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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE CONSORCIOS MICROBIANOS PARA LA PRODUCCION DE BIOGAS
A PARTIR DE RESIDUOS DEL FIQUE *

AUTOR: MABELJULIANA QUINTERO SILVA **

PALABRAS CLAVES: Biodegadacion, Pulpa De Fique, Liquido Ruminal, Estiércol De Cerdo,
Biogas, Metano, Digestion Anaerobia.

Se realizaron estudios de actividad hidrolitica, metanogénica y afinidad al sustrato, para
seleccionar un indculo eficiente para degradar pulpa de fique y producir biogas. Los ensayos de
actividad hidrolitica y metanogénica fueron realizados utilizando celulosa (10 g/L) y acetato de
sodio (10%) como sustratos modelo respectivamente. Los ensayos de afinidad contenian 1g de
SV de pulpa de fique/1 g de SV de in6culo. Todos los ensayos fueron realizados en
bioreactores de 500 ml e incubados a una temperatura de 39 + 2°C durante todos los dias de
reaccion. El inéculo seleccionado fue la co-digestion estiércol porcino/liquido ruminal
obteniendo valores de actividad hidrolitica de 0,071 mg/ml*dia, actividad metanogénica de
0,209 gDQO/gSSV*dia y afinidad al sustrato de 0,446 m® CH,/Kg SV.

Al inoculo seleccionado se le realizé identificacion de grupos tréficos utilizando la
técnica del numero mas probable (NMP). Los grupos diferenciados fueron Bacterias
fermentativas, Sulfato reductoras, Sintréficas y Metanogénicas.

Posteriormente, se determiné de la relacién inoculo/sustrato 6ptima para el proceso.
Los ensayos realizados utilizaron relaciones indculo/sustrato de 0,5, 1 y 2 g de SST y un
volumen de operacién de 500 ml. El tiempo de reacciéon fue de 15 dias y la temperatura se
mantuvo a 39 + 2°C. Los mejores rendimientos de metano (0,44 m® CH4/Kg SV) fueron
alcanzados utilizando la relacion de 2 g SST.

Finalmente, se utilizé un disefio experimental 2° para evaluar el efecto las condiciones
de cultivo (temperatura, agitacion y aireacién) en la degradacién anaerobia de la pulpa de fique.
Los experimentos fueron realizados en reactores de 500 ml, utilizando la relacion
inéculo/sustrato seleccionada. El tiempo de incubaciéon fue de 15 dias. Los resultados
obtenidos mostraron que las mejores condiciones de cultivo para el proceso fueron:
temperatura de 25 °C, agitacion de 120 rpm y tiempo de aireacion de 0 horas.

* Trabajo de investigacion

** Facultad de Salud. Departamento de ciencias basicas.
Directora:Claudia Cristina Ortiz Lépez PhD.
Codirectora:Carolina Guzman Luna PhD.
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ABSTRACT

TITLE: SCREENING OF MICROBIAL CONSORTIA FOR ANAEROBIC DEGRADATION OF
FIQUE PULP WASTES *

AUTOR: MABELJULIANA QUINTERO SILVA **

KEYWORDS: KEYWORDS: Biodegradation, Fique pulp, Ruminal liquid, Pig waste sludge,
Biogas, Methane, Anaerobic Digestion.

This work presents a study of the selection of an appropiate inoculum for Fique pulp
degradation and biogas production using the hydrolytic and methanogenic activities of the
inoculum, as well as, its affinity towards the substrate. Experimental tests of methanogenic and
hydrolytic activity were done in using model substrates, such as, cellulose (10 g/L) and sodium
acetate (10 %), respectively. Affinity substrate tests were made using a ratio of 1 g SV Fique
pulp/ 1 g SV inoculum. All essays was made in 500 ml bioreactors using an incubation
temperature of 39 + 2°C during all days of reaction. Co-digestion made by the combination of
ruminal liquid and pig manure was selected as the adequate inoculum for the anaerobic fique
pulp degradation, thus reaching hydrolytic and methanogenic activities values of
0,071/mg.mL.day, and 0,209 gDQO/gSSV*day, respectively, and also, it was reached 0,446 m3
CH4/Kg SV for substrate affinity.

The trophic groups for the selected inoculums were identified. This procedure was done
using the most probable number technique (MPN). The different groups that found were;
fermentative bacteria, sulphate reducers bacteria, methanogenic and Sintrophic bacteria.

Moreover, it was identified the optimum inoculum/substrate ratio for the process.
Several experiments were made using inoculum/substrate ratios of 0,5, 1 and 2 g SST, in 500
mL bioreactors. The biodigestion process was followed during 15 consecutive days at 39 + 2°C.
The highest values of methane production; 0,44 m3 CH4/Kg SV, were reached using an
inoculums/substrate ratio of 2 g SST.

In addition, the effect of the culture parameters (temperature, agitation and aeration
time) was analyzed using a 23 experimental design. Experiments to determine the most
favorable conditions for operation were made on 500 mL biorreactors, using an
inoculum/substrate ratio of 2 g SS. Results showed that optimum conditions for the methane
production, using fique pulp, were achieved at 25 °C with a agitation of 120 rpm and aeration
time 0 hours.

* Research Paper

** Faculty of Health. Basic Science Department.
Director: Claudia Cristina Ortiz Lépez PhD.
Co-director: Carolina Guzman Luna PhD.
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1. INTRODUCCION

1.1GENERALIDADES

En Colombia existen aproximadamente 24.000 hectareas sembradas de
fique (Furcraeasp, familia Agavaceae), de las cuales unicamente el 3% es
destinado a la produccion de la fibra que se utiliza para la elaboracién de
productos artesanales. El 97% restante corresponde a desechos (jugo y
bagazo), los cuales son eliminados directamente en suelo y agua, ocasionando

graves problemas de contaminacion [1].

La composicion fisicoquimica de la pulpa de fique indica que estos residuos
pueden ser utilizados como sustrato para la produccion de biogas [2]. En
general, el residuo se caracteriza por tener en su estructura polimeros
complejos como celulosa, hemicelulosa y lignina. Por lo tanto la degradacién
de la pulpa requiere de microorganismos capaces de hidrolizar o romper estos
polimeros hasta compuestos simples como azucares y acidos grasos [3]. De
esta manera, la seleccidn del consorcio microbiano constituye una etapa

determinante del bioproceso de digestién anaerobia [4-9].

La digestion anaerobia se realiza en cuatro etapas: a) hidrolitica, b)
acidogeénica, c) acetogénica y d) metanogénica. Estas etapas son desarrolladas
por consorcios microbianos que actuan en sintrofia [4, 5, 8, 10]. Durante la
etapa hidrolitica se generan compuestos mono y policarbonados a partir de los
compuestos organicos iniciales (celulosa, almidones, proteinas y grasas).
Durante la etapa acidogénica se producen acidos organicos volatiles (acetato,
propionato, butirato, valerato), diéxido de carbono e hidrégeno. Posteriormente
durante la etapa de acetogénica se sintetizan acetato, hidrogeno y dioxido de

carbono. Finalmente en la etapa metanogénica se obtienen gas metano vy
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dioxido de carbono, como productos mayoritarios del proceso metabdlico [4,
10].

