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RESUMEN

TITULO: IDENTIFICACION DE GRUPOS TROFICOS PRESENTES EN
EL ESTIERCOL BOVINO USADO PARA LA DIGESTION
ANAEROBIA DE  SOBRANTES ALIMENTICIOS DE
RESTAURANTE"

AUTOR: MARIA SOLEDAD ALZATE MONCADA™

PALABRAS CLAVE: GRUPOS TROFICOS, GRUPOS METABOLICOS,
ACTIVIDADES MICROBIANAS, NUMERO MAS PROBABLE,
SOBRANTES ALIMENTICIOS DE RESTAURANTE,
RESIDUOS POSTCOCCION, LODO DE ESTIERCOL BOVINO,
DIGESTION ANAEROBIA.

DESCRIPCION:

En este estudio se evaluaron, identificaron y cuantificaron las poblaciones microbianas
activas en el lodo de estiércol bovino -EB-, responsables de la degradaciéon anaerobia de
sobrantes alimenticios de restaurante -SAR-, mediante pruebas de actividad y el método
del Numero Méas Probable. La Actividad Hidrolitica, Acidogénica, Acetogénica y
Metanogénica Especifica, tanto Acetoclastica como Hidrogenotréfica, fueron evaluadas
utilizando sustratos modelo: almidén, glucosa, butirato/propionato, acetato y formiato
respectivamente. Las poblaciones identificadas corresponden a grupos de bacterias
hidroliticas-acidogénicas (fermentadoras de glucosa y lactosa), acetogénicas (del
propionato y butirato) y sulfatorreductoras (del acetato y lactato), asi como también
algunos grupos de argueas metanogénicas (acetogénicas, hidrogenotroficas y del
metanol). La digestiébn anaerobia -DA- de los SAR se desarroll6 durante 35 dias en
reactores discontinuos de 50 mL conteniendo una mezcla de inéculo y sustrato con una
relacion de 3. Se tomaron muestras cada 7 dias para hacer seguimiento al sistema
mediante andlisis de variables de respuesta y estabilidad y evaluar las poblaciones
microbianas cuantificando los grupos tréficos. Las variables evaluadas fueron pH, sélidos
totales -ST-, sélidos volatiles -SV-, azlcares reductores totales -ART-, acidos grasos
volatiles -AGV- y alcalinidad total -AT-. Diariamente se cuantificé metano.

En el EB se encontraron todos los grupos tréficos investigados, los cuales se
cuantificaron, tanto en el inéculo como durante el proceso de DA. Se demostro la relacion
existente entre la actividad de la biomasa y los grupos tréficos presentes. El lodo EB tiene
cualidades para ser usado como inéculo para iniciar un proceso de DA. La interaccién de
arqueas metanogénicas -AM- con bacterias fermentadoras -FB- y bacterias
sulfatorreductoras -BSR- son parametros importantes para evaluar el desempefio del
reactor. La DA de SAR alcanz6 un rendimiento de 0.41 m®CH./kg SV usando lodo de EB
como indculo.

*Trabajo de Grado.

:Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Mabel Juliana Quintero Silva. Bacteridloga, M.Sc. Ciencias Basicas
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Mabel Juliana Quintero Silva. Bacteridloga, M.Sc. Ciencias Béasicas
Biomédicas
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ABSTRACT

TITLE: IDENTIFICATION OF TROPHIC GROUPS PRESENT IN CAW
MANURRE SLUDGE USED FOR ANAEROBIC DIGESTION
OF COOKED FOOD WASTE FROM RESTAURANT"

AUTHOR: MARIA SOLEDAD ALZATE MONCADA™

KEY WORDS: TROPHIC GROUPS, METABOLIC GROUPS, MICROBIAL
ACTIVITIES, MPN, KITCHEN WASTE, COOKED FOOD
WASTE, CATTLE MANURE SLUDGE, ANAEROBIC
DIGESTION

DESCRIPTION:

This study evaluated, identified and quantified active populations in cattle manure sludge -
CMS-, responsible for anaerobic degradation of kitchen waste using activity tests and Most
Probable Number -MPN-. Hydrolytic Activity, Acidogenic Activity, Acetogenic Activity and
Specific Methanogenic Activities, Acetoclastic and Hydrogenotrophic were evaluated using
model substrates: Starch, glucose, propionate/butyrate, acetate and formate respectively.
There were identified and quantified bacterial populations belonging to hydrolytic-
acidogenic (glucose and lactose fermenting bacteria), acetogenic (from butyrate and
propionate) and sulphate-reducing (from acetate and lactate) groups and also to
methanogenic archaea (acetoclastic, hydrogenotrophic and from methanol). Anaerobic
digestion from KW was developed during 35 days in batch reactors of 50 mL, containing
an inoculums/substrate ratio of 3 . Samples from digesters were taken every 7 days to
follow the system’s development through response and stability variables and to evaluate
microbial populations by counting trophic groups. Variables analyzed were total solids -TS-
volatile solids -VS-, total reducing sugars -TRS-, volatile fatty acids -VFA- and total
alkalinity -TA-. Methane production was measured daily.

It was found that CMS contains all the trophic groups searched, which were quantified, in
inoculum as well as during AD process. It was demonstrated a relationship between
biomass activities and trophic groups’ population. CMS is an inoculum with high quality to
start up an anaerobic process. Interactions among methanogenic archaea -MA-,
fermenting bacteria -FB-and sulphate reducing bacteria -SRB- as MA/FB ratio and
MA/SRB ratio are important microbial parameters to evaluate performance of reactor. AD
from kitchen waste reached a yield coefficient of 0.41 m®*CHskg VS using CMS as
inoculum.

* Magister Thesis

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Mabel Juliana Quintero Silva. Bacteridloga, M.Sc. Ciencias Bésicas
Biomédicas
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ABREVIATURAS

AA  Actividad acidogénica
AAc Actividad acetogénica
AGV Acidos grasos volatiles
AH  Actividad hidrolitica

AMA Arqueas metanogénicas del
acetato

AME Actividad metanogénica
especifica

AMH Arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas

AMM Argueas metanogénicas del
metanol

ART AzUcares reductores totales
AT  Alcalinidad total

BAB Bacterias acetogénicas del
butirato

BAE Bacterias anaerobias estrictas

BAP Bacterias acetogénicas del
propionato

BFG Bacterias fermentadoras de
glucosa

BFL Bacterias fermentadoras de
lactosa

BSRA Bacterias sulfatorreductoras
del acetato
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BSRL Bacterias sulfatorreductoras
del lactato

DA Digestion anaerobia

DQO Demanda Quimica de Oxigeno
DNS Dinitrosalicilico

EB  Estiércol bovino.

FORSU Fraccion organica de residuos
sélidos urbanos

LEC Lodo de estiércol de cerdo

LPTAR Lodo de planta de tratamiento
de aguas residuales

LR  Liquido ruminal

MCAB Medio de cultivo anaerobio
basico

NMP Numero mas probable
PBM Potencial de biometanizacion
RIS Relacion in6culo - sustrato

SAR Sobrantes alimenticios de
restaurante

ST  Solidos totales
SV  Sodlidos volatiles
SST Sodlidos suspendidos totales

SSV Sodlidos suspendidos volatiles



INTRODUCCION

Se denomina Digestion Anaerobia -DA- a la biodegradacion de la materia organica
en ausencia de oxigeno, mediante un proceso bioquimico muy complejo, llevado a
cabo por la coexistencia simbiética de microorganismos de los dominios Bacteria y
Archaea. Los grupos tréficos involucrados en este proceso, pertenecen a tres
grupos fisiolégicos: bacterias hidroliticas y acidogénicas, bacterias acetogénicas y
arqueas metanogénicas (Madigan et al., 2004, Angelidaki et al., 2011).
Adicionalmente, pueden estar presentes bacterias sulfatorreductoras que compiten
con otros grupos tréficos por el hidrogeno, acetato y acidos grasos de cadena
corta, generando acido sulfhidrico, un producto toxico para grupos sensibles vy el
proceso eventualmente puede fallar (Appels et al., 2008).

Desde el punto de vista microbiolégico, los investigadores en DA estan utilizando
herramientas moleculares para determinar cualitativamente la presencia de
poblaciones microbianas y sus interacciones, mediante técnicas tales como
DGGE, PCR, MAR y TRFLP, entre otras, denominadas asi por sus siglas en
inglés: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, Polymerase Chain Reaction,
Microautoradiography y Terminal Restriction Fragment Lenght Polimorfism
respectivamente. Por otro lado, mediante la técnica de Hibridacion Fluorescente in
situ -FISH- en combinacién con MAR, es posible cuantificar microorganismos en
cualquier nivel taxonomico. Sin embargo, algunas muestras presentan
restricciones y su realizacion puede ser tediosa, subjetiva, compleja y costosa
(Sanz et al.,, 2007). Adicionalmente, cuantificar grupos tréficos mediante esta
técnica es dificil, ya que no estd basada en propiedades fisiolégicas de los

microorganismos (lto et al., 2012).

Es importante la cuantificaciéon de consorcios microbianos, debido a que permite

estimar la calidad de un in6culo y su afinidad con un sustrato especifico. Asi
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mismo, la caracterizacion de grupos troficos permite determinar la interrelacion
existente entre un adecuado rendimiento de la DA y la presencia de comunidades
metabdlicas bien balanceadas y con alto nivel de actividad (Regueiro et al., 2012).

Es por esto que el objetivo de esta investigacion fue identificar poblaciones
metabdlicamente activas en el estiércol bovino -EB-, responsables de la
degradacion anaerobia de sobrantes alimenticios de restaurante -SAR-, por medio
de la evaluacion de sus actividades para todas las etapas del proceso de DA, la
identificacion y cuantificacion de los grupos troficos usando medios selectivos
junto con la metodologia del Namero Mas Probable -NMP-, a fin de conocer las
interrelaciones existentes entre las comunidades microbianas antes y durante la

digestion y su influencia en el desempefio del reactor.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Universidad Industrial de Santander en su sede principal posee una poblacion
de aproximadamente 1900 estudiantes inscritos para servicio de comedores. La
prestacién de este servicio, para el afio 2010 generaba alrededor de 213 kg de
desechos biodegradables diariamente, siendo 46 kg de residuos crudos y 167 kg
correspondientes a residuos postcoccion (Rodriguez, 2010). Con una poblacion
creciente, para el afio 2014 el volumen se incrementd en un 17%, alcanzando un

promedio de 195 kg postcoccion diarios (Alvarez y Calderon, 2014).

Aunque durante algunos afios los sobrantes alimenticios de restaurante -SAR-
generados en el comedor Bienestar Universitario de la UIS, se entregaron para
alimentar cerdos de pequefios criaderos particulares, pero el Instituto Colombiano
Agropecuario -ICA-, prohibié esta practica por medio de la Resoluciéon 2640 de
2007. La alternativa es entregarlos a la empresa de aseo para llevarlos al sitio de
disposicion final, lo generara un costo para la universidad y contribuye al aumento

de la problematica ambiental que se ha generado en torno a este lugar.

Teniendo en cuenta que los SAR poseen nutrientes aprovechables mediante su
valorizacion energética, se propone la alternativa de utilizarlos para produccion de
biogas a través de la DA, dado que los residuos de alimentos generan un
promedio de 0.385 m® CHu/kg SV adicionados (Raposo, 2011). Esta es una opcion
viable que aprovecha la energia remanente en los residuos para darles un valor
agregado y adicionalmente, los lodos generados en el proceso contienen
minerales que les permiten actuar como acondicionadores o mejoradores de

suelos degradados (Appels et al., 2008).

En la DA se llevan a cabo cuatro etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis. En cada una de ellas intervienen diferentes grupos microbianos,
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importantes para el buen desarrollo del proceso, debido a la sinergia que se
desarrolla entre estos, ya que los productos generados por un grupo, sirven de
sustrato para el metabolismo de otro (Madigan et al., 2004). Cuando se conserva la
proporcién entre sustratos generados y grupos troficos que los utilizan, se
mantiene la estabilidad del proceso de DA, permitiendo que se alcance una alta
eficiencia en la produccion de metano, de acuerdo al residuo involucrado en el

proceso.

El equilibrio de las reacciones mediadas por los microorganismos aportados por el
in6culo, se deben mantener durante todo el proceso; por esto es fundamental
monitorear el sistema y controlar las variables que pueden afectar la estabilidad

del digestor, causando inhibicion de la microbiota presente.

Por lo tanto, se considera necesario conocer los grupos troficos presentes en el
EB usado como indculo para la DA de los SAR, con el fin de prever las diferentes
reacciones que han de ocurrir dentro del digestor y conocer anticipadamente cOmo

va a ser su arranque y estabilidad.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar los grupos troficos presentes en el EB usado como inoculo para
degradar los SAR mediante DA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisicoquimica y microbiolégicamente el EB (inoculo) y los SAR

(sustrato) a utilizar en el proceso de digestion anaerobia.

e Determinar el potencial del inéculo para llevar a cabo las diferentes etapas de la
DA.

e Cuantificar los grupos troficos presentes en el indculo y responsables del
proceso de DA de los SAR.
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3. MARCO TEORICO

3.1. DIGESTION ANAEROBIA

La DA es un proceso bioldgico en el cual la materia organica es degradada por un
consorcio microbiano en ausencia de oxigeno, obteniéndose como producto final
un biogds compuesto basicamente por metano y dioxido de carbono. Como
subproducto de esta degradacion, se origina un lodo compuesto por sustrato no
degradado completamente y restos de los microorganismos involucrados en el
proceso; este lodo puede ser usado para acondicionar suelos degradados, debido
a que conserva los nutrientes de la materia organica (Salminen y Rintala 2002; Diaz-

Béez et al., 2002; Appels et al., 2008).

Este proceso puede ocurrir de forma natural por accion de una comunidad
microbiana que trabaja simbioticamente de forma coordinada, como ocurre en
pantanos, siembras de arroz, chimeneas submarinas, entre otros. Puede ser muy
estable y autorregulado, dependiendo del tipo de sustrato que esté involucrado en
el proceso, en el cual no debe estar presente el oxigeno, para la generacion de un

biogas altamente energético (Mussati et al., 1999; Wang, 2008;).

La DA se ha usado para estabilizar los desechos organicos, controlar olores, hacer
un manejo ambientalmente eficiente de nutrientes y una disposicién controlada de
los residuos. También para disminuir emisiones de efecto invernadero y producir
energia limpia y renovable a partir de residuos que hoy en dia son muy variados,

tanto en diversidad como en complejidad (Labatut, 2013)

El metano presente en el biogas puede estar en un porcentaje entre 40 y 70%,

dependiendo del sustrato utilizado y de la optimizacion que se alcance del
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proceso. El porcentaje restante corresponde a CO- casi en su totalidad, con bajas
proporciones de otros gases como Hj, O,, CO y H,S entre 0,1y 0,5% (Appels et al.,
2008; Wang, 2008; Cepero et al., 2012).

3.1.1. Etapas de la DA. Por la complejidad de las interacciones que ocurren
dentro de un proceso de DA, se puede considerar como un ecosistema en el que
es indispensable que todos los grupos microbianos participantes del proceso
persistan a lo largo del tiempo, para que las condiciones sean estables y la
poblacion no resulte afectada, especialmente grupos mas sensibles a los cambios.
Se consideran cuatro etapas basicas dentro del proceso: hidrdlisis, acidogénesis,

acetogénesis y metanogenesis (Diaz-Béez et al., 2002; Madigan et al., 2004).

La DA se inicia con un proceso hidrolitco en el que los polimeros son
transformados en mondmeros por accién de diferentes enzimas secretadas al
medio por microorganismos hidroliticos presentes. Las proteinas se hidrolizan, por
accion de proteasas, hasta aminoacidos, péptidos y azucares; los lipidos dan
origen a acidos grasos de cadena larga y glicerol por rompimiento de los enlaces
éster; los carbohidratos se transforman en azucares simples por rompimiento de
los enlaces glucosidicos (Diaz-Béez et al., 2002; Madigan et al.,). En algunos casos,
esta puede ser una etapa limitante del proceso, especialmente cuando los
residuos a tratar estan constituidos por estructuras muy complejas o de gran
tamafo; en este caso, diferentes autores recomiendan realizar algun
pretratamiento, como forma de acondicionamiento que facilita el rompimiento de la
estructura polimérica. Algunos de los utilizados son mecanicos como la trituracion,
presién o ultrasonido; quimicos, por adicion de acidos, alcalis, agentes oxidantes o
liquidos idnicos; térmicos, mediante calor seco o humedo; también por
congelacién/descongelacion, radiacion gama, electrovapor y microondas (Amani et
al., 2010; Huet al., 2005; Appels et al., 2008; Mousdale, 2008; Carrére et al., 2009).
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La segunda etapa es acidogénesis y durante ella, los productos de la hidrolisis de
los polimeros, son utilizados por un grupo muy heterogéneo de microorganismos
fermentativos, para generar una mezcla muy variada de 4cidos grasos de cadena
larga, alcoholes, cetonas, H2 y CO2. La excesiva formacion de acidos organicos
origina caida del pH, afectando poblaciones sensibles, lo que disminuye la
eficiencia del sistema al reducir la produccién de metano, lo que podria hacer de
esta etapa la limitante en el buen funcionamiento de un digestor anaerobio, si el
sistema no cuenta con buena capacidad buffer para absorber la acidificacion (Diaz-
Baez et al., 2002; Gerardi, 2003; Wang, 2008).

