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RESUMEN

La Digestion Anaerobia (DA) es considerada una de las alternativas biotecnologicas mas viables para el
tratamiento y aprovechamiento de sustratos organicos, ya que permite recuperar energia en forma de biogas
y obtener un subproducto rico en nutrientes conocido como digestato con alto potencial agricola. En torno a lo
anterior, se han desarrollado métodos a nivel de laboratorio que permiten evaluar y determinar el potencial
energético de un sustrato, siendo los ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) los mas aceptados y
utilizados por la comunidad cientifica, debido a sus bajos requerimientos técnicos y econdmicos. El método de
cuantificacion es uno de los aspectos que mas varia en los ensayos PBM para la cuantificacion de biogas, los
cuales presentan variaciones que dificultan la comparacion de los resultados de cuantificacién del biogas. Por
lo anterior, en el presente trabajo se realizé una vigilancia tecnoldgica sobre los métodos mas empleados, asi
como sus caracteristicas, metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones, empleando bases de datos
internacionales y nacionales (ventana de observacion de 17 afios: 2005-2021), con lo cual se logré identificar
que los métodos experimentales mas usados para cuantificar biogas o CH4 son los métodos volumétricos (VM)
y manométricos (MN), y que las configuraciones VM més usadas son el volumétrico alcalino (VB) con un
porcentaje de 26,8%, seguida por el automatizado AMPTS Il con un 20,3% y el método volumétrico acido (VA)
con un 8,94%; en cuanto a las configuraciones del método MN, las més empleadas son el MN manual con
perlas de NaOH en un 13,7%, seguido por el automatizado Oxitop® con el 11,01%, siendo las configuraciones
automatizadas las mas empleadas en paises con mayor economia y desarrollado, mientras que en los paises
en desarrollo (PeD) prima el uso de configuraciones manuales que son menos costosas y no requieren de
equipos especializados aunque pueden llegar a ser menos precisas. Por otro lado, se realizd un montaje
experimental de los métodos VM y MN con lo cual, se logré obtener resultados de PBM para los métodos VM
(VB y VA) el PBM de 337,69+12,46 CH4/g SV, acercandose un 81,57+4,57% al valor teérico de PBM de la
celulosa, mientras que con el MN sin perlas y con perlas de NaOH, se obtuvieron valores de PBM menores
(321,51+17,89 y 225,24+14,24 mL CH4/g SV, respectivamente), para un 74,8+7,89% y un 54,4+3,78% del
valor tedrico, respectivamente. El bajo valor del MN con perlas se atribuye principalmente a un posible efecto
negativo de las perlas sobre el proceso de la DA, que quedd evidenciado en mayores valores de pH y menor
relacion AB/AT, asi como de parametros cinéticos importantes como la tasa de produccion de CHs (Rmax) v
constante de hidrdlisis (k) que fueron 1,63 y 2,31 veces menor que en el método VB.

Palabras clave: Celulosa, Digestion anaerobia (DA), método manométrico (MN), método volumétrico (VM),
Potencial Bioquimico de Metano (PBM).



INTRODUCCION

En Colombia, entre el 55 - 70% de los Residuos Sélidos Municipales (RSM) corresponden a la fraccion orgénica
(SSPD, 2020), los cuales son los principales causantes de la produccion de gases de efecto invernadero (GEl),
lixiviacidén y malos olores en los rellenos sanitarios (Kougias y Angelidaki, 2018). Por otro lado, el agotamiento
de los recursos naturales y la creciente demanda de combustibles, han evidenciado la necesidad de buscar
nuevas fuentes de energia renovable (Barrio et al., 2017), lo que ha generado un gran interés en la creacién
de modelos de economia circular, mediante los cuales se dé valor a un residuo considerado en el sistema
tradicional (economia lineal) como un material no aprovechable (Filer et al., 2019; Rodrigues et al., 2019). Un
claro ejemplo son los Biorresiduos de Origen Municipal (BOM), también conocidos como la Fraccion Organica
de los Residuos Sélidos (FORSU), cuyo componente principal son los residuos de alimentos (RA) (CONPES,
2016), con aproximadamente el 67 % (Browne y Murphy, 2013).

El enfoque ambiental y de aprovechamiento de la economia circular, ha generado un creciente aumento en el
numero de estudios de digestién anaerobia (DA), debido a su potencial de recuperacion energética a partir de
residuos (Kougias y Angelidaki, 2018; Casallas-Ojeda et al., 2020). Debido al creciente interés en el
aprovechamiento de residuos biodegradables mediante la DA (Lin et al., 2018), se han desarrollado métodos
que evallen y permitan determinar el potencial energético de un determinado sustrato en forma de biogas,
siendo los ensayos de Potencial Bioguimico de Metano (PBM) la herramienta de analisis experimental mas
utilizada para estudiar a escala de laboratorio la biodegradabilidad anaerobia de un sustrato en condiciones
controladas. Sin embargo, este tipo de ensayos han experimentado distintos cambios con el tiempo sin llegar
a un protocolo estandarizado (Angelidaki et al., 2009; Lesteur et al., 2010; Labatut et al., 2011).

Entre los aspectos que més variacién presentan los ensayos PBM se encuentran los métodos de cuantificacion
de biogas/metano, siendo los mas destacables los volumétricos (VM) y manométricos (MN) por ser mas
sencillos, de menor costo y de mayor aplicacion (Torres y Pérez, 2010; Raposo et al., 2012); condiciones
atractivas para laboratorios y plantas de tratamiento principalmente en el contexto de paises en desarrollo
(PeD). Otros como la cromatografia de gases (CG), espectroscopia de infrarrojo, gravimétrico y de densidad
el gas, permiten elegir al investigador entre varias opciones considerando factores como: costos, disponibilidad
de equipos e infraestructura, etc. (Raposo et al, 2012). Adicionalmente, las diferentes condiciones
experimentales de cada estudio como el tipo de indculo y sustrato empleados, la duracién del ensayo, efc.,
dificultan la comparacion de los resultados y la posible incidencia del método de cuantificacién de biogas
empleado en los ensayos PBM (Raposo et al., 2011; Cardenas-Cleves et al., 2016; Holliger et al., 2016).

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo de grado se evalud la influencia del tipo de método
experimental: VM (considerando tanto el desplazamiento acido (VA) como el alcalino (VB)) y MN (considerando
el uso o no de perlas de NaOH que son usadas como barrera para la absorcion de CO,) sobre la cuantificacién
de biogas y CH4, empleando celulosa como sustrato, componente principal de materiales lignoceluldsicos como
los RA (Parra-Orobio et al., 2019). El proyecto se desarrollé con el apoyo del grupo de investigacion Estudio y
Control de la Contaminaciéon Ambiental (ECCA) de la Universidad del Valle.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El creciente aumento demogréfico, urbanistico y el acelerado desarrollo industrial con poco enfoque ambiental,
asi como el incremento en los patrones de consumo relacionados con mejores niveles de calidad de vida, han
incrementado significativamente la produccién de residuos sélidos (Ojeda et al., 2008; Alberto, 2009). De
acuerdo con el Banco Mundial, la produccion de RSM en 2016, fue de 2010 millones t/afio, cifra que se espera
aumente a 3400 millones ton/afio para el 2050 si se mantiene la dinamica de consumo actual, lo cual supone
retos econdmicos, sociales y ambientales (Banco Mundial, 2016), principalmente en PeD como Colombia en
que la estrategia predominante de manejo de RSM sigue siendo la disposicion final en rellenos sanitarios
(SSPD, 2016).

Por otro lado, el impacto ambiental debido al uso insostenible de los combustibles fosiles y una mayor demanda
energética (Barrio et al., 2017), ha generado un creciente interés en introducir nuevas fuentes energéticas
renovables (Raposo et al., 2011; Barrio et al., 2017). Por lo anterior, el nimero de estudios de DA de residuos
sélidos como BOM o FORSU y RA, ha aumentado considerablemente con respecto a otras alternativas
biotecnoldgicas como el compostaje para el aprovechamiento de este tipo de residuos (Lin et al., 2018). En
este sentido, Colombia tiene un alto potencial de recuperacion energética a partir de la DA de BOM, debido a
que éstos representan entre el 50 a 70% del total de los RSM. Sin embargo, aunque la DA puede ser una
alternativa tecnolégica por su bajo costo de aplicacién, tanto para la produccién energia en forma de biogas
(60 - 70 % de CH4 y 30 - 40 % de CO,) (Angelidaki et al., 2009; Cardenas-Cleves et al., 2016) y recuperacién
de nutrientes mediante la generacion de un subproducto semisdlido rico en nutrientes conocido como digestato
(Insam y Wett, 2008), auin presenta limitantes para su aplicacién practica a escala piloto y real, para lo cual se
requieren mayores estudios para los diferentes factores y variables que inciden sobre el proceso (Casallas-
Ojeda et al., 2020).

Por lo anterior, los ensayos PBM son el método mas empleado para el estudio y optimizacién del proceso de
DA a escala de laboratorio y permiten determinar la capacidad de produccion de biogas y la biodegradabilidad
anaerobia de los sustratos, asi como aportar a la definicion de pardmetros de disefio que mejore el proceso de
DA (Batstone et al., 2009; Jingura et al., 2017). Aunque estos ensayos fueron propuestos por primera vez por
Owen et al. (1979), atin no se cuenta con un protocolo estandarizado y en su lugar, se cuenta con diferentes
guias propuestas por diferentes grupos de investigacion e investigadores, como la guia VDI 4630, (2006);
Angelidaki et al. (2009); Holliger et al. (2016); Filer et al. (2019), las cuales presentan diferencias en la
configuracién experimental relacionadas con diferentes aspectos como el método de cuantificacion de biogas,
siendo los métodos VM (VB y VA) y manométrico (MN tanto con como sin perlas de NaOH) los més reportados
en la literatura (Torres-Lozada y Pérez, 2010; Jingura y Kamusoco, 2017; Ohemeng y Datta, 2019).

Estas configuraciones se diferencian principalmente en el tipo de gas a medir, dado que con los métodos MN
sin perlas de NaOH y VA miden la produccion total del biogas (CHs, CO; y otros gases), mientras que los
métodos MN con perlas de NaOH y VB, permiten medir directamente el CH4, ya que capturan el CO; al
reaccionar con el NaOH y formar carbonato de sodio (Na2COs) (Angelidaki et al., 2009; Esposito et al., 2012).
Por tanto, la variacion en el método de cuantificacion de biogas resalta la importancia de profundizar en el
analisis metodoldgico y operativo de los métodos de medicién (Esposito et al., 2012; Cardenas-Cleves et al.,
2016; Filer et al., 2019). Debido a la importancia de este tematica, en este trabajo se identificaron las
caracteristicas metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones, empleando bases de datos internacionales
y nacionales (ventana de observacion de 17 afios: 2005-2021), ademés, se evalud la posible incidencia de los
métodos experimentales de cuantificacion de biogas/metano VA, VB y MN con y sin perlas de NaOH, para lo
cual se uso la celulosa como sustrato estdndar y manteniendo el resto de condiciones experimentales
constantes.



2. JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES

Existen diferentes propuestas de guias o protocolos para los ensayos PBM, entre las que se destacan las de
autores como Angelidaki et al. (2009) y Holliger et al. (2016), pertenecientes al grupo de investigacién Grupo
de Tareas para la Biodegradabilidad Anaerobia, Actividad y Ensayos de Inhibicion de la Digestion Anaerobia
ABAI-TG” por sus siglas en inglés, del Grupo de especialistas de la Asociacién Internacional de Agua (IWA,
por sus siglas en inglés). Otros estudios como los de Raposo et al. (2011), Cardenas-Cleves et al. (2016) y
Filer et al. (2019), evidencian la necesidad de seguir evaluando los factores que influyen en los ensayos de
PBM.

Entre los parametros de control o monitoreo del proceso de DA, la produccion de biogas o CHaes el principal
indicador de calidad y rendimiento del proceso (Strémberg et al., 2014; Kleinheinz y Hernandez, 2016), con el
que se determina el PBM de determinados sustratos y se evalla la incidencia de ofras parametros para la
optimizacion del proceso y el disefio de reactores (Raposo et al., 2011; Filer et al., 2019). Con relacion al tipo
de método para la cuantificacion de biogas en los ensayos de PBM no se evidencia un consenso metodolégico,
lo que puede conducir a errores basados en subestimaciones o sobreestimaciones que podrian extrapolarse
en el disefio a escala real (Raposo et al., 2011).

Entre los métodos de cuantificacién de biogas mas empleados, predominan el MN y el VM sobre la
cromatografia gaseosa (CG), que, aunque es mas rapida y precisa, es empleada en menor medida debido a
los altos costos por adquisicion y mantenimiento de equipos, ademas de una mayor complejidad técnica, que
lo convierte en un método poco atractivo en laboratorios, principalmente en PeD como Colombia (Raposo et
al., 2012; Cardenas-Cleves et al., 2016). EI método MN utiliza una gama de equipos con especificaciones
técnicas especiales que representan costos menos elevados que los de CG y los métodos VM utilizan montajes
aun mas sencillos con instrumentos de laboratorio de facil adquisicién (a excepcion del método automatizado
AMPTS 1I) que representan menores costos con respecto al MN, pero es mas sensible ante factores
ambientales como presion y temperatura, lo que puede ocasionar un mayor error entre datos si no se tiene un
control o seguimiento de éstos (Aquino et al., 2007; Amaral et al., 2008; Walker et al., 2009; Parajuli, 2011).

En el método MN se pueden encontrar diferentes condiciones como el uso o no de perlas de NaOH (Captura
del COy) (Pabon et al., 2012), mientras que los métodos volumétricos de acuerdo con la condicion del liquido
desplazante, por tanto, si el interés es medir la totalidad del biogas, se usa una solucién acida (VA) y si se
desea cuantificar solamente CHs se debe usar una solucién alcalina para la captura del CO, (VB) (Pham et al.,
2013). Entre las opciones de desplazamiento liquido mas comunes se identifican el Reemplazo Intermitente
de Liquidos (RIL) y Reemplazo Continuo de Liquido (RCL) y otras alternativas volumétricas como el
desplazamiento por jeringa por la acumulacion de biogas, entre otros (Valcke et al., 1983; Pham et al., 2013).

Aunque el manométrico con perlas de NaOH ya ha sido evaluado, no hay estudios en los que empleen celulosa
como sustrato. Souto et al. (2009) emplearon como sustrato acetato de sodio y no encontraron diferencias
significativas respecto al método de CG, VB y VA. Por otro lado, Pabén et al. (2012) emplearon salsa de
mostaza como sustrato homogéneo y residuos de verduras como sustrato heterogéneo y encontraron que la
inclusion de perlas de NaOH en el método MN produjo acumulacion de &cidos grasos volatiles (AGV) y
decaimiento del pH que inhibieron el proceso para los residuos de verduras. Estos resultados sugieren que la
configuracién experimental del método de cuantificacién puede incidir no solo en la precision de la medicién,
sino también en el proceso de DA de acuerdo con el sustrato empleado. En la Tabla 1 se muestran algunos
estudios de comparacion de métodos de medicion de biogas.