Para llevar a cabo la produccion de gas metano, se han utilizado diferentes
consorcios microbianos que incluyen lodo anaerobio proveniente de plantas de
tratamiento primario de aguas residuales, liquido ruminal, estiércol porcino o
bovino, compost y cultivos puros de microorganismos [11-16]. Otra alternativa
para aumentar la biodegradabilidad del sustrato es la co-digestion, que consiste
en mezclar consorcios de diferentes fuentes y proporciones [17-21]. La
seleccién de un inéculo apropiado para la degradacién metabdlica de un
sustrato hacia metano depende de su actividad hidrolitica, metanogénica y su
capacidad de afinidad al sustrato, de acuerdo con las siguientes definiciones [3,
6-8].

-La Actividad Hidrolitica (AH) indica la habilidad inherente de una poblacién
microbiana para degradar fuentes de carbono (celulosa, almidon, etc); se

cuantifica como la velocidad especifica de consumo de sustrato [3, 22, 23].

-La Actividad Metanogénica Especifica (AME) se refiere a la capacidad de
la biomasa microbiana para transformar la materia organica en metano; se
expresa como la masa de sustrato, en términos de Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) que es convertida a metano, por unidad de biomasa y por
unidad de tiempo (gDQO-CH4/gSSV dia) [8].

-La Capacidad de Afinidad al sustrato (CAS) corresponde a la habilidad que
tienen los microorganismos para producir gas metano a partir de un sustrato

determinado [4].

La presencia de los diferentes grupos tréficos es determinante al momento
de llevar a cabo las cuatro etapas necesarias para la produccion de metano [8],
por lo tanto, el estudio de las diferentes poblaciones microbianas
(metabolicamente activas) presentes en un consorcio metanogénico y su

cuantificacion, sirven para evaluar su el desarrollo del bioproceso. De igual
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forma es importante determinar las condiciones de operacion a las cuales sera
desarrollado el proceso de digestion anaerobia, ya que los consorcios son

sensibles a cambios ambientales bruscos [4, 5, 24].

En este trabajo de investigacion se realizara el estudio de diferentes
consorcios microbianos para produccion de gas metano, a partir de residuos
obtenidos del beneficio del fique cultivado en Mogotes, Santander. Inicialmente,
se seleccionara el mejor inéculo teniendo en cuenta los valores maximos de
rendimiento de producto en sustrato (Yp/s), definido como concentracion de
gas metano producido por unidad de sustrato. La determinacién se realizara
con base en la AH, la AME y la CAS. Posteriormente, se realizara una
caracterizacidon microbiolégica del consorcio microbiano seleccionado para
determinar los grupos troficos presentes. Finalmente, se evaluaran las mejores
condiciones de produccion a escala de laboratorio, teniendo en cuenta la

actividad metanogénica y eficiencia de biodegradabilidad de sustrato.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes consorcios microbianos para la produccion de biogas

utilizando como sustrato los desechos generados del beneficio del fique.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la capacidad de diferentes consorcios microbianos para producir

biogas, utilizando acetato como sustrato modelo.

Evaluar la capacidad hidrolitica de diferentes consorcios microbianos

productores de biogas, utilizando celulosa como sustrato modelo.

Determinar la capacidad de afinidad de diferentes consorcios microbianos al

sustrato (pulpa de fique) para la produccién de biogas.

Seleccionar el mejor consorcio productor de biogas utilizando como

sustrato los desechos generados a partir del beneficio del fique.

Determinar los grupos tréficos presentes en el consorcio microbiano

seleccionado.
Estudiar el efecto de las condiciones de cultivo: temperatura, pH, agitacion,

aireacion y relacion sustrato/inéculo utilizando el consorcio previamente

seleccionado.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1EL FIQUE Y SU INDUSTRIA

La planta de fique pertenece a la familia Agavaceae y al Género
Furcraeasp, es tropical y crece en la mayoria de climas del pais. El fique se ha
utilizado mundialmente para extraer su fibra, llamada “cabuya”. En Colombia y
paises como Bangladesh, India, China, Tailandia y Brasil se ha utilizado
industrialmente para elaborar hamacas, redes, empaques, artesanias, sogas,
cordeles, agromantos, geotextiles, entre otros [1]. En Tanzania se ha
investigado ampliamente acerca de la produccién de biogas a partir de los
desechos generados durante el beneficio del fique. Los primeros resultados se
obtuvieron mezclando pulpa de fique con desechos de pescado obteniendo una

produccion entre el 59 — 94 % de metano [12].

En Colombia, se estima que existen 24 mil hectareas sembradas de fique.
El beneficio genera anualmente, alrededor de 500 millones de kilos y/o litros de
subproductos provenientes de los jugos y bagazos [25]. En consecuencia, se
produce una problematica ambiental debida a la acumulacion de estos

residuos.

Actualmente el pais cuenta con cuatro industrias procesadoras de fibra:
Coohilados del Fonce, Compafia de Empaques S.A., Empaques del Cauca
S.A. e Hilanderias Colombia Ltda. Adicionalmente se encuentran alrededor de
3000 talleres familiares para la produccién artesanal de empaques. Los
principales departamentos productores de fique en el pais son Cauca, Narifo,

Antioquia, Santander y Boyaca [1].

Santander es el segundo productor de fique a nivel nacional. Los cultivos se

ubican en los municipios de Mogotes, San Joaquin, Onzaga, Curiti, San Gil y
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Aratoca, donde existen aproximadamente 3.369 hogares de economia
campesina (alrededor de 20.000 personas), dedicados a este rengldn
productivo en un area cultivada de 4.446 hectareas, con una productividad de

1060 Kg/ha al afio [1]. En relacién con el desarrollo de productos alternativos
en nuestro departamento, se destacan el Centro de Investigacion en Celulosa y
Papel-CICELPA, en la produccion de papel a partir de la fibra de fique,
CORPOICA, en el manejo agronémico y control de plagas y la Corporacion
Bucaramanga Emprendedora, en gestion tecnoldgica. Sin embargo, el nivel de
desarrollo tecnoldgico e investigativo adelantado por parte de los actores de la

cadena productiva es minimo.

Adicionalmente, se han adelantado importantes investigaciones dirigidas
hacia el aprovechamiento del jugo, el bagazo y la fibra, en la produccion de
nuevos materiales relacionados con la obtencion de compuestos activos
farmacéuticos, agentes tensoactivos, bioinsecticidas, papel y fibrorreforzados
[26, 27]. En el departamento de Narifio, las investigaciones sobre el jugo del
figue demostraron la presencia de hecogenina y tigogenina. La hecogenina es
un compuesto activo de mas de cien medicamentos utilizados para el
tratamiento de deficiencias suprarrenales, enfermedades de piel, cuadros
inflamatorios, impotencia y otras necesidades relacionadas con la salud.
Adicionalmente se ha reportado que existe deficiencia de hecogenina a nivel
mundial [28]. Sin embargo, pocos investigadores han trabajado sobre la
produccion de biogas a partir del fique ya que es un residuo lignoceluldsico y
contiene una alta concentracion de saponinas, que pueden inhibir el

metabolismo de los microorganismos metanogénicos [28, 29].

3.2DIGESTION ANAEROBIA

La digestién anaerobia se define como el proceso biolégico en el que la
materia organica se metaboliza en un ambiente libre de O, o precursores de
este. Este proceso se lleva a cabo mediante fermentacién anaerdbica y/o

respiracion anaerdbica en funcion del tipo de receptores de electrones [4].
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Durante la fermentacidén anaerdbica la materia organica se cataboliza por
accion de microorganismos anaerobios estrictos o facultativos. Este proceso
degradativo se realiza principalmente por reacciones de oxido-reduccion en
ausencia de un aceptor de electrones externo haciendo que se genere poca
energia a partir del sustrato. Sin embargo 2/3 del metano total producido se
genera mediante fermentacion anaerdbica, en la cual el acetato actia como
donante y aceptor de electrones al mismo tiempo. La produccion de metano por

esta via se conoce como metanogénesis acetoclastica [4].