En la siguiente etapa, acidogénesis, se forma acetato, intermediario obligado
durante la degradacion anoxigénica de la materia organica, por dos grupos de
bacterias acetogénicas, las sintroficas o productoras de hidrégeno y las
homoacetdgenas; las primeras a partir de acidos grasos y las segundas de H,y
CO.. Esta etapa puede ser limitante en el proceso, debido a que la acumulacién
del H; producido por las bacterias acetogénicas sintréficas causa aumento en la
presion parcial del sistema, inhibiendo esta misma poblacion. Su reduccion
depende de la presencia de poblaciones consumidoras de Hj;, como las
homoacetégenas y las arqueas metanogénicas acetoclasticas, actuando en
sintrofia (Diaz-Béaez et al., 2002; Gerardi, 2003; Wang, 2008).

La metanogénesis es el Ultimo paso de la degradacion de la materia organica
hasta su forma mas reducida, metano, a partir de los productos de las etapas
anteriores, llevada a cabo por diversos grupos de microorganismos metandgenos.
La energia producida durante el metabolismo de estas poblaciones, no es utilizada
en formacién celular, sino en la produccion de metano, lo que se manifiesta en un
crecimiento y multiplicacién lentos. Si la poblacién no es suficiente para utilizar los
sustratos y generar metano, puede ocurrir rapida acidificacién del sistema, lo que
inhibe esta poblacion sensible, haciendo que esta etapa también pueda limitar el
proceso (Madigan et al., 2004; Gerardi, 2003; Wang, 2008).
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3.1.2. Factores que afectan la estabilidad de la DA. Para un adecuado
funcionamiento del proceso, es necesario que el tiempo de contacto entre el
sustrato y el indculo sea suficiente, por lo que se deben monitorear variables de
operacion, con el fin de establecer parametros para cada caso especifico, los
cuales se deben controlar y mantener para lograr la maxima produccion de biogas
en el menor tiempo posible. Entre estos parametros, estan principalmente el flujo
de carga orgéanica, el tiempo de retencién hidraulico y otros como el tiempo de
retencion de masa, actividad bioldgica especifica y la produccién de biomasa;
todos estan determinados por la naturaleza del residuo utilizado (Wang, 2008;
Appels et al., 2008; Fernandez et al., 2012).

El funcionamiento de un proceso de digestion anaerobia involucra algunas
variables que deben ser controladas para evitar que se desestabilice, debido a la
sensibilidad de los microorganismos a los cambios en su entorno. Algunos de los

aspectos que inciden en la estabilidad del proceso, son:

3.1.2.1. pH y alcalinidad: Los cambios en el pH causan alteraciones en todo el
funcionamiento del sistema, por lo que se debe mantener la alcalinidad del
digestor para neutralizar los acidos formados por la fermentacion. Esto favorece
grupos metanogénicos, muy sensibles a la acidez, no asi las bacterias
fermentativas, las cuales pueden resistir pH entre 4.0 y 8.5 y son las que causan
acidez del medio al generar los subproductos de su metabolismo. Si aumenta la
cantidad de AGV sin que se compense el sistema con la alcalinidad que proveen
otros grupos al generar amonio, bicarbonato y diéxido de carbono, puede colapsar

el digestor (Salminen y Rintala, 2002; Appels et al., 2008; Amani et al., 2010).

3.1.2.2. Nutrientes: Todos los organismos que participan en los procesos de

degradacion anaerobia necesitan por lo menos dos nutrientes basicos, después
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del carbono fundamental, son nitrégeno y fésforo de forma soluble. Una adecuada
DQO brinda a los microorganismos sustancias necesarias para su crecimiento,
gue implica multiplicacion celular a expensas del alimento, que suple el carbono
basico. Adicionalmente, necesitan elementos traza como cobalto, hierro, selenio,
molibdeno, bario, niquel, manganeso, sodio, entre otros (Appels et al., 2008; Amani
et al., 2010).

3.1.2.3. Temperatura: Aunque todos los microorganismos pueden sobrevivir y
adaptarse a diferentes rangos de temperatura, se desarrollan y funcionan mas
eficientemente a ciertos rangos. De acuerdo a esta condicion, se han clasificado
en tres grupos: psicrofilos, entre 5 y 20°C, mesofilos entre 20 y 45°C y termaofilos
entre 45 y 80°C (Madigan et al.,, 2004). Cambios bruscos pueden diezmar la
poblacién, pero en general se ha observado que se logra una adaptacion lenta a
otros rangos, aunque el rendimiento puede ser menor. Por otro lado, con
temperaturas superiores a 50°C se consigue incremento en la produccién de
metano, baja produccion de lodos y reduccion en el tiempo de retencion, lo que
aumenta la capacidad de carga del sistema y reduccion de patdégenos, pero se

incrementa el consumo de energia (Appels et al., 2008; Liu et al., 2009).

3.1.2.4. Sustancias toxicas: Entre las sustancias que producen inhibicién, se
encuentra el exceso de amonio producto de la degradaciéon de proteinas y
compuestos nitrogenados; acumulacién de acidos grasos de cadena larga por la
descomposicién de las grasas; acumulacion de acidos organicos por fermentacion
de azucares; también compuestos azufrados, sodio, potasio y metales pesados.
Un buen parametro para controlar la inhibicion por acumulacién de AGV, es
determinar la relacion AGV/AT (Mata-Alvarez, 2003; Amani et al., 2010).
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3.2. MICROBIOLOGIA DE LA DIGESTION ANAEROBIA

La DA es un proceso de interacciones quimicas y bioquimicas muy complejas,
mediadas por microorganismos, en las que intervienen también factores
operativos que pueden afectar su funcionamiento. Aunque en el proceso
intervienen diversos grupos de microorganismos que tienen condiciones de
crecimiento, propiedades fisiol6gicas y actividades metabdlicas muy diferentes y
especificas, el buen funcionamiento de un digestor depende del balance de las
relaciones que ocurren entre los diferentes consorcios microbianos (Diaz-Baez et
al., 2002; Wang, 2008).

Las actividades que ocurren durante las diferentes etapas de la DA, son llevadas a
cabo por tres grupos de microorganismos de los dominios Bacteria y Archaea:
bacterias fermentadoras, que incluye hidroliticas y acidogénicas; bacterias
acetogénicas, que involucra homoacetdogenas Yy sintroficas o productoras
obligadas de hidrégeno; y arqueas metanogénicas, que son acetoclasticas,
hidrogenotroficas y metilotrofas. Estas interacciones se pueden observar en la
Figura 1 (Madiganet al., 2004; Angelidak iet al., 2011).

Con los grupos anteriores, pueden coexistir bacterias sulfatorreductoras -BSR-;
son anaerobias estrictas y utilizan los sulfatos, sulfitos o tiosulfatos presentes en el
medio, como aceptores de electrones, reduciéndolos a acido sulfhidrico. Se han
dividido en dos grupos, oxidadoras completas e incompletas, debido a que durante
su metabolismo, las primeras utilizan compuestos como lactato y producen acetato
y COg; y las segundas oxidan el acetato convirtiendolo en CO, y HCOs. Las BSR
tienen sustratos en comun con algunos grupos tréficos presentes en los DA; con
las bacterias acetogénicas sintréficas compiten por propionato y butirato, con las
homoacetégenas por el H, y con las arqueas metanogénicas, por el formiato,

acetato e hidrégeno. Esta caracteristica metabdlica puede hacer que desvien la
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ruta metabdlica para formar H,S en lugar de CH,4 (Diaz-Béaez et al., 2002; Madigan et
al., 2004; Appels et al., 2008). Ademas de la inhibicion primaria que ocurre por la
competencia de sustratos, se origina otra por la toxicidad debida a los sulfuros
producidos por la reduccién de los compuestos azufrados (Appels et al., 2008).

Figura 1. Grupos microbianos involucrados en las etapas de la DA
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Fuente: Madigan et al., 2004. Proceso global de la descomposicién andxica. Modificado por el autor.

3.2.1. Bacterias fermentativas. Este grupo se ha denominado hidrolitico-

fermentativo o fermentador primario y esta conformado por dos subgrupos.
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3.2.1.1. Hidroliticas: Dentro de este grupo se encuentran muy diversos géneros y
sus actividades hidroliticas pueden ir encaminadas a diferentes polimeros o a uno
especifico. La hidrdlisis de proteinas se ha identificado que puede ser llevada a
cabo por especies como: Clostridium sp., Proteus vulgaris, Peptococcus sp.,
Bacteroides sp., Bacillus sp.,Vibrio sp., las cuales generan aminoéacidos y
azucares. La hidrdlisis de carbohidratos para la generacion de azlcares, se ha
registrado que se realiza por Clostridium sp., Acetivibrio cellulolyticus,
Staphylococcus sp., Bacteroides sp. La hidrdlisis de lipidos hasta la formacién de
acidos grasos de cadena larga, alcoholes y aminoacidos, se ha observado que se
efectta por Clostridium sp., Micrococcus sp. Adicionalmente, para la hidrdlisis de
acidos nucleicos, se ha identificado Staphylococcus sp. en ARN y Bacillus sp. para
ADN, generando azucares, purinas y pirimidinas como productos de la hidrolisis
(Amani et al., 2010).

3.2.1.2. Acidogénicas: Las bacterias que se encuentran en este grupo, son las
encargadas de la fermentacion de los azucares, alcoholes, aminoacidos y acidos
grasos de cadena larga generados durante la hidrélisis de las macromoléculas.
Tienen un metabolismo acelerado, por lo tanto su duplicacion es muy rapida, por
lo menos cada 30 minutos y producen diferentes acidos organicos como acético,
propiodnico, férmico, lactico y butirico, lo que podria causar su acumulacién si los
grupos involucrados en las otras etapas, no los utilizan eficientemente o su

degradacion es muy lenta (Mussati et al., 1999; Madigan et al., 2004).

Algunas reacciones bioguimicas llevadas a cabo por este grupo, son (Diaz-Baez et
al., 2002; Gerardi, 2003; Madigan et al., 2004;):

¢ Glucosa a acetato:
CeH1206 + 4 H,O — 2 CH3;COO + 2 HCOz + 4 H" + 4 H,

CeH1206 + 4 H,O — 3 CH3COO +3 H™+ 4 H,
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e Glucosa a butirato:

CeH1206 + 2 Ho O —» CH3CH,CH,COO + 2 HCO3 + 3 H" +2 H,

Dentro el grupo que metaboliza aminoacidos generando valerato, isovalerato,
butirato y propionato, se han encontrado Lactobacillus sp., y Escherichia coli;
Staphilococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., entre otros
géneros, forman acetato, H, y acidos grasos de cadena larga a partir del mismo
sustrato. Eubacterium sp. Utiliza azucares formando acetato, butirato, formato,
CO; y Hy, Escherichia coli, utiliza el mismo sustrato y genera casi los mismos
productos, pero en lugar de butirato produce lactato y etanol; y Bifidobacterium sp
formato, acetato, lactato y etanol; Acetobacterium sp forma solo acetato a partir
del mismo sustrato. En la degradacion de acidos grasos hasta butirato, propionato,
valerato, isovalerato, acetato e H, se ha identificado a Clostridium sp. y en

utilizacion de alcoholes a Syntrophomonas wolfei (Amani et al., 2010).

3.2.2. Bacterias acetogénicas: Dependiendo del sustrato que utilicen, este grupo
de microorganismos, se subdivide en dos. Un grupo usa los AGV y alcoholes
formados en la etapa anterior, para convertirlos en acetato, H, y CO, y se
denominan bacterias acetogénicas productoras obligadas de H; o también
sintroficas, ya que requieren de otro grupo que trabaje paralelamente utilizando el
H, que ellas generan, para que su acumulacion no inhiba su desarrollo. Por otro
lado, las bacterias acetogénicas homoacetdgenas producen acetato a partir de H,
y CO,, pero su duplicacion es mas lenta que las del grupo anterior, de 1.5 a 4 dias
y las reacciones que llevan a cabo son complejas y facilmente perturbables (Diaz-
Baez et al., 2002; Madigan et al., 2004; Wang, 2008).

Algunas reacciones bioquimicas de este grupo, son (Diaz-B&ez et al., 2002; Madigan
et al., 2004):
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e Butirato a acetato:

CH3zCH>,CH,COO +2 H,O —» 2 CH3COO + 2 H, + H*

e Propionato a acetato:
CHzCH,COO+3 H,O —» 3 CH3COO+HCO3 +3 H,+ H*

CH3CH,COO+ 2 HCO3 — CH3COO™ + 3 CH,00+ H”

e H, yCO; a acetato:

3H; + 2CO,—> 2CH3COO

En el grupo de bacterias sintroficas, se han identificado algunas especies acuerdo
al acido organico utilizado para la formacion de acetato, los cuales son
principalmente butirato y propionato. A partir de butirato, se ha identificado a
Syntrophobacter wolinii; y se ha encontrado que S. fumaroxidans también utiliza
butirato, pero origina formiato, H, y CO,. A partir de propionato, se generan los
mismos productos por parte de Syntrophomonas wolfei, Pelotomaculum
thermopropionicum y P. schinkii; este mismo sustrato es utilizado por Smithella
propionica para producir butirato y acetato. Por otro lado, en la utilizacion de H,y
CO, como sustrato para formar acetato, se ha identificado Clostridium aceticum
(Amani et al., 2010).

3.2.3. Arqueas metanogénicas: Los microorganismos pertenecientes a este
grupo se encuentran en una clasificacion filogenética muy diferente a la de las
bacterias, aunque comparten con ellas algunas caracteristicas en comuan, pero
pertenecen a un dominio diferente, denominado Archaeay al reino Euryarchaeota.
Se han clasificado en este grupo aparte por sus caracteristicas, que las hacen
completamente diferentes de las células de los otros dos dominios; entre ellas esta

gue su pared celular carece de acido muramico y su membrana lipidica tiene una
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composicion caracteristica, que le confiere alguna rigidez y resistencia a las

condiciones del entorno (Madigan et al., 2004; Whitman et al., 2006).

Utilizando andlisis filogenéticos modernos, se identificaron inicialmente cinco
ordenes, de arqueas metanogénicas: Methanomicrobiales, Methanosarcinales,
Methanobacteriales, Methanopyrales y Methanococcales, pero se ha descrito un
nuevo orden, Methanocellales. A su vez se han identificado familias con mas de
30 géneros y especies involucrados en la degradacion de diferentes sustancias
(Whitman et al., 2006; Hedderich et al., 2006, Sakai et al., 2010).

Los sustratos utilizados para la formacion de metano son acetato, H,/CO, y
compuestos de un solo carbono, lo que divide a las arqueas metanogénicas en

tres grupos (Madigan et al., 2004).

El grupo acetotrofo o acetoclastico utiliza el acetato y produce CH; y CO,, en un
proceso que genera alrededor del 70% del metano del sistema, aunque su
desarrollo es muy lento, debido a que la duplicacion de sus células ocurre cada 2
a 3 dias (Mussati et al., 1999; Gerardi, 2003; Amani, 2010). A pesar de su baja tasa de
crecimiento y la poca diversidad de especies, son altamente eficientes. Las
especies identificadas son Methanothrix soehngenii, Methanosaeta concilii y

Methanosarcina acetivorans (Amani et al., 2010).

La reaccion que ocurre por parte del grupo acetoclastico, es la siguiente

CH3O0H —»CHj + CO>

El grupo hidrogenotrofo o hidrogenotréfico forma metano a partir de la reduccién
del CO, utilizando el H, como donador de electrones, lo que lo convierte en
controlador del potencial redox del sistema, regulando la velocidad de formacién

de &cidos y la conversion de éstos en acetato. Esta regulacion se ve favorecida
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por su desarrollo mas rapido que el acetoclastico, ya que su duplicacion ocurre

alrededor de cada seis horas (Mussati et al., 1999; Whitman et al., 2006).

Existe una relacion de dependencia mutua entre acetdgenos y metandgenos,
denominada interaccion sintréfica, debido a que durante la fermentacion de acidos
grasos hasta acetato, con formacién de H,y CO,, el grupo acetégeno denominado
productor obligado de hidrégeno, trabaja eficientemente mientras la presion parcial
del H, se mantenga por debajo de 10 atm. Esto ocurre sélo si los metanégenos
hidrogenotrofos utilizan el H, para reducir el CO,y formar metano. Esta relacién
sintréfica se conoce también como transferencia de hidrégeno interespecies y su
desequilibrio puede ser limitante del proceso de DA (Whitman et al., 2006; Wang,
2008; Amani et al., 2010).