Considerando que los RA son la fraccién predominante de la FORSU o BOM (Oviedo-Ocafa et al., 2017;
Parra-Orobio et al., 2018) y que los residuos de frutas y verduras que componen los RA tienen un importante



contenido de compuestos lignoceluldsicos, entre los cuales la celulosa es uno de los compuestos més
abundantes (Gonzalez et al., 2016) (Tabla 2), en este estudio se evalué el efecto del método de cuantificacion
de biogas/metano (VB y VA y manométrico con y sin perlas de NaOH), usando como sustrato estandarizado
la celulosa, bajo condiciones experimentales idénticas y controladas que facilitaron la identificacion de las
potencialidades y limitaciones de cada método.



Tabla 1. Antecedentes de estudios de comparacién de métodos de medicion de biogas

SUSTRATO INGCULO TEMPERATURA DURACION METODOS DE CONCLUSION REFERENCIA
COMPARACION
Mezcla de AGV, Lodo de filtro 37°C No reporta VB,VMY CG El método de CG mostré ser més eficiente al medir el biogas cuando la produccion es Soto et al. (1993)
glucégena y anaerobio pequefia a diferencia de los métodos VA 'y VB.
glucosa
Acetato de sodio Lodo de agua 35°C No reporta VM con CG, MN Oxi-top con Los tres métodos de medicién de biogas son similares en los datos obtenidos, ya que se Souto et a. (2009)
residuales perlas de NaOH observaron diferencias poco significativas.
No reporta No reporta Rangode 10a | aproximadamente VAy VB Se obtuvo mejores resultados con el método VA con NaCl. Respecto a los dos métodos VM Walker et al. (2009)
35°C 18 dias utilizados se recomienda que la solucién barrera tenga un alto caracter ionico.
Celulosa, almidon y Lodos de PTAR Rango de 35 a 13 a 87 dias con VA, MN, CG Este estudio realizado en varios laboratorios comprobg la variacion de los resultados de Raposo et al. (2011)
frijol mungo municipal, residuos 52°C un promedio de valor de PBM, en los cuales se utiliz distintos métodos de cuantificacion de biogas y CHa.
bioldgicos, fuentes 32 dias También se resalta que el método mas utilizado es el VA.
de estiércol y
cerveria
Vinaza cruda No reporta 30°C 40 dias VByCG Se evidencié que el volumen obtenido por el método de VB fue mayor que el CG Sanabria et al, (2012)
Verduras Lodo primario 35°C aproximadamente | MN Oxitop con perlas de NaOH El método MN con perlas de NaOH, no result6 ser un método factible para cuantificar el Pabén et al. (2012)
digerido de una 32 dias en diferentes concentraciones CHa, ya que produjo una acumulacion de AGV y decaimiento del pH, que condujo a una
PTAR menor produccion de biogas.
Estiércol animal Lodo de plantas de 37°C Aproximadamente | Medicion de biogas: RIL, RCL, | EIRIL mostré una variacién mas alta respecto al VG y RCL. Mientras que en la medicion de Pham et al. (2013)
biogas 60 dias VG CHa el VB obtuvo valores muy proximos a la CG.
Medicion de CHs: CGy VB
Celulosa, residuos | Lodo de una PTAR Rangode23a | Aproximadamente VB, CGy AMPTS Il Se evidencia el efecto de las condiciones ambientales como presién, temperatura y vapor Strémberg et al. (2014)
de jardineria, municipal 30°C 35 dias de agua al momento de realizar un ensayo de PBM. Ademas, el método de VB obtuvo una
residuo rico en sobreestimacion de CHa.
lipidos y lodos de
PTAR
Celulosa Lodo de un No reporta No reporta VM por columna de agua, VB, Los valores del rendimiento de CHs no difieren significativamente, pero en el método Wang et al. (2014)
Digestor anaerobio MNy AMPTS lI AMPTS Il muestra una mayor presién analitica, dado que posee la desviacion estandar mas

baja.




tritricale, cebada,
guisantes, grasa y
aminoé&cidos

Sustrato B:
celulosa, almidén y
compuestos
nitrogenados

Sustrato C: aceite
de higado de
bacalao, semillas de
girasol, colza,
avena y levadura

Sustrato D: paja de
trigo molida

SUSTRATO INGCULO TEMPERATURA | DURACION METODOS DE CONCLUSION REFERENCIA
COMPARACION
10 sustratos, entre Lodos de un 38°C 28 dias VAy AMPTS I Ambos métodos funcionan para realizar una prueba de PBM, sin embargo, se observaron Kleinheinz y Hernandez. (2016)
estos celulosa, biodigestor diferencias significativas en la cuantificacion de CHs en 8 de los 10 sustratos, dado que con el
gelatina, estiércol y anaerobio método de AMPTS se obtuvo un valor mayor de CHa.
forraje.
Césped (Lolium Logo de granja de 37°C 35 dias MN y AMPTS I Se evidencio una diferencia en el valor del PBM utilizando el método manométrico manual y el
Perenne L.), un digestor AMPTS I, donde el valor obtenido por el método VM fue el mas aceptado. Himanshu et al. (2017)
Cebada entera
Celulosa Lodo de PTAR 35°C 26 dias MN, AMPTS Il'y gravimétrico Se evidencio diferencias en los valores de PBM obtenidos, pero se concluye que los tres Amodeo et al. (2020)
métodos son razonablemente precisos para realizar una medicion en las pruebas de PBM.
Sustrato A: trigo, No reporta Rango de 35°C No reporta AMPTS II, VM, MN, CG y Este estudio realizado en varios laboratorios comprob0 la variacion de los resultados de valor Hafner et al. ( 2020)
ad5°C Gravimétrico de PBM, en los cuales se utilizé distintos métodos de cuantificacion de biogas y CHa.

AMPTS: Sistema automatizado de medicion de metano; PTAR: Planta de Tratamiento de Aguas Residuales; AGV: Acidos grasos volatiles; VA: Volumétrico por desplazamiento &cido; VB: Volumétrico por desplazamiento basico; RIL:

Reemplazo Intermitente de Liquidos; VG:Volumétrico por Jeringa; RCL: Reemplazo continuo de liquidos; CG: Cromatografia de gases.




Tabla 2. Porcentaje de celulosa de algunos residuos organicos

Residuos Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Céascara de maracuya 40 18 19
Cascara de pifia 47 38 1
Cascara de platano 42 29 11
Céscara de tomate de arbol 35 49 18
Céascara de mango 48 12 32
Cascara de lulo 32 27 29
Céscara de guanabana 44 12 30
Borra de café 31 29 32
Semilla de mandarina 47 19 23
Vastago de tomate de arbol 44 12 19
Semilla de naranja 52 12 19

Fuente: Adaptado de Montes et al., (2018)
% en base libre de extractivos

3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Residuos sélidos Municipales (RSM)

En Colombia, |a definicion de RSM se da mediante el Decreto 2981 de 2013 (SUIN, 2013), el cual, dentro del contexto de
la prestacion del servicio publico de aseo, los define como “cualquier objeto, material, sustancia o elemento principalmente
solido resultante del consumo o uso de un bien en actividades domésticas, industriales, comerciales, institucionales o de
servicios, que el generador presenta para su recoleccion por parte de la persona prestadora del servicio publico de aseo”.
Igualmente, se considera como residuo s6lido, aquel proveniente del barrido, limpieza de areas y vias publicas, corte de
césped y poda de arboles (MVCT, 2013). La mayor proporcién de RSM esta compuesta por BOM, que a nivel nacional
representan un 65% de los RSM y corresponden principalmente a la fraccion de residuos alimenticios crudos o
previamente cocidos de origen comercial o residencial y a aquellos residuos resultantes de actividades de jardineria
(COM, 2008; Oviedo et al., 2012).

3.2. Digestion Anaerobia (DA)

Es un proceso bioldgico complejo en el que diferentes reacciones bioquimicas se llevan a cabo por varios tipos de
microorganismos (Bacterias y Arqueas) facultativos o anaerobios estrictos, es decir, que no requieren oxigeno molecular;
los cuales descomponen la materia organica compleja (carbohidratos, proteinas y grasas) en compuestos mas féciles de
degradar, que son de menor peso molecular y solubles en agua (azucares, aminoacidos y AGV), dando como producto
principal biogas, conformado principalmente por dos gases, CHs y CO, cuyas proporciones dependen del sustrato a tratar,
indculo, configuracion del reactor y parametros operacionales, adicionalmente, se obtiene un subproducto conocido como
digestato, usado generalmente como mejorador de suelos gracias a que posee nutrientes esenciales como N, P, Ky Mg,
que son requeridos por las plantas (Strémberg et al., 2014; Cardenas-Cleves et al., 2016).

Segun Rozzi y Remigi (2004) y Ortiz (2011), el proceso de DA esta compuesto por dos fases, las cuales a su vez estan
compuestas por las etapas que se describen a continuacién (Figura 1).
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Figura 1. Procesos de digestion anaerobia
Fuente: Cardenas-Cleves et al. (2016)

Hidrolitica/Acidogénica:

Etapa 1: Hidrdlisis: Las moléculas grandes como proteinas, grasas y carbohidratos se descomponen a
moléculas mas pequefias como aminoacidos, acidos grasos y azlcares simples, por medio de microorganismos
llamados bacterias hidroliticas. Esta etapa es considerada la limitante del proceso, ya que limita la produccion
de CHs4 en la DA de residuos solidos (Ortiz, 2011).

Etapa 2: Acidogénesis: En este punto, los microorganismos conocidos como bacterias fermentativas, se
encargan de transformar los monomeros (aztcares, aminoacidos y AGV) de la etapa anterior en productos como
propionato, butirato, entre otros.

Acetogénica/Metanogénica:

Etapa 3: Acetogénesis: Los productos intermedios como propionato, butirato y otros, son transformados por
las bacterias acetogénicas en CO,, H, y acetatos; a su vez, el CO, y Hz pueden ser transformados a acetatos
por medio de las bacterias homoacetogénicas.

Etapa 4: Metanogénesis: En esta ultima etapa, se produce CHs y CO; (Biogas) a partir de los productos finales
de la acetogénesis, por medio de dos rutas dependiendo del sustrato asimilado y las condiciones operacionales,
las cuales son: las Arqueas metanogénicas acetanogénicas (emplean acetato) y Arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas (emplean CO; y Hy).

En la Tabla 3 se presentan algunas de las potencialidades y limitaciones de la DA, en la cual se evidencia un mayor
nimero de potencialidades, las cuales viabilizan su aplicacion como alternativa para el aprovechamiento de sustratos
organicos.



Tabla 3. Potencialidades y limitaciones de la digestion anaerobia

POTENCIALIDADES LIMITACIONES

Produccién de CH4 hasta en un 90%

Requerimiento de alcalinidad bicarbonatica de alto a moderado.
Bajos requerimientos de nutrientes:

-Biomasa con bajo coeficiente de produccion celular (Y~0,05gSV/gDQOremovida):
relacion DQO:N:P es 1000:5:1. -Biomasa con alto coeficiente de produccion
celular(Y~0,15gSSV/gDQOremovica) la relacion es 350:5:1.

No se requiere energia para la aireacion.

. - . 5 ] ] Periodo de arranque de medio a alto.
Bajo requerimiento de area en comparacion con los sistemas aerobios

convencionales.

Bajos costos de implementacion.

El lodo en exceso generado se encuentra estabilizado.

. ] . Impacto ambiental por generacion de olores de alto a moderado.
Almacenamiento de lodo activo por periodo de meses.

Obtencion de subproducto gaseoso (biogas) rico en CHs con alto potencial para
produccion de energia.

Obtencion de un material digerido como alternativa a los fertilizantes
Inorganicos. En el tratamiento de agua residual se requieren procesos complementarios para

Potencialidad en la produccién de hidrégeno que puede emplearse como cumplir con limites de descarga de efluentes.

combustible o materia prima.

Reduccion de potencias de gases efecto invernadero siempre y cuando el
biogas generado sea utilizado o incinerado.

Fuente: Adaptado de Cardenas-Cleves et al. (2016)
DQO: Demanda quimica de oxigeno; N: Nitrdgeno; P: Fésforo; SV: Sélidos volatiles

3.3. Ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM)

Los ensayos PBM son pruebas a nivel de laboratorio utilizadas para estudiar la biodegradabilidad y potencial de
produccién de CHs4 de un sustrato especifico bajo condiciones anaerobias (ausencia de oxigeno molecular) (Labatut et
al., 2011) y se representa como el volumen de CHs4 producido por gramo de material organico del sustrato, a menudo
definida por solidos volatiles (SV) o demanda quimica de oxigeno (DQO) (Strémberg et al., 2014).

Los resultados obtenidos a partir de estos ensayos aportan informacion que puede ser usada en el disefio y operacion de
plantas de biogas (Moody et al., 2009; Lesteur et al., 2010; Koch y Drewes, 2014). Adicionalmente, permiten analizar el
comportamiento de diferentes sustratos en la generacion de biogés e identificar cudles tienen mayor potencial de
generacion (Buffiere et al., 2006). También permiten determinar la cinética de degradacion para la calibracion de modelos
matematicos y cinéticos que permiten simular el proceso y predecir su funcionamiento a escala real (Cardenas-Cleves ef
al., 2016). Esta correlacion entre los datos de prueba de PBM y la operacion a gran escala de digestores anaerobios, se
ha investigado y demostrado con éxito con respecto a la capacidad de descomposicion de la materia organica, por esta
razén y su sencillez, estos ensayos son ampliamente empleados en los estudios de DA (Batstone et al., 2009; Jensen et
al., 2011; Parra-Orobio et al., 2018).
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3.3.1. Factores que influyen en el ensayo de PBM

Entre los factores que afectan el proceso de DA se identifica: el sustrato, inoculo, condiciones experimentales y
condiciones operacionales (Angelidaki et al., 2009; Suoto et al., 2009; Raposo et al., 2011; Cardenas-Cleves et al., 2016;
Casallas-Ojeda et al., 2020).