En cuanto a la respiracion anaerdbica, es un proceso que exige un aceptor
de electrones externo como CO,, (S04)*>” 6 NO*™ para la eliminacién de los
electrones generados durante la degradacién de la materia organica. En esta
etapa se libera mayor energia que en la etapa de fermentacién, sin embargo se
genera 1/3 del total del metano producido [4]. Cuando el CO, actua como
aceptor de electrones, este se reduce finalmente a metano. La produccion de
metano por esta via se conoce como metanogénesis hidrogenofilica. Algunos
microorganismos como los homoacetdgenos utilizan el CO, como aceptor de
electrones para reducir el Hy y producir acido acético, el cual es el principal
precursor del metano [4, 5]. Por otra parte La presencia de (SO4)*" como
aceptor de electrones en un ambiente anaerobio desvia parte de la materia
organica hacia la reduccion de sulfatos por Bacterias Sulfato Reductoras

(BSR), lo que no es muy conveniente para el bioproceso [4, 5, 10, 30].

Independientemente de la via por la cual se desarrolle el proceso digestidon
anaerobica ya sea fermentacion o respiracion, deben ocurrir cuatro etapas
(hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis) para realizar la

produccion final de metano.
3.2.1 Etapas de la digestion anaerébica

La transformacion de las macromoléculas complejas, por ejemplo,
proteinas, hidratos de carbono (polisacaridos), y los lipidos presentes en la
materia organica, en productos tales como el metano y el diéxido de carbono

se logra a través de cuatro etapas metabdlicas mediadas por varios grupos de
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microorganismos [4, 5, 10, 31]. Estas macromoléculas son transformadas en
compuestos simples y solubles, como aminoacidos, azucares, acidos grasos de
cadena larga y glicerina, por acciéon de enzimas extracelulares excretadas por
bacterias fermentativas (grupo 1). Este paso es comunmente conocido como
Hidrdlisis o licuefaccidon. La etapa de hidrdlisis puede ser un paso limitante

en los procesos de tratamiento anaerobio [4, 5, 10, 31].

Los productos solubles generados por las bacterias fermentativas en la
etapa hidrolitica del proceso son convertidos en una mezcla de acidos
organicos, hidrogeno y diéxido de carbono. Esta etapa se conoce como
Acidogénesis, que es la generacién de acidos grasos volatiles (AGV), como el
acido propidénico y butirico. Estos AGV junto con el etanol se convierten en
acido acético, hidrégeno y diéxido de carbono por accion de otro grupo de
bacterias, conocidas como bacterias acetogénicas productoras de hidrogeno

(grupo 2), durante la etapa de Acetogénesis [4, 5, 10, 31].

El acetato, el Hy, y el CO;, generados en la etapa anterior, son los sustratos
primarios para la Metanogénesis. Esta variedad de intermediarios, hace que la
metanogénesis, etapa final del proceso de digestion anaerébica, se realice a
través de tres vias principales: metanogénesis hidrogenofilica, metanogénesis
acetoclastica, y la via metilotréfica. El desarrollo del proceso de producciéon de
biogas por cualquiera de estas tres vias, depende del sustrato que se

encuentre en mayor concentracion en el medio [4, 5, 10, 31].

La metanogénesis hidrogenofilica es realizada por bacterias metanogénicas
hidrogenofilicas (grupo 4). Estas bacterias utilizan el H; producto del
catabolismo de otras bacterias del sistema, como bacterias fermentativas,
especialmente clostridios y bacterias acetogénicas para la produccion de
metano. Esta via contribuye con la generacion de un 28% del metano de un

proceso de tratamiento anaerobio [32].

La metanogénesis acetoclastica es un proceso catabdlico que contribuye en
la generacion del 72% del total del metano producido. En esta via el acetato es

convertido en metano. Los grupos de microorganismos implicados en la
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generacion de metano a partir de acetato se conocen como bacterias
metanogénicas acetoclasticas (grupo 5) [31]. Dado que el metano es generado
principalmente a partir de acetato (produccion acetoclastica) esta etapa
también puede ser otro paso limitante en el tratamiento anaerobio de residuos
[31].

Finalmente la via metilotréfica cataboliza compuestos que contienen grupos
metilo, como el metanol, las mono-, di-, y trimetilaminas, y el sulfuro de
dimetilo. ElI grupo metilo es transferido a un compuesto aceptor de grupos
metilos y posteriormente es reducido a metano. Los electrones para la
reduccién del metilo se pueden obtener mediante la oxidacién de una fraccion
de los grupos metilo a CO, o mediante el uso de H, como un donante de
electrones [4, 31]. Esta via es realizada por bacterias homoacetdégenas (grupo

3), pero no ha sido ampliamente estudiada.

El objetivo final de cada una de estas etapas ademas de la produccién de
metano es la estabilizacién anaerdbica de residuos un residuo, y para lograr
esto debe existir una relacién simbiética o sintréfica entre los microorganismos
hidroliticos, acetdgenos y metandgenos. Esta relaciéon simbidtica mantiene el

sistema anaerdbico bien equilibrado [4, 5, 10, 31].
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Figura 1. Etapas del proceso microbioldgico[5].

3.2.2 Grupos microbianos

- Bacterias fermentativas (grupo 1): Este grupo de bacterias es el
responsable de las primeras etapas de la digestion anaerdbica (hidrolisis y
acidogeénesis). Las especies anaerobias pertenecientes a la familia de la
Streptococcaceae y enterobacteriasy los géneros de Bacteroides, Clostridium,
Butyrivibrio,  Eubacterium,  Bifidobacterium, Lactobacillus, son los
microorganismos mas comunmente involucrados en este proceso. Los

productos de la hidrolisis de proteinas, por ejemplo, los péptidos y los
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aminoécidos, se fermentan a AGV, CO,, Hy, NH,*, y Sy por accion de bacterias

fermentativas como los clostridios [4, 5, 10, 31].

Los diversos tipos de sustratos y las condiciones ambientales determinan la
generacion de los productos finales del metabolismo. Por ejemplo una baja
presion parcial de hidrogeno, favorece la formacion de acetato, CO, y H, que
son los principales sustratos para los microorganismos metandgenos. Es por

esto que la regulacion de la presencia de H; es importante [4, 5, 10, 31].

- Bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno (grupo 2): Este grupo
de bacterias metaboliza acidos organicos de tres carbonos o mas (propionato,
butirato, etc), etanol, y algunos compuestos aromaticos como benzoato
convirtiéndolos en acetato, H, y CO,. Sin embargo para que los
microorganismos pertenecientes a este grupo realicen sus funciones
metabdlicas adecuadamente, debe existir una relacién simbidtica con bacterias
metanogénicas hidrogenofilicas. Esto se debe a que el consumo de hidrogeno
por parte de las bacterias metanogénicas, mantiene bajo el nivel de la presion
parcial del hidrogeno, proporcionando un ambiente favorable para que las
bacterias acetogénicas degraden los compuestos organicos mencionados en
acetato, H, y CO, [4, 5, 10, 31, 32]. El proceso anterior es comunmente
conocido como transferencia entre especies de hidrogeno y su importancia
radica en la asociacion que tiene con la oxidacién del propionato. La
acumulacion de este acido organico puede generar inhibicion de la
metanogénesis. Es por esto que la configuracion del reactor, los suplementos
de nutrientes, y las caracteristicas del sustrato, son importantes para mejorar el

metabolismo del acido propidnico [32].

