 308
II-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 —
35°C - R 344 35°C - R 0 35°C-R 21
14
I -S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 —
35°C_R2 274 35°C _R9 308 35°C_R2 213
III-B —35°C 45 IIT-B —35°C 45 II1-B —35°C 45
I1-S/1:0.2 - II1-S/1: 0.5 - 1I1-S/1:0.2 -
Vo 274 Vo 285 iV 326
I1-S/1:0.2 - II1-S/1: 0.5 - 1I1-S/1:0.2 -
35°C -R 371 35°C-R 0 35°C-R 275
16
II-S/1: 0.2 — I - S/I: 0.5 — II1-S/1: 0.2 —
35°C—R2 277 3s0c_Rr10 | 4 35°C - R2 219
III- B -35°C 71 II1-B -35°C 71 III - B - 35°C 71
M-S 02- M-S 05 - M-S 02—
18 Vo 283 Vo 351 Ve 428 216
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- S/1: 02 — I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 382 35°C-R 0 35°C-R 348
- S/1: 02 — I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R2 29 35°C —R11 419 129 35°C - R2 274
Il - B - 35°C 105 Il - B - 35°C 105 Il - B - 35°C 105
- S/L: 0.2 — I - S/I: 0.5 — 10 - S/1: 0.2 —
T5oC 319 1500 358 1500 274
- S/1: 02— I - S/1: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 428 209 35°C-R 0 35°C-R 369
20
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — II- S/1: 02 —
35°C—R2 314 35°C—RI2 183 35°C—R2 214
Il - B - 35°C 132 Il - B - 35°C 132 Il - B - 35°C 132
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
500 329 1500 344 1500 314
- S/1: 02— I - S/L: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 265 35°C-R 0 35°C -R 381
22
I - S/1: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
35°C—R2 3 35°C—RI3 217 35°C—R2 188
Il - B - 35°C 177 11l - B - 35°C 177 Il - B - 35°C 177
I - S/L: 0.2 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
3500 409 17 1500 387 1500 385
I - S/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — I - S$/1: 0.2 —
35°C-R 342 35°C-R 0 35°C -R 1 185
24
I - S$/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C—R3 359 35°C —R14 289 35°C—R3 192
Il - B - 35°C 211 M-B-35C | 211 M-B-35°C | 211
- S/L: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
500 107 1500 404 139 1500 454 163
I - S/1: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
35°C-R 27 35°C-R 4 35°C-R 281
26
I - $/1: 0.2 — Il - S/1: 0.5 — 11 - $/1: 0.2 —
35°C— R4 395 35°C—R15 347 35°C — R4 203
Il - B - 35°C 243 M-B-35C | 243 M-B-35C | 243
- S/1: 0.2 — I - S/1: 0.5 — I - S/1: 02 —
28 1500 144 1500 203 1500 232
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- S/1: 02 — I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 4l 15 35°C-R 48 35°C-R 22
- S/1: 02 — I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C -R5 377 35°C—R16 369 35°C —RS 206
Il - B - 35°C 197 Il - B - 35°C 197 Il - B - 35°C 197
- S/L: 0.2 — I - S/I: 0.5 — 10 - S/1: 0.2 —
T5oC 206 1500 273 1500 299
- S/1: 02— I - S/1: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 108 35°C-R 7 35°C-R 342
30
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — M- S/1: 0.2 -
35°C—R6 413 102 35°C—RI17 437 52 35°C—R6 2l
Il - B - 35°C 293 M-B-35C | 293 IM-B-35C | 293
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — - S/1: 0.2 -
500 246 1500 307 1500 336
- S/1: 02— I - S/L: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 173 35°C-R 64 35°C-R 366
32
I - S/1: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
35°C—R7 165 35°C —RI8 135 35°C—R7 231
Il - B - 35°C 325 M-B-35C | 325 M-B-35°C | 325
I - S/L: 0.2 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
3500 288 1500 342 1500 363
I - S/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — M- S/1: 0.2 -
35°C-R 213 35°C-R 61 35°C-R 391
34
I - S$/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — - S/1: 0.2 -
35°C —R8 214 35°C—RI19 177 35°C —R8 219
Il - B - 35°C 323 Mm-B-35C | 323 M-B-35C | 323
- S/L: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
500 319 1500 373 1500 398
I - S/1: 02 — I - S/L: 0.5 — - S/1: 0.2 —
35°C-R 27 35°C-R 61 35°C-R 419 169
36
I - $/1: 0.2 — Il - S/1: 0.5 — M- S/1: 0.2 -
35°C —R9 249 35°C —R20 224 35°C—R9 222
Il - B - 35°C 315 M-B-35C | 315 M-B-35C | 315
- S/1: 0.2 — I - S/1: 0.5 — I - S/1: 02 —