3.3.1.1. Sustrato

El sustrato puede variar de acuerdo con su origen como: los BOM, lodos producidos en plantas de tratamiento de agua
residuales municipales o industriales, residuos de cultivos, residuos agroindustriales y heces de animales, entre otros;
con lo cual se puede presentar en estado liquido o solido (Raposo et al., 2011, Cardenas-Cleves et al., 2016). En el
proceso de la DA, el sustrato debe ser caracterizado previamente con pardmetros fisicoquimicos, bioquimicos y
composicion elemental (Raposo et al., 2012), esto con el fin de conocer su composicién y concentracidn de sustancias
como lipidos, carbohidratos, proteinas, celulosa, hemicelulosa y lignina, ya que estos proporcionan una perspectiva de la
produccion de CH y su biodegradabilidad, ademas de prevenir el fenémeno de inhibicion que afecta directamente a los
microorganismos (Nayono et al., 2010; Esposito et al., 2012) o de limitacion de acceso al sustrato, por tanto, algunos
autores recomiendan que el tamafio de la particula para un residuo organico debe ser menor o igual a 1 cm, para que la
reaccion de hidrolisis se dé mucho mas répido y en mejores condiciones, sin embargo, valores muy bajos pueden generar
inhibicién por acumulacion de AGV (Angelidaki et al., 2009; Raposo et al., 2012).

3.3.1.2. Inéculo

Elindculo afecta la DA y por ende los ensayos de PBM en dos aspectos que son la cantidad de indculo y su procedencia,
siendo uno de los mas usados el lodo procedente de la digestion anaerobia o de los digestores anaerobios de lodos de
las Plantas de Tratamiento de Agua Residual (PTAR) municipales e industriales, siendo las de origen municipal las méas
utilizadas debido a sus caracteristicas microbianas metabolicamente activos y su relativa facilidad de disposicion (Raposo
et al., 2011; Ohemeng- Ntiamoah et al., 2019). Por otro lado, la degradacion del sustrato disponible serd mas rapida si la
relacién alimento/ microorganismos o sustrato/inéculo disminuye (Aquino et al., 2007).

3.3.1.3. Relacién Sustrato/Inéculo (S/1)

La optimizacion de la DA esta estrechamente relacionada con la relacion S/I, donde ésta se determina a su vez por las
caracteristicas del sustrato e indculo, las unidades mas usadas son gSVSustrato* gSVInoculo-1 aunque también se
expresan en gDQOSustrato* gSVIndeulo-1 (Angelidaki y Sanders, 2004; Parra et al., 2015). Los rangos recomendables
son valores entre 0,5 a 1,0 gSVSustrato* gSVInoculo-1(Raposo et al., 2006; Cardenas Cleves et al., 2016); valores
mayores a 2,0 gSVSustrato* gSVInoculo-1 son poco recomendados ya que pueden estar asociados a problemas de
inhibicion por concentraciones elevadas de AGV o solidos totales (ST) (Raposo et al., 2011).

3.3.1.4. Condiciones operacionales

Capacidad del reactor, réplicas y control

Usualmente el volumen de los reactores varia entre 100 a 2000 mL, lo cual depende de la homogeneidad del sustrato,
siendo recomendable mayores tamafios en sustratos mas heterogéneos (Rozzi y Remigi, 2004, Filer et al., 2019). El
volumen util corresponde solo a la fase sélida-liquida y el resto del recipiente es utilizado para almacenar los gases
generados (se ubican en la cabeza del reactor), lo que normalmente se denomina headspace (Himanshu et al., 2017);
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autores como Montes, (2008) y Casallas-Ojeda et al. (2020), recomiendan que éste debe ser entre 20 y 25% del volumen
total.

Para las réplicas, se recomienda realizar triplicados con el fin de homogeneizar y reproducir los resultados (Angelidaki ef
al., 2009); cuando el comportamiento de los reactores es similar en la curva de produccién de CHs, es posible trabajar
con duplicados (Cardenas-Cleves et al., 2016). El reactor utilizado para el control, conocido también como el “control
negativo”, esta constituido Unicamente por el inéculo y agua destilada, el cual es empleado para conocer la cantidad de
CH4 que producen los microorganismos cuando realizan metabolismo enddgeno, ademas del producido por el sustrato
residual presente en el indculo (De la Rubia et al., 2011).

Duracién del ensayo

El tiempo de duraciéon del ensayo se encuentra ligado a la capacidad de biodegradabilidad del sustrato, por lo que no se
puede establecer un valor fijo, ya que dependen del tipo de sustrato, indculo y condiciones operacionales y ambientales,
en algunos ensayos se ha observado que aproximadamente el 90% de CHa se produce entre 30 y 60 dias, logrando
establecer un tiempo promedio de 30 dias (De la Rubia et al., 2011; Labatut et al. 2011; Raposo et al., 2011; Cardenas
Cleves et al., 2016). Por otro lado, Holliger et al. (2016), propone que un ensayo de PBM debe terminarse solo cuando la
produccion de CH, durante tres dias consecutivos es <1% del volumen acumulado de CHa.

Temperatura

La temperatura puede variar entre los rangos de temperatura psicrofilica (£20°C), mesofilica (20-45°C) y termofilica (45-
60°C), siendo el rango mesofilico el usado con mayor frecuencia (Casallas-Ojeda et al., 2020). Aunque se ha identificado
que las temperaturas 6ptimas de ensayos PBM en condiciones mesofilicas y termofilicas son 35°C y 55°C,
respectivamente (Angelidaki et al., 2009), este parametro se encuentra ligado al tipo de sustrato. En varios estudios se
ha definido 35°C como el valor de temperatura mas recomendado, dado que reduce el requerimiento energético y tienen
una mayor resistencia a las sustancias téxicas como el amonio y AGV de cadena larga (Angelidaki et al., 2009; Cardenas
Cleves et al., 2016).

Agitacion

La agitacion es otro factor que puede afectar el proceso de DA, debido a que, al mezclar de forma continua, se consigue
reducir considerablemente el tiempo de digestion; existen razones para realizar el mezclado como lo es el contacto de
los microorganismos activos con el sustrato de forma continua, ademas de ser distribuido uniformemente por el reactor.
También se consigue reducir los productos finales e intermedios hasta niveles minimos, asi como los posibles inhibidores
del metabolismo microbiano y permite asegurar una temperatura constante en todo el reactor que impiden
estratificaciones térmicas (Rozzi y Remigi, 2004; Ortiz, 2011; Raposo et al., 2012). Otro factor por el cual es necesario el
mezclado es para evitar o minimizar la generacion de espumas en los digestores; para esto se usan varios sistemas de
mezclado como bombeo de lodos, bombeo de gas a través de la mezcla del digestor y agitacién mecanica (Montes, 2008).

Ajustes de pH y alcalinidad

El rango de pH dptimo para el ensayo se encuentra alrededor de la neutralidad (7,0 a 7,8 unidades) (Raposo et al., 2006;
Esposito et al., 2012; Holliger et al., 2016) con el fin de mantener la actividad metabdlica de los microorganismos mas
sensibles que son las arqueas metanogénicas (Ortiz, 2011). Cuando el pH disminuye, se ve favorecido el fendmeno de
inhibicién de los microorganismos productores de CHz, siendo recomendable utilizar productos quimicos con capacidad
buffer como algunos compuestos de sodio como el hidréxido, bicarbonato, carbonato o sulfato (Raposo et al., 2006;
Esposito et al., 2012).
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Condiciones anaerobias

Con el fin de obtener condiciones anaerobias dentro del reactor al iniciar el ensayo de PBM, algunos autores recomiendan
realizar un burbujeo con gases como el Nitrdgeno (N2), Dioxido de Carbono (CO,), Helio y algunas mezclas de N2:CO;
conun 70 a 80 % de N2y un 30 a 20% de CO, (Hansen et al., 2004; Strémberg et al., 2014). Sin embargo, segun autores
como Koch et al. (2015), este paso no es obligatorio ya que en algunos experimentos la concentracion de oxigeno es
despreciable y no se genera ningun efecto negativo.

Captura de CO;

Este procedimiento se realiza dependiendo del método de cuantificacion de biogas a utilizar. Para el método volumétrico
se emplean soluciones basicas (NaOH generalmente 1 N y con un pH superior a 12 unidades). Para el manométrico se
utilizan perlas de NaOH antes de tomar la lectura de presion, en las cuales el CO; es retenido (Valcke et al., 1983, Souto
etal., 2010; Hoyos et al., 2019). Esta captura del CO, permite que la medicién del biogas corresponda fundamentalmente
a CHs (Souto et al., 2010).

3.3.3. Métodos para medicion de biogas

3.3.3.1. Métodos Experimentales

Entre las condiciones experimentales se distingue la configuracion y/o el método empleado para la cuantificacién de
biogas en los ensayos PBM, siendo los métodos MN, VM y de CG los mas comunes (Angelidaki et al., 2009; Esposito et
al., 2012). Estos se describen a continuacion:

Manométricos (MN)

El método manométrico mide la presion que ejerce el gas sobre un sensor 0 “membrana del transductor de presion” la
cual se acopla al reactor (Hafner et al., 2019). La presion medida es ejercida por el biogas, el cual se constituye en su
mayoria por CHs4 y dioxido de carbono o solamente CHs, dependiendo de la configuracion del sistema (Ortiz, 2011). Para
los casos en los que se desee medir solo la produccion de CHq, se incorporan perlas de NaOH en una “canasta”
suspendida en el interior del reactor para la absorcion del CO presente en el biogés, por lo que se asume que la presion
registrada corresponde principalmente a CHs4 (Aquino et al., 2007).

Volumétricos (VM)

Los métodos volumétricos consisten en la medicién del volumen bajo condiciones de presién constante mediante el
desplazamiento de jeringas o soluciones basicas y acidas que funcionan como una solucién barrera que permite o limita
el paso del CO; segun el caso (Torres y Pérez 2010; Raposo et al., 2011). Para el caso de las soluciones basicas (captura
de CO2) éstas deben permanecer por encima de 12 unidades y para las &cidas por debajo de 4 unidades; las soluciones
mas utilizadas son las de alto potencial ionico, como NaOH, HCI, H.SO4 (Walker et al., 2009; Torres y Pérez 2010).

Cromatografia de gases (CG)

Proporciona informacion cualitativa y cuantitativa de la composicién de la muestra. Este método permite conocer el
porcentaje de CHs y dioxido de carbono, identificados como los gases en mayor proporcién en el biogas y de otros que
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se encuentran en menor proporcion (HzS, NHs, etc). Para esto es necesario extraer el gas con una jeringa y posteriormente
llevar la muestra al cromatografo (Figura 2). A pesar de tener mayor precision que los métodos VM y MN (Esposito et al.,
2012), su uso se puede ver limitado por los altos costos de adquisicién del equipo, mantenimiento, operacién y mano de
obra calificada (Raposo et al., 2012; Cardenas-Cleves et al., 2016).

—— Cromatografo
de gases
DDO? f
E;EIDD-EI
20000
oo
D =
20000 ,.'J \ —» Reactor

Figura 2. Instrumento usando en el método de cromatografia de gases
Fuente: Cardenas Cleves et al. (2016)

3.4, Modelos cinéticos

Los modelos cinéticos permiten evaluar y optimizar los sistemas de procesos bioldgicos como la DA, que es un bioproceso
complejo y no lineal (Rivera et al., 2009), para el cual se han empleado diferentes modelos con los que se identifican
parametros y se valida la gran variabilidad de los resultados reportados, ya que estos difieren incluso al estar bajo las
mismas condiciones operativas y ambientales (Rivera et al., 2009; Parra-Orobio et al., 2017).

El proceso de DA es influenciado por varios factores (sustrato, inoculo, condiciones operacionales y experimentales)
(Cardenas-Cleves et al., 2016) por lo que se recomienda estudiar estos procesos experimentales por medio de modelos
cinéticos (Aldin et al., 2011; Parra-Orobio et al., 2017) dado que una prediccion errada de la produccion de CH4 puede
llevar a sobreestimaciones o subestimaciones que reducen la confiabilidad y credibilidad de los datos para la optimizacion
del proceso (Gao et al., 2014; Kafle y Chen, 2014).

Los modelos cinéticos se basan en tres aspectos fundamentales: la velocidad de crecimiento de los microorganismos, la
relacion entre la tasa de crecimiento de microorganismos y la utilizacion de sustrato y el comportamiento de los
microorganismos con relacion al sustrato (Morales, 2018). En la Tabla 4, se presentan algunos de los modelos cinéticos
mas empleados para analizar el proceso de digestion anaerobia (Kafle y Chen, 2014; Cérdoba, 2016).

Tabla 4. Resumen de los modelos cinéticos

R, e R, e
PBM = Ple{—e(—P ML —-tH)+D}+ Pze{—e(—P A=)+ 1)}
1 2

Modelo Ecuacion Nimero
Primer orden PBM = PBM,(1 — e™*t) 1
. Ronaxe
Modificado de Gompertz PBM = PBMye{—e["%° (2 = 1) + 11} 2
PBM,
Remodificado de Gompertz 3

Funcion logistica

PBMo

1+ e{‘},’;*;;;f A+0)+2)

PBM =

Fuente: Jiunn-Jyi et al. (1997); Cadavid-Rodriguez et al. (2013); Li et al. (2015); Niefla et al. (2015).
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Donde,

PBM = Potencial bioquimico acumulado (mL CH.4/gSV)

PBM, = Potencia bioquimico del sustrato tedrico (mL CH./gSV)
k = Constante de hidrdlisis (dias™)

t = Tiempo de ensayo (dias)

Rmax = Tasa de produccion de CHs (mL CH4/gSV.d)

= Fase de retraso (dias)

e= Valor exponencial (2,718)

El modelo de primer orden asume que la produccién de gas sigue una cinética de primer orden (Ecuacion 1) y se simula
la acumulacion de biogas como un aumento exponencial (Niefla et al., 2015). Este modelo es el mas utilizado, debido a
que permite establecer la velocidad de degradacion del sustrato en la DA, especificamente la velocidad de hidrélisis que
es una etapa clave en el proceso (etapa limitante) (Parra-Orobio et al., 2017).

El modelo modificado de Gompertz (Ecuacién 2), asume que la produccién de biogas es proporcional a la actividad
microbiana, esta proporcionalidad disminuye con el tiempo de retencion de sélidos, lo que puede interpretarse como una
pérdida en la eficiencia de la tasa de conversion de los compuestos a lo largo del tiempo (Jiunn-Jyi et al., 1997; Donoso
et al., 2010). Aunque este modelo es uno de los modelos cinéticos mas aplicados en el estudio de los factores que afectan
la DA, presenta varios inconvenientes que afectan la prediccién de la produccién de CH. (Parra-Orobio et al., 2017), ya
que se ha encontrado que en este modelo es frecuente encontrar valores ligeramente mas altos sin proporcionar una
explicacion bioldgica (fase de retraso negativo) y puede alterarse cuando la relacién S/I es mayor que 0,7 (Donoso et al.,
2010; Li et al., 2012). Ademas, este método no describe con precision la produccién de CH4 acumulada entre las distintas
fracciones organicas que ponen el sustrato. Cadavid-Rodriguez et al. (2013) muestran en su trabajo una remodificacion
al modelo modificado de Gompertz(Ecuacion 3) afiadiendo un término secundario que permite relacionar los parametros
cinéticos asociados a las fases de degradacion de materiales de répida y lenta transformacion.