- Bacterias homoacetégenas (grupo 3): Las bacterias homoacetégenas se
denominan asi porque realizan la sintesis de acetato como producto principal
de su metabolismo a partir de fuentes diferentes a los acidos organicos como
CO, y metanol. Estas bacterias pueden ser autétrofas o heterdtrofas. Las
bacterias homoacetégenas autoétrofas utilizan una mezcla de hidrégeno y
diéxido de carbono (el CO, actua como fuente de carbono) para realizar los

procesos de sintesis de la célula. Algunos homoacetdogenos pueden utilizar
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monoxido de carbono como fuente de carbono. Las bacterias homoacetégenas
heterétrofas utilizan sustratos organicos tales como formato y metanol como
fuente de carbono, para la generacion de acetato como producto final [4, 5, 10,
31].

o0 Bacterias homoacetdégenas autétrofas [5, 8]
COy+Hy> CH3;COOH+2H,0
4C0O+2H,0 > CH3COOH + 2CO;

o0 Bacterias homoacetdégenas heterétrofas [5,8]
4HCOOH - CH3;COOH+ 2CO,+ 2H,0
4CH30H + 2C0O,> 3CH3;COOH+ 2CO0O,

- Bacterias metanogénicas (grupo 4 y 5): Los microorganismos
Metandgenos en la actualidad se encuentran clasificacion taxonédmicamente en
el dominio Archaea (antes estaban clasificados dominio Bacteria), teniendo en
cuenta sus caracteristicas fisicas genéticas y filogenéticas. Este grupo es
exclusivo de los microorganismos se diferencian de la bacterias verdaderas por
la ausencia de lipidos de membrana (por ejemplo, peptidoglicano), ademas de
la ausencia de RNA ribosomal. Los Metandégenos son microorganismos
anaerobios obligados, abundantes en la naturaleza, se encuentran en
ambientes anaerobicos ricos en materia organica, tales como pantanos,
ciénagas, lagunas, sedimentos lacustres y marinos, y el rumen de los animales
[4, 5,10, 31].

0 Bacterias metanogénicas hidrogenofilicas: Los géneros de
metanobacterias hidrogenofilicas mas frecuentes en reactores
anaerobios son Methanobacterium, Methanospirillum, y
Methanobrevibacter. Estos microorganismos utilizan H,/CO, como

sustratos para realizar la produccion de metano.

0 Bacterias metanogénicas acetoclasticas: Los dos géneros mas
importantes de este grupo son Methanosaeta y Methanosarcina
(anteriormente conocidos como Methanothrix). Methanosarcina,

presenta una morfologia esférica (coco) formando racimos grandes,
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puede utilizar varios sustratos ademas del acetato para la produccion
de metano como el metanol, las metilaminas y a veces H,/CO,. Por
otra parte Methanosaeta, se caracteriza morfolégicamente por ser

bacilo y crece solo en presencia de acetato [31]

Estos grupos microbianos no se encuentran liboremente en la naturaleza, de
manera contraria, se encuentran asociados en consorcios bacterianos, dentro
de los cuales pueden establecer las diferentes relaciones metabdlicas para su
desarrollo y crecimiento. Algunos de los diferentes consorcios microbianos

metanogénicos se describen en el siguiente numeral.

3.2.3 Indculos utilizados para la produccion de gas metano

La hidrdlisis o conversidn bioldgica de la celulosa y los demas componentes
presentes en la materia organica, se puede realizar utilizando diferentes
consorcios de microorganismos anaerobios como indéculo o cultivo primario.
Los in6culos mas estudiados son el lodo anaerobio proveniente de plantas de
tratamiento primario de aguas residuales (lodo PTAR) y el liquido ruminal [33,
34]. Sin embargo, en paises como China y México se han utilizado in6culos
obtenidos a partir de otras fuentes como lixiviados de vertedero, estiércol de
cerdo o vaca, compostaje, cultivos puros de microorganismos aislados de
diferentes ambientes [11, 12, 35].

El liquido ruminal ha sido ampliamente estudiado como indculo o cultivo
primario para el arranque de reactores metanogénicos, debido a la alta
actividad metanogénica y celulolitica que presenta. Estos microorganismos,
poseen una alta capacidad para descomponer polisacaridos como la celulosa,
lignocelulosa y hemicelulosa a sus respectivos monomeros. De esta manera,
se ha demostrado una mayor eficiencia de los reactores, cuando se utilizan
microorganismos ruminales en vez de lodos anaerobios, en procesos de

degradacion de sustratos vegetales [11, 13, 14].

El estiércol bovino y el estiércol de cerdo poseen una alta eficiencia en la

produccion de metano, y la posibilidad de adaptarse faciimente a diferentes
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sustratos. Estas caracteristicas los convierte en excelentes indculos para la
digestion anaerobia de residuos [36]. Por otro lado, el uso del lodo PTAR es
interesante, debido a los altos rendimientos de produccion de CH,4 obtenidos
(aproximadamente entre 70 y 85%). Sin embargo, este ultimo posee una baja

afinidad por sustratos de tipo vegetal [7].

Para mejorar los porcentajes de rendimiento de biogas en paises como
Estados unidos y Espafia, se han utilizado sistemas de co-digestion, realizando
mezclas de estos indculos, en diferentes proporciones, con el fin de aumentar
la biodegradabilidad del sustrato [17-19].

La eleccién del tipo de indculo, o de la mezcla a utilizar, en el caso de la co-
digestiéon, depende del rendimiento y produccién de metano por unidad de
sustrato. Es decir, por su actividad hidrolitica, metanogénica y su afinidad al

sustrato.

3.2.4 Tipos de residuos utilizados como sustrato para digestiéon

anaerdbica

Con el fin de aprovechar la maquinaria metabdlica que presentan los
microorganismos y hacer un uso integral de la materia organica, el hombre ha
desarrollado procesos fermentativos para obtener productos de mayor interés y
valor agregado. Un ejemplo de ello es el desarrollo de procesos para convertir

la biomasa residual en energia [37].

Los procesos de recuperacion por bioconversidon anaerobia, se pueden
iniciar a partir de diferentes residuos como desechos agroindustriales,
desechos solidos (estiércoles de animales) y desechos liquidos (aguas
residuales domeésticas y lodos). El producto principal obtenido del tratamiento
de estos residuos es el biogas que es una mezcla de gases compuesta
principalmente por metano y que puede ser utilizado como combustible.

Adicionalmente se obtienen otros subproductos que pueden ser utilizados
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posteriormente en otros procesos. A continuacion se presentan los principales

residuos utilizados:

- Desechos industriales: Los residuos de industrias alimenticias o
destilerias presentan un buen potencial para la aplicacion en procesos de
digestion anaerobia. El bagazo de cafa de azucar y las aguas residuales del
esta industria, constituyen un sustrato clasico para la produccion de biogas.
Igualmente los desechos de papa, frutas, vegetales y aguas residuales de la

industria lactea han sido usados para este fin.