La reaccion bioquimica llevada a cabo por el grupo hidrogenotrofo es:

CO2+4H, — CHs+2HO

La transformacion de acetato, H, y CO, en metano y dioxido de carbono por las
arqueas metanogénicas, ocurre a traves de la respiracion anaerobia, en la cual el
CO; es el aceptor final de los electrones liberados durante la degradacion del
sustrato. Alrededor del 30% del metano producido durante la DA proviene de la
reduccion del CO; por los hidrogenotrofos y el restante por descarboxilacion del

acetato llevada a cabo por acetoclasticos (Gerardi, 2003; Angelidaki et al., 2011).

Otro grupo se denomina metilotrofo y tiene la capacidad de oxidar compuestos
gue no contengan enlaces carbono-carbono o compuestos C1, como metanal,
metilamina, formiato, dimetiléter, trimetilsulfonio, mondxido y di6xido de carbono,
entre otros. Algunos de estos microorganismos son metanotrofos, pero dado que
la reaccion que ocurre es oxidacion del metano, requieren de la presencia de
oxigeno (Whitman et al., 2006; Hedderich et al., 2006).
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3.3. INOCULOS USADOS EN DIGESTION ANAEROBIA

La eleccion de un adecuado in6culo es fundamental para iniciar las reacciones
gue ocurren en el proceso de DA vy llevar a cabo el proceso de degradacién de
materia organica y es que, desde el punto de vista microbioldgico, es importante la
proporcién de los diferentes grupos de microorganismos que intervienen en el
proceso, de forma que tengan la capacidad de interactuar entre ellos y adaptarse
a las condiciones cambiantes del medio en que se encuentran, a medida que se
generan los diferentes subproductos y se mantiene un adecuado suministro de

nutrientes para el buen funcionamiento del sistema (Liu et al., 2009).

Cada in6culo presenta un potencial diferente para degradacion de sustratos, de
acuerdo a la microbiota presente; esto ocurre debido a que los diferentes
microorganismos so6lo se desarrollan en ambientes en donde encuentren los
nutrientes necesarios para su multiplicacion y que puedan acceder a ellos a través
de sus enzimas especificas, degradando las sustancias con las cuales estan en
contacto y estableciendo asociaciones sinérgicas con otras comunidades para
beneficio comun. De esta forma pueden originar cambios graduales en los
constituyentes fisicos y quimicos de su entorno, para adaptar el ecosistema a sus

necesidades (Madigan et al., 2004).

La especificidad esta dada por la presencia de enzimas en los microorganismos
gue conforman los consorcios, como ocurre en el rumen y el estiércol de los
rumiantes, ya que permiten la facil degradacion de la celulosa y hemicelulosa,
parte importante en su alimentacién. Inclusive se puede hidrolizar la lignina si se
acondiciona el sustrato mediante algun pretratamiento (Callaghan et al., 2002; Hu et
al., 2004; Amon et al., 2006; Amon et al., 2007; Marafién et al., 2012).
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A través de diversos estudios se ha evidenciado esta especificidad de los indculos,
especialmente para la hidrélisis, como ocurre con el EB, liquido ruminal —LR- o
contenido ruminal para sustratos ricos en lignocelulosa, como son material de
jardineria, residuos agricolas, bagazos, residuos de alimentos como frutas y
verduras, desechos de alimentos mezclados, fraccion organica de residuos sélidos
urbanos -FORSU- y sobrantes de cafeteria (Callaghan et al., 2002; Hu et al., 2004;
Terry et al., 2004; Amon et al., 2007; Quintero, 2012; Castro, 2012; Mantilla et al., 2012).

Por otra parte, los lodos provenientes tanto de tratamiento de aguas residuales
municipales o procesos de animales, han mostrado mayor potencial en la
produccion de metano, debido a que los microorganismos presentes, por los
ecosistemas de donde se obtienen, tienen una mayor microbiota para las etapas
acetogénica y metanogénica. Cuando se utilizan para la DA de residuos vegetales,
de alimentos o para aguas residuales de industria alimentaria, el rendimiento es
alto (Murto et al., 2004; Demirer y Chen, 2005; Kaparaju y Rintala, 2005; De la Rubia et
al., 2011; Alvarez et al., 2010; Arenas, 2012).

Se han utilizado lixiviados producidos durante la descomposicion de algunos
residuos, pero el rendimiento no han sido alto, comparado con otros indculos,
debido a una baja densidad poblacional de microorganismos encargados de la

biometanizacion (Fantozzi y Buratti, 2011; Abassi-Guendouz et al., 2013).

También se han usado por separado diversos tipos de in6culo, como lodo de
estiércol de cerdo -LEC- (Carrére et al., 2009; Alvarez et al., 2010; Fantozzi y Buratti,
2011; Astals et al., 2012), EB (Callaghan et al., 2002; Amon et al., 2007; El-Mashad y
Zhang, 2010; Luo y Angelidaki, 2013), contenido ruminal (Hu et al., 2004; Hu et al.,
2005; Alvarez y Lidén, 2008), lixiviado de residuos sélidos municipales (Abassi-
Guendouz et al., 2013), lodo de laguna anaerobia de lecheria (Demirer y Chen, 2005),

lodo de planta de tratamiento de aguas residuales -LPTAR- (Liu et al., 2009; Long et
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al., 2012; De la Rubia et al., 2011) y lodo de una planta de tratamiento de residuos

sélidos urbanos (Fernandez et al., 2005; Fantozzi y Buratti, 2011).

Dependiendo del tipo de sustrato, algunos autores han utilizado mezcla de
in6culos y en comparacion con los resultados por separado, se evidencia la
sinergia de algunas mezclas. Se ha usado EB y LEC (Amén, 2006); LEC junto con
LPTAR (Murto et al.,, 2004;Kaparaju y Rintala, 2005; Sandoval et al., 2009; Arenas,
2012);lixiviado de FORSU Yy estiércol de cerdo -EC- (Fantozzi y Buratti, 2011), EB y
LPTAR (Maraiién et al., 2012), EB y lodo del despulpado de café (Terry et al., 2004),
LR y LEC (Mantilla et al., 2012; Castro et al., 2012) y un estudio que utilizé un
consorcio de dos microorganismos propiedad de una universidad (Fotidis et al.,
2013).

Se podria utilizar casi cualquier tipo de inoculo, pero el arranque del proceso
podria ser muy lento por la adaptacion de los microorganismos, hasta establecer
una densidad poblacional suficiente y eficiente, como ocurre gradualmente de
forma natural (Diaz-Béaez et al., 2002). De hecho, se ha inducido la aclimatacion de
los microorganismos a diferentes factores ambientales, lo que lleva a cambios en
la composicion de las poblaciones y se puede evidenciar a través de cambios
moleculares, que las poblaciones resultantes son significativamente distintas a las

iniciales (Wilson et al., 2013).

3.4. ACTIVIDADES INTRINSECAS DEL INOCULO

El funcionamiento de un sistema de DA depende de la calidad del in6culo que se
use para su arranque, por lo tanto, su caracterizacion permite entender la forma en

gue evolucionan las diferentes etapas y el comportamiento global del sistema en
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cada una de ellas, por generacion de sustratos aptos para otros grupos tréficos, lo

gue se evidencia por el rendimiento energético (Diaz-Béez et al. 2002).

El término actividad se refiere a la capacidad inherente de una poblacién
microbiana para llevar a cabo la degradacion de un compuesto o0 sustrato
especifico y se puede medir por anabolismo o catabolismo, es decir, a través de la
generaciéon de productos o consumo del sustrato por la cantidad de biomasa
presente por unidad de tiempo (Rozzi and Remigi, 2004).

Aunque inicialmente el enfoque estaba centrado en la etapa metanogénica, hoy en
dia se ha extendido hacia las otras etapas, dada la interrelacion existente entre los
grupos que las realizan. Es por esto que se han disefiado algunos ensayos que
permiten conocer previamente la capacidad de la microbiota presente en el indculo
para llevar a cabo las diferentes etapas de la DA, adaptandolas a las necesidades
del estudio mediante la utilizacion de sustratos especificos similares al que se
quiere tratar. Como resultado, ya se encuentra informacion disponible y se busca
la estandarizacion de protocolos que permitan obtener datos comparables (Rozzi
and Remigi, 2004; Angelidaki et al., 2009).

3.4.1. Actividad Hidrolitica -AH-. Ha sido ampliamente evaluada, debido a que
puede ser limitante del proceso, dependiendo de las caracteristicas del sustrato,
ya que puede retardar su arranque y asi la disponibilidad de fuentes de carbono
para microorganismos de etapas sucesivas. Mide la capacidad microbiana para
degradar una fuente de carbono polimérica y se cuantifica en funcién de la
velocidad de consumo de un sustrato determinado por los microorganismos
presentes en el indculo o de generacion del producto formado. Este producto
puede ser el puntual de la etapa, como glucosa por hidrdlisis del almidén; o como
resultado final de todo el proceso de DA, en forma de metano (Diaz-Béez et al.,
2002; Hu et al., 2004, Angelidaki et al., 2009).
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3.4.2. Actividad Acidogénica -AA-. Aunque la etapa acidogénica no es con
frecuencia una limitante del proceso de DA, la determinacion de la AA provee
informacion importante sobre la dinamica del desarrollo de la biomasa y del
comportamiento general del sistema previo a su montaje definitivo. Se ha
empleado como sustrato especifico la glucosa, por ser el intermediario comun en
la via de la digestion anaerobia de carbohidratos, utilizando una concentracién
preestablecida de sustrato. Es util para conocer la maxima velocidad de consumo
de glucosa por unidad de tiempo por parte de la microbiota presente, o mediante
la formacién de &cidos grasos volatiles -AGV- (MMLBA, 2009). Se puede también
monitorear la actividad en funcién de la produccion de metano, como resultado de

la sinergia de los consorcios presentes en el indculo (Angelidaki et al., 2009).

3.4.3. Actividad Acetogénica -AAc-. La etapa acetogénica no se ha reportado
como limitante en DA, dado que una vez producidos los AGV, H, y CO,, los
grupos acetogenos presentes los utilizan rapidamente. Pero con el fin de conocer
la capacidad del inGculo para producir metano a partir de ellos, se puede medir la
AAc como la maxima velocidad de formacion de acetato a partir de acidos
organicos con concentracion conocida, usados como sustrato especifico para la
prueba. Esto es debido a que las bacterias acetogénicas sintroficas originan
acetato, H, y CO a partir de acidos organicos de mas de tres carbonos, de modo
gue una mezcla de éstos, como propionico y butirico o sus sales, pueden ser
utilizadas como sustrato especifico para su valoracion, usando como variable de

respuesta la cuantificacion del metano producido (Angelidaki et al., 2009).

3.4.4. Actividad Metanogénica Especifica -AME-. Ha sido la actividad mas
estudiada de todas, ya que permite elegir el indculo adecuado para el arranque de
un DA y optimizar variables operacionales desde antes de iniciar el proceso.

Evalla la habilidad de los microorganismos presentes en el indculo, para utilizar
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un sustrato determinado y generar metano, en condiciones controladas en el
laboratorio, de modo que se alcance la maxima actividad bioquimica de
conversion. Algunos sustratos usados son acetato, metanol, formiato o H2 y CO,
lo que define el grupo tréfico al que se dirige. La Actividad Metanogénica
Especifica -AME- se expresa como la masa de sustrato, como DQO, que es
convertida a metano por unidad de biomasa como SSV por unidad de tiempo: g
DQO-CH,/g SSV dia (Diaz-Béez et al., 2002; Mata-Alvarez, 2003; Sandoval et al., 2009;
Angelidaki et al., 2009).

Adicionalmente se mide el Potencial de Biometanizacion -PBM-, que se ha
definido como la susceptibilidad de una sustancia a ser degradada biol6gicamente
y esta determinado basicamente en funcién de la estructura molecular sustrato
(Rozzi and Remigi, 2004). Pero también puede estar condicionada por la presencia y
cantidad de microorganismos capaces de llevar a cabo la degradacion y producir
metano a partir de este compuesto. Esto significa que mide la capacidad de
biodegradacion del sustrato, en funcion de la produccién de metano. Se puede
expresar en términos de m® CHukg SV, esto es, el volumen de metano acumulado
en funcion de la cantidad de sustrato utilizado como sélidos volatiles -SV- (Raposo
et al., 2006; Angelidaki et al., 2009; Angelidaki et al., 2011).

3.5. BIOMASA USADA COMO SUSTRATO EN DIGESTION ANAEROBIA

Se denomina biomasa toda clase de materia organica proveniente de organismos
vivos, razén por la cual, sus fuentes son muy diversas, como los residuos
agricolas directamente de los cultivos o de su procesamiento industrial. También
son biomasa el estiércol de diferentes animales, los residuos sélidos municipales y

las aguas residuales domeésticas e industriales y su caracteristica comuan, sin
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importar si provienen de un proceso biolégico espontaneo o provocado, es que

pueden ser utilizados como fuente de energia (Bhattacharya et al., 2005).

La biomasa vegetal almacena la energia solar a través de la fotosintesis, en sus
enlaces quimicos y puede ser liberada en forma de energia quimica cuando los
enlaces entre carbonos adyacentes, moléculas de hidrogeno y de oxigeno se
rompen por procesos de digestion, combustion o descomposicion. Es por esto
que, a través de la historia, este residuo ha sido la mayor fuente de energia para el
hombre y actualmente se estima que aporta entre el 10 y 14% del total consumido

en el mundo (McKendry, 2002).

En la estructura de la biomasa vegetal se encuentran polisacaridos como celulosa,
hemicelulosa, almidon y pectina, que son carbohidratos constituidos por unidades
monomeéricas unidas entre si por enlaces glucosidicos. EI rompimiento de estos
enlaces, se lleva a cabo por enzimas diferentes, debido a la variacion en la
configuracion de los enlaces; para la celulosa y hemicelulosa intervienen enzimas
extracelulares llamadas celulasas y para el almidon y la pectina, actian amilasas y
pectinasas respectivamente, las cuales son enzimas constitutivas de las células

microbianas (Diaz-Béez et al.,2002).

Gran parte de los residuos de restaurante, estan constituidos por este tipo de
biomasa, especialmente polisacaridos tipo almidén, lo que los hace un sustrato
facilmente biodegradable por enzimas hidroliticas de microorganismos presentes.
Alimentos como la papa, contienen 70-80% de agua, y la mayor parte de su
materia seca es almidon; su degradacién ocurre muy facilmente y son convertidos
en acidos grasos tan rapido, que si el sistema no tiene suficiente capacidad buffer,

cae el pH y la poblacion metanogénica puede ser inhibida (Kaparaju y Rintala, 2005).

La biomasa de origen animal, ademas de carbohidratos, contiene proteinas, de las

cuales hay de dos clases, unas globulares o proteinas funcionales, que son
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facilmente hidrolizables y las otras son fibrosas o proteinas estructurales, de
mayor dificultad para la hidrdlisis y por lo tanto, menos biodegradables. Ambos
tipos estan constituidos por amino&cidos unidos por enlaces peptidicos, que
pueden ser hidrolizados por proteasas, dando origen a péptidos y aminoacidos, los
cuales son fermentados facilmente hasta &cidos organicos, amonio y CO, (Diaz-
Baez et al., 2002; Wang, 2008; Labatut, 2013).

En lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales, de sacrificio animal y de
residuos industriales, se pueden encontrar, ademas, grasas 0 aceites.
Quimicamente, los lipidos estan formado por &cidos grados unidos por un enlace
ester a una molécula de glicerol. Al ser hidrolizados, se rompe el enlace,
guedando libres los acidos grasos de cadena larga y las moléculas de glicerol, los
cuales son convertidos en acidos grasos volatiles y posteriormente en metano
(Diaz-Béez et al., 2002; Wang, 2008; Labatut, 2013).

Las aguas residuales provenientes de empresas de alimentos, son aptas para DA,
ya que contienen abundante materia organica y bajos niveles de sustancias
inhibidoras. El principal factor para determinar su capacidad generadora de
metano, es la cantidad de materia organica degradable presente y los parametros
usados para medirla son Demanda Bioldgica de Oxigeno -DBO- y Demanda
Quimica de Oxigeno -DQO-, aunque una carga muy alta de éstos también inhibe

la biometanizacion (Bhattacharya et al., 2005).

Los lodos de aguas residuales que pueden generar problemas para su manejo y
disposicion final, podrian usarse como fuente de energia, como en el caso de
produccion de energia mediante DA, que ha propuesto la Organizacién de las

Naciones Unidas en busqueda de la sostenibilidad global (ONU, 2008).