A partir del modelo de funcién logistica, se puede obtener el rendimiento acumulado de CHs4 en el proceso de la DA
(Ecuacion 4), asumiendo que la produccién de CHs es proporcional al tamafio de la poblacién microbiana y al sustrato
(Nopharatana et al, 2007; Pommier et al, 2006; Li et al., 2012). Este modelo tiene dos limitaciones respecto a la tasa de
produccion de CHs, las cuales son, la poblacién microbiana al inicio del proceso y la disponibilidad del sustrato al final del
proceso (Noguera, 2004). Cuando se tiene una temperatura en el rango psicréfilico (menor o igual a 20°C) este modelo
es el mas adecuado (Arenas et al, 2016).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la influencia del método de cuantificacién de biogas/metano mediante métodos volumétricos y manométricos en
la determinacién del potencial bioquimico de metano (PBM) de la celulosa.

4.2. Objetivos especificos

Identificar las tipologias, caracteristicas, metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones de los métodos

experimentales de cuantificacion de biogas/metano empleados en la determinacién del PBM.

Evaluar a escala de laboratorio el efecto del método volumétrico (VB y VA) y el método manométrico (con y sin perlas de
NaOH) sobre la determinacién del PBM de celulosa.
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5. METODOLOGIA

El proyecto se desarroll6 con el apoyo del grupo de investigacion Estudio y Control de la Contaminacién Ambiental (ECCA)
de la Facultad de Ingenieria de la Universidad del Valle y la convocatoria para el fortalecimiento de vocaciones y
formaciones en CTel para la reactivacion economica en el marco de la postpandemia 2020 (N° 891-2020). Para el
desarrollo del trabajo se siguieron dos fases, cada una correspondiente a los objetivos especificos planteados.

5.1. Identificacion de las tipologias, caracteristicas, metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones de los
métodos de cuantificacion de biogas/metano empleados en la determinacion del PBM

En esta fase se realizo vigilancia tecnoldgica siguiendo recomendaciones de autores como Arango et al. (2012), Gomez-
Luna et al. (2014) y Casallas-Ojeda. (2020). A continuacién, se describen las etapas metodologicas correspondientes a
esta fase:

5.1.1 Blsqueda de informacion y conformacion de datos

Para la busqueda de informacion se emple6 la base de Datos Scopus, considerada como una de las principales bases
de datos sobre conocimiento técnico-cientifico a nivel internacional (Villamizar y Chaparro., 2016; Parra-Orobio et al.,
2019) y la base de datos de SciELO (Casallas et al., 2020), que dispone principalmente de estudios cientificos
pertenecientes a la regién de Latinoamérica y el Caribe, con lo cual se logré obtener un punto de vista internacional y
regional (latinoamericano).

La ventana de observacion fue de los ultimos 17 afios (2005 — 2021) (Ohemeng y Datta, 2019). Las ecuaciones de
busqueda se construyeron con base en palabras claves afines al topico de interés y operadores booleanos (AND, OR,
AND NOT); los términos de busqueda se utilizaron en idioma inglés. En la Tabla 5 se presentan las ecuaciones de
busquedas empleadas para la vigilancia tecnolégica.

Tabla 5. Ecuaciones de busqueda

Ecuacion N°

“Biochemical methane potential” OR “BMP” AND “biogas measurement” OR “biogas production” OR “Biogas methods” OR “methane a
production” OR “methane measurement”

"Biochemical methane potential" OR “BMP” OR “anaerobic digestion” AND “Laboratory methods” OR " Reproducibility" OR “Batch assays” b

"Anaerobic digestion" OR “biochemical methane potential” OR BMP AND “standardization" OR “Standardized method” OR “Standardized c
protocol”

“biochemical methane potential” OR “anaerobic digestion” AND “liquid displacement” OR “volumetric” OR “manometric’ OR d

“chromatography” OR “Gravimetric”

5.1.2. Conformacion de base de datos y Analisis de informacion

Los resultados de las ecuaciones de las respectivas bases de datos, fueron recopilados mediante archivos en formato
ris y .csv, que permitieron agrupar datos como: titulo del estudio, autores, resumen, palabras claves, pais de estudio y
afio de publicacién, los cuales fueron procesados mediante herramientas de vigilancia tecnoldgica como el software de
libre acceso RefViz® 2.0, la cual permite conformar agrupaciones de términos comunes o galaxias mediante una interfaz
gréfica que facilité la interpretacidn de resultados (Vab Eck y Waltman, 2009; Gaviria-Cuevas et al., 2019).
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Los estudios identificados con ayuda de las herramientas de vigilancia tecnologica fueron sometidos a una primera
revisién simple que consistié en una lectura del titulo, palabras clave y resumen, con el fin de descartar documentos que
no guardaban relacién con la tematica de interés de estudio (pruebas de PBM, produccién de biogas a escala de
laboratorio, ensayos en reactores batch, método de medicion, comparaciones entre laboratorios y revisiones de literatura)
y articulos duplicados. Posteriormente, se realiz6 una seleccion de los articulos mas relevantes de acuerdo con el enfoque
de investigacion. Finalmente, los documentos resultantes fueron revisados de manera mas exhaustiva con el fin de
identificar las caracteristicas, metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones de cada uno de los métodos de
cuantificacion de biogas/imetanos identificados para la determinacion del PBM.

5.2. Evaluacion a escala de laboratorio de los métodos volumétrico (desplazamiento acido y alcalino) y
manométrico (con y sin perlas de NaOH) sobre la determinacion del PBM de la celulosa

El desarrollo de la fase experimental se realizé en los laboratorios de Biotecnologia Ambiental y Manejo de Lodos y
Compost de la Universidad del Valle del area de Ingenieria Sanitaria y Ambiental, sede Meléndez, ubicados a una altura
de 970 m.s.n.my temperatura promedio de 23,6 °C.

5.2.1. Sustrato e Indculo

Con el fin de obtener datos comparables y reproducibles se empled como sustrato la celulosa microcristalina analitica (a
Celulosa: CgH190s)n, debido a que es un sustrato homogéneo con composicion definida recomendado para este tipo de
estudios (Amodeo et al., 2020). Los valores de sdlidos totales (ST), sélidos volatiles (SV) se determinaron para conocer
la relacién SV/ST entre otros parametros que se muestran en la Tabla 6 (Hansen et al., 2004; Holliger et al., 2016; Koch
et al., 2017; Amodeo et al., 2020).

El inéculo empleado provino de un reactor anaerobio de flujo ascendente que trata residuos de una central de sacrificio
de ganado vacuno y porcino (lodo granular), el cual ha dado buenos resultados en estudios de sustratos mas complejos
como residuos de alimentos (Parra-Orobio et al., 2018). En la Tabla 6 se resumen los parametros recomendados para la
caracterizacion del indculo (Torres y Pérez, 2010; Holliger et al., 2016).

Tabla 6. Caracterizacion del sustrato e indculo

Parametro Unidades Método
Sélidos Totales (ST) mg/L 2540B-SM
Sélidos Volatiles (SV) mg/L 2540E-SM
Alcalinidad Total y Bicarbonatica mg CaCOs/L 2320B-SM
pH Unidades NTC 5167
Acidos Grasos Volatiles AGV mg/L 5560D-SM

Fuente: APHA (2005); Icontec (2004); Torres y Pérez (2010); Parra-Orobio et al. (2018)

5.2.2. Montaje experimental

Los reactores empleados para los ensayos PBM fueron botellas de pléstico de alta densidad autoclavables con volumen
de 1L, los cuales se alimentaron con una relacién sustrato/indculo (S/1) de 1 gSVsustrato/gS Vinseuo (Amodeo et al., 2020); el
pH inicial se ajusté a un valor de 7,0 con soluciones de NaHCO3 al 4% (% m/v) y HCI 0,1N y se adicioné una solucion de
nutrientes (Tabla 7) con el objetivo de favorecer el arranque y desarrollo del proceso (Torres y Pérez, 2010; Esposito et
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al., 2012). En cada reactor se dej6 un headspace del 50 % del volumen total para el almacenamiento del biogas (Casallas-
Ojeda et al., 2020).

Cada configuracion se realizd por triplicado y adicionalmente se tuvo un control negativo (inéculo, solucién de nutrientes
y agua destilada) para corregir la produccion de biogas/metano por oxidacién enddgena (Cardenas-Cleves et al., 2016;
Holliger et al., 2016). Las mediciones se realizaron con una frecuencia de seis veces al dia durante los dias de mayor
actividad y posteriormente la frecuencia se redujo a dos veces al dia (reduccién de actividad) hasta la estabilizacion de
los reactores (produccion de biogas o CHs inferior al 1 % del volumen de biogas acumulado) (Holliger et al., 2016), que
ocurrio a los 32 dias.

Método VM

Para el VM por desplazamiento acido (VA) se utilizé una solucién de H,SO4 a pH <2 (Pham et al., 2013; Rodrigues et al.,
2019) y para el desplazamiento basico (VB) la solucidn se preparé con NaOH hasta alcanzar una concentraciéon 2 N
(Esposito et al., 2012); ademas, se adiciond fenolftaleina como indicador de control de calidad de la solucion por cambios
de pH relacionados con la absorcion de CO, (cambios de la solucion). En la Figura 3 se muestra el esquema de la
configuracion experimental que se empled para determinar el PBM por el método VM de cuantificacion por VB (Rodrigues
et al., 2019); para el método por desplazamiento acido se utilizé una configuracién semejante (solucién desplazante de
H.SO.). Los reactores estuvieron sometidos a un bafio térmico controlado por una termocupla a una temperatura de 35
1 0,5°C. la medicién del biogas se realizé mediante la lectura directa del desplazamiento de la probeta graduada y se
ajustd a condiciones normales (1 atm, 0°C) de acuerdo con Walker et al. (2009).

Termocupla

|

Bafio de agua Reactor Gasometro
con NaOH

Figura 3. Esquema de configuracién experimental (VB)

Fuente: Adaptado de Rodrigues et al. (2019)

Tabla 7. Solucién de nutrientes recomendada para ensayos PBM

Solucién Compuesto Unidades Concentracion

NH.CI gL 170

Macronutrientes
KH2PO4 gL 37
MgS04.4H.0 gL 9
CaCl,.2H:0 gL 8
NaHCO3 mgL-1 1000
FeCls.6H.0 mgL-1 2000

Micronutrientes ZnCl, mgL-! 50
CuCl2.2H:0 mgL-1 30
MnCl,.4H,0 mgL-1 500
(NH4)2M07025.4H20 mgL-1 90
AlCl3.6H20 mgL-1 50
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CoCl2.6H0 mgL-1 2000

NiCl..6H0 mgL 50
HsBOs mgL" 50
Na2Se03.5H20 mgL-! 100
EDTA mgL-1 1000
HCI 36% mgL 1
Agente reductor Na>S03.7H.0 e 100

Otros Indicador fje Potencial Redox oL 05
(Resarzurina)
Extracto de levadura (Fuente e 0.2

de vitaminas)

Fuente: Torres y Pérez, (2010); Cardenas-Cleves et al. (2016)

Método MN

En la Figura 4 se muestra el esquema de la configuracion experimental para el método MN (manémetro); el cual consta
de un espacio (capuchén) para el almacenamiento de las perlas de NaOH para la captura del CO- en el cual se afiaden
0,3 g de perlas de NaOH (Pabon et al., 2012), este paso se omite para el caso de la configuracién sin perlas. La
temperatura de incubacion se mantuvo a 35 + 0,5 °C en una incubadora WTW TS 606-G/2-i (WTW, Giessen, Germany).
Las mediciones se realizaron con la insercién de un manémetro de aguja (WIKA CPG500) en el cual se registraba la
presion, cuando dicho valor era superior los 210 mmbar se realizaban alivios de presion (Hafner et al., 2019).

. Deposito

————— para perlas
de NaOH

Solucién
nutrientes
sustrato

Figura 4: Esquema del método manométrico.

Para la determinacion del PBM por el método MN, se emplearon las ecuaciones que se presentan en la Tabla 9, las
cuales consideran el CHs disuelto y se obtiene el PBM bajo condiciones normales (0°C y 1 atm) y para el método VM se
emplearon las ecuaciones de la Tabla 8 (0°C y 1 atm). La Figura 5 muestra las variables consideradas para las ecuaciones
del método VM.
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Figura 5. Esquema de medicion método volumétrico
Fuente: Adoptado de Walker et al. (2009)

Tabla 8. Ecuaciones para el calculo del PBM mediante el método volumétrico

Ecuacion Parametros

P.: Presion de vapor de agua (Kpa)

__Te v, Te T.: Temperatura del experimento (°C)
_ (18,678 ) (: ) p p
Pw =0,61121 « eP 222424'5 257'1“:9 (20) VBiogss c&: Volumen de biogas en
a 7 w .
. = — - condiciones normales (mL
VbiogasCE = Vo 1012 27324Te a Pa) @1 (ml)

Vo: Volumen medido (mL)
VenaCE = VyipgasCE x %CH4 (19) P.: Presion atmosférica en laboratorio (Kpa)
Vcnace: Volumen de CH4 en condiciones
normales (mL
PBM = % (17 %CH4: Porcentaje(de g)H4 enla
composicion del biogas (%)
PBM: Potencial Bioquimico de CH4
(mL/gSV)

g SV: SV iniciales del sustrato (g SV)

Fuente: Adaptado de Walker et al. (2009)

Tabla 9. Ecuaciones para calcular el PBM mediante el método manométrico

Ecuacion Parametros Objetivo
Ecuaciones para la configuracién MN con perlas
Nena = 22 (9) Neya: Moles de CHs (mol) 9-11, Cuantificar volumen
FeTe AP: Incremento de la presién en el reactor (atm) de CHs a condiciones
V1: Volumen libre (L) estandar
VeuaCE = "CH;& (10) R: Constante de los gases ideales (atm*L/K*mol)
Te: Temperatura del experimento (K)
Veu4CE: Volumen de CH4 condiciones estandar
Heys = 10Torzrart 688 (1) L) 11-15. Cuantificar
Tce: Temperatura a condiciones estandar (K) volumen total de CHs en
Pce: Presion a condiciones estandar (atm) condiciones estandar
Xenadisuetto = H“_” (12) Hewa: Constante‘(’ie Henry para el C_H" (atm)
cHa Xcradisueto: Fraccion molar de CHa disuelto
Mchadisueto: Concentracion molar del CHs disuelto 16. Cuantificar volumen
Menagisuetto = Mcnadisuteltovy (4 3) (mollL) total de CHs en
S 1 Xensaisueteo Mkzo: Concentracion molar del agua (mol/L) condiciones estandar
NcHadisueto: Moles de CH4 disuelto (mol)
NcHadisuelto = MCH4disuelto * Vu (14) Vu: Volumen (il (L) "
Veradisueto ce: Volumen de CH4 disuelto (L) 17. Cuantificar el