- Desechos animales y biomasa agricola: La digestiéon anaerobia es un
proceso que presenta una alternativa para el tratamiento de residuos agricolas
como el estiércol de cerdo, biomasa lignocelulésica recalcitrante, bagazo de
maiz entre otros, ya que aumenta la digestibilidad de estos materiales y

presenta altos rendimientos en la produccién de metano.

- Desechos domésticos y municipales: Desde el siglo XIX en muchos
paises de Europa se han realizado procesos de digestion anaerobia utilizando
como sustrato desechos domésticos y aguas residuales, con el fin de reducir

los problemas de contaminacion y bioacumulacion de estos residuos.

En paises como Espafia, India, Suecia y Austria, se han utilizado desechos
de oliva, maiz, remolacha, y otros desechos urbanos, para la obtencién de
metano como energia renovable, obteniendo altos rendimientos de produccion
[15, 36, 38-40]. En Turquia y Japon se han utilizado desechos provenientes del
algodon y desechos sélidos de plantas acuaticas para la produccion de biogas
[41, 42]. Igualmente en Rusia se han aprovechado los desechos sdlidos de la

papa Yy la cebolla para la obtencion de gas metano [34].

En Colombia, se han utilizado desechos organicos urbanos y desechos
agricolas como estiércol de cerdo, para la produccién de biogas, alcanzando
altos rendimientos [25, 33, 43]. Sin embargo, un sustrato que despierta gran
interés para ser utilizado en sistemas de bioconversion anaerobia, es el residuo

generado durante el beneficio del fique. Este residuo esta constituido por un
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70% de pulpa vegetal que contiene celulosa, sacarosa, glucosa, fructuosa y
otros compuestos, que lo hacen un sustrato viable para la degradacién por

microorganismos metanogénicos [1].

3.2.5 Factores Ambientales que afectan la digestion anaerdbica

Los microorganismos anaerobios, especialmente los metanogénicos son
altamente susceptibles a cambios en las condiciones ambientales. La alta
vulnerabilidad de las bacterias metanogénicas y la tasa de crecimiento
extremadamente baja de un sistema de tratamiento anaerobio, hacen que se
requiera de un cuidadoso mantenimiento y vigilancia de las condiciones
medioambientales. Algunas de estas condiciones ambientales son la
temperatura, el pH, sustancias toxicas, y el potencial redox, la agitacion y la

aireacion.

3.2.5.1 Temperatura

Los procesos anaerdbicos, son mucho mas dependientes de la temperatura
que otros sistemas biolégicos. En un sistema anaerdébico, existen tres rangos
de temperatura 6ptima para la metanogénesis: psicrofila, mesofila y termdfila.
Los tipos de conversion anaerObica generalmente aumentan con la
temperatura hasta los 60 °C. La conversién anaerdbica tiene su maxima
eficacia en 5 - 15 °C para psicrofilos, 35 - 40 °C mesdfilos, y cerca de 55 °C

para termdfilos [4, 5].

La temperatura tiene un efecto significativo sobre la cinética de crecimiento,
el rendimiento de biomasa y producto, por tanto, los procesos termofilos
presentan mayores rendimientos que los procesos realizados a temperaturas
psicrofilas y mesofilas [4, 5]. Ademas de los procesos de digestion anaerobia
termofilos hay reduccion del tiempo de estabilizacion en comparacién con los
procesos mesofilos debido al crecimiento mas rapido de los microorganismos.

Sin embargo, los procesos termofilos poseen desventajas como una mayor
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susceptibilidad a la concentracion y tipo de sustrato y a los agentes toxicos [4,
5].

Por otra parte, algunas investigaciones sugieren que los procesos
anaerdbicos son capaces estabilizar la variacién de temperatura. La actividad
disminuye cuando la temperatura se reduce, pero se recupera inmediatamente

cuando la temperatura descienda a un valor 6ptimo.

3.25.2 pHy Alcalinidad

Los resultados del tratamiento anaerdbico se ven afectados por leves
cambios en el pH. Los microorganismos metandgenos son mas susceptibles a
la variacion del pH que otros microorganismos presentes en el consorcio
microbiano. Los microorganismos anaerobios se pueden agrupar en dos
grupos teniendo en cuenta el pH: los acidogénicos (pH entre 5,5 — 6,5) y los
metanogénicos (pH entre 7,8 — 8,2). El pH 6ptimo para una combinacion de
estos microorganismos esta en un rango 6,8 a 7,4; con un valor 6ptimo de 7 [4,
5, 31].

La actividad Metanogénica en funcion del pH muestra una drastica
disminucién a valores de pH superiores de 8,0 e inferiores a 6,5. El aumento
del pH podria ser explicado por el cambio de NH;* a un compuesto mas téxico
en forma de NHs;. Por otra parte en el proceso de tratamiento anaerobio, la
caida en el pH es a menudo causada por la acumulacion de AGV y / o la

generacion excesiva de dioxido de carbono [4, 5, 31].

Sin embargo los sistemas de tratamiento anaerobio poseen la capacidad de
amortiguar o mitigar los cambios de pH de manera eficiente, por la alcalinidad
natural generada por el sistema, producto de la degradacion de la materia
organica (COHNS), principalmente de las proteinas. Cada mol de compuestos
organicos de nitrégeno en teoria genera un equivalente de alcalinidad,
entonces el N-amonio reacciona con el dioxido de carbono produciendo
durante la reaccion bioquimica bicarbonato de amonio, lo que contribuye a la

alcalinidad [4, 5, 31]. Cuando AGVs comienzan a acumularse en el reactor
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anaerobico, y se neutralizan por la alcalinidad presente en el reactor, el pH se

mantiene estable [4, 5, 31].

La estabilidad de un sistema de tratamiento anaerobio también puede ser
evaluada por la relacion AGV/ALK (alcalinidad). Para el tratamiento anaerobio,
esta relacién debe ser de 0,1 — 0,25; para que sea favorable para el sistema y
no haya riesgo de acidificacion. Un aumento de esta relacion por encima de 0,3
— 0,4 indica fallas en el digestor y son necesarias medidas correctivas. Una
relacion de 0,8 o superior, significa reduccion del pH, inhibiciéon de la
produccion de metano y el fracaso del digestor [4]. ElI pH deseado durante la
operacion del reactor puede lograrse ya sea controlando el efluente de

alimentacion o el pH en el reactor en si.

3.2.5.3 Materiales Toxicos

La toxicidad de los procesos anaerdbicos, esta mediada por el afluente de
sustancias presentes en los residuos como, metales pesados, compuestos
halogenados, cianuro, y el fenol, o subproductos de las actividades metabdlicas
de los microorganismos como el amoniaco, los sulfuros, y los Acidos Grasos
Volatiles (AGVs). En algunos casos, la tolerancia se manifiesta por la afinidad
de los microorganismos a las sustancias toxicas. Estas observaciones
constituyen un avance importante para la viabilidad del tratamiento anaerobio
en situaciones dificiles, en particular para el tratamiento de aguas y otros
residuos industriales que contienen concentraciones significativas de

compuestos toxicos [4, 5, 10, 32].

- Amonio: Muchos desechos agroindustriales, especialmente los que
estan relacionados con la crianza y procesamiento de ganado, generan altos
niveles de amoniaco. El amoniaco puede estar presente en el residuo utilizado
como sustrato para el reactor o puede ser producido durante la degradacién
anaerdbica de los compuestos organicos nitrogenados como las proteinas o
aminoacidos. El tratamiento anaerdbico de estos residuos a menudo no tiene
éxito, debido a altas concentraciones de este compuesto [4, 5, 10, 32].