38 1500 352 1500 396 1500 406 143
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II- S/ 02— I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R 299 35°C-R 32 35°C -R 222
II- S/ 02— I - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C-R10 281 35°C - R21 27 35°C—R10 205
Il - B - 35°C 354 M-B-35°C | 354 M-B-35°C | 354
II- S/ 02— I - S/I: 0.5 — 10 - S/1: 0.2 —
T5oC 355 1500 421 166 1500 209
II- S/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — III - $/1: 0.2 —
35°C-R 301 35°C-R 63 35°C -R 246
40
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — II- S/1: 02 —
35°C - R11 283 35°C —R22 283 35°C - R11 217
Il - B - 35°C 377 M-B-35C | 377 M-B-35°C | 377
II- S/ 02— Il - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
500 373 1500 225 1500 243
II- S/ 0.2 - II- S/I: 0.5 — I - $/1: 0.2 —
35°C-R 326 35°C-R o1 35°C -R 2
42
II- S/ 0.2 - I - S/I: 0.5 — I - $/1: 0.2 —
35°C - R12 301 35°C - R23 308 35°C-RI12 203
Il - B - 35°C 359 M-B-35C | 359 M-B-35°C | 359
II-S/L: 0.2 — I - S/I: 0.5 — I - $/1: 0.2 —
3500 403 225 1500 273 1500 273
I - S/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — I - S$/1: 0.2 —
35°C-R 359 35°C-R 59 35°C -R 285
44
I - S$/1: 0.2 — Il - S/I: 0.5 — I - S/1: 0.2 —
35°C—R13 323 35°C — R24 34l 35°C-RI13 191
Il - B - 35°C 421 222 | m-B-35C | 421 222 MI-B-35°C | 421 222
II-S/L 0.2 - I - S/I: 0.5 — I - S/I: 0.2 —
500 286 1500 312 1500 329
II- S/ 02— II- S/I: 0.5 — Il - $/1: 0.2 —
35°C -R 392 35°C-R 43 35°C -R 329
46
I - $/1: 0.2 — Il - S/1: 0.5 — 11 - $/1: 0.2 —
35°C —R14 341 35°C—R25 374 35°C—R14 188
Il - B - 35°C 291 M-B-35C | 291 M-B-35°C | 291
101 - $/1: 0.2 — 10l - S/I: 0.5 — 10 - S/1: 0.2 —
48 1500 303 1500 323 1500 328
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1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C - R 394 35°C - R 24 35°C - R 303
1-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C RIS 344 35°C - R26 371 35°C — RIS 174
III - B - 35°C 286 III - B - 35°C 286 III - B - 35°C 286
1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — IIT-S/1: 0.2 -
35°C 326 35°C 336 35°C 378
1 - S/ 0.2 1~ S/1: 0.5 — 10 - S/ 0.2
35°C - R 416 122 35°C - R 38 35°C - R 371
50
I-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 -
35°C_R16 362 3sc-r27 | 4P 77 35°C - R16 179
1l - B - 35°C 281 m-B-35C | 281 W-B-35C | 281
I -S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 -
e 411 132 Yok 435 105 5oc 465 23
1 - S/ 0.2 1~ S/1: 0.5 10 - S/ 0.2
35°C - R 216 35°C-R 48 35°C-R 431 214
52
1-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — 11-S/1:0.2 -
35°C - R17 439 19 35°C - R28 177 3c-r17 | 20
III-B - 35°C 344 IIT-B - 35°C 344 II1-B - 35°C 344
1I1-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — 1-S/1:0.2 -
35°C 188 350C 7 35°C 132
II-S/1:0.2 - I - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 —
35°C - R 254 35°C - R 8 35°C-R 286
54
I -S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 —
35°C_ RIS 88 350c_R29 | 216 3c_R18 | 2P
1I- B - 35°C 403 307 | m-Bo3sec | 403 307 M-B-35°C | 403 307
I1-S/1:0.2 - II1-S/1: 0.5 - 1I1-S/1:0.2 -
35°C 202 35°C 4 35°C 143
I1-S/1:0.2 - II1-S/1: 0.5 - 1I1-S/1:0.2 -
35°C -R 262 35°C-R 89 35°C-R 289
56
II-S/1: 0.2 — I - S/I: 0.5 — II1-S/1: 0.2 —
35°C_R19 105 35°Cc_R30 | 2 35°C - R19 198
11l - B — 35°C 288 m-B-35C | 288 M-B-35C | 288
M-S 02- M-S 05 - M-S 02—
58 Vo 236 Vo 137 Ve 184

90




1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C - R 306 35°C - R 18 35°C - R 325

1-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — III-S/1: 0.2 -
35°C - R20 12 35°C - R31 272 35°C — R20 195
III - B - 35°C 341 III - B - 35°C 341 III - B - 35°C 341

1-S/1: 0.2 - III - S/I: 0.5 — IIT-S/1: 0.2 -
35°C 283 35°C 176 35°C 222

1 - S/ 0.2 1~ S/1: 0.5 — 10 - S/ 0.2
35°C - R 341 35°C - R 143 35°C - R 363

60

I-S/1:0.2 - III - S/I: 0.5 — II-S/1: 0.2 -
35°C - R21 183 3c-R32 | % 35°C - R21 202
1l - B - 35°C 442 W-B-35°C | 442 M-B-35°C | 442
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