__ NcH4DISUELTO*R*TE
VCH4disueltoCE - (15)

Vena ce = VenaCE + Venaaisuerto ce(16)

PBM = YetacE (17
asv

Veua CE: Volumen total de CH4 condiciones
estandar (L)

PBM: Potencial Bioquimico de CHs (L/gSV)
gSV: SViniciales del sustrato

Potencial Bioquimico de
CH4

V4= Volumen del head space (mL)

P1= Presion medida experimentalmente (atm)
P2= Presion a condiciones normales (1 atm)
T1= Temperatura del experimento (K)

To= Temperatura a condiciones normales (237
°K)

Ecuacion Parametros Objetivo
Ecuaciones configuracion MN sin perlas
= Py xVy+ T, V2= Volumen de biogas a condiciones normales 18. Cuantificar volumen
27 pxT, (mL) de biogas a condiciones

normales

VeuaCE =V, % %CHA

Vcuace: Volumen de CH4 en condiciones estandar
(mL)
%CH4: Porcentaje de CH4 en la composicion del
biogas (%)

19. Cuantificar fraccion
de biogas
correspondiente a CHs

vV
PBM = YcHacE
gsv

Vs CE: Volumen total de CH4 condiciones

17. Determinacion de

estandar (L) PBM
PBM: Potencial Bioquimico de CHs (L/gSV)
gSV: SViniciales del sustrato

Fuente: Adaptado de Cardenas-Cleves et al. (2016)

5.3. Analisis cinético

Con el objetivo de observar el efecto del método de cuantificacién de biogas sobre la cinética del proceso, se utilizaron
los resultados experimentales obtenidos de los ensayos PBM para evaluar el proceso a partir de los modelos modificado
de Gompertz y de primer orden (Tabla 4).

5.4, Analisis estadistico de los resultados

Para el tratamiento de los datos se utilizaron herramientas de estadistica descriptiva como desviacion estandar, promedio
y coeficiente de variacion. Adicionalmente, con el objetivo de identificar el efecto de los métodos de medicion de
biogas/metanos propuestos sobre el PBM, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una sola variable (PBM como
variable respuesta) con un nivel de significacion p < 0,05 (95% de confianza). En el caso de encontrar diferencias
significativas entre las diferentes configuraciones, se utiliza una prueba post-ANOVA Tukey HSD (Honestly Sginificant
Difference) (Abdi y Williams, 2010) que permite encontrar entre qué parejas de configuracion se presentaron diferencias
significativas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion de las tipologias, caracteristicas, metodologias, ventajas, limitaciones y aplicaciones de los
métodos de cuantificacion de biogas/metano empleados en la determinacion del PBM

La Tabla 10 muestra los resultados encontrados en las bases de datos Scopus y Scielo por cada una de las ecuaciones
de busqueda planteadas, en los que se observa que se obtuvieron un total de 3.885 articulos. La base de datos de Scielo
posee un nimero menor de articulos respecto a Scopus, lo que puede deberse a que esta Ultima tiene una cobertura de
aproximadamente 140 paises y, Scielo 18, correspondientes a 15 paises de Latinoamérica y el Caribe, dos paises
europeos (Espafa y Portugal) y uno del continente africano (Sudafrica), sumado a esto, los paises con mayor produccién
optan por revistas que sean mas reconocidas y tengan mayor estatus cientifico.

Tabla 10. Numero de articulos encontrados por ecuacion y base de datos

Ecuacion Scopus Scielo

“Biochemical methane potential” OR “BMP” AND “biogas measurement” OR “biogas production” OR “Biogas methods” OR 961 51
“methane production” OR “methane measurement”

"Biochemical methane potential" OR “BMP” OR “anaerobic digestion” AND “Laboratory methods” OR " Reproducibility" OR “Batch 540 254
assays”
"Anaerobic digestion" OR “biochemical methane potential” OR BMP AND “standardization” OR “Standardized method” OR 59 50

“Standardized protocol”

“Biochemical methane potential” OR “anaerobic digestion” AND “liquid displacement” OR “volumetric” OR “manometric” OR 1.222 248
“chromatography” OR “Gravimetric”

Subtotal 2.782 603

Total 3.385

En la Figura 6 se muestra el esquema de los pasos de filtracion de documentos mediante los cuales se paso de 3.385
documentos encontrados a 765 seleccionados para su revision (Reyes et al., 2018).

P I o

Articulos Articulos Articulos
descartados 453 descartados 1653 descartados 168
]Jcﬁn.icuin de Bisqueda en bases de Elimi?ﬂaCi_(')n de Seleccion por Seleccion por
ecuaciones de datos (Scopus v duplicaciones " titulo v | .
busqueda Scielo) 2005-2021 (RefViz®) ltulo y/o resumen contenido
/\ /\ N\ /\

Articulos . [
Articulos Articulos
seleccionados 933 seleccionados 765

seleccionados
2585

Figura 6. Esquema del proceso de revision de articulos

Fuente: Adaptado de Reyes et al. (2018)

A partir de los 765 articulos seleccionados se conformé el mapa de galaxias (27) generado por el programa RefViz® 2.0
(Figura 7). Estas se clasificaron en 4 grupos de acuerdo con su semejanza en tematicas de estudio, los cuales se
describen en la Tabla 11.
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Grupo 1:
Método Manomeétrico (220)
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. revision de ensayos PBM (39)
Grupo 2: : .
Método Volumétrico (444)
Figura 7. Consolidacién de galaxias en RefViz
Tabla 11. Descripcion de la linea de investigacion de los grupos de galaxias
Grupo Descripcion
G1. Método Se realizan mediciones de biogas y CHs con diferentes configuraciones del método manométrico, generalmente viene acompafiado de
manométrico (MN) un analisis de cromatografia de gases, también se describe el uso de perlas de NaOH para la captura de CO: y el sistema automatico
Oxitop®.
G2. Método Se realizan mediciones de biogas y CH4 con diferentes configuraciones manuales del método volumétrico, sobresaliendo el uso de

volumétrico (VM) compuestos basicos liquidos como NaOH y KOH para la captura del CO2, seguido por el método automatizado AMPTS Il y la medicion
por desplazamiento de agua. En menor medida se usan los compuestos acidos como HCI y NaCl y cilindros o jeringas.

G3. Comparacion de | Comparaciones entre los resultados de las mediciones de biogas o CHa utilizando diferentes métodos de cuantificacion en una prueba

meétodos y revision de | 4o PBM, siendo los métodos VM (desplazamiento basico manual y automatizado AMPTS 1I) y MN (Oxitop® y manuall) los mas
ensayos PBM comparados.

G4. Otros métodos | Se incluyen métodos como la cromatografia de gases (CG), espectroscopia de infrarrojo, equipos como el kit Envital, gravimétricos
(basados en la variacién del peso) y métodos de densidad del gas.

La dispersion en los grupos se deba a que el programa RefViz forma galaxias con articulos de poseen caracteristicas
similares, se noto que los articulos se agrupaban en las galaxias segun sus palabras clave principalmente, pero también
el tipo de sustrato utilizado, en algunas ocasiones el autor también influenciaba el agrupamiento.

Los métodos VM y MN fueron los métodos mas citados en los estudios de PBM, con un porcentaje aproximadamente del
58,04% y 28,8% respectivamente, lo cual coincide con lo indicado por autores como Rozzi et al. (2004), Raposo et al.
(2011) y Pereira et al. (2012); adicionalmente, esto se ve soportado por diferentes estudios interlaboratorios como los de
Raposo et al. (2011) y Hafner et al. (2020) en los que predominaron los métodos VM.

El rapido incremento del interés de los métodos utilizados para cuantificar biogas o CHs y en general de los ensayos PBM

estd asociado al acelerado crecimiento econdémico de los Ultimos afios, el agotamiento de los combustibles fésiles
convencionales y el aumento en los precios, junto con la crisis ambiental, que ha impulsado el interés por realizar estudios
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sobre opciones de produccion de energias renovables, sostenibles y respetuosas con el ambiente, como lo es el biogas
obtenido a partir de la DA (Raposo et al., 2011; Wang et al., 2013; Barrio et al., 2017). La Figura 8 muestra la evolucién
del uso de los métodos en el periodo estudiado, la cual ratifica que el método VM ha tenido gran acogida por la comunidad
cientifica, presentando un aumento significativo a través de los afios, seguido por los métodos MN.

—e—Volumétrico Manométrico Otros

Figura 8. Distribucion del uso de los métodos por afio

e Produccion por continente y pais:

Desde el punto de vista de los estudios por continente (Figura 9), se observa que Europa lidera las investigaciones
publicadas sobre la temética de estudio, lo que posiblemente esta asociado a la existencia de politicas energéticas y
climaticas que estimulan la produccion de energias limpias y renovables, convirtiéndolo en el principal productor mundial
de CH. para combustible de vehiculos y gas natural, lo que trae consigo beneficios econémicos, ambientales y climaticos
(Battista et al., 2019; Pablo-Romero et al., 2019). En 2015 la regidn tuvo una produccion de 18.000 millones de m3 CH,
para generacion de electricidad, representando la mitad de la produccion mundial de biogas (Scarlat et al., 2018).
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Figura 9. Produccion de articulos por continente entre 2005-2021

El segundo continente con mayor produccion de investigaciones es Asia, siendo China e India los mayores
representantes. La predominancia de estudios en China estaria relacionada con que es el pais con el mayor crecimiento
economico registrado en los Ultimos afios a nivel mundial y consecuentemente el aumento de desperdicios de material
organico procedente de residuos agroindustriales y de origen municipal principalmente, que tienen un alto potencial de
aprovechamiento mediante digestion anaerobia (Negri et al., 2020). En cuanto al continente americano, los paises con
mayor produccion son Estados Unidos, Brasil y Colombia.

Desde el punto de vista del tipo de método experimental, la Figura 10 muestra que en los paises europeos como Espafia,
Alemania, ltalia y Suecia predomina el uso de métodos VM, siendo més frecuente la configuracion por desplazamiento
basico con NaOH o KOH como solucion barrera para atrapar el CO. y reportar la produccién de biogas en forma de CH..
en Francia predomina el uso de métodos como la CG y la espectroscopia de infrarrojo, seguido por el método VM por
desplazamiento &cido con HCI.
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Figura 10. Distribucion del uso de métodos de medicion por pais.

Para el caso del continente asiatico, el mayor numero de estudios PBM que se reporta procede de China, siendo el
método VM automatizado o Sistema Automético de Evaluacion del Potencial de Metano (AMPTS I1) el méas extendido, el
cual requiere una menor inversion de tiempo y mano de obra, pero exige una mayor inversidn econoémica a diferencia de
los métodos manuales (Browne y Murphy, 2013) como el desplazamiento basico manual que predomina en India. En el
caso del continente americano, en Estados Unidos el método de cuantificacién mas usado es el VM por AMPTS Il y la
configuracion de jeringas; este Ultimo es muy usado en conjunto con la CG, la cual requiere equipos especializados de
laboratorio de mayor inversion econdmica y complejidad técnica (Raposo et al., 2012). En el caso de los paises
latinoamericanos, éstos tienen en comun el uso del método MN como principal método de medicion, siendo la
configuraciéon automatizada Oxitop® la mas usada, seguido por el método VM manual por desplazamiento basico con
NaOH, en los cuales se reduce el uso de equipos de alto costo como los de CG.

En general se observa un mayor nivel de desarrollo y de estudios en paises como China y Estados Unidos, debido a
mayores facilidades econémicas y politicas de aprovechamiento de residuos sélidos que incentivan estudios de DA de
residuos organicos, que pueden facilitar el uso de métodos automatizados como el AMPTS Il y la CG (Linville et al., 2015;
Meegoda et al., 2018); en contraste, en PeD como Brasil y Colombia generalmente hay menor disponibilidad de equipos
especializados como cromatdgrafos, por lo que es mas comun el uso de métodos manuales como el VM y MN alcalinos,
debido al requerimiento de equipos relativamente simples y de menor costo (Ortiz, 2011).

En sintesis, el método VB manual es el mas usado de los métodos experimentales identificados, con un porcentaje de
aproximadamente el 26,8% de todos los articulos estudiados, seguido por la configuracion AMPTS con un 20,3% y el MN
basico manual 13,7% y Oxitop® con el 11,01%, seguido por el método VA con un 8,94%. Estos métodos han sido los méas
comparados en estudios de laboratorios (Raposo et al., 2011; Amodeo et al., 2020; Hafner et al., 2020); en cuanto a otros
métodos experimentales identificados, estan la CG con un 5,1%, seguido del metodo MN acompafiado de un analisis de
CG con un 4,05%, y finalmente el método de espectroscopia con un 2,5%, metodos VM con jeringas un 2% y en menor
proporcién los MG y MD.

6.1.1. Descripcion de los métodos experimentales de medicion del PBM

A continuacion, se describen las caracteristicas, ventajas y limitaciones de los principales métodos experimentales de
cuantificacion de biogas/metano identificados para el andlisis del PBM.

Métodos Volumétricos (VM):

Se basan en la medicién variable del volumen de biogas o CHs a presion y temperatura constante (Holliger et al., 2016).
La primera configuracion de este método fue propuesta por Owen et al. (1979), la cual consistid en conectar una jeringa
de vidrio al reactor para que la sobrepresion generada por el biogas desplazara el piston de la jeringa hasta alcanzar un
equilibrio entre la presién atmosférica y la presién acumulada en el sistema y poder medir el volumen de biogas.

25



Posteriormente se desarrollaron métodos VM basados en el desplazamiento liquido, del cual se derivan la mayoria de las
configuraciones de las mediciones volumétricas (Parajuli, 2011). La Tabla 12 muestra diferentes configuraciones de este
método encontradas durante la vigilancia tecnologica.