Concentraciones de amoénico entre 50 y 1000 mg/L no presentan reacciones
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adversas, pero concentraciones superiores a 1500 mg/L presentan inhibicién

de la metanogénesis por efecto téxico.

El nitrogeno libre del NH3 es la forma mas téxica del nitrégeno para los
microorganismos metanogénicos, ya que el amoniaco o la molécula no
ionizada del nitrogeno pueden penetrar a la célula a través de la membrana
celular y en concentraciones muy bajas es capaz de causar la muerte celular.
La toxicidad del amonio puede aumentar con la temperatura, los sistemas
anaerobios termodfilos son mas susceptibles al amonio que los sistemas
anaerobios mesdfilos, esto ocurre porque en los sistemas mesdfilos los
microorganismos sufren un proceso de afinidad a concentraciones aumentadas
de amonio [4, 5, 10, 32]. Por otra parte, el ibn amonio (NH4 +) es menos toxico
para la poblaciones microbianas del consorcio, ya que ayuda a mantener la
neutralidad del reactor [4, 5, 10, 32].

- Toxicidad de los Sulfuros: El sulfuro se produce durante el tratamiento
anaerobico de los efluentes que contengan residuos de azufre y que ademas
sean ricos en bacterias sulfato-reductoras. El sulfuro también es producido
durante la degradacion del azufre que contiene la materia organica (proteinas)
presentes en los residuos, tales como el estiércol de cerdo. El sulfuro de
hidrégeno (H»2S) es considerado toxico para los microorganismos metandgenos

por presentar una forma ionizada [4, 5, 10, 30, 32].

- Acidos Grasos Volatiles: El nivel de los AGV es un indicador de la
estabilidad de un sistema. Durante la degradacién anaerdbica, la materia
organica compleja hidrolizada genera compuestos de mas bajo peso molecular,
incluyendo acidos grasos de cadena corta (AGCC) (C-2-C-6). Esto incluye
principalmente acético, propionico y butirico y cantidades menores de
isobutirico, isovalérico, y caproico. En un sistema anaerdbico eficiente, la
concentracion de AGVs en el efluente es relativamente baja. Sin embargo
cuando la relacion simbidtica entre microorganismos acidogénicos y

metanogénicos se rompe, los AGVs se acumulan [4, 5, 8, 31].
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La inhibicion de los microorganismos metanogénicos debido a la toxicidad,
a cambios en los factores ambientales, o a las condiciones de limitacién de
nutrientes provoca la acumulacién de AGVs principalmente acetato, ademas de
hidrégeno, ocasionando a su vez una disminucion de los valores de pH. Pero
este efecto negativo causado por la acumulacion de AGVs se puede mitigar

manteniendo el pH dentro del rango 6ptimo (6.8 - 7.4).

- Potencial de Oxidacion—Reduccion: Para favorecer el crecimiento de
un microorganismo anaerobio estricto en cualquier medio, el cultivo debe
mantener un potencial de 6xido reduccion cercano a -200 a -350 mV a pH 7.0.
Esto porque los microorganismos metanogénicos requieren de un entorno
altamente reducido. Para alcanzar las condiciones de Oxido reduccidn
necesarias en el medio, se pueden utilizar agentes como el sulfuro de sodio, la

cisteina, o el titanio Il [5].

3.2.5.4 Agitacion

Se realiza cuando se necesita obtener mezclas homogéneas entre el
sustrato o alimento de reactor y los microorganismos presentes en el consorcio
metanogénico, debido al alto contenido de sodlidos de los mismos. Por otra
parte la agitacion brinda ventajas al proceso como una distribucion adecuada
de los nutrientes, distribuye homogéneamente el calor dentro del reactor y
previene la acumulacion de sustancias toxicas como los AGVs. La agitacion
usada en procesos de digestion anaerébica pueden ser de dos tipos mecanica
por recirculacion de gas y el uso de una u otra depende del tamaino del reactor

y de la disposicion de tecnologia [5].

3.2.5.5 Aireacion

Otra condicion poco explorada en procesos de digestion anaerobia es la
administraciéon periddica de oxigeno en el sistema. La oxigenacion moderada
ayuda a eliminar el exceso de AGVs generados por los microorganismos
facultativos y estimula la etapa hidrolitica del bioproceso. Por lo anterior la
aireacion favorece la degradacion de sustratos complejos y se considera como

un pre-tratamiento aerdbico para mejorar la digestion anaerdbica [5].
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIALES

4.1.1 Sustrato

La pulpa de fique se recolectdé en una planta de beneficio ubicada en

Mogotes, Colombia, y posteriormente fue caracterizada.

4.1.2 Inéculo

Inicialmente se evaluaron microorganismos nativos aislados de muestras
de bagazo y jugo como inéculo metanogeénico para la produccion de Biogas a

partir de pulpa de fique.

Posteriormente se evaluaron siete nuevos consorcios microbianos que
incluyeron: Liquido Ruminal (LR) y Estiércol Bovino (EB) recolectados en el
frigorifico municipal (Bucaramanga, Colombia), Lodo Anaerobio (LPTAR)
obtenido de una planta de tratamiento de aguas residuales (Floridablanca,
Colombia), Estiércol Porcino (EP) recolectado en una porcicola municipal (Los
Santos, Colombia) y la co-digestién entre los consorcios LR+EB, LR+EP y
LR+LPTAR, en proporcion 1:1 (v/v).

4.1.3 Medios de cultivo

Los medios de crecimiento y produccion de biogas que se utilizaron para el
desarrollo experimental de este trabajo (pruebas de seleccion de indculos e
identificacion de microorganismos) fueron medios reducidos “Balch” [8]. Las
soluciones de sales que contenian estos medios fueron preparadas con

reactivos grado comercial.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1.4 Evaluacion de la Actividad Hidrolitica de los diferentes

consorcios microbianos

La actividad hidrolitica de los consorcios se basd en la capacidad de
hidrdlisis de la celulosa, de acuerdo con el protocolo descrito por Hu, et al. [22].
Los ensayos de actividad hidrolitica fueron realizados en biodigestores de 500
ml de capacidad. Inicialmente se afiadié el volumen de inéculo equivalente a
una concentracion de 1,5 g/L de Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV)y se aford
con medio mineral “balch” [8] hasta completar un volumen de operacion de 400
ml. El medio de “balch” contenia sales minerales disueltas en tampdn bi-
carbonato de sodio 0,02 N y pH 7 (Anexo 1). Los experimentos fueron
realizados por triplicado durante 30 dias a temperatura de incubacion de 39 *
2°C.

Para el ensayo de actividad hidrolitica se utilizaron 10 g/L de celulosa
(papel de filtro cuantitativo Schleicher & Schuell, 589/1, 110 mm) como
sustrato. La concentracion de azucares reductores producidos durante la
hidrdlisis de la celulosa, fue determinada por espectrofotometria, de acuerdo
con el método colorimétrico del Acido Di-nitro-salicilico (DNS)descrito en el
numeral 4.3.3 [23]. Las muestras fueron centrifugadas a 10000 xg, durante 10
minutos. Los sobrenadantes recuperados fueron mantenidos en refrigeraciéon a
4 °C, hasta su analisis. La actividad hidrolitica fue calculada para la maxima
velocidad de produccién de azucares reductores, definida como mg de

azUcares reductores/ml*dia.