Debido a la gran variedad de sustratos existentes como productos residuales de

diferentes procesos y actividades, tanto naturales como antropogénicas y a la
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diversidad de sus componentes, una de las formas de mayor aplicacién en DA es
la co-digestion, en donde uno de los sustratos suple las carencias nutricionales del
otro y se pueden reducir los efectos adversos de sustancias toxicas, estabilizando
el proceso, que de otra forma podria resultar inhibido (Mata-Alvarez et al., 2000;
Alvarez y Lidén, 2008; Alvarez et al., 2010).

El tipo de sustrato usado en un sistema de DA, determina la comunidad tréfica que
se desarrolla, ya que cada grupo se desarrolla o reduce proporcionalmente al flujo
del correspondiente sustrato en el digestor. El predominio de una ruta metabdlica
esta determinado por la permanencia del sustrato especifico para el grupo
microbiano que la realiza y en la medida que éste disminuye, lo hara el grupo
trofico, dando paso a otro que continta el proceso y se multiplica a expensas de

los subproductos resultantes (Diaz-Baez et al.,2002).
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4. METODOLOGIA

En la Figura 2 se muestra el diagrama del disefio experimental del proyecto con
las actividades desarrolladas para el cumplimiento de los objetivos propuestos
para el desarrollo del presente trabajo.

Figura 2. Diagrama de flujo del desarrollo de las actividades del proyecto
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4.1. MATERIALES

4.1.1. Sustrato. Los SAR usados para el proceso de DA fueron recolectados del
restaurante de Bienestar Universitario de la UIS. Las muestras se recogieron
diariamente durante cuatro semanas, previa homogenizacion de los sobrantes en
los recipientes en donde son habitualmente almacenados. En el laboratorio fueron
triturados diariamente para ser guardados en congelacibn en contenedores
plasticos y posteriormente hacer muestras compuestas a las que se hizo

caracterizacion fisicoquimica.

4.1.2. Indculo. ElI EB usado como inoculo, fue recolectado en la planta de
sacrificio del Frigorifico Vijagual, ubicada en el Km. 8 de la via Bucaramanga-
Rionegro, Santander y transportado al laboratorio en recipientes herméticos.
Debido al alto contenido de materia organica en un estiércol fresco, se alimento
con éste un reactor con capacidad para 23 L, manteniendo un volumen maximo de
18 L en condiciones de anaerobiosis, a temperatura ambiente y con agitacion
intermitente cada 30 minutos durante dos meses, para de permitir su estabilizacion
por degradacion de materia organica endogena (Angelidaki et al., 2009). A fin de
conocer la composicibn del EB, se hizo caracterizacion fisicoquimica y
determinacién cualitativa y cuantitativa de grupos tréficos relevantes en DA, como
bacterias hidroliticas-acidogénicas y acetogénicas, arqueas acetogeénicas,
hidrogenotroficas (Rozzi and Remigi, 2004) y del metanol, asi como de grupos que
pueden causar inhibicion, bacterias sulfatorreductoras (Diaz- Baez et al., 2002).
Adicionalmente, debido al potencial del EB para aportar microorganismos
patégenos causando de salud publica por ser un estiércol (Demirer y Chen, 2005;),
en caso de ser usado como mejorador de suelos (Nicholson et al., 2005; Martensa y

Bohm, 2009), se realizaron analisis para determinar la presencia de organismos
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patdgenos, como coliformes totales, E.coli, Salmonella spp, y huevos de

helmintos, lo que limitaria su uso.

4.1.3. Medios de cultivo. Se prepararon medios de cultivo anaerobios basicos -
MCAB- de acuerdo a protocolos de Diaz-Baez et al., (2002), que se fueron
adaptando junto con otros reportados, de acuerdo a lo que se queria evaluar
(MMLBA, 2009; Angelidaki et al., 2009; Sandoval et al., 2009). Se adicionaron macro y
micronutrientes, vitaminas, bicarbonato como tampoén, sulfito de sodio y cisteina
como reductores de oxigeno y resarzurina como indicador de anaerobiosis. Para
evaluar las actividades del ind6culo, se prepararon medios con sustratos
especificos (Anexo 1). Para lograr la selectividad del crecimiento microbiano de
acuerdo a los grupos metabdlicos que se buscaba identificar y cuantificar, se
adicionaron sustratos y sustancias indicadoras de crecimiento (Anexo 2). Los
medios se envasaron en frascos de vidrio en condiciones de anaerobiosis,
desplazando el oxigeno por remplazo con nitrégeno, se sellaron con tapones de
butilo y agrafes de aluminio y se esterilizaron en autoclave (Diaz-Béez et al., 2002;
MMLBA, 2009; Angelidaki et al., 2009).

4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.2.1. Determinacion del potencial degradador del inéculo. Con el propésito de
determinar el potencial del in6culo para llevar a cabo la DA, se hicieron ensayos
especificos para cada etapa. En la Tabla 1 se muestra un resumen de las
variables, con las caracteristicas mas relevantes de cada actividad. Todos los

experimentos y los blancos sin sustrato se hicieron por triplicado.

46



4.2.1.1. Actividad Hidrolitica: La evaluacion de la AH se fundamenté en la
capacidad degradadora del almidén por parte de los consorcios microbianos. Se
eligié este polisacéarido, debido a que durante la recoleccién de los residuos se
observé que la mayor proporcion de los SAR postcoccion originados en el
restaurante de Bienestar Universitario UIS, es papa, yuca y arroz. El almidon es el
mayor componente encontrado en tubérculos, leguminosas, cereales y frutas
(Satin, 1998; Hernandez-Medina et al., 2008).

Los ensayos se realizaron en botellas con una capacidad de 500 mL y volumen de
operaciéon de 391 mL, compuesto por 300 mL de MCAB y 91 mL de inéculo. El
volumen de inéculo se calculé para adicionar 1.5 g de SSV/L, teniendo en cuenta
gue los reactores no tenian agitacion (Diaz-Béez et al., 2002). Se adicion6 almidén a
razon de 10 g/L de medio (MMLBA, 2009). Se prepararon blancos del indculo sin
sustrato, a fin de sustraer la AH debida a materia organica endégena. Todas las
pruebas se hicieron por triplicado (Angelidaki et al., 2009). Se incubaron a 39 +2°C y
se tomaron 2 mL de muestra cada 40 minutos durante 16 horas para hacer
seguimiento de la actividad por andlisis de ART, dado que por hidrolisis del
almidon se originan unidades de glucosa y éste es un azucar reductor. Las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 15 minutos para analizarlas por el
método colorimétrico del Acido Dinitrosalicilico -DNS- y se leyeron a 540 nm en un
espectrofotometro GENESYS 20 ThermoSpectronics (Miller, G., 1959). Con los
datos obtenidos, se hicieron los calculos de acuerdo a la curva de calibracion de la
glucosa (Anexo 3) y los resultados fueron graficados. Se determiné la AH teniendo
en cuenta los puntos de la pendiente mas pronunciada, en razon de la maxima

velocidad de formacion de ART, como g DQO glucosa/g SSV*dia (Anexo 4).

4.2.1.2. Actividad Acidogénica: La AA se evaluo de la misma forma descrita para
la AH. La experimentacion se evalué con base en la maxima velocidad de

formacion de AGV a partir de glucosa como sustrato especifico. Esta se usé
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debido a que es el carbohidrato mas simple y es intermediario comudn en la via de
degradacion de azucares complejos, ademas su utilizacion por parte de

microorganismos fermentadores produce 4cidos organicos.

Tabla 1. Parametros establecidos para evaluar las actividades del inéculo

VARIABLE :
ACTIVIDAD SIGLA SUSTRATO EVALUACION METODO FRECUENCIA
s . Colorimétrico :
Hidrolitica AH Almidon ART (DNS) 40 min.
. L. Titrimétrico :
Acidogénica AA Glucosa AGV (HCI-NaOH) 40 min.
- Propionato- Produccién Desplazamiento .
Acetogenica Aac Butirato de CH4 alcalino Diaria
Metanogénica Produccién Desplazamiento
Especifica AME (A) Acetato plaza Diaria
o de CH4 alcalino
(Acetoclastica)
Metanogénica - - .
e Acido Produccién Desplazamiento .
Especifica AME (H) formico de CH,4 alcalino Diaria

(Hidrogenotrdfica)

Para los ensayos se adicionaronl10 g/L de sustrato. El volumen de operacion de
los reactores fue de 326 mL: 250 mL de MCAB y 76 mL de inoculo. Se tomaron 8
mL de muestra cada 40 minutos durante 16 horas para hacer seguimiento de la
actividad por analisis de AGV. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 30
minutos para analizarlas por titulacion con HCI 0.1 Ny NaOH 0.1 N (Anderson,G.K.
y Yang, G., 1992). Con los datos obtenidos se hicieron los calculos, los resultados
fueron graficados y se determiné la AA para el punto de la maxima pendiente, en
funcién de la velocidad de formacion de AGV, como g DQO acido acéticol/g
SSV+dia.

4.2.1.3. Actividad Acetogénica: Para la determinacién de la AAc se utilizé una
mezcla de acidos organicos, propionico y butirico, a razén de 5 g/L de cada uno,
como sustrato especifico y se calculé la actividad en el punto maximo de la

pendiente de produccion de metano, como resultado del metabolismo de bacterias

48



acetogénicas sintréficas que transforman los &cidos en acetato y éste es

convertido a CH,4 por arqueas metanogénicas (Angelidaki et al., 2009).

Las pruebas se realizaron utilizando frascos de vidrio para un volumen 50 mL, con
30 mL de MCAB y 9,1 mL de inéculo, calculado para adicionar 1.5 g SSV/L. La
variable de respuesta para el seguimiento esta actividad fue cuantificacion de
metano por desplazamiento alcalino, medido cada 24 horas (Diaz-Béez et al., 2002).
Se graficaron los datos obtenidos y se determiné la AAc en el punto de la maxima
pendiente, correspondiente a la mayor velocidad de formacion de metano, como g
DQO CH,4/g SSV*dia.

4.2.1.4. Actividad Metanogénica Especifica: Para la determinacion de la AME,
se disefiaron los reactores con los mismo volumenes de la actividad anterior, al
igual que el monitoreo también, con diferentes sustratos. Se hicieron las graficas
de los datos obtenidos; para determinar la AME se buscé el punto de maxima
pendiente correspondiente a la mayor velocidad de formacion de metano, dados
como g DQO CH,/g SSV*dia.

e Acetocléastica: El sustrato especifico para esta actividad fue acetato, teniendo
en cuenta que el metano formado por arqueas metanogénicas acetoclasticas se

debe a rompimiento de esta molécula (Diaz-Béaez et al., 2002; Angelidaki et al., 2009).

e Hidrogenotréfica: Para la determinacion de esta actividad, se us6 acido
férmico como sustrato, ya que el rompimiento de esta molécula origina H, y CO, y
éste ultimo es reducido a metano por arqueas hidrogenotroficas (Madigan et al.,
2004; Sandoval et al., 2009).

4.2.2. Caracterizacion de grupos troficos. Con el fin de identificar y cuantificar

los diversos grupos metabdlicos relevantes para el proceso de DA, se prepararon
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diluciones sucesivas de la muestra en agua reducida y se hizo siembra en medios
de cultivo selectivos para los grupos que se querian identificar, junto con la
metodologia del Numero Ma&s Probable —NMP-, una forma probabilistica de
estimar una poblacion microbiana cuando no es posible hacer la evaluacién
cuantitativa individual. Se sembraron cinco réplicas por dilucion en cada medio,
con 0.2 mL de ocho diluciones sucesivas y se llevaron a incubacion a 39 +2°C por
el tiempo establecido para cada grupo. Su lectura se hizo por presencia o
ausencia de crecimiento y se repitié el procedimiento para los diez grupos (Figura
3) (Diaz-Béez et al., 2002).

Figura 3. Preparacién de la muestra y siembra para recuento por NMP

SOmLagua 9mLagua 9mlLagua 9 mLagua 9 mlLagua
reducida reducida reducida reducida reducida

iorreac wa ’\ J’ r"\ lr\“i'r'\ lr\l

a8 8 8 8
5 B BB
10 10

10 10F 10

1

| 1 1 1 ‘3
e el Suses Sused Nuswe BSsed
5 asss SESSE BESSE SESSE BESEs
. Gasss SEsss SESSE SESSE BesEs
-~ GH3H GEGSE GRS SGE5H GGG
= HSGH GEGEE G SEeed SEts
sp  FPRRR FFFPR PR FRFE ARRRR
oz FPPRR PR FFTRR BRRT FRRRR
nsnsiallsouneluinss ffavesis
avp  FRETE REEER AR A o B na ain

avv  FPFRR FFFRR FFFRR BRRFR AReRE

¢

ARIA |i | IF

50



4.2.2.1. Grupos troficos del indculo: Para conocer la poblacibn microbiana
presente en el EB solo, se prepararon las diluciones a partir de 1 mL del EB y se
siguio el procedimiento descrito anteriormente. Las lecturas se hicieron de acuerdo
al cambio establecido como positivo en el medio, como se puede observar en la
Tabla 2. Cuando el crecimiento fue positivo en todas las diluciones sembradas, se
repitieron hasta llegar hasta a las diluciones en que no hubo crecimiento y se
anotaron los valores correspondientes a los tubos positivos de las ultimas tres
diluciones en que si lo hubo. La combinacion de estos tres digitos se buscoé en la
Tabla de McGrady para hallar el nimero de bacterias correspondiente, como se ve

en el ejemplo de la Figura 4 (Diaz-Béez et al., 2002).

Con este dato, se procedio a calcular un numero probable de células viables en la
muestra, por gramo de SSV del in6culo, de acuerdo a la ecuacion dada en el

protocolo de Diaz-Baez et al., 2002:

NMP/g SSV = _Nimero de bacterias* Maxima dilucion positiva * 5000
g SSV

4.2.2.2. Grupos troficos del proceso de digestion anaerobia: El anterior
procedimiento se repiti6 con las muestras tomadas cada 7 dias de los
biorreactores en donde se hizo el experimento de la DA de SAR con EB, con el fin
de hacer seguimiento a la actividad microbiana y especificamente a las
interacciones que ocurren entre los diferentes grupos tréficos a lo largo de los 35

dias de digestion.
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Tabla 2. Caracteristicas de los medios de cultivo para determinar el NMP

GRUPOS TROFICOS SUSTRATO '"C&?:;m" LECTURA/CAMBIO
*B. Anaerobias Estrictas (BAE) Glucosa 5a8 Verde a amarillo
*B. Fermentadoras de Glucosa (BFG) Glucosa 5a8 Verde a amarillo
*B. Fermentadoras de Lactosa (BFL) Lactosa 5a8 Verde a amarillo
*B. Acetogénicas del Propionato (BAP) Propionato 30 a 60 Produccién de CH,
*B. Acetogénicas del Butirato (BAB) Butirato 30 a 60 Produccién de CH,
*A. Metanogénicas Acetoclasticas (AMA) Acetato 30 a 60 Produccién de CH,
*A. Metanogénicas Hidrogenotréficas (AMH) H»CO, 15a45 Produccién de CH,
*A. Metanogénicas del Metanol (AMM) Metanol 30 a 60 Produccién de CH,
*B. Sulfatorreductoras del Acetato (BSRA) Acetato 7al5 Precipitado negro
*B. Sulfatorreductoras del Lactato (BSRL) Lactato 7al5 Precipitado negro
*B: Bacterias *A: Arqueas

Fuente: Diaz-Baez et al., 2002

Figura 4. Lectura de tubos positivos y uso de la tabla de McGrady
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4.2.3. Ensayo de digestion anaerobia y seguimiento al proceso. Para el
estudio de la DA de los SAR con el EB, se definieron previamente las condiciones
operativas de los reactores, las cuales se resumen en la Tabla 3.

4.2.3.1. Condiciones operativas: Se hicieron los calculos de acuerdo a los SV de
la caracterizacion de los SAR y el EB, para determinar los volimenes necesarios
para mantener la relacién inéculo-sustrato —RIS- 3 (g SV in6culo/ g SV sustrato),
establecida de acuerdo a estudios previos realizados en el laboratorio. Se
midieron 28 mL de inéculo y 1.4 mL de sustrato en frascos de vidrio de 50 mL, se
hizo desplazamiento del oxigeno con N, para asegurar anaerobiosis y se sellaron

con tapones de butilo y agrafes de aluminio. El experimento se hizo por triplicado.

4.2.3.2. Monitoreo de variables del proceso: El seguimiento al proceso de DA
con el fin de controlar su estabilidad y evolucién, se hizo analizando muestras de
los biodigestores cada 7 dias para determinar pH, ST, SV, ART, AGV, AT y

diariamente se cuantific6 metano.