En el método VM por desplazamiento liquido, el funcionamiento de la recoleccion de biogas se realiza generalmente con
una solucién que se desplaza a medida que se captura el biogas, la cual puede ser de caracter basico o acido, o incluso
aceite, lo cual varia segun los requerimientos de los investigadores. En este caso el volumen del biogas se determind
inicialmente por medio de un cilindro graduado o recipientes que permitian cuantificar el volumen a través de la medicién
del liquido desplazado por el biogas o CH4 como se muestra en las Figuras 12 a 15 (Valcke & Verstraete, 1983; Walker
et al., 2009); posteriormente, el método evoluciond con la incorporacién de instrumentos mas sofisticados como el
Eudiometro (Figura 11y 16), que de acuerdo con BS, (2004) y Raposo et al. (2012), permite registrar mediciones més
precisas; este ultimo método es recomendado en la Norma VDI 4630 (VDI, 2006).

Dependiendo del pH de la solucién desplazante (&cida o alcalina) es posible cuantificar el volumen de biogés o el CH,
directamente (Torres y Pérez 2010; Raposo et al., 2011; Holder et al., 2017). La funcién de las soluciones alcalinas
consiste en absorber el CO, transformandolo en carbonatos para que la medicién de volumen corresponda principalmente
a CH, (Soto et al., 1993; Sponza, 2003; Castro et al., 2016). Las soluciones alcalinas deben de tener un pH>12, para lo
cual se utiliza comunmente NaOH o KOH a una concentracion de 2 N (Esposito et al., 2012; Castro et al., 2016) 0 3 M,
que puede ir acompafiada de un indicador de pH como timolftaleina con viraje en un rango de pH (9,3 a 10,5) (Strémberg
et al., 2014; Koch et al., 2016) o fenolftaleina con viraje a pH (8,0 a 9,0) (Cruz-Salomoén et al., 2017; Zhao et al., 2018)
para controlar la calidad de la solucion por posible cambio de pH es recomendado realizar un analisis de CG para
evidenciar que el CO; es capturado en el proceso (Wang et al., 2014; Amodeo et al., 2020), sin embargo, de acuerdo con
los resultados de Pham et al. (2013), no hay diferencias significativas entre el método VB y CG .

Autores como Rodrigues et al. (2019) también mencionan el uso una solucion de sellado después de la trampa para el
CO;, que puede ser una solucién salina de NaCl a pH<2, agua acidificada o &cidos fuertes como HCI y H,SOs con el fin
de evitar pérdidas del gas CHs4 a cuantificar (Figura 11), este es el mismo concepto usado para el método VA (Figura 17),
en el cual la solucion barrera tiene como finalidad limitar la difusion del CO, mediante la reduccién de su solubilidad y
disminucion de pérdidas del biogas (Pham et al., 2013; Solarte et al., 2017; Rodrigues et al., 2019). A modo de control de
la calidad de la solucién se pueden emplear indicadores como el naranja de metilo con un rango de viraje de pHde 3,1 a
4,4 unds (DIN 38414-18, 2015; Kleinheinz y Hernandez, 2016). Otros de los medios empleados para generar el
desplazamiento liquido es el aceite mineral, el cual puede sustituir el uso de la solucién acuosa para reducir las pérdidas
de evaporacién por exposicion a la atmésfera y aunque el CH4 y CO2 son més solubles en aceite que en agua destilada,
el problema se resuelve después del primer contacto del aceite con el biogés, por lo que se recomienda usar poco volumen
de aceite (i.e. 4 mL) y mantener constante la presion del Headspace del recipiente (Liu et al., 2004).

Por ultimo, la variante mas reciente en el método VM es conocida como el AMPTS I, un método automatizado para la
medicion de datos y el célculo de la produccion de CHs; este método fue desarrollado por la compafiia de control de
bioprocesos de Suecia (Shi, 2012) y surgié como una alternativa a la debilidad protocolaria de los ensayos PBM (Figura
18) (Himanshu et al., 2017; Jingura y Kamusoko, 2017; Nwaigwe et al., 2018; Ohemeng y Datta, 2019). Sin embargo, los
costos para adquirir dichos equipos pueden limitar la adquisicion de estos en PeD (Ortiz, 2011).
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Tabla 12. Configuraciones del método VM por desplazamiento liquido

Configuracion

Descripcion

Referencia

Termocupla

> >
Baiio de agua Reactor Baiio de Gasometro
NaOH

Figura 11. Configuracion VM con trampa de NaOH y NaCl con
medicion de CHs en gasémetro

En esta configuracion el reactor es sometido a un
bafio térmico de agua con ayuda de una
termocupla que regula la  temperatura,
posteriormente el biogds generado compuesto
principalmente por CO> + CHa, pasa por medio de
mangueras a una trampa de NaOH con el fin de
atrapar el COy, luego el gas resultante (CHq) es
trasladado con una manguera hasta un gasémetro
conelfinde registrar su volumen, este dispositivo
cuenta con una solucién de NaCl acidificada a
pH<2 con el fin de evitar difusion del CHa.

Rodrigues et al. (2019)

Botella con
solucion de

-3 Probeta

Figura 12. Configuracion VM con trampa de NaOH con medicion de

Al reactor se le conecta una manguera para
trasladar el biogas hasta una botella invertida con
NaOH al 2 N, en la cual el CHs se acumula y
desplaza la solucion de NaOH hacia una probeta
en la que se registra el volumen en una probeta,
que corresponde al volumen de CH4 generado.

Esposito et al. (2012);
Cardenas-Cleves et al.
(2016)

CHa en probeta
o Gas libre de Una manguera conectada al reactor traslada el | Cardenas-Cleves et al.
Biogas CO: biogas hasta una botella con NaOH en la que el | (2016)
= CHs se acumula en la parte superior y es
Jeringa conducido por medio de una manguera hasta una

-1 Botella con solucion
de NaOH

Reactor

Figura 13. Configuracion VM con trampa de NaOH con medicion de

CHsen jeringa

jeringa que registra el volumen de CHs4 generado.

COz + CH4 CHas <

(,\h Fa Agua\d‘esplazada
= i ’ =
; =
Fel-dor = % = l
o @ NaGH oE o~
Medida de

volumen

Figura 14. Configuracion VM con trampa de NaOH y H20 con
medicion de CHs en botella

El reactor reposa sobre una plancha que
proporciona la temperatura deseada y el biogas
generado es trasladado por una manguera hasta
una solucién de NaOH para la retencion del CO,
posteriormente el CH4 acumulado en la parte
superior de la botella y es conducido mediante una
manguera hasta una nueva botella con agua
sobre la cual el volumen acumulado de CHs
desplaza el agua hasta otra botella vacia que
cuantifica el volumen de CH4

Capcha et al. (2016)
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Configuracion

Descripcion

Referencia

Reactor 1 (er)-'ﬁ _
|
....... = HH Reactor 2 (R2)

|‘ , Manguera
Manguera | _{ l flexible en
\L\ o g

M NaOH
Probeta
Figura 15. Configuracion VM con trampa de NaOH con efecto sifon,
medicion de CH. en probeta

El biogas generado en el reactor 1 (R1) se
lleva a una botella invertida (R2) por medio
de una manguera en forma de sifon que
impide que la solucion de NaOH contenida
en R2 vuelva aR1.

El CH4 que se acumula en R2 desplaza la
solucion de NaOH hacia una probeta que
registra el volumen de CH, generado.

Cardenas-Cleves et al.
(2016)

Valvula de
blogueo de aire

3
Cilindro de
Tapon medicion
-~
—_— Bortie

Baiio de agua Bafno de NaOH

Figura 16. Configuracion VM con trampa de NaOH con medicion de
CHas en cilindro

En esta configuracion el reactor es sometido
a un bafo térmico de agua que regula la
temperatura, posteriormente el biogas
generado compuesto principalmente por
CO2 + CHs pasa por medio de una
manguera a una trampa de NaOH con el fin
de atrapar el COg, esta trampa dispone de
un gasometro (cilindro) que permite
cuantificar el volumen de CHa.

Ohemeng y Datta, (2019)

—

- -_
-J = |

Figura 17. Configuracion VM con trampa de HCI con medicién de
biogés cilindro

En esta configuracion se utiliza solucién de
HCl a 0,5 M en un recipiente equipado con
un cilindro, se inyecta una aguja con una
manguera en el tapon de un reactor y el otro
extremo se conecta en la parte inferior de un
cilindro, para que el biogas desplace el
liquido contenido en él logrando cuantificar
el volumen del gas a partir de este
desplazamiento.

Pham et al. (2013)

Figura 18. Configuracion AMPTS I

Configuracion para el AMPTS 1. a). Unidad
de incubacion de muestras con botellas y
mezcladores. b). Unidad de absorcion de
diéxido de carbono. ¢). Conjunto de celdas
de flujo.

Este equipo estd conformado por un bafio
térmico (Unidad a), que permite ubicar
varios reactores equipados con un
mezclador que puede operar de manera
continua o intermitente, seguido por una
solucién alcalina de NaOH a pH>12 que
funciona como trampa de CO2 (Unidad b) y
por Ultimo una unidad de cuantificacion de
celdas independientes (Unidad c) para cada
reactor, en las que es posible conocer el
volumen del gas medido por medio de un
volumen previamente calibrado.

Amodeo et al. (2020)

Métodos Manométricos (MN):

Los métodos MN se basan en la medicién de cambios en la presion que ejerce el gas acumulado dentro de la cabeza del
reactor sobre un sensor, manteniendo el volumen y temperatura constante; el medidor de presion puede ser insertado en
diferentes intervalos de medicion (configuraciones manuales - Figura 19) o estar acoplado al reactor (configuracion
automatica - Figuras 20 y 21). Las configuraciones del método MN no permiten conocer la composicion del biogés y, por
tanto, para conocerla es necesario usar como método complementario la CG, el cual requiere de un equipo sofisticado y
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de elevado costo (Valero et al., 2016; Himanshu et al., 2017; Parra-Orobio., 2018; Hafner et al., 2019). La Tabla 13
muestra las configuraciones de los métodos MN en ensayos PBM (Aquino et al., 2007; Hafner et al., 2019; Hafner et al.,
2020).

El sistema OxiTop®es un método automatizado de cuantificacion de gas mediante un transductor de presién digital
acoplado al reactor. El sistema fue inicialmente desarrollado para la medicién de la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), sin embargo, su uso se ha extendido para la realizacion de ensayos de biodegradabilidad anaerobia (Pabon, 2009;
Raposo et al., 2012; Parra-Orobio et al., 2015). EI CH, se debe medir posteriormente por CG, sin embargo, en algunos
estudios se han realizado modificaciones a este método con el fin de obtener la medicién de presion principalmente por
CHg; para esto se recomienda el uso de un capuchén que contiene perlas de NaOH en el headspace (zona del biogas)
para la captura del CO; (Figura 21) (Souto et al., 2010; Ortiz, 2011; Pabon et al., 2012; Parra-Orobio et al., 2015). A pesar
de esto, autores como Pabon et al., (2012) indican que limitar la transferencia de CO; al medio liquido puede generar un
desbalance en el sistema bicarbonato que genere inhibicién de la actividad metanogénica, principalmente en la ruta
hidrogenotrdfica, debido a una disminucion del CO, que consecuentemente puede generar un aumento en la presién
parcial de Ha e inhibir otras rutas metabdlicas como la acetogénesis. Es importante destacar que en el MN se obtienen
valores de presion, por lo que para conocer el volumen de CH, y el valor de PBM se debe hacer uso de las ecuaciones
mostradas en la Tabla 8.

Tabla 13. Configuraciones del método MN

Configuracion Descripcion Referencias

La configuracion consta de un | Adaptado de Cérdenas -
Q’Hanémetro manometro de aguja que es | Cleves etal. (2016)
insertado a un tapon de caucho de

Ju—— butilo cada vez que se va a realizar
___WReactor la medicién de la presion. Los
cambios de presion se emplean
para registrar la produccion de
Figura 19. Configuracion manual de método MN biogas en el tiempo.

Esta es la configuracion tipica del | Wang et al.  (2014);
método MN, en la cual se acopla | Cardenas - Cleves et al.
un manémetro al reactor y se | (2016)

cuenta con un cromatégrafo de
gases  para  conocer la
composicion del biogas.

Figura 20. Configuracion automatica de método MN

Cabezal de Esta es la  configuracion | Pabon et al. 2012; Parra-
medicion automatizada del método MN enla | Orobio et al. 2015;

Deposit OxiTop® cual el reactor dispone de un | Céardenas - Cleves et al.
epositopara . )
perlas de NaOH Bo?im]]a cabezal de OxiTop® al que se (2016)
e
muestreo incorpora un capuchén con perlas

de NaOH para que el CO. sea
absorbido, de tal manera que se
asume que la presion registrada
corresponde principalmente CH4

Figura 21. Configuracion automatica OxiTop® con perlas de NaOH
método MN
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Otros métodos experimentales:

A partir de los resultados de la vigilancia tecnoldgica, se identificaron otros métodos experimentales de cuantificacion de
PBM diferentes a los MN y VM, como diferentes tipos de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), la espectroscopia
de infrarrojo medio por transformada de Fourier (FITR) y el kit Envital (Lesteur et al., 2010), los cuales se basan en las
interacciones de enlace. Los componentes basicos de los instrumentos espectroscopicos comprenden una fuente de
radiacion, un selector de longitud de onda, una celda de muestra, un detector, una unidad de tratamiento y lectura de
datos (Spanjers y van Lier, 2006; Jingura y Kamusoco, 2017).

La espectroscopia NIR es un método Util para la prediccion del PBM y la tasa de produccién de biogas, ya que las bandas
de absorcidn de este método generalmente se componen de arménicos y combinaciones de las vibraciones moleculares
de los enlaces C—H, N-Hy O - H, que son considerados activos en las longitudes de onda de infrarrojos y, por lo tanto,
se pueden medir directamente por NIR (Lesteur et al., 2011; Ward, 2016). Este método ha sido reportado mas
recientemente (Lesteur et al., 2010; Triolo et al., 2014; Jingura y Kamusoko, 2017); estos estudios indican que es un
método rapido y no destructivo para predecir el valor de PBM de diferentes materiales (Godin et al., 2015; Jingura y
Kamusoco, 2017).

Otro método reciente para determinar experimentalmente el PBM es el FITR, cuyos primeros estudios fueron realizados
por Beakiaris, (2015); este método requiere solo una pequefia cantidad de muestra para la medicién y permite la
interpretacion de los espectros obtenidos, lo cual es mas dificil que con la espectroscopia NIR, debido a la superposicion
de compuestos organicos y las bandas de combinacién (Beakiaris y col, 2015). Por otro lado, Bellaton et al., (2016)
introdujeron un ensayo répido basado en fluorescencia llamado el Kit Envital en el que se utiliza un indicador redox de
fluorescencia que produce resultados en 48 horas; esta herramienta se encuentra en las primeras etapas de desarrollo
(Bellaton et al., 2016; Jingura y Kamusoco, 2017).