4.1.5 Evaluacién de Ila Actividad Metanogénica Especifica de

diferentes consorcios microbianos

La determinacion de la capacidad de cada in6culo para producir gas
metano se evalu6 mediante el test de AME [8]. Los ensayos de actividad

metanogénica especifica fueron realizados en biodigestores de 500 ml de
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capacidad. Inicialmente se anadié el volumen de indculo equivalente a una
concentracion de 1,5 g/L de Sdlidos Suspendidos Volatiles (SSV) y se aforé
con medio mineral “balch” [8] hasta completar un volumen de operaciéon de 400
ml. EI medio de “balch” contenia una concentracion de acetato de sodio al 10%
como sustrato, ademas de sales minerales disueltas en tampdn bi-carbonato
de sodio 0,02 Ny pH 7 (Anexo 2). Los experimentos fueron realizados por

triplicado durante 30 dias a temperatura de incubacion de 39 + 2°C.

En esta prueba, el biogas producido en los reactores, fue conducido a
través de mangueras, a una botella que contenia NaOH 0.1N. El biogas
producido burbujeaba desplazando la soda por otra manguera de salida. Por lo
tanto, el volumen de NaOH desplazado era directamente proporcional al

volumen de metano generado [8].

Reactor
anaerobico

0 Gasometro
00 con NaOH (10%)

f
- 18
N}
I

N —{  Colector

Ensayo Actividad metanogénica [8]

El célculo de la actividad metanogénica especifica se realiz6 de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

_ F .
AME = ——— Ecuacion 1
Dénde:
AME = Actividad metanogénica especifica (g DQO/ g SSV * dia)
P = Maxima pendiente de la cinética de produccion de metano para cada

experimento (ml/d)

40



FC = Factor de conversion de g DQO (430 ml CH4 humedo/g DQO a 39 °C)

V = Volumen del inéculo utilizado en el ensayo (L)

SSV= Concentracion de Sdélidos Suspendidos Volatiles en el indculo (g/L)
4.1.6 Determinacion de la Capacidad de Afinidad al sustrato para la

produccion de biogas a partir de pulpa de fique

La capacidad de afinidad al sustrato se realizd6 mezclando los
microorganismos con pulpa de fique. De esta manera se evalu6 el tiempo de

afinidad o bioestabilizacion de los reactores.

La produccion de metano a partir de pulpa de fique se realizé en
bioreactores de 500 ml, conteniendo una relacion sustrato/inéculo de 1g de
SSV de sustrato/1 g de SSV de inéculo. La biodigestion fue evaluada durante
15 dias, a temperatura de 39 = 2°C. La concentracion de azucares reductores,
los Acidos Grasos Volatiles (AGVs)y el porcentaje de metano producido,
cuantificado mediante un detector de gases infrarrojo modelo PGD3-IR marca
Status Scientific Controls (Nottinghamshire, England 2003),fueron cuantificados
como parametros de control del proceso usando muestras destructivas [44]. La
variable de respuesta para la determinaciéon de la capacidad de afinidad al
sustrato fue el volumen de metano, determinado por el método de
desplazamiento alcalino [45]. Los experimentos fueron realizados por triplicado
La capacidad de afinidad del in6culo a la pulpa de fique se calculé como el
rendimiento acumulado de producto en sustrato durante todo el tiempo de

fermentacion, expresado en m® CH4/Kg de SV de pulpa de fique.

4.1.7 Seleccion del mejor consorcio productor de biogas utilizando
como sustrato los residuos generados a partir del beneficio del

fique

La seleccidén del mejor consorcio para la produccion de biogas a partir de
los residuos generados del beneficio del fique se hizo con base en los
resultados obtenidos de la actividad hidrolitica, actividad metanogénica

especifica y capacidad de afinidad al sustrato para cada uno de los in6culos.
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Los valores de actividad hidrolitica fueron obtenidos a partir de las cinéticas de
produccion de azucares reductores usando celulosa como sustrato. Los valores
de actividad metanogénica especifica fueron calculados a partir de las cinéticas
de produccién de metano utilizando acetato como sustrato. Los valores de
capacidad de afinidad al sustrato fueron obtenidos a partir de las cinéticas de

produccion de metano utilizando pulpa de fique como sustrato.

4.1.8 Identificacion de los grupos tréficos presentes en el consorcio

microbiano seleccionado

Este procedimiento se realizé mediante la técnica del numero mas probable
(NMP) descrita en el Standard Methods diferenciando los siguientes grupos de
microorganismos segun el medio de cultivo: Bacteria fermentativas, Sulfato
reductoras, Sintréficas y Metanogénicas. A su vez para cada poblacién se
cuantificé el numero de microorganismos que utilizaron diferentes sustratos

como glucosa, lactato, acetato, propionato y metanol [32].

Los medios utilizados para la realizacion de esta prueba fueron: Medio de
cultivo para recuento de Bacterias Anaerobias Estrictas (BAS), Bacterias
Fermentadoras de Lactosa (BFL) y Fermentadoras de Glucosa (BFG); Medio
de cultivo para recuento de Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato y
Sulfatorreductoras del Acetato (BSRLAC Y BSRAC), Medio de cultivo para
recuento de Bacterias Metanogénicas Hidrogenofilicas (BMH) y Metanogénicas
Acetoclasticas (BMA) y Medio de cultivo para recuento de Bacterias Sintroficas
del Propionato y Sintréficas del Butirato (BSP Y BSB). Estos medios de cultivo
fueron preparados segun los protocolos propuestos por Dias—Baez et al., [8]
(Anexo 3).

La técnica de NMP consistié en realizar ocho diluciones seriadas del indculo
en el medio correspondiente, en tubos de Hungate, los cuales fueron tapados
con corchos de butilo y grafados para garantizar la anaerobiosis. Se realizaron

cinco replicas por ensayo. La positividad de los tubos se identifico de acuerdo
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con las caracteristicas de cada grupo bacteriano y la determinacion del NMP

con base en la tabla estadistica de Mac Grady [8] (Anexo 4).

4.2.6. Estudio del efecto de la relacion Inéculo/Sustrato

Teniendo en cuenta la concentracién de SST de la pulpa de fique y los
resultados de experimentaciones preliminares, se realizaron experimentos
manteniendo constante la concentracion de indculo. La concentracién de

sustrato fue variable segun como se indica a continuacion:

- Relacion inéculo/sustrato 0,5 g de SST:

Contenia 300ml inéculo/90 g de pulpa de fique

- Relacion indculo/sustrato 1g de SST:

Contenia 300ml inéculo/50 g de pulpa de fique

- Relacion inéculo/sustrato 2 g de SST:

Contenia 300ml in6culo/22 g de pulpa de fique

Los ensayos para la determinacion de la mejor relacion inéculo/sustrato se
realizaron en bioreactores de 500 ml de capacidad, conteniendo cada una de
las relaciones inéculo/sustrato.La biodigestion fue evaluada durante 15 dias, a
temperatura de 39 + 2°C. Los valores que se tuvieron en cuenta para
monitorear el proceso fueron: la concentracion de azucares reductores, AGVs y
el porcentaje de metano producido (cuantificado mediante un detector de gases
infrarrojo). Las muestras fueron destructivas. La variable de respuesta fue el
volumen de metano, determinado por el método de desplazamiento alcalino
[44, 45]. La seleccion de la mejor relacidn Inéculo/Sustrato se realizé con el
maximo rendimiento acumulado de producto en sustrato durante todo el tiempo
de fermentacion, expresado en m® CH4/Kg de SV de pulpa de fique,

adicionalmente se determino la productividad volumétrica acumulada Qp (ml
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CH4/dia) como un parametro indicador del proceso.Los experimentos fueron

realizados por triplicado.