Tabla 3. Condiciones operativas establecidas para los biorreactores

PARAMETRO VALOR
Sustrato Sobrantes alimenticios de restaurante
In6culo Estiércol Bovino
RIS 3
Volumen reactor 50 mL
Volumen operacion 29.4 mL
Espacio de cabeza 20.6 mL
Temperatura 39+2°C
Tiempo de digestion 35 dias
Agitacion Intermitente/manual
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4.3. METODOLOGIA ANALITICA

4.3.1. Caracterizacion del sustrato. En la caracterizacién fisicoquimica del
sustrato se hizo el andlisis elemental para C, H, O, N y S por célculos
porcentuales, al igual que para carbohidratos, celulosa, holocelulosa vy lignina. El
analisis de pH se hizo por método potenciométrico. La determinacion de ST y de
SV se realiz6 por técnicas gravimétricas, de acuerdo a los protocolos NTC 35 y
NTC 5167 respectivamente. DQO se determind con la técnica Walkle y Black
segun norma NTC 5167 y proteinas por Kjeldahl. AGV y AT se determinaron por la
técnica titrimétrica con HCL 0.1N y NaOH 0.1N (Anderson,G.K. y Yang, G., 1992).

4.3.2. Caracterizacion del inoculo. Para la caracterizacion fisicoquimica del EB
se hizo analisis del pH por una técnica potenciométrica de acuerdo a la NTC 5167.
Para determinacion de sdlidos, se analizaron ST, SST y SSV mediante técnicas
gravimétricas y los protocolos seguidos fueron SM 2540, SM 2540B y SM 2540E

respectivamente. La determinacion de AT se realizé por método volumétrico.

En la caracterizacion microbiolégica para patdogenos, se analizé una muestra del
EB estabilizado, para coliformes totales y E. coli por siembra en superficie en
medio con sustrato enzimatico Chromocult, acorde al protocolo SM 9223B. Para
analizar presencia de Salmonella spp. se realizé siembra en superficie en medio
SS -Salmonella-Shigella-. Se incubaron a 37°C por 48 horas. La determinacion de
huevos de helmintos se hizo siguiendo el protocolo de flotacion en solucién salina

saturada y presencia o no de huevos por observacién microscopica.

4.3.3. Variables de control del proceso de DA: El andlisis de las muestras para

determinacién de pH por el método potenciométrico se hizo segun norma SM
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4500B. Para ST y SV por métodos gravimétricos, se procesaron las muestras de
acuerdo a los protocolos SM 2540 y SM 2450E respectivamente (APHA 2005). La
cuantificacion de ART se hizo por el método colorimétrico previamente descrito, al
igual que la determinacion de AGV y AT por la técnica titrimétrica. Adicionalmente
se determind la relacion AGV/AT para establecer la capacidad buffer del sistema.
Para monitorear la produccion de metano del proceso de DA, diariamente se hizo
su cuantificacion por el método de desplazamiento alcalino (Diaz-Baez et al., 2002).

La normalizacién de los datos se hizo con la ecuacion:

En donde:

Vnre = Volumen de gas en condiciones normales (mL)
V = Volumen de gas generado (mL)

Po= Presion del CH4 en condiciones normales (mbar)
Pv = Presion de vapor del agua (mbar)

Pam = Presion atmosférica

T =Temperatura al momento de medir

4.4. ANALISIS DE DATOS
Todos los experimentos se realizaron por triplicado, se hallé la media aritmética y
se determinaron sus desviaciones estandar. A partir de estos datos se realizaron

las gréaficas y el analisis estadistico de los resultados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE INOCULO Y SUSTRATO
Los resultados de las caracterizaciones se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica de SAR y EB

PARAMETROS UNIDADES SAR EB
pH - 4.095 7.6
ST g/kg 220.80 47.41
S\ g/kg 165.22 20.00
SST g SSTI/L N.D. 5.44
SSV gSSVvI/L N.D. 4.92
AGV g AGV /L 3.41 1.20
AT gCaCOs;/L 1.90 5.66
DQO g O, /kg 1257.25 N.D.
Proteinas g /kg 3.115 N.D.
Lipidos g /kg 26,37 N.D.
Carbonhidratos g /kg 112,45 N.D.
Holocelulosa % p/p 6.165 N.D.
Lignina % p/p <0.01 N.D.
C % p/p 43.28 N.D.
H % p/p 5.19 N.D.
(0] % p/p 36.345 N.D.
N % p/p 3.115 N.D.
S % p/p 0.45 N.D.
Poder calorifico inf. Kcal /kg 783.5 N.D.

Férmula empirica - C16H23010N -

*N.D. No Determinado

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que el pH de los SAR
es acido y el del inéculo estd ligeramente por encima de la neutralidad, muy
similares a los reportados por Callahan et al., (2002) para EB y residuos de frutas

y verduras de su estudio; esto permite que la mezcla, especialmente a una RIS 3,
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forme un efecto tampdn, que no inhibe microorganismos metanogénicos, los
cuales son sensibles a alteraciones en este parametro. Los AGV del EB esta
mucho mas bajo que los reportados para otros indculos, como Quintero et al.,
(2012) con valores entre 2.3 y 20.9 g/L, dentro de los cuales se ubica el dato de
los SAR. Se observa una buena capacidad buffer, caracteristica en estiércoles,
gue puede amortiguar la caida del pH cuando los carbohidratos, abundantes, sean
hidrolizados y transformados en AGV. La AT es significativamente mas alta, que
en los inoculos analizados por Quintero et al., (2012), con valores entre 1.7 y 4.1
gCaCOg/L para estiércol porcino y liquido ruminal respectivamente.

Los SSV de 4.92 g/L del EB son mucho mas bajos que reportados en anterior
estudio, con valores entre 4 y 58 g/L para liquido ruminal y EB fresco
respectivamente. Dado que los SSV del inoculo representan la biomasa
microbiana contenida en el indculo, podria dudarse de su potencial para iniciar el
proceso de DA, pero en el mencionado estudio, el indculo usado fue una mezcla y
uno de ellos presentaba el valor mas bajo para este parametro. Por otro lado, en el
estudio realizado por Demirer y Chen, (2005) usando como inéculo lodos de
lagunas anaerobias junto con un EB que tenia una concentracion de SSV de 4.5
g/L, se incremento el rendimiento del sistema en dos fases, un 25%. Por otro lado,
el trabajo de Regueiro et al., 2012, evalud varios inoculos, cuyos valores de SSV
estuvieron muy cercanos a los de este estudio, excepto por uno proveniente de
industria cervecera con una concentracion de SSV de 34.9 g/L y otro de industria

azucarera con 1.3 g/L.

Como se esperaba por lo observado durante la recoleccion de los SAR, debido al
tipo de residuo, predominan carbohidratos, en menor proporcién estan lipidos y
por ultimo proteinas; la lignina esta casi ausente. La relacion C/N es de 13.9, valor
gue se encuentra dentro del rango reportado por la literatura como éptimo para
alcanzar el maximo potencial de produccion de metano (Amon et al., 2007). El bajo

contenido de sulfuros favorece la via metanogénica, debido a que, sin éstos las
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bacterias sulfatorreductoras no desvian la ruta metabdlica hacia la produccion de
H,S (Khanal, 2008). En estas circunstancias, utlizan los &cidos organicos,
principalmente propionato, para generar acetato (Elferink et al., 1998).

5.2. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL INOCULO

5.2.1. Microorganismos patdégenos. Se hicieron analisis para detectar la
presencia de microorganismos patdégenos que pueden encontrarse en los
biosolidos de procesos de DA y particularmente en este caso, por tratarse de EB.
De acuerdo a los resultados obtenidos, el inoculo estabilizado no presenta ninguno
de los microorganismos patdégenos para los que se practicaron analisis, como se

puede observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de andlisis de microorganismos patégenos en EB

PARAMETROS UNIDADES RESULTADO
Coliformes totales UFC/g 0
E. coli UFC/g 0
Salmonella spp. UFC/g 0
Huevos de helmintos Unidades/g 0

Estos resultados son acordes con una de las ventajas que se promueve de la DA,
en relacién con la eliminacién o por lo menos reduccién de la microbiota patégena.
De acuerdo a las investigaciones, parece estar relacionado con la deshidratacion
de los lodos y con la temperatura de operacion del reactor, cuando trabaja en
rango termofilo (Appels et al., 2008). Adicionalmente, se ha encontrado que el
tiempo de retencion hidraulico tiene una alta influencia en la reduccién de los

patégenos presentes en sistemas anaerobios que tratan EB, por lo que puede ser
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una forma de control (Alves et al., 2014). Esto podria deberse a la ausencia de
oxigeno o0 a la competencia por nutrientes y explica la ausencia de estos
microorganismos en la muestra analizada, dado el tiempo de estabilizacion que ha

permanecido dentro del reactor del laboratorio.

5.2.2. Grupos troficos. Teniendo en cuenta los datos obtenidos, en la Figura 5 se
observa que el recuento mas alto es para las BAE, lo cual se esperaba, debido a
gue este es un medio enriquecido con glucosa, lo cual permite el crecimiento de
los microorganismos presentes y la selectividad est4 dada exclusivamente por la

ausencia de oxigeno del medio.

Figura 5. Resultados del recuento de grupos tréficos del indculo
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De los grupos metabdlicos, el correspondiente a bacterias hidroliticas-
fermentativas, es el que se encuentra en mayor proporcion, principalmente las
BFG, como puede observarse en la Figura 5, en donde se presentan los

resultados de la caracterizacion de los grupos tréficos del in6culo y su proporcion
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se puede observar representada en la gréfica. Las BFL, aunque tienen una
poblacion mayor que la de otros grupos, equivale sélo al 26% del grupo
fermentador de glucosa. En el estudio de Cardinali-Rezende et al., (2012) hallaron,
mediante PCR cuantitativo, que la comunidad bacteriana predominante en una
laguna con lodo anaerobio porcino, fue la de oxidadores de carbohidratos y
Quintero (2012) mediante NMP, encontré poblaciones de 8x10™ y 1.7x10° para
BFG y BFL respectivamente, lo que coincide con los valores més altos de SSV de
su indculo, 23.6 g/L, lo que es casi cinco veces mayor del valor obtenido para el
EB del presente estudio.

El siguiente grupo en proporcion es el de arqueas metanogénicas, las cuales
cuentan con poblaciones bastante similares entre si, pero la mayor es AMM, la
poblacién acetoclastica es sélo un 3.5% menor y la hidrogenotrofica lo es en un
20,7%. Un valor muy semejante encontré6 Quintero (2012) en su estudio para
AMM, pero para AMA y AMH los valores fueron 5 y 3 6rdenes de magnitud mas
altos respectivamente. Muy cercana a esta poblacion, en niumero, se encuentra la
de bacterias sulfatorreductoras, siendo la del lactato 68% mayor que la del
acetato. Dado que la presencia de sulfatos en los SAR es baja, la poblacién
sulfatorreductora también lo es y su comportamiento puede ser acetogénico, como
se discutio anteriormente. El grupo del acetato en el estudio de Quintero (2012)
fue de 1.75 x 10°.

De todos los grupos, el menor numero de células lo presentan las bacterias
acetogénicas, de las cuales BAP tiene un 53% mas que BAB. El recuento para la
poblacion BAP en el estudio de Quintero (2012) fue negativo y BAB no fue
cuantificado. En este punto, cabe recordar la dependencia de estos grupos con los
consumidores de H, para reducir su presion parcial en el medio, ya que su nimero
real dentro del consorcio puede ser subestimado a nivel de laboratorio debido a
inhibicion, en ausencia de la contraparte consumidora. Esto ocurre teéricamente,

pero Visser et al., (1993) demostraron que estos bajos recuentos ocurren inclusive
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cuando los metanogenos hidrogenotrofos exceden en nimero los acetdgenos. Por
otro lado, en ausencia de sulfatos, las BSR utilizan propionato para su
metabolismo, reduciendo su disponibilidad y compitiendo con las BAP por este
sustrato comun, de acuerdo a los resultados de Elferink et al., (1998), lo que

también podria explicar la escasa poblacion.

Dado que el metabolismo dentro del rumen tiene como fin la produccion de AGV
para su asimilacion en este mismo sitio, el H, generado puede ser utilizado
principalmente por la via de la acetogénesis homoacetbégena para generar mas
acetato asimilable, lo que limitaria la metanogénesis hidrogenotréfica; esto puede
explicar que este grupo tenga la menor proporcion de todas las arqueas
caracterizadas. Esta seleccion natural de grupos tréficos dependientes del
hidrogeno, fue estudiado por Wang et al., (2013) al alimentar un reactor anaerobio
con una mezcla de hidrogeno y monéxido de carbono simulando gas proveniente
de horno a carbodn, encontrando predominio de bacterias homoacetdgenas y

arqueas hidrogenotroficas.

Estos datos coinciden con los reportados por Ito et al., 2012 en donde se
determinaron las poblaciones degradadoras de glucosa, propionato y acetato
mediante técnicas moleculares (RNA-SIP y MAR-FISH), encontrando que la
poblacibn mas abundante fue la de microorganismos degradadores de glucosa,
seguida por la poblacion de degradadores del acetato y la poblacion menor fue la
de microorganismos degradadores del propionato. Por otra parte, los valores
resultan bajos si se comparan con los recopilados por Diaz-Baez (2002) a partir de
algunos estudios de lodos de diferentes industrias, en los cuales los valores

estuvieron por encima de 10° para los grupos tréficos evaluados por NMP.
Las poblaciones se mantienen en funcion del sustrato; un grupo trofico se reduce

o prolifera proporcionalmente a la presencia del sustrato que utiliza; si éste

abunda, también lo hace la poblacién que lo consume (Diaz-Béez et al., 2002).

61



5.3. ACTIVIDADES DEL INOCULO

5.3.1. Actividades evaluadas para las primeras etapas de la DA. Los
resultados de los analisis realizados para el seguimiento de las actividades
hidrolitica y acidogénica del indculo, por formacion de productos, ART y AGV
respectivamente, se graficaron y las cinéticas obtenidas para el tiempo de

seguimiento, se muestran en la Figura 6.

Figura 6. Cinética de la produccion de ART en AH y AGV en AA
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Con los valores de ART obtenidos para la AH usando como sustrato modelo el
almidon, se observa un tiempo de adaptacion de 8 horas para los
microorganismos, dado que los valores de ART muestran una leve oscilacion entre
570 y 810 mg/L durante este tiempo. Inician su ascenso partiendo de 480 mg/L
hasta alcanzar un maximo de 1700 mg/L en 4.2 horas. No se observa fase

estacionaria, por el contrario, el descenso es abrupto.
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En la curva de seguimiento de la AA, los datos correspondientes a los AGV
analizados, muestran que la poblacion microbiana tuvo un tiempo de adaptacién
similar al anterior, de 8.4 horas. Durante las primeras 8 horas los valores de AGV
oscilaron entre 0 y 80 mg/L, con un ascenso hasta 160 mg/L a los 40 minutos,
pero volvieron a caer a 80 mg/L, para tener un ascenso continuo durante 3.6
horas, hasta 1200 mg/L a las 12 horas. El descenso no fue continuo, sino que por
el contrario, presentdé nuevamente una pendiente hasta las 14 horas. Después de
esta hora, los valores se estabilizaron mostrando la fase estacionaria de la cinética
microbiana. Luego se inicia el descenso correspondiente a la muerte celular por

consumo del sustrato y acumulacién de subproductos téxicos.

Se calcularon los datos para estas actividades (Ver Anexo 4) y se obtuvieron
valores de 1.98 y 1.96 gDQO/gSSV.dia para AH y AA respectivamente, los cuales
muestran correlacion con los recuentos de los dos grupos tréficos relacionados
con estas actividades, BFG y BFL, las poblaciones mas altas, como se puede ver
en la Tabla 6. La similaridad de resultados en ambas actividades se debe a que
éstas son llevadas a cabo por los mismos grupos microbianos, ambos son
fermentadores primarios, intervienen conjuntamente en las dos etapas y estan
representados en este estudio por BFG y BFL, los cuales son las poblaciones mas
abundantes en el EB, los metabdlicamente mas activos y con una velocidad de

duplicacién celular cada 30 minutos aproximadamente (Mussati et al., 1999).

Tabla 6. Resultados de actividades evaluadas en funcién de ART y AGV

VALOR NMP
ACTIVIDAD VARIABLE DE GRUPOS 2
MICROBIANA  SUSTRATO  ceuymiento @PQOT rRopicos  células/g
gSSVdia) SSV
Hidrolitica Almidon ART 1.98 5
BFG 1.3x10
BFL 4
Acidogénica Glucosa AGV 1.96 34x10
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Los resultados obtenidos para la AH son més altos que los obtenidos por Quintero
(2012) para varias muestras analizadas, cuyos valores estuvieron entre 0.009 y
0.095 gDQO/gSSV.dia, pero el sustrato usado fue celulosa. Por otro lado, se
encuentra dentro de los rangos reportados por Regueiro et al., (2012) con 0.8 y
2.18 gDQO/gSSV.dia para varios inoculos usando almidon como sustrato. Con
respecto a la AA, el valor obtenido en el citado estudio fue un poco mas bajo,
cuyos resultados estuvieron entre 1.39 y 2.95 gDQO/gSSV.dia.