También se mencionan el método gravimétrico (MG) y el método de densidad de gas (MD), que son los métodos méas
recientes y son planteados como métodos con equipos de laboratorio de bajo costo simples y de alta precision (Hafner et
al., 2015; Justense et al., 2019; Hafner et al., 2020). El MG desarrollado por Hafner et al. (2015) est& basado en los
cambios de masa en reactores, teniendo como principio los métodos propuestos por Richards et al. (1991), los cuales se
basan en la cinética y pérdida de masa de los reactores anaerobios. Para aplicar este método se realizan los pasos y
ecuaciones mostradas en la Tabla 14.

EI MD propuesto por Justense et al. (2019), se basa en una medicién de pérdida de masa y volumen en el reactor; a partir
de esto es posible obtener el valor de la densidad del biogas y posteriormente su composicion, convirtiéndose en un
enfoque simple y preciso para la medicién de PBM. Los célculos para este método aprovechan la relacién medible entre
la composicién del biogas y la densidad del biogas, que es el resultado de la diferencia en la masa molar de CHs y CO..
Con una estimacion basada en la densidad de CHs, fraccién molar y medicién del volumen (o masa) de biogas y que por
medio calculos simples se obtiene la produccion de CHs. Esto representa un avance significativo tanto para la
investigacion del biogas como para la industria, siendo posible realizar mediciones precisas de BPM con una minima
inversion en suministros y equipos. La densidad del biogas se basa en la pérdida de masa de la botella y el volumen de
biogas, y éstos se pueden medir con precision utilizando solo una bascula de laboratorio estandar, jeringas econémicas
y un simple manémetro (Justense et al., 2019). En la Figura 22 se muestran los pasos a seguir al hacer uso del método
de MD.
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Figura 22. Pasos para la determinacion del PBM por el método de densidad del biogas

Fuente: Justesen et al. (2019)

Tabla 14. Pasos para el calculo del PBM por el MG

Pasos Descripcion Ecuacion Numero
1 Calcular la masa molar del biogas a partir de las M, = 16,04xcy, + 44,01(1 — xcp4) 22
fracciones y masas molares del CHs y CO2 Donde Mb: masa molar del biogas (g/mol); xcna: fraccion molar del CHs
2 A partir de la masa molar del biogas, calcular su | 4, = ZIZ—”S Donde ds: densidad del biogas seco (g/dm3); 22.3: es el 23
densidad con un volumen molar de 22,3 volumen'molar (dm?mol)
(dm¥mol) dado en las condiciones estandar de
273,15Ky 101,325 KPa
3 Calcular la presion de vapor saturado de agua _ 2354,731 24
con la ecuacion de Antonie LogoPrzo = 8,20963 — 77— 55
Donde T: temperatura (K); Phzo: Presion de vapor del agua
4 Con la presion de vapor del agua, calcular la S 18.02Pyz0 1 25
masa de agua eliminada en el biogas H20 = (P — Pyoo) 22,3
Donde miz20: masa de agua eliminada (g/dm3); Pp: 101,325 KPa
5 Calcular el volumen de biogés estandarizado V. = Am 26
"7 (dy + M)
Am: Diferencia de masas molares; Vb: volumen estandarizado del
biogas (dm3)
6 Calcular la produccién del CH4 Vera = XcuaVy 27
Vea: Volumen de produccion de CHe (dm?)

Fuente: Hafner et al. (2015)

6.1.2. Ventajas y Limitaciones de los Métodos Encontrados

En las Tablas 15, 16 y 17, se presentan las ventajas y limitaciones de los métodos experimentales identificados en este
estudio. Se observa que los métodos convencionales MN y VM de configuracion manual requieren baja mano de obra,
pocos equipos especializados, menores costos de montaje y operacidn; aspectos atractivos para laboratorios con pocos
recursos, ademas, tienen la facilidad de realizar ajustes y modificaciones sencillas segun el enfoque del estudio, como
puede ser la adicidn de soluciones acidas y basicas en el método VM y en el MN la adicion de perlas de NaOH o KOH,
sin embargo, esta libertad protocolaria puede limitar la reproducibilidad de los resultados y estan mas sujetos a mayor
error en comparacion con los métodos MG, MD, aunque al tratarse de métodos manuales estan mas sujetos a errores
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manuales que los automatizados como el AMPTS II, Oxitop®y de espectroscopia, con los cuales se facilita la comparacion
de los resultados entre estudios, contribuyendo con la estandarizacién del ensayo de PBM. No obstante, de acuerdo con
los resultados de la vigilancia tecnoldgica los métodos convencionales manuales siguen siendo los mas usados, por esta
razon y teniendo en cuenta el contexto de PeD como Colombia en los cuales los recursos econémicos e infraestructura
para investigacién pueden ser limitantes, los métodos VM con desplazamiento béasico y acido, y el MN con y sin perlas

de NaOH se compararon experimentalmente en este trabajo.

Tabla 15. Ventajas y limitaciones del método VM

Método Ventajas Desventajas Referencias
Jeringa Simplicidad y bajos costos Solo permite la cuantificacion de Torres 'y Pérez 2010;
Configuracion experimental biogas y no de CHs Raposo et al. 2011; Parajuli,
asequible para cualquier No se obtiene la composicion del 2011; Esposito et al. (2012);
laboratorio biogas Pham et al. 2013; Cardenas-
Requiere estandarizacion de los Cleves et al. 2016; Holder et
resultados a condiciones estandar de | al. 2017; Solarte et al. 2017,
presion y temperatura Ohemeng y Datta, 2019;
Hulsemann et al. 2020.
Desplazamiento Simplicidad y bajos costos Susceptible a errores en los
liquido No requiere equipos resultados por intervencion humana
especializados No se obtiene la composicion del
Facil configuracion biogas
Permite la cuantificacion del Susceptible a micro fugas
biogas o del CH4 directamente Mayor inversién de tiempo para su
No requiere mantenimiento de montaje y operacion
8 manera regular Requiere estandarizacion de los
£ Configuracion experimental resultados a condiciones estandar de
E asequible para cualquier presion y temperatura
2 laboratorio
Monitoreo sencillo
Automatizado: Minimiza errores por intervencion Mayor inversion Wang et al. 2014; Kleinheinz
AMPTS humana No se obtiene la composicion del y Hemandez, 2016;
Permite la cuantificacion directa biogas Himanshu et al. 2017; Koch
del CH, Necesidad de equipos especializados | et al. 2017; Jingura y
Automatizacion de los resultados que limitan su aplicacion Kamusoko, 2017; Filer et al.
Permite el control automatizado de 2019; Ohemeng y Datta,
parametros como la temperatura y 2019.
la agitacion.
Contribuye a la estandarizacién de
la prueba de PBM, permitiendo
una mejor comparacion de
resultados entre laboratorios
Resultados mas precisos y
exactos
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Tabla 16. Ventajas y limitaciones del método MN

densidad del gas

Resultados comparables con los
métodos automatizados
Facilidad de montaje

Requiere de célculos rigurosos
(Tabla 14)

No se obtiene la composicion del
biogas

Método Ventajas Desventajas Referencias
Manual De configuracion simple y Hay variaciones en la composicion Aquino et al. 2007; Ortiz,
economica del biogas debido a los cambios de 2011; Pabon et al. 2012;
Proporciona la medicién directa de presion en el reactor y que pueden Wang et al. 2014; Gonzalez
CH; con alta credibilidad, usando afectar la actividad microbioldgica. et al. 2015; Cardenas -
captura de CO; Demanda mayor tiempo de Cleves et al. 2016; Hafner et
Demanda menor tiempo de dedicacion en los monitoreos y mano | al. 2019; Hafner et al. 2020.
dedicacion en el montaje y mano de obra que los métodos
de obra que los métodos automatizados
volumétricos manuales Requiere estandarizacion de los
resultados a condiciones estandar de
presion y temperatura
8 No se obtiene la composicion del
B biogas
£ . .
S Susceptible a micro fugas
= Susceptible a errores en los
resultados por intervencién humana
Requiere de célculos rigurosos
(Tabla 8)
Automatizado Registro de presion de forma Producir roturas de juntas, escapes o
Oxitop® automatica y continua incluso accidentes cuando hay
Reduccion en los errores presiones excesivas
sistematicos Mas costoso que los métodos
manuales MN y VM
Requiere de célculos rigurosos
(Tabla 8)
Tabla 17. Ventajas y limitaciones de otros métodos identificados
Método Ventajas Desventajas Referencias
Espectroscopia Permite la cuantificacion del valor Equipos costosos Spanjers y van Lier, 2006;
de PBM de materias primas de Aplicable para solo una gama de Huang et al. 2008; Lesteur et
forma rapida sustratos al. 2011; Triolo et al. 2014,
Método no destructivo Requiere de personal calificado Ward, 2016; Beakiaris y col,
Generacion de datos cualitativos y para manejo de equipos 2015; Jingura y Kamusoco,
cuantitativos Requiere més estudios para 2017.
- validacion de algunos de los
£ métodos
S
Gravimétrico y Método simple Requiere de mas estudios para su Hafner et al. 2015; Lourinho et
método de Bajos costos validacion al., 2018; Justenser et al.

2019.
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6.2. Evaluacion a escala de laboratorio del método volumétrico (desplazamiento acido y alcalino) y manométrico
(con y sin perlas de NaOH) sobre la determinacion del PBM de la celulosa

6.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas del sustrato e indculo

En la Tabla 18 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato empleado (celulosa microcristalina), el cual
present6 un pH acido (6,48+ 0,03) y baja alcalinidad bicarbonatica (AB) (1,2+0,02), debido a la degradacion parcial de la
celulosa durante la preparacion de la muestra, por lo cual el pH se ajustd a 7,0 unds al momento del montaje con NaHCO3
al 4% m/v (Cardenas-Cleves et al., 2016; Holliger et al., 2016). El valor de la relacién SV/ST indica la predominancia de
la materia orgénica en la celulosa, estos valores son muy similares a los presentados en el estudio de Raposo et al.
(2011), Wang et al. (2014) y Amodeo et al. (2020) de 0,99, 0,972 y 0,99 respectivamente. Respecto al contenido de AGV
(240,0 mg/L) se puede concluir que el sustrato posee condiciones favorables para un adecuado proceso de DA, ya que
este valor se encuentra por debajo del limite maximo recomendado (1000 mg/L) (Holliger et al., 2016; Rajagopal et al.,
2017).

Tabla 18. Caracteristicas fisicoquimicas del sustrato

Parametro Sustrato Inéculo Unidades
pH 6,48+ 0,03 8,07 + 0,01 Unidades
Solidos Totales (ST) 0,959+ 0,02 59500 + 1890,84 glg
Solidos Volatiles (SV) 0,954+ 0,02 31677,78 + 1269,33 alg
SV/ST 0,994+ 0,02 0,53 glg
Alcalinidad Total (AT) 4,8+0.03 1728 £ 67,4 mg CaCOs/L
Bicarbonatica (AB) 1,240,02 1267,2 £ 59,12 mg CaCOs/L
AB/AT 0,25 0,733 mg CaCOs/ mg CaCOs
AGV 240+1,47 360 + 20,45 mg/L

En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas del inoculo, el pH se encuentra dentro del rango recomendado para
procesos de DA (7,0 a 8,5 Unidades) (Raposo et al., 2006; Esposito et al., 2012; Holliger et al., 2016). Los resultados
relacionados con la alcalinidad y AGV concuerdan con Holliger et al. (2016) que muestran la predominancia de la AB, lo
que aporta capacidad buffer que permite neutralizar la acidez producida por los AGV (Raposo et al., 2009; Parra-Orobio
et al., 2014; Parra-Orobio et al., 2018). Por otro lado, la relacién SV/ST igual a 0,53 es un indicador indirecto de alta
cantidad de biomasa activa (Parra-Orobio et al., 2014). De acuerdo con el estudio de Parra-Orobio et al. (2018), el indculo
empleado posee una actividad hidrolitica especifica (AHE) con un valor de 0,9 gDQOgucosa/gSV.d y actividad
metanogénica especifica (AME) de 0,08 gDQO/gSV.d, condiciones que favorecen la asimilacion al sustrato (AHE) y el
equilibrio entre la produccion de AGV y su consumo para la produccién de CH4 (AME), ademas, el valor de la actividad
acidogénica especifica (AAE) aunque generalmente es la mayor de las actividades (0,29 gDQO/gSV.d), ha demostrado
ser menor en lodos granulares como el estudio con relacion a lodos floculentos (Parra-Orobio et al., 2018).

6.2.2. Valores de PBM obtenidos para los métodos VM y MN

En la Figuras 23 se muestran los resultados obtenidos a partir de los datos recolectados experimentalmente. En general,
todas las configuraciones tendieron a estabilizarse aproximadamente a las 470 horas (19 dias), periodo de tiempo acorde
con lo reportado por Amodeo et al. (2020), en el cual el PBM de celulosa se estabilizé en el dia 18, aunque el ensayo se
prolongé hasta los 32 dias con el objetivo de observar posibles cambios posteriores. En la Figura 23.A se observa el
comportamiento de produccion de volumen para los métodos que cuantificaron biogas (VA y MN sin perlas), destacando
que ambos métodos proporcionaron un comportamiento similar (p = 0,99), mientras que en la Figura 23.B, se observa
que el valor de PBM para los métodos con captura de CO. (VB y MN con perlas) tuvieron un comportamiento
significativamente distinto (p = 0,003). El método MN con perlas tuvo un 33% menos de produccion de CH4 (225,24+14,24
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mL CH4/g SV) y que el VM que alcanzé un PBM de 337,67+12,46 mL CH4/g SV. La Tabla 19 muestra que de acuerdo
con los resultados de la prueba post-ANOVA Tukey HSD, todas las configuraciones tuvieron diferencias significativas (p
<0,05) con relacién al MN con perlas.
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Figura 23. Curva de volumen de biogas para el método VM y MN evaluados

Tabla 19. Resultados prueba de varianza post-ANOVA

Métodos Valor de p Resultado
VM basico vs VM &cido 0,99 No significativo
MN sin perlas vs VM &cido 0,1654 No Significativo
MN sin perlas vs VM bésico 0,1654 No Significativo
MN con perlas vs VM &cido 0,000166 Significativo
MN con perlas vs VM basico 0,000166 Significativo
Mn con perlas vs MN sin 0,01506 Significativo
perlas

Por otro lado, la Figura 23.C muestra la comparacion entre las configuraciones del método VM, permitiendo observar la
diferencia entre el volumen de biogas total (VA) y el asociado principalmente a CH4 (VB), de tal manera que de acuerdo
con Pham et al. (2013) permite encontrar la variacion del contenido de CO,durante el proceso y, por tanto, indicios sobre
el comportamiento del proceso (Vindis et al., 2009). La Tabla 20 muestra en mayor detalle las proporciones de CHa en
diferentes periodos del proceso. De acuerdo con los resultados del estudio de Sanabria et al. (2012) y Pham et al. (2013),
no se encontraron diferencias significativas entre el contenido de CH. determinado por el método VB y anélisis de
cromatografia de gases, teniendo en cuenta esto se estimé la proporcién de CH4 durante el proceso (Linea amarilla,
Figura 23.C) a partir de la relacion de produccién de biogas registrada en VA y la produccion de CH. del método VB
(Ecuacion 28). Estos datos se emplearon para proyectar la produccion de CH4 del método MN sin perlas (Linea Verde,
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Figura 24.D). Se puede observar en la Tabla 20, que la produccion de biogas disminuye después de 10 dias, lo cual
puede deber ser a que la captura del CO; en el VB limitara el proceso y disminuyera la formacion del CH4 (Ortiz, 2011).