4.2.7. Estudio del efecto de las condiciones de cultivo: temperatura,
pH, agitaciéon y aireacidén; utilizando el consorcio previamente

seleccionado

El estudio de la relacion entre la temperatura, el pH, la agitacién y la
aireacion sobre la produccion de gas metano, se hizo mediante un disefio de
experimentos 2°. El exponente 3 representa el numero de variables
(temperatura, agitacion, aireacion) y la base 2, el numero de niveles para cada
variable (alto y bajo). En el caso de la temperatura se probaron 25 y 39°C. Los
experimentos que tenian agitacion, se realizaron con un nivel alto de 150 rpm vy
un nivel bajo sin agitacién. Los ensayos de aireacidén se clasificaron de la
siguiente manera: el nivel alto correspondio a los ensayos que fueron aireados
y el nivel bajo para los que no fueron aireados. La aireacién consistio en
colocar los reactores destapados durante nueve horas en una plancha de
agitacion siguiendo el protocolo propuesto por Mshandet et al. [3], después de
este tiempo los experimentos fueron gaseados con COzcon el fin de remover el
oxigeno y garantizar las condiciones de anaerobiosis. Posteriormente fueron
sellados con corchos de butilo y agrafes de aluminio y llevados a incubacién
(Anexo 5).

Para el estudio del efecto del pH sobre la produccién de gas metano, se
habia propuesto inicialmente estudiar 2 niveles (pH 6 y 8). Sin embargo esta
variable no fue incluida en el disefio experimental teniendo en cuenta dos
razones. La primera razon fue con base en resultados preliminares realizados
disminuyendo el pH con HCL 1N hasta un valor de 6, los cuales presentaron
bajos rendimientos de metano, y la segunda razén fue debido a que los valores
de pH de todas las fermentaciones se encontraban en un rango de 6,8 — 8,2; lo
que nos muestra que el bioproceso no requiere de la optimizacion de esta

variable.
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Los experimentos para la determinacion de las mejores condiciones de
operacion se realizaron en bioreactores de 500 ml, conteniendo una
relacioninéculo/sustrato de 2 gSSV. La biodigestion fue evaluada durante 15
dias, a temperatura de 39 + 2 °C. Los valores que se tuvieron en cuenta para
monitorear el proceso fueron: la concentracion de azucares reductores, los
AGVs y el porcentaje de metano producido (cuantificado mediante un detector
de gases infrarrojo). Las muestras fueron destructivas. La variable de respuesta
fue el volumen de metano, determinado por el método de desplazamiento
alcalino [44, 45]. La seleccion de las mejores condiciones de cultivo se realizd
con base en el maximo rendimiento acumulado de producto en sustrato durante
todo el tiempo de fermentacion, expresado en m® CH4/Kg de SV de pulpa de
figue adicionalmente se determind la productividad volumétrica acumulada Qp
(ml CH4/dia) como un parametro indicador del proceso.Los experimentos

fueron realizados por triplicado.

4.2METODOLOGIA ANALITICA

4.2.1 Caracterizacion fisico quimica del Sustrato

La pulpa de fique fue caracterizada utilizando parametros fisico-quimicos.
El analisis incluy6 la determinacion del pH, concentracién de Sdlidos Totales
(ST), concentracidon de Sdélidos Suspendidos Volatiles (SSV), concentracion de
Acidos Grasos Volatiles (AGVs), relacién carbono/nitrégeno C/N, Celulosa,
Hemicelulosa y Lignina. Adicionalmente al sustrato se le realizé un Analisis
Bromatologico, para determinar el contenido de materia organica disponible
(proteinas, grasas y carbohidratos), FDN fibra detergente neutra, FDA fibra

detergente acida, algunos minerales, humedad y cenizas.

4.2.2 Caracterizacion fisico quimica del Inéculo
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Para realizar la caracterizacion fisicoquimica del inéculo, se tuvieron en
cuenta los siguientes parametros: pH, alcalinidad, acidos grasos volatiles
(AGV), Solidos Suspendidos Totales (SST) y Solidos Suspendidos Volatiles
(SSV). [5, 8, 44].

4.2.3 Determinacion de azucares reductores

La cuantificacion de azucares reductores se realizé mediante el método del
Acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). El Acido 3,5- dinitrosalicilico (color amarillo),
es reducido al Acido 3-amino-5-nitro Acido D-glucénico (color rojo), en
presencia de azucares reductores. La intensidad del color es proporcional a la
concentracion de azucares y cuantificada por espectrofotometria a 540 nm [36].

Este método se selecciond por ser rapido y reproducible.

La determinacion de la concentraciéon de azucares reductores se obtuvo
interpolando en una curva de calibracion (Anexo 6) que correlaciond la

absorbancia medida a 540 nm con la concentraciéon de azUlcares.

Reactivo DNS

* Mezclar y disolver en 250 ml de agua destilada 8 g de NaOH y 150 g de
tartrato de sodio y potasio.

+ Posteriormente agregar 5 g de Acido Di-nitro-salicilico (marca Merck
unicamente)

» Aforar a 500 ml con agua destilada.

* Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.
Procedimiento

* Agregar 1 ml de reactivo a 1 ml de muestra usando tubos tapa rosca.

* Dejar en baio con agua en ebullicién durante 5 minutos.

* Detener la reaccion en un bano con hielo.
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* Agregar 10 ml de agua destilada, y dejar reposando durante 15 minutos.

Leer densidad 6ptica a 540 nm contra un blanco obtenido con el procedimiento

anterior, pero agregando agua destilada en vez de muestra

4.2.4 Medicion del biogas

Las mediciones del biogas se realizaron con el equipo PGD-IR3, el cual
posee sensores de espectro infrarrojo con los cuales puede determinar los
porcentajes de metano, dioxido de carbono y oxigeno presentes en la muestra

y por el método de desplazamiento alcalino [5].

El método de desplazamiento alcalino determina la capacidad de la
biomasa para convertir sustratos en CHs y CO,, donde el CH4 burbujea,
desplazando al NaOH y el CO; se disuelve en el NaOH [8, 44, 45]

Materiales y Reactivos

« NaOH al 10 %

*  Muestra

* Mangueras estériles

» Nitrégeno gaseoso

* Medio de cultivo para el test de AME
* Solucion de AGV

* Agua destilada estéril

» Frascos de suero estériles

* Tapones de caucho estériles

» Agujas hipodérmicas estériles

* Agitador termostatado

* Agua destilada libre de oxigeno

* Fenoftaleina
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Procedimiento

* Preparar el medio de cultivo “Balch” (Ver seccion Preparacion de

soluciones y medios de cultivo).

* En una botella de vidrio agregar aproximadamente 110 ml de medio de
cultivo y 18 ml de solucion de AGV (Ver seccion Preparaciéon de

soluciones y medios de cultivo).

* Homogenizar el contenido de la botella, gasear con CO,, tapar con tapén

de caucho y grafar.
» Esterilizar durante 15 min., 2,05 bares, 15 Ib. de presion.

* Inocular la muestra en una botella con una concentracion 1,5 g/L de SSV

de biomasa, utilizando una camara de atmosfera de CO..

* Agregar 500 ml de NaOH al 10%, y fenoftaleina como indicador en otro
frasco de vidrio. Tapar con tapon de