Se puede inferir que estos microorganismos cuentan con las enzimas constitutivas
especificas, amilasas, para la hidrélisis del almidén y utilizan eficientemente el
sustrato disponible en el medio como glucosa, en la AA (Diaz-Béez et al., 2002). Por
lo tanto, se espera que durante la DA puedan degradar rapidamente el almidon

gue se encuentra en los SAR para su biometanizacion.

5.3.2. Actividades especificas en funcién de la produccion de metano. En la
cinética para la AAc a partir de butirato y propionato mostrada en la Figura 7, se
observa una etapa de adaptacion de un dia y a partir del segundo se inicia un
ascenso rapido hasta el dia 6. El volumen de metano casi se duplica diariamente
durante los primeros 5 dias, alcanzando los 63.4 mL al dia 6. Para el dia 24, se ha
producido el 99% del metano total, la produccién se ralentiza y después es
minima. El valor obtenido en los calculos (Ver Anexo 5), fue 0.85 gDQO/gSSV.dia
y corresponde a un 44% mas del publicado por Regueiro et al., (2012), de 0.1-0.48
gDQO/gSSV.dia para los in6culos estudiados, aunque su mezcla de AGV contenia
adicionalmente acetato, como también hizo Torres et al., (2007), cuyos valores
estuvieron entre 0.001 y 0.42 gDQO/gSSV.dia.

Las bacterias acetogénicas son las responsables de esta actividad y en el
presente estudio estan representadas por BAB y BAP, las cuales no son

poblaciones muy abundantes inicialmente, como se observa en la Tabla 7. Sin
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embargo, se debe tener en cuenta que las poblaciones acetogénicas sintréficas, a
partir de los AGV producen acetato y adicionalmente H, y CO,. Estos ultimos
pueden ser a su vez utlizados por dos grupos microbianos, bacterias
homoacetdégenas para formar mas acetato y arqueas hidrogenotréficas para
generar metano. De modo que la generacién de metano se puede dar también por
la via acetoclastica, a partir del acetato producido por las dos rutas, lo que puede
explicar la velocidad de esta actividad y su alta producciéon de metano.

Figura 7. Cinética de produccion de metano en AAc, AME(A) y AME(H)

—#—=AAc =0=AME(A) =—t—AME(H)

TIEMPO (dias)

En esta misma grafica se observa la cinética para la AME(A). Durante el dia 1 casi
no hubo produccion de metano a partir de acetato, lo que se puede atribuir a la
etapa de adaptacion de las arqueas metanogénicas acetoclasticas. Del dia 2 al 6
ocurre un ascenso rapido, con una produccion de metano de alrededor de 11 mL
diariamente, convolumen acumulado de 54.1 mL. De este dia hasta el 30 solo se

incrementa 14 mL, para un volumen total de 68 mL de CH, a los 30 dias.
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Con los datos obtenidos, se puede inferir que el casi 80% de metano producido
entre el dia 2 y 5, fue debido a la poblacién presente inicialmente, ya que la
multiplicacion de este grupo demora de 2 a 3 dias (Mussati et al., 1999). La
produccion de metano se incremento lentamente, en la medida en que crecia la
poblacion, lo que se refleja en la velocidad de la actividad, 0.6 gDQO/gSSV.dia.
Este valor es significativamente mas alto que el reportado por Regueiro et al.,
(2012), entre 0.01 y 0.33 gDQO/gSSV.dia y por Quintero et al., (2012) con valores
entre 0.017 y 0.146 gDQO/gSSV.dia para varios inéculos. En contraste, es mucho
mas bajo que el de Sandoval et al., (2009), quien reportdé 2.39 gDQO/gSSV.dia

para el indculo estudiado.

Tabla 7. Resultados de actividades evaluadas mediante produccion de CH,

NMP
ETAPA ACTIVIDAD VALOR GRUPOS .

BIOQUIMICA  MICROBIANA SYSTRATO  (1500/gssvaia)  TROFICOS Ce'g's""j 9
. 3

o Propionato BAP 9.4 x 10
Acetogénesis AAc y Butirato 0.85 BAB 5.3 x 10°
AME(A) Acetato 0.6 AMA 2.8x 10
Metanogénesis 4

AME(H) Formiato 0.68 AMH 2.3x10

En la misma figura se observa la cinética para AME(H), a partir de formiato. No se
observa fase de adaptacion, sino un ascenso vertiginoso del volumen de metano,
correspondiente a la fase de crecimiento exponencial de los microorganismos, ya
gue el tiempo de duplicacion de este grupo es relativamente rapido, minimo cada
6 horas (Mussati et al., 1999). El volumen de CH4 acumulado hasta el dia 11 fue de
111 mL y alcanza la fase estacionaria. El 97% del metano producido a partir del H,
y CO, del formiato, se generd durante los primeros 10 dias, con una velocidad de

0.68 gDQO/gSSV.dia. Debido a que éstos son los mismos sustratos para
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bacterias homoacetégenas en su metabolismo, parte del metano podria estarse

produciendo por arqueas metanogénicas por la via acetoclastica.

El valor obtenido esta dentro de los rangos reportados por Regueiro et al., (2012),
con 0.37-0.84 gDQO/gSSV.dia, pero es méas bajo que el obtenido por Sandoval et
al., (2009), de 0.94 gDQO/gSSV.dia.

Es de resaltar que durante la prueba de AME(A) se empieza a producir metano
antes que las otras actividades, pero su rendimiento es menor. La AAc no tiene un
ascenso abrupto, pero tiene la mas alta produccién. La AME(H) esta en un punto
intermedio de rendimiento, pero la velocidad es semejante a las anteriores y la

poblacién de los grupos tréficos relacionados con ellas son similares.

Las actividades del inoculo, medidas por produccion de metano reflejan la
velocidad de biometanizacion de un sustrato dentro del digestor, como resultado
de las interrelaciones establecidas entre las diferentes comunidades microbianas y
la sinergia de los grupos tréficos presentes en el indculo. Como el proceso de DA
requiere un inéculo de alta calidad que provea un buen balance entre las
diferentes poblaciones microbianas en términos de actividad hidrolitica,
acidogénica, acetogénica y metanogeénica, los resultados obtenidos muestran que

el EB utilizado es apropiado para iniciar la digestion anaerobia.

Por otro lado, el paralelismo entre el nUumero de microorganismos de cada grupo
trofico, con sus actividades, evidencia que el recuento de las poblaciones
microbianas en un lodo, por medio del NMP es un método estadistico tan confiable

como las modernas pruebas moleculares.
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5.4. DINAMICA POBLACIONAL DURANTE LA DA DE SAR

Los resultados obtenidos en la caracterizacion microbiologica de muestras
analizadas cada siete dias a los biorreactores del proceso de DA de los SAR con
EB, se analizaron entre los diversos grupos troficos y luego la predominancia entre

los dominios Bacteria y Archaea.

5.4.1. Dinamica poblacional entre grupos tréficos. Los resultados que se
obtuvieron durante los recuentos microbianos del proceso de DA por el método del
NMP, se presentan en la Figura 8, permitiendo ver la variacion poblacional de los

grupos troficos a lo largo del tiempo de operacion del biorreactor.

Figura 8. Evolucion de grupos tréficos y de la poblacién total durante la DA
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Es de resaltar que los dos grupos tréficos mas abundantes desde el inicio del
proceso, BFG y BFL, una semana después aumentaron su poblacién 1.6 y 2.8
veces respectivamente, presumiblemente debido a la disponibilidad de un sustrato

facilmente asimilable que permitié su rapida multiplicacion. En el dia 14 las dos
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presentaron una caida dréstica, quedando solo el 10% de la primera y el 14% de
la segunda, probablemente por consumo del sustrato que lleva a competencia de
las poblaciones y muerte microbiana. En el dia 21 se observa recuperacion de
ambas poblaciones, con otra leve caida para las BFG el dia 28, pero no para BFL.
Finalmente, el dia 35 ambos grupos tréficos tienen una poblacién ligeramente por
debajo del 50% de la inicial. Con estos datos se puede inferir que los grupos BFG
y BFL, pertenecientes a los fermentadores primarios y muy abundantes en el EB,
inician eficientemente su trabajo hidrolitico y acidogénico, el cual se reflejada en
aumento de las poblaciones. Cuando se reduce la disponibilidad de sustrato por
sSu consumo y empieza la competencia, se refleja en la caida drastica de las cifras,
pero no lo suficiente como para que desparezcan. Se inicia la recuperacion y con
esta los altibajos ciclicos, como se puede ver en la Figura 9 para cada gran grupo
metabalico.

Figura 9. Gréficas de la dindmica poblacional por grupos metabdlicos
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El grupo de fermentadores secundarios, las bacterias acetogénicas, aunque

presentan una baja poblacion al inicio del proceso, también se incrementan el dia
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7. El aumento para las BAP fue de 2.1 veces y para BAB 4.4. Al igual que ocurrio
con los fermentadores primarios, en el dia 14 se observa reduccion de las
poblaciones, quedando un 68% de las acetogénicas del propionato y 77% del
butirato. El dia 21 hay otra caida de los valores para ambas, pero el dia 28 las
BAB aumentan su poblacion y las BAP sufren otra reduccion.

Al finalizar el tiempo de la DA, ambos grupos tréficos presentaban un NMP de
individuos mayor de la inicial, 40% mas para BAP y 80% més para BAB. Al igual
gque con BFG y BFL, la disponibilidad de sustrato abundante favorece la
multiplicacion celular, pero un mayor nimero de microorganismos causa rapida
reduccion de nutrientes con la consiguiente muerte celular que reduce la
poblacién, pero logran estabilizarse, lo que permite finalizar el proceso con una

poblacién un poco mayor que la inicial para ambos grupos troficos.

Al contrario de los grupos anteriores, las arqueas metanogénicas, presentaron
reduccion de su poblacion a los 7 dias, en 5.6 veces para AMA, 4.6 para AMH y
2.9 para AMM. También para el dia 14 tienen comportamiento contrario, es por
esto que los tres grupos presentaron incremento de la poblacion, siendo
significativamente alta para AMH, que aumentd 9.4 veces, AMM lo hizo 2.5 veces
y AMA 0.8. En el dia 21 el grupo tréfico del acetato continda creciendo, pero los
otros dos sufren caidas drasticas en sus cifras. El dia 28 la poblacion de AMM
continla en descenso, pero las otras dos se incrementan. Finalmente, el dia 35 las
poblaciones contintan con cifras inferiores a las iniciales, pero no muy bajas para
AMM con una reduccion de sélo el 7% de sus células, AMH 28% menos y AMA

presenta la cifra mas baja, 57% menor.

Las arqueas metanogénicas son la poblacién mas sensible de las comunidades
involucradas en la DA, de manera que los cambios ocurridos dentro de un digestor
las afecta, lo que se evidencia en la produccién de metano. En este caso, al estar

monitoreando los cambios poblacionales mediante el recuento de los grupos
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troficos, la evidencia en primera instancia es la reduccion de la poblacion, pero
esto se ha observado en todos los grupos metabolicos, con una recuperacion
posteriormente. Es de resaltar que aunque todos los grupos metanogénicos se
vieron diezmados en la primera semana, se fueron recuperando y presentaron
oscilacion de las cifras, lo que evidencia un metabolismo activo y participativo
dentro de las comunidades troficas. Aunque al final del estudio presentaban

pérdida de poblacién, las cifras no fueron tan bajas como en semanas anteriores.

De forma similar ocurri6 con el grupo de bacterias sulfatorreductoras,
representadas por BSRA y BSRL, las cuales también presentaron reduccién de su
poblacién en la primera semana, pero fue mas drastica, quedando con sélo un
tercio de la inicial. El dia 14 presentaron recuperacion, dado que las BSRL
aumentaron 3.7 veces su poblacion y las del acetato 0.43 veces. Para ambos
grupos las cifras nuevamente bajaron el dia 21 y continuaron bajando para las del
lactato la siguiente semana, pero las del acetato incrementan su poblacion y
continuaron asi el dia 35. También las del lactato se recuperaron y finalizaron con

una poblacion 45% mayor que la inicial y las del acetato 14%.

Si se observa la sumatoria de los recuentos de todos los grupos tréficos
caracterizados a lo largo del proceso de DA, se observa que no hubo mayores
cambios en el recuento total, como se puede observar en la Tabla 8. Se resalta el
hecho de que unos grupos metabdlicos aumentaron su nimero, mientras otros se
reducian, lo que le dio a la dinamica poblacional una funcionalidad de acuerdo a la
disponibilidad de sustratos y la evolucion del proceso, manteniéndose la poblaciéon

total dentro del mismo orden de magnitud a lo largo de todo el proceso, 10°.

Tabla 8. Evolucién del recuento total de la poblacién caracterizada durante la DA

DIA O DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28 DIA 35
RECUENTO TOTAL

(NMP células/g SSV) 3.1x10° 3.8x10° 2.0x10° 2.6x10° 2.3x10° 2.2x10°
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Todos estos datos demuestran que los grupos fermentadores primarios y los
secundarios tienen un comportamiento similar en su evolucion a lo largo del
tiempo del proceso de DA. De la misma forma ocurre entre los grupos de arqueas
metanogénicas con los de sulfatorreductoras, los cuales presentan oscilaciones

semejantes entre si, pero inversas a las de grupos fermentadores.

Este comportamiento se debe a la utilizacién de sustratos similares resultantes de
los procesos metabdlicos, pero no se evidencia inhibicion total de algun grupo, que
pueda atribuirse a competencia por sustrato. En lugar de esto, se observa una
muy buena dinamica entre todas las comunidades, tal como se requiere para

lograr el desempefio apropiado de un digestor anaerobio.

En este punto, se debe tener en cuenta la baja proporcién de sulfatos en el
sustrato (0.45%), de acuerdo a la caracterizacion fisicoquimica, como limitante
para la via de la sulfatorreduccion por parte de este grupo, pero cambia
temporalmente su trofismo y actia en sinergia con el sistema, debido a que
empieza a metabolizar acidos organicos, especialmente propionato, para generar

acetato, favoreciendo la metanogénesis, como se discutié anteriormente.

En la bibliografia consultada no se encontré un trabajo que hiciera el estudio de
grupo troficos a lo largo del proceso de DA similar. El mas cercano es el estudio
de un reactor en dos fases con FORSU, pero hicieron los recuentos cada 30 dias

(Sandoval et al., 2009), lo cual no es comparable.

5.4.2. Dinamica poblacional entre dominios. La interaccién de las poblaciones
microbianas de acuerdo al dominio al que pertenecen, se muestran en la Figura
10. Se observa la abundancia del dominio Bacteria, al que pertenecen grupos de
fermentadores primarios y secundarios (grupo hidrolitico-acidogénico y bacterias

acetogénicas), en contraste con la poblacion perteneciente al dominio Archaea
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(metanogénicas), que se encuentra en menor proporcién en casi todas las
muestras analizadas, excepto el dia 14, cuando se observl una caida drastica en

las poblaciones fermentadoras, pero aumenté la de metanégenos.

Figura 10. Dinamica poblacional de grupos troficos por dominios
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Este mismo comportamiento fue evidenciado utilizando las técnicas MAR-FISH, en
un estudio realizado con lodo proveniente de un digestor anaerobio alimentado
con glucosa para monitorear la degradacion de diferentes subproductos a los largo
de 48 horas de digestion (lto et al., 2012). También fue observado en la
investigacion de Regueiro et al., (2012) utilizando DGGE, secuenciacion genética
y FISH para detectar poblaciones metabdlicamente activas en varios indculos y en
el estudio de Cardinali-Rezende et al., (2012) con PCR cuantitativo para
caracterizar la comunidad procariota de una laguna de lodo anaerobio porcino, en

donde hallaron una diferencia poblacional con mas de tres érdenes de magnitud.
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5.5. DINAMICA BIOQUIMICA DURANTE LA DA DE SAR

El seguimiento a la dinAmica bioquimica del proceso se hizo a través de la
mediciébn de las variables de respuesta ART, AGV, consumo de sdlidos,

cuantificacion de metano y de estabilidad por pH y relacion AGV/AT.

En la Figura 11 se observa la cinética de ART durante el proceso de DA. Se
observa un descenso del 35% de su concentracién durante las dos primeras
semanas, con incremento nuevamente a partir del dia 14 hasta el 21, para volver a
caer el dia 28; a partir de este punto se recuperan y presentan otra vez valores

altos el dia 35.

Dada la disponibilidad de sustrato facilmente degradable y una alta poblacion
fermentadora presente en un inéculo con muy baja carga organica, avido de
alimento, inicia su metabolismo consumiendo rapidamente los azucares como la

glucosa, lo que explica el descenso inicial hasta el dia 14.

Figura 11. Gréficas del seguimiento de las variables AGV y ART de la DA
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La asimilacion de nutrientes por parte de los microorganismos, trae como
consecuencia multiplicacion celular, lo que se pudo observar en el recuento de
grupos troficos durante la DA, con un rapido aumento de las poblaciones
fermentadoras durante la primera semana. Como la abundante biomasa necesita
mas sustrato, se limita el crecimiento celular y causa la muerte de la poblacion
para el dia 14. La degradacion de esta nueva biomasa aportada al sistema,
aumenta los ART y se repite el ciclo, ya que los ART producidos son nuevamente
consumidos por los microorganismos y observa la grafica con altibajos.

Los resultados para AGV se muestran en la misma figura y se observa un ascenso
de su concentracion en la primera semana, con descenso las dos siguientes. El
dia 21 los valores vuelven a ascender, pero en el dia 35 caen casi al mismo valor
inicial. El comportamiento es muy coherente con lo que ocurre en el sistema como
consecuencia del consumo de sustrato disponible, por parte de los consorcios
microbianos, los cuales hidrolizan macromoléculas, fermentan los azucares
disponibles y abundantes en los SAR, formando AGV, que concuerda con el
ascenso durante la primera semana. El descenso evidencia que fueron
consumidos por los grupos de arqueas metanogénicas y su segundo ascenso
muestra la dinamica bioguimica como respuesta a la dinamica poblacional entre
los diferentes grupos tréficos, por mas formacion de ART del sustrato mientras
esta disponible o cuando el inicial escasea, por aporte de biomasa microbiana
proveniente de la muerte celular ocurrida durante la segunda semana, como se

observo en el recuento de grupos troficos del dia 14 del proceso de DA.

Como se observa en la Figura 12, el proceso inicia con un pH de 8.4, el cual se
encuentra dentro de los valores reportados por Raposo et al., (2006), como
propicio para el arranque de la DA, porque ofrece a los microorganismos el
ambiente ideal para su multiplicacion, especialmente los grupos sensibles, como
argueas metanogénicas. Desciende inicialmente hasta 7.8 al dia 7 y se estabiliza

hasta el dia 14. Continda bajando hasta 7.6 el dia 28 y vuelve a ascender a 8 el
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dia 35. El descenso inicial ocurre como consecuencia del consumo de la materia
orgénica, lo que genera acidos grasos que disminuyen el pH, aunque la carga
organica no fue suficientemente alta, como para ocasionar acidificacion del
sistema, dado que se us6 RIS 3, por lo tanto, el pH minimo alcanzado fue 7.6 en el
dia 28. Los valores de pH evidencian muy buena estabilidad del sistema.

Figura 12. Gréficas del seguimiento a la estabilidad del sistema
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En la Figura 12 también se encuentra la grafica de seguimiento a la capacidad
buffer de los reactores, dada por la relacion AGV/AT y se observa que el sistema
mantiene su estabilidad a lo largo de las primeras semanas, entre 0.21 y 0.29,
pero se sale del rango 6ptimo el dia 28 y presentando un incremento debido a
reduccion de la AT. Ese mismo dia se evidencio una ligera caida del pH debida a
aumento en la concentracion de AGV, lo cual, junto con un descenso de la AT en
esa semana, causO el pico que evidencia la inestabilidad del proceso, pero se

recuperd el dia 35 volviendo al rango 6ptimo.
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La estabilidad del proceso de DA se puede explicar por el origen del in6culo, ya
gue los estiércoles de animales tienen una capacidad buffer suficientemente alta
como para balancear el sistema, neutralizando la accion de los AGV para no
permitir el descenso del pH a rangos que puedan afectar poblaciones microbianas
sensibles, como las metanogénicas. A pesar de lo ocurrido el dia 28, en general
se observa estabilidad del sistema, como lo reporta Raposo et al., (2009) cuando
se usa una RIS alta, como en este estudio, debido a que el sistema trabaja por
debajo del rango de falla y no ocurre inhibicién microbiana.

En la Figura 13 se observa la curva de consumo de sélidos, con una reduccion del
47% en la primera semana, se estabiliza durante la siguiente, pero vuelve a
presentar tendencia al descenso en las dos semanas posteriores, alcanzando un
consumo del 61% para el dia 28. La alta reduccion inicial se puede atribuir a que
se inicia la rapida degradacion del sustrato disponible por parte de la poblacion
microbiana del inéculo, proveniente de un proceso de restriccion de nutrientes,

debido a que se permitié el consumo de la materia organica endégena.

Figura 13. Gréficas del consumo de sélidos y la produccion de CH4
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Esto coincide con los datos obtenidos de los recuentros microbianos durante la DA
de los SAR, en que los grupos tréficos mas abundantes, como BFL casi triplica su
namero o BFG que se increment6 un 60% en la primera semana y todo ocurre a
expensas del sustrato. Entre el dia 28 y el 35 los solidos presentan un ligero
ascenso, tal vez debido a sélidos aportados por biomasa microbiana acumulada
por muerte celular ocurrida cuando se consume el sustrato inicial y no es
suficiente para la poblacion que se ha multiplicado exponencialmente. El consumo
de sdlidos en los 35 dias de digestion, fue sélo del 45%, debido tal vez a la baja
proporcién de SAR dentro del digestor y que el EB usado ya estaba estabilizado.

Como resultado de las actividades ocurridas durante todo el proceso de DA, el
producto final es metano y el seguimiento a su produccion se observa en la gréafica
correspondiente en la Figura 13. Se evidencia una produccion rapida durante la
primera semana, con acumulaciéon de 110 mL de metano, al que le sigue un
aumento lento pero continuo durante las siguientes semanas y se estabiliza el dia
27. Se infiere que a esta fecha la materia organica presente dentro del digestor ya
fue reducida a metano y se produjo un volumen total de 191 mL. El rendimiento
total de la DA de SAR utilizando EB como inéculo, fue de 0.41 m*CHa/kg SV.

El rendimiento obtenido en el presente estudio es acorde a los resultados obtenido
por Raposo et al., (2009), en donde observaron que la constante de degradacion
de SV y de produccion de metano, es mas alta a menores proporciones de

sustrato y disminuyeron en la medida en que redujeron la RIS de 3.0 a 0.5.

Un estudio con residuos de alimentos y EB llevado a cabo por De la Rubia et al.,
(2010), obtuvo un rendimiento de 0.35 m°CHskg SV en 30 dias. De forma
semejante sucedié con Zhang et al., (2013), codigestando los mismo residuos,
obtuvieron un rendimiento de 0.32 m®CHa/kg SV con una RIS de 2. Kawai et al.,
(2014), obtuvieron valores entre 0.116 y 0.437 m3/kg SV con varias RIS inferiores

a la utilizada en este estudio. Alvarez y Lidén (2008) en su investigacion utilizando
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residuos de frutas y verduras con EB y residuos de matadero a partes iguales,

obtuvieron un rendimiento de 0.3 m®kg SV

La dindmica bioquimica evidencié un buen desarrollo del proceso, debido a la
sinergia presentada entre los grupos tréficos presentes en el inéculo, en donde
hubo una adecuada hidrdlisis del sustrato, reflejada en la produccién de ART, la
conversion de éstos en AGV y generacion de metano. Se observa una secuencia
|6gica semana tras semana y correlacion con la dindmica microbiana presentada
en el recuento de grupos troficos. El resultado final es un buen rendimiento a partir

del sustrato adicionado para la RIS utilizada.

5.6. INFLUENCIA DEL SINERGISMO/ANTAGONISMO MICROBIANO EN EL
RENDIMIENTO DE LA DA

La interaccion de la dinamica microbiana con la dinamica bioquimica se analiz6
por la estabilidad del proceso de DA y se evidencia en la relacidon establecida entre
arqueas metanogénicas/bacterias  fermentativas (AM/BF) y  arqueas
metanogénicas/ bacterias sulfatorreductoras (AM/BSR) como se puede observar

en la Figura 14.

En el monitoreo semanal realizado a las poblaciones microbianas, se observo que
la alta proporcion de BF con respecto a la AM hace que la relacion AM/BF se
mantenga por debajo de 0.6, excepto en el dia 14 cuando es de 1.3, debido a la

abrupta caida ocurrida en el recuento de fermentadores primarios BFG y BFL.

En la relacibn AM/BSR se observd que su valor es cercano a 1 a lo largo del

tiempo de digestion, excepto el dia 28, cuando el numero de AM es 2.15 veces
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mayor que la BSR. Esto es debido a que hay muy poca diferencia en el nimero

total de bacterias sulfatorreductoras y de arqueas metanogénicas.

Figura 14. Relacion cuantitativa de arqueas metanogénicas con grupos
fermentadores y sulfatorreductores e incidencia en la produccién de CH4

AM JBF  JAM/BSR

b
LN

IMteracciones microbianss
m? CHafg DOO dia

=
LN

0.0

a T 14 21 28 33
TIEMPO (dias)

La proporcién semejante entre ambos grupos se puede atribuir al bajo contenido
de sulfuros en los SAR, que no permite la proliferacion excesiva de BSR, sino que
se mantienen en nimero semejante a las metandgenas y el resultado obtenido en
el rendimiento a partir de los SAR, demuestra que no se desvia la ruta
metanogénica hacia la sulfatorreductora. Elferink et al., (1998), evidencié que la
limitacién de sulfatos favorece la produccion de metano, debido a que obliga a las
bacterias sulfatorreductores a comportarse como acetogénicas, utilizando para su
metabolismo &cidos organicos, principalmente propionato. Adicionalmente, se

comportan como sintréficas porque establecen una relacion con arqueas
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metanogénicas para el consumo del H, generado, lo que reduce la presion parcial

del sistema y favorece la metanogénesis (Diaz-Béez, et al., 2002).

Si un mayor namero de grupos troficos esta trabajando para producir acetato, el
resultado final es mayor rendimiento de la DA, debido a que la via de la
metanogénesis acetoclastica es la que produce la mas alta proporcién de metano
del sistema, correspondiente a casi el 70% (Gerardi, 2003; Angelidaki et al., 2011).

Por los resultados al final del proceso, se infiere que dentro de los reactores se
conservd una adecuada proporcion entre sustratos generados y grupos tréficos
gue los utilizaban. Por lo tanto, el EB estabilizado es un buen inoculo para llevar a
cabo la DA debido a su dindmica microbiana, ya que presenta un buen balance de
comunidades metabolicas y afinidad con el sustrato, lo que se evidencia con el

rendimiento obtenido.
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6. CONCLUSIONES

Con la caracterizacion fisicoquimica del EB y los SAR se pudo prever su potencial
para valorizacion energética por su composicion, la cual finalmente tuvo un
rendimiento de 0.41 m®*CHa/kg SV. Por la ausencia de microorganismos patégenos
en el EB, el biosdélido generado puede ser usado como mejorador de suelos.

El indculo tiene un alto potencial para llevar a cabo las diferentes etapas de la DA,
principalmente la hidrolitica y acidogénica, con velocidades de 1.98 y 1.95
gDQO/gSSVdia respectivamente. Les siguen la AAc, AME(H) y AME(A), con
valores de 0.85, 0.68 y 0.6 gDQO/gSSVdia respectivamente. Se evidencidé que
hay una relacion directa entre la actividad de la biomasa y los grupos tréficos, por
lo tanto, las actividades con el valor mas alto son las que presentan poblaciones

mas abundantes para sus respectivas etapas, la AH y AA.

Los grupos tréficos identificados en el EB usado como inéculo para la DA de SAR
son: BAE, BFG. BFL, BAP, BAP, BSRA, BSRL, AMA, AMH y AMM. Las
poblaciones de fermentadores primarios BFG y BFL fueron las mas abundantes en
el EB y las de fermentadores secundarios BAB y BAP las mas escasas. Arqueas

metanogénicas y sulfatorreductoras se encontraron en proporciones similares.

La cuantificacion de grupos troficos durante la DA muestra variaciones que
permiten concluir que se mantiene una dinamica contraria entre algunos grupos. Al
aumentar la poblacion de bacterias hidroliticas-acidogénicas y acetogénicas,
disminuyen las arqueas metanogénicas y sulfatorreductoras y viceversa,

manteniendo la poblacion total dentro del mismo orden de magnitud, 10°.
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7. RECOMENDACIONES

Caracterizar los grupos troficos de la DA de SAR utilizando una RIS méas baja
puede permitir que se observe una dindmica microbiana diferente a la observada

en el presente trabajo.

Hacer la experimentaciébn a temperatura ambiente con el fin de observar

variaciones de las poblaciones sin adicionar consumo energético.

Caracterizar los grupos tréficos de la DA de SAR con EB en continuo ofreceria la
oportunidad de comparar datos con los obtenidos en este trabajo.
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ANEXO A

MEDIOS DE CULTIVO PARA EVALUAR LAS ACTIVIDADES DEL INOCULO

1. Actividad Hidrolitica

Para preparar el medio basico anaerobio -MCAB- , medir lo siguiente:

p VOLUMEN FINAL
REACTIVO/SOLUCION 1000 L
Solucién mineral de Balch sin sulfatos 50 mL
Solucién oligoelementos sin sulfatos 10 mL
Solucién de resarzurina al 0.1% 1.0mL
K,HPO, 0.3g
Extracto de levadura 0.1g
Peptona tripticasa 0.1g

Completar el volumen a preparar con agua destilada. Ajustar pH a 7.0 con NaOH
1IN. Marcar el nivel en el recipiente y agregar 10% de agua destilada adicional y
llevar a ebullicion por dos minutos. Enfriar bajo atmdsfera de N, y verificar que el

volumen se mantenga. Cuando esté a temperatura ambiente, agregar:

Bicarbonato de sodio NaHCO4 200
Cisteina 0.5a

Dosificar volumenes de 300 mL en botellas de 500 mL. Gasear cada frasco con N
antes de cerrarlo con tapon de caucho y poner sello de aluminio. Esterilizar en
autoclave a 121°C y 15 psi durante 15 minutos. Dejar enfriar y guardar en

refrigeracion. Antes de utilizar los medios, agregar con jeringa a cada frasco:

Solucién de Na»S al 2.0% 4.6 mL
Solucién diluida de vitaminas de Balch 4.6 mL
Sustrato (almidén o celulosa)* 3.0a

* La concentracion del sustrato es 1%. No adicionar sustrato a los blancos.
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Cuando el sistema es sin agitacion, se adiciona a cada reactor 1.0 - 1.5 g SSV/L
del inoculo antes de incubar a 39°C £2. Si es con agitacion, adicionar 2.0 — 2.5 g

SSVIL. El volumen se determina con la siguiente ecuacion:

Vl*C1:V2*C2

En donde:

V1 = Volumen del in6culo a adicionar (mL)
Ci
V2

C, = Sdlidos Suspendidos Volatiles que se van a adicionar al medio (g/L)

Solidos Suspendidos Volétiles en el in6culo (g/L)

Volumen del medio de cultivo usado para la AA (mL)

Para hacer seguimiento a la AH, se toman muestras de cada biorreactor en el

intervalo de tiempo establecido, para determinacion del producto de la etapa, ART.

2. Actividad Acidogénica

Preparar del MCAB igual al anterior y antes de utilizarlo, adicionar como sustrato
3.0 g de glucosa a cada frasco de 300 mL (10 g/L). Los blancos no tienen sustrato.
A continuacion, adicionar el inéculo, que se calcula como en la actividad anterior.
Para hacer seguimiento a la AA, se toman muestras de cada biorreactor en el

intervalo de tiempo establecido, por analisis del producto de la etapa, AGV.

3. Actividad Acetogénica

La preparacion del medio es igual a los anteriores y se envasan 30 mL en frascos
de 50 mL. Antes de utilizarlos medios, adicionar a cada frasco lo mismo que los
anteriores, pero el sustrato es una mezcla de acido butirico neutralizado o butirato
de sodio y acido propionico neutralizado o propionato de sodio, 0.15 g de cada
uno para una proporcién 50/50 en cada frasco (10 g/L). Los blancos no tienen

sustrato. Se calcula el volumen de indculo a adicionar de la forma en que se hizo
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en las otras actividades. Para el seguimiento de la AAc, se hace cuantificacién

diaria de metano.

4. Actividad Metanogénica Especifica (Acetoclastica)

La preparacion del medio es igual a los anteriores y se envasan igual. El sustrato
es acido acético neutralizado o acetato de sodio a razén de 0.3 g en cada frasco
(10 g/L). Calcular el volumen de inéculo a adicionar igual que para las otras
actividades. Para el seguimiento de la AME, se hace cuantificacion diaria de

metano.

5. Actividad Metanogénica Especifica (Hidrogenotroéfica)

La preparacion del medio es igual a los anteriores y se envasan igual. El sustrato
es acido formico neutralizado o formiato de sodio a razon de 0.3 g en cada frasco
(10 g/L). Se calcula el volumen de in6culo a adicionar de la forma en que se hizo
en las otras actividades. Para el seguimiento de la AME, se hace cuantificacion

diaria de metano.

REFERENCIA:

Diaz-Baez et al., 2002; MMLBA, 2009; Angelidaki et al., 2009; Sandoval et al.,
20009.
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ANEXO B

MEDIOS DE CULTIVO PARA CARACTERIZACION
MICROBIOLOGICA Y PREPARACION DE SOLUCIONES

1. Bacterias Anaerobias Estrictas

En un balén aforado de 1000 mL adicionar:

Solucion mineral de Balch sin sulfatos 50 mL
Solucién oligoelementos sin sulfatos 10 mL
Azul de bromotimol al 1.0% 1.0mL
Solucién de NiCl,. 6 H,0 al 0.05% 0.5 mL
Solucién de Fe (SOy). 7H,0 al 0.2% 1.0 mL
Extracto de levadura 20g
Peptona tripticasa 209
K,HPO, 0.3g
Glucosa 100g

Completar el volumen a preparar con agua destilada. Ajustar pH a 7.0 con NaOH
1IN. Marcar el nivel en el recipiente, adicionar 10% de agua destilada adicional y
llevar a ebullicion por dos minutos. Enfriar bajo atmosfera de N, y verificar que el

volumen se mantenga. Cuando esté a temperatura ambiente, agregar:

NaHCO; 50¢g
Cisteina - HCI 0.5¢g

Disolver completamente y dosificar volimenes de 5.0 mL en frascos apropiados
usando jeringa, cerrarlos con tapén de caucho y sellar con agrafes de aluminio.
Introducir en cada frasco una aguja sola y con otra conectada al sistema de gases,
inyectar N, para desplazar el oxigeno que pueda quedar dentro de los frascos,
para asegurar un ambiente anaerobio. Retirar primero la aguja del gas y después

la de desalojo para no sobresaturar el frasco. Esterilizaren autoclave a 121°C y 15
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psi durante 15 minutos. Dejar enfriar y guardar en refrigeracion. Antes de

utilizarlos medios, agregar con jeringa a cada frasco:

Solucién de Na,S. 9 H,0 al 2.0% 0.05 mL

Solucién diluida de vitaminas de Balch 0.05 mL

2. Bacterias Fermentadoras de Glucosay Lactosa
Para el medio basico de bacterias fermentadoras, disponer de un bal6n aforado
apropiado para el volumen a preparar y adicionar los mismos reactivos/ soluciones

del medio anterior, excepto la glucosa. Para 1 L agregar también:

Solucién de selenito de sodio al 0.18% 1.0 mL

Completar el volumen a preparar con agua destilada.

Adicion del sustrato especifico para cada grupo trofico

e Bacterias Fermentadoras de Glucosa -BFG-. Adicionar 5.0 g de glucosa a
500 mL de medio basico adoras, medir pH y ajustar a 7.1 con NaOH 1N.

e Bacterias Fermentadoras de Lactosa -BFL-. Se adicionan 5.0 g de lactosa a
500 mL del medio basico, medir pH y ajustar a 7.25 con NaOH 1N.

Continuar con el procedimiento como para el grupo anterior.

3. Bacterias Acetogénicas del Propionato y Butirato

Para la preparacion del medio basico de bacterias acetogénicas, disponer de un
balén aforado apropiado para el volumen y medir los mismos reactivos/soluciones
del grupo anterior, excepto el azul del Bromotimol que sera remplazado por

resarzurina al 0.1% 1.0 mL/L. Disolver y completar el volumen con agua destilada.

Adicion del sustrato especifico para cada grupo tréfico
e Bacterias Acetogénicas del Propionato -BAP-. Adicionar 0.5 g de propionato

de sodio a 500 mL del medio basico para bacterias acetogénicas.
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e Bacterias Acetogénicas del Butirato -BAB-. Se adicionan 0.5 g de butirato de

sodio a 500 mL de medio basico para bacterias acetogénicas.

Medir pH de cada medio y ajustar a 7.1. Marcar el nivel en el recipiente, adicionar
10% de agua destilada adicional y llevar a ebullicién por dos minutos. Continuar

con el procedimiento igual como se hizo para el primer grupo.

4. Arqueas Metanogénicas Acetoclasticas y del Metanol
Este medio basico sirve tanto para agqueas metanogénicas acetoclasticas, como

para las del metanol. Adicionar en bal6n aforado de 1000 mL:

Solucién mineral de Balch sin sulfatos 50 mL
Solucién oligoelementos sin sulfatos 10 mL
Solucién de resarzurina al 0.1% 1.0mL
Solucién de Fe (SOy). 7H,0 al 0.2% 1.0 mL
Solucion de selenito de sodio al 0.18% 1.0 mL
Extracto de levadura 0.1g
Peptona tripticasa 0.1g
KoHPO, 039

Completar el volumen a preparar con agua destilada.

Adicion del sustrato especifico para cada grupo trofico

e Arqueas Metanogénicas Acetoclasticas -AMA-. Adicionar 4.0 g de acetato de
sodio a 500 mL del medio basico para arqueas metanogénicas.

e Arqueas Metanogénicas del Metanol -AMM-. Se adicionan 0.32 mL de

metanol a 500 mL de medio basico para arqueas metanogénicas.

Medir pH de cada medio y ajustar entre 7.1 y 7.2. Marcar el nivel en el recipiente,
adicionar 10% de agua destilada adicional y llevar a ebullicion por dos minutos.

Continuar como se hizo para el primer grupo.
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5. Arqueas Metanogénicas Hidrogenotroficas

En un balén aforado de 1000 mL adicionar:

Solucion mineral de Balch sin sulfatos 50 mL
Solucién oligoelementos sin sulfatos 10 mL
Solucion de resarzurina al 0.1% 1.0 mL
Solucion de FeCl,. 4 H,0al 0.2% 1.0 mL
Solucion de selenito de sodio al 0.18% 1.0 mL
Solucion de NiCl,.6 H,O al 0.05% 0.5 mL
Extracto de levadura 05¢g
Peptona tripticasa 0.1g
K,HPO, 0.3g
Formiato de sodio o acido férmico 8.0¢g

Completar el volumen a preparar con agua destilada. Medir pH y ajustar entre 7.1
y 7.4 con NaOH 1N. Marcar el nivel en el recipiente, adicionar 10% de agua
destilada adicional y llevar a ebullicion por dos minutos. Continuar con el

procedimiento como los medios anteriores.

6. Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato y Acetato

Disponer de un balén aforado de 1000 mL adicionar:

Solucién oligoelementos sin sulfatos 1.0mL
Solucion de resarzurina al 0.1% 1.0 mL
Extracto de levadura 10g
K;HPO, 0.2¢g
NH, CI 05¢
NacCl 12g
FeCl,. 4H,0 0.36 ¢
MgCl,. 6H,0 0.4¢9
CaCl,. 2H,0 0.15¢

Completar el volumen a preparar con agua destilada.

Adicion del sustrato especifico para cada grupo tréfico
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e Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato -BSRL-. Adicionar 4.25 mL de
lactato de sodio al 60% o 2.5 mL de &cido lactico para 500 mL del medio y
ajustar pH a 6.8.

e Bacterias Sulfatorreductoras del Acetato -BSRA-. Se adicionan 1.5 g de
acetato de sodio a 500 mL de medio basico y ajustar pH a 6.7.

Marcar el nivel en el recipiente, adicionar 10% de agua destilada adicional vy llevar

a ebullicion por dos minutos. Enfriar bajo atmosfera de N y verificar que el

volumen se mantenga. Cuando esté a temperatura ambiente, por cada 500 mL de

medio, agregar 2.5 g de NaHCO3. Continuar como en los medios anteriores.

Antes de utilizar los medios, adicionar con jeringa a cada frasco:

Solucién de Cisteina — HCl al 2.5% 0.1 mL

Solucién diluida de vitaminas de Balch 0.05 mL

PREPARACION DE SOLUCIONES

1. Solucién de oligoelementos
Se prepara sin sulfatos para evitar inhibicion por bacterias sulfatorreductoras.

Utilizar bal6n aforado de 1000 mL y adicionar:

Acido Nitrilotriacético * 15¢
MgCl,. 6H,0 25¢
MnCl,, 4H,0 0.6¢g
NacCl 10g
FeCl,.4H0 0.1g
CoCl,, 6H,0 0.1g
CaCl,, 2H,0 0.1g
ZnCl, 0.1g
CuCl,, 2H,0 0.01g
AICI, 0.01g
H3:BO; 0.01g
NaMoO; .2 H,0 0.01g

*Se disuelve con KOH 10N o 1N hasta pH 6.5 antes de adicionarlo
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Completar el volumen con agua destilada y ajustar el pH a 7.0 con KOH 1N.
Envasar en volumenes de 40 mL, cerrar los frascos con tapones de caucho y
sellar con agrafes de aluminio. No es necesario desplazar el oxigeno ni esterilizar.

Guardar en refrigeracion.

2. Solucién diluida de vitaminas de Balch

Utilizar balon aforado de 1000 mL y adicionar:

Biotina (vit H) 2.0mg
Acido p — aminobenzoico (PABA) 5.0 mg
Cianocobalamina 0.1 mg
Tiamina HCI (vit B,) 5.0 mg
D. L. Pantotenato de Ca 5.0 mg
Acido nicotinico 5.0 mg
Piridoxina — HCI (vit Be) 10.0 mg
Acido félico 2.0 mg
Riboflavina (vit B,) 5.0 mg
Acidolipdico (thioico) 5.0 mg

Completar el volumen con agua destilada y esterilizar por filtracion con membrana
de 0.22 mm en anaerobiosis, no usar autoclave por la labilidad de las vitaminas
con la temperatura. Envasar en frascos de 50 mL, cerrarlos usando tapén de

caucho y sellar con agrafes de aluminio. Almacenar a 4° C.

3. Solucion mineral de Balch
Esta solucién se prepara sin sulfatos para evitar la inhibiciébn por presencia de

bacterias sulfato-reductoras. En balén aforado adicionar:

KH,PO, 6.09 1209
NH,CI 5.09 100 g
MgCl,. 6H,0 219 4.2 g
CaCl. 2 H,0 0.16 g 0.32 g
NaCl 1209 24.0 g
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Completar el volumen con agua destilada y disolver completamente. Envasar y
cerrar los frascos usando tapones de caucho sellados con agrafes de aluminio. No
es necesario mantener un ambiente anaerobio. Esterilizar en autoclave a 121°C y

15 psi durante 15 minutos. Dejar enfriar y guardar en refrigeracion.

4. Agua anoxica

Medir agua destilada de acuerdo al volumen a preparar, mas un 10% adicional y
llevar a ebullicion fuerte por dos minutos. Bajar del fuego y dejar evaporar el
volumen adicional. Inyectar nitrégeno cuando esté terminando de enfriarse y

proceder a la preparacion de la solucion que se necesite

5. Agua reducida para diluciones
Utilizar balon aforado de 1000 mL y adicionar:

K, HPO, 03¢
Solucién mineral de Balch sin sulfuros 50 mL
Solucién de resarzurina al 0.1 1.0 mL

Se completa el volumen con agua destilada, Marcar el nivel en el recipiente,
adicionar 10% de agua destilada adicional y llevar a ebullicion por dos minutos.
Enfriar bajo atmosfera de N, y verificar que el volumen se mantenga. Cuando esté

a temperatura ambiente, agregar:

NaHCO; 509
Cisteina - HCI 05¢g

Servir en frascos apropiados para las diluciones que se vayan a hacer del in6culo
o de la mezcla de los biorreactores a los que se les quiera hacer caracterizaciéon
de los grupos tréficos mediante la técnica del Namero Mas Probable -NMP-. Un
volumen conveniente es 9.0 mL del agua reducida en cada frasco, cerrarlos con
tapdn de caucho y agrafes de aluminio. Hacer intercambio gaseoso introduciendo

una aguja sola a través del tapon y otra conectada a una manguera con N, para
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desplazar con éste el oxigeno y asegurar un ambiente anaerobio. Cerrar y retirar
primero la aguja del gas y después la de desalojo para no sobresaturar. Esterilizar
en autoclave a 121°C y 15 psi por 15 minutos, dejar enfriar y guardar en
refrigeracion. Antes de utilizarlos para hacer las diluciones de las muestras que se

van a sembrar, adicionar a cada frasco:

Na,S. 9H,0 al 2.0% 0.1 mL

6. Solucion de sulfito de sodio al 2 %

En un balon aforado apropiado para el volumen a preparar, adicione:

Para 100 mL: Na,S. 9H,0 20g

Completar el volumen con agua anoxica. Envasar en frascos de 10 o 20 mL,
cerrarlos con tapon de caucho y agrafes de aluminio. Hacer intercambio gaseoso
introduciendo una aguja sola a través del tapon y otra conectada a una manguera
con Ny, para desplazar el oxigeno de la botella sin sobresaturarla. Esterilizar en

autoclave durante 15 minutos. Dejar enfriar y guardar en refrigeracion.

7. Solucion de cisteina — HCI al 2.5%
En un balon aforado apropiado para el volumen a preparar, adicione:
Para 100 mL: Cisteina—HCI 2.5¢g

Completar el volumen con agua anoxica y continuar como la solucion anterior.

8. Solucion de NiCl; al 0.05 %

En un balon aforado apropiado para el volumen a preparar, adicione:

Para 50 mL: NiCl,. 6H20 0.025¢g

Completar el volumen con agua andxica y continuar como las soluciones

anteriores.

9. Solucién de FeSO,al 0.2 %

En un balén aforado apropiado para el volumen a preparar, adicione:
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Para 50 mL: Fe (SO4). 7H20 01g
Completar el volumen con agua anoOxica y continuar como las soluciones

anteriores.

10. Solucioén de selenito de sodio al 0.18 %

En un balén aforado apropiado para el volumen a preparar y adicionar:

Para 50 mL: Selenito de sodio 0.09 g

Completar el volumen con agua andxica y continuar como las soluciones

anteriores

11. Solucién de azul de bromotimol al 0.1 %
En un balon aforado apropiado para el volumen a preparar y adicionar:
Para 50 mL: Azul de Bromotimol  0.05 g

Completar el volumen con NaOH 0.1N y continuar como las soluciones anteriores

REFERENCIA:
Diaz-Baez et al., 2002.
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ANEXO C

CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

Determinacion de ART por el método del &cido dinitrosalicilico -DNS-

Se prepard una solucién con una concentracion de glucosa de 2.0 g/L a partir de
un patron, a partir de la cual se prepararon diluciones en concentraciones
diferentes abarcando un amplio rango. Se procesaron por el método de DNS y se

leyeron en el espectrofotometro a 540 nm.

Se construyd la curva y la ecuacion de la recta se utilizé para hallar la

concentracion de las muestras a las que se les ley6 la absorbancia.

CURVA DE CALIBRACION GLUCOSA
0,9 -
08 - *
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4

y =0,3724x - 0,026

ABSORBANCIA

0,3 R?=0,9937
0,2
0,1
0 ; ; .
1,5 2 2,5

-0,1
Concentracion (g/L)
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ANEXO D
CALCULO DE LAS ACTIVIDADES DEL INOCULO

Actividad Hidrolitica

Ejemplo con la variable de seguimiento: Azucares Reductores Totales -ART-

AH FC g DQO Gluc g Gluc 1
= _— % *
g Gluc ™ L d g SSV in6c
DQO Gluc Gluc 1
AH = FC L *m g *
g Gluc L.d ™ SV inbc
v
DQO Gluc Gluc V in6c
AH = FC L *m g * —
g Gluc L.d m g SSV in6c
En donde:
FC =1.067 g DQO/g Gluc m =8.978 g Gluc /L .d
Volumen inéculo = 0.091 L Masa in6culo = 0.44 g SSV
2,00 - ;
200 7| _ g 9788x- 2,4658
1,60 - 1,60 - R?=0,995
<1,20 - 1,20 -
& =
0,80 - 0,80 -
4 oo
0,40 - 0,40 -
0,00 T T : 0,00 T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,000 0,200 0,400 0,600
TIEMPO (dias) TIEMPO (dias)
g DQO Gluc g Gluc 0.091L
AH = 1.067 ———— 978
gGluc L.d = 044gSsV

AH = 1.98 g DQO Glucosa g SSV.dia

109



ANEXO E

CALCULO DE LAS ACTIVIDADES DEL INOCULO

Actividad Metanogénica Especifica Acetoclastica

Ejemplo con la variable de seguimiento: Produccién de metano.

E n donde:

P =11.53 mL CHJ/dia
Vin=0.091L

p mL CH,
AME(4) = dia
FC ’ZLDZ*Z « Vi, L * SSV,, g/L

FC =430 mL CH./g DQO
SSV iy = 4.92 g SSVIL

AME (A)

y=11,527x - 3,7267

20 1 R%=0,9998
10
0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 - T T 1
TIEMPO (dias) 2 4 5 6
TIEMPO (dias)
11.53 DLl
AME(A) = dia
430 % « 0.0091L + 492 g SSV

AME A =0.598 gDQO g SSV.dia
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