Volumen de metano

%CH, = * 100 Ecuacion 28

Volumen de biogas

Tabla 20. Porcentaje de CHs4 durante el ensayo en los métodos VA

Dia Método VA
% CHq4
2 8,8
5 38,1
10 76,3
15 7138
20 68,7
25 66,4
32 66,0

Aunque los métodos MN funcionan bajo el mismo principio (variacion de presion a temperatura y volumen constante), el
método MN sin perlas obtuvo una fase de latencia mayor (Figura 23.D) lo que pudo deberse a que la estabilizacién ya
asimilacion del sustrato fue mas lenta debido a las altas presiones que se generaban en comparacion con el MN con
perlas (Hafner et al.,2019) , por otro lado la menor produccion de CH. en la configuracién con perlas de NaOH sugieren
que su incorporacion podrian tener un efecto negativo durante el proceso a nivel bioquimica, debido a que al presentarse
la absorcién del CO- dentro del reactor se pueden generar afectaciones en la etapa de la acetogénesis, en la cual se
impide la transformacion de CO, y H, en acetatos, causando que los reactivos (CO; y acetatos) de la etapa de la
metanogénesis estén en bajas concentraciones, disminuyendo asi la produccién de CHs y posible acumulacién de Hz en
el reactor, que a su vez impacta de forma negativa en esta etapa (Ortiz, 2011; Pabon et al., 2012), esto es consecuente
con los resultados obtenidos por Pabén et al. (2012), quienes encontraron resultados similares e indican que la inclusion
de perlas de NaOH en el método MN puede ocasionar la acumulacion de AGV y aumento del pH, causando que la
produccion de CHs disminuya. La Tabla 21 muestra los valores de pH, AGV y relacion AB/AT finales para cada método,
encontrandose que en general las condiciones evaluadas tuvieron valores de pH similares dentro del rango recomendado
para la DA (7,0 a 8,5 unidades) (Raposo et al., 2006; Esposito ef al., 2012), aunque el método MN con perlas tuvo el
mayor valor de pH, asi como la menor relacion de AB/AT y AB con relacion al resto de configuraciones, cuyos valores
mas altos indican un mejor desarrollo del proceso y proteccion ante cambios repentinos de pH por generacion de AGV
(Torres et al., 2008; Parra Orobio et al.,2014). Estas condiciones coinciden con el fenémeno causado por la incorporacion
de perlas en el método MN descrito por Pabén et al. (2012), sin embargo, los valores de AGV y pH de este trabajo fueron
menos criticos que los del estudio de Pabén et al. (2012) (acumulacion de AGV del 70 a 90% y pH de 8 a 9 unidades), lo
cual podrian estar relacionado principalmente al uso de diferentes sustratos (residuos de verduras), lo cual sugiere que
el efecto de las perlas de NaOH puede variar segun el sustrato de empleado.

Tabla 21. Parametros finales del sobrenadante para cada método

Parametro
Método
pH (Unidades) AB (mg/L) AT (mglL) AB/AT AGV (mglL)
VB 7,18£0,47 320,0+0,10 430,0+2,82 0,744+1,46 140,0+14,14
VA 7,10£0,01 320,0+28,28 452,0+5,65 0,744+0,34 145,0£7,07
MN con perlas 7,7240,13 274,0£31,11 424,0+56,56 0,646+43,86 175,5£5,53
MN sin perlas 7,0120,01 338,0+2,83 447,2+8 48 0,756+5,65 150,0+7,08
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Otro aspecto que pudo haber afectado la determinacion del PBM mediante el método MN con y sin perlas de NaOH pudo
deberse a la microfugas generadas durante cada medicion de la presién mediante el manometro de aguja, debido a que
durante la extraccion de la aguja se percibia un olor a biogés; esto se corroboré mediante mediciones inmediatamente
posteriores al primer pinchazo que indicaban presiones menores a la medicion inicial. Por lo anterior, es posible que un
mayor numero de mediciones (pinchazos) durante los primeros dias del ensayo pudieron haber alterado el registro de
datos (Himanshu et al., 2017; Hafner et al., 2019), para evitar esto, se recomiendo el uso de mayores valores de
headspace (> 50%) y mediciones menos periddicas (Himanshu et al., 2017; Hafner et al., 2019), aunque, en cualquier
caso, la presién interna del reactor no deberia superar los 100 mbar (Valero et al., 2016 y VDI, 2016); valor muy debajo a
los 200 mbar mantenido mediante purgas durante todo el ensayo. Es posible que los mayores valores de presion por
encima de lo recomendado hayan tenido un efecto importante sobre la solubilidad del CO- en el reactor y, afectando asi
el pH y a los microorganismos y, por tanto, conduciendo a una subestimacion de la produccion de biogas o CHs (Filer et
al., 2019).

En sintesis, la variabilidad en las curvas de los métodos VM y MN, siendo el método VM el que obtiene los mejores
resultados de PBM, lo que coincide con los estudios de Raposo et al. (2011), Wang et al. (2014), Amodeo et al. (2020),
obteniendo un 82,2+4,57% de aproximacion al valor tedrico de 414 mL CH4/g SV (Amodeo et al., 2020) y también con la
configuracion MN sin perlas; con lo que se puede concluir que se obtuvo resultados mas precisos por medio de estos
métodos, ya que la VDI, (2016), sugiere que los valores de PBM de la celulosa obtenidos experimentaimente deben ser
por lo menos el 90% del PBM tedrico, ya que aproximadamente el 10% del sustrato es utilizado para el crecimiento de la
biomasa y transformada en calor (Wang et al., 2014). Por el método MN sin perlas solo se obtuvo el 74,8+7,89% y con el
MN con perlas 54,4+3,78% del rendimiento tedrico del método de la celulosa, esta tendencia de diferencia entre los
métodos es congruente con los estudios de Wang et al. (2014), Holliger et al. (2017), Amodeo et al. (2020) en los que
métodos MN manuales obtuvieron resultados de PBM inferiores en comparacién con alguna de las configuraciones de
un método VM manual comprobando que los métodos MN pueden subestimar la produccién de biogas.

6.2.3. Analisis del comportamiento cinético

La Tabla 22 recopila pardmetros cinéticos de los modelos cinéticos de Gompertz modificado y primer orden. En general
ambos modelos tuvieron un alto grado de ajuste de acuerdo con el valor de R%>0,95, pero con el coeficiente CME se
puede observar que no se obtiene un alto grado de ajuste pues el valor se encuentra por encima de 3,15. Se puede
observar que se presenta un mayor nivel de ajuste para el modelo Gompertz modificado debido a su mayor proximidad
al valor uno (Parra-Orobio et al., 2018). Los resultados de la constante de hidrélisis (k) fue menor para el método MN con
perlas (0.0339 dias"), valor relativamente menor a la configuracion basica del método volumétrico (0.0784 dias-"), por
otro lado, los valores de k para ambos métodos acido (VA y MN sin perlas) fueron muy similares (0,0784 y 0,0564 dias-
"), lo cual es consistente con el comportamiento de ambas configuraciones durante el ensayo (Figura 23. A). En la
literatura se encuentran valores de k para la celulosa que van desde 0,090 a 0,274 dias-1 (Tong et al., 1990; Chynoweth
etal., 1993; Owens et al.,1993; Owens et al., 1993; Gunaseelan, 2004; Raposo et al. 2011), en los que se varia el método
de cuantificacién de biogas/metano, la relacién S/l, SV/ST y las caracteristicas el inoculo, esto muestra que, aunque se
evalué un sustrato homogéneo estandar como la celulosa, las condiciones operacionales y configuracion del método PBM
afectaron el valor de este parametro, que es de importante interés para el disefio del reactor (Parra-Orobio et al., 2017).

En cuanto a la tasa de produccién de CH4 (Rmax) las configuraciones VB, VA y MN sin perlas tuvieron valores cercanos
que variaron de 23,015 a 23,797 mL CH4/g SV.d y, con un valor nuevamente menor para el método MN con perlas (14,593
mL CH./g SV.d) que evidencia el efecto de las perlas sobre el comportamiento del proceso de DA para este de la celulosa.
Finalmente, el valor de la fase de latencia (A) como un parametro importante del arranque del proceso y, por tanto, de la
adaptacion de los microorganismos al medio, mostraron un comportamiento contraria al resto de constantes cinética,
debido a que esta vez el método MN con perlas tuvo un valor A de 1,370 dias con relacion al resto de métodos que fue
aproximadamente el doble, sin embargo, es posible que se haya generado una sobreestimacion de este parametro, ya
que experimentalmente los reactores arrancaron en un promedio de 0,85 dias, lo que pudo deberse a que la celulosa es
un compuesto de dificil biodegradacion (Hansen et al., 2004; Holliger et al., 2016). La Figura 24 muestra el
comportamiento de los modelos cinéticos de primer orden y modificado de Gompertz para cada configuracién de los
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métodos estudiados; la linea solida roja hace referencia a las curvas de ajuste para el comportamiento de la produccion

de CH., mientras que la de puntos azules corresponde a los datos obtenidos experimentalmente.

Tabla 22. Resultados de los parametros cinéticos

Modelo cinético modificado de Gompertz

Método PBM expe (ML CH4/g SV) Pmax (mL CH4/g SV) A (dias) R...(mL CH.g SV R? CME
dias)

VM basico 337,688+12,46 329,008+2,48 2,673+0,15 23, 797+0,07 0,997 5813

MN con perlas 225,242+14,24 227,186+4,15 1,37040,72 14,593+0,081 0,994 6,167

VA 337,688+12,46 329,008+2,48 2,673+0,15 23, 797+0,07 0,997 5813

MN sin perlas 321,56+17,89 324,02+2,76 2,310,91 23,0150,04 0,995 5,952

Modelo cinético de primer orden

Método PBM expe (ML CH4/g SV) Pmax (mL CH4/g SV) k (dias*) R? CME

VM basico 337,688+12,46 397,458+17,43 0,0784+0,0015 0,953 6,149

MN con perlas 225,242+14,24 29412441264 0,0339+0,0064 0,950 8,457

VA 337,688+12,46 397,458+17,43 0,0784+0,0015 0,953 6,149

MN sin perlas 321,56+17,89 351,078+9,13 0,0564+0,0072 0,977 6,623
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Figura 24. Modelos cinéticos

7. CONCLUSIONES

A partir vigilancia tecnoldgica se identificaron los métodos y configuraciones experimentales mas usadas en
ensayos PBM, siendo los més comunes los VM y MN, con las configuraciones automatizadas en mayor medida
en paises desarrollados y con mayores ingresos en investigacion, en contraste, en PeD prima el uso de
configuraciones manuales que aunque son menos son costosas y no requieren de equipos especializados,
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pueden llegar a ser menos precisos y mas laboriosos durante el montaje y monitoreo de datos. En general las
configuraciones VM manuales siguen siendo las mas utilizadas seguido del método automatizada AMPTS Il, asi
mismo, para el método MN la configuracién mas comudn es la manual con perlas, seguido del automatizado
Oxitop®.

Las configuraciones volumétricas presentaron mayores valores de PBM (337,69+12,46 mL CHa4/g SV), en los
cuales, no se identificaron diferencias significativas entre estas dos configuraciones. Las configuraciones
manométricas registraron valores de 321,56+17,89 y 225,24+14,24 mL CHa/g SV, para la configuracion MN sin
perlas y MN con perlas de NaOH, respectivamente, que acuerdo con los valores finales de pH, AGV y relacion
ABJ/AT, sugieren posibles efectos negativos durante el proceso por incorporacion de las perlas.

Los parametros cinéticos como la constante de hidrélisis (k) fue 2,3 veces menor en la configuracion del método
MN con perlas de NaOH con relacion al VB, mientras que la para ambas configuraciones acidas (VA y MN sin
perlas) fue relativamente similar, lo que indica que, aunque manteniendo el resto de factores (sustrato, inoculo y
operacion y configuracién) el método de cuantificacién de biogas/metano al incidir sobre el registro de datos
puede afectar parametros cinéticos que son usados para el disefio del reactor. Este efecto es corroborado con
el comportamiento similar de otro parametro cinético de interés como lo es la tasa de produccion de especifica
(Rméx)-

En general se evidencid que el método VM proporciona mejores resultados de PBM, haciendo que este método
sea mas preciso respecto al MN, el cual es mas propenso a sufrir de pérdidas por fugas y afectaciones de la
actividad microbiana en las diferentes etapas del proceso de DA, aunque requiere de mayor recurso humano
durante su montaje.

8. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios sobre las variables y parametros que influyen en la prueba de PBM, con el fin de
establecer rangos y condiciones dptimas para su adecuado funcionamiento.

Al usar el método VM con desplazamiento basico, se deben reemplazar las soluciones mas de tres veces por
semana, con el fin de que la captura de CO- sea la adecuada.

Los métodos manuales VM permiten obtener acercamientos a los valores de PBM tedricos, aunque si se requiere
mayor precisidn se recomienda el uso de métodos automatizados si los costos econdmicos no son una limitante.

Evaluar la cantidad de perlas de NaOH adicionadas en el método MN y el uso de otras soluciones desplazantes
en el método VM.

Analizar y comparar los datos experimentales con los diferentes métodos teéricos, con el fin de poder identificar
fuentes de error y posibles mejoras. Igualmente, se recomienda evaluar simultdneamente los métodos
experimentales tanto con un sustrato control como la celulosa como con sustratos heterogéneos como los
residuos de alimentos, ya que la composicion organica puede influir en los métodos, especialmente en el método
MN con perlas.

Realizar més estudios sobre métodos que pueden ser mas precisos que los convencionales, como lo son el MD
y MG que se presentan como métodos econdmicos y que pueden ser usados en laboratorios que no cuentan
con equipos muy especializados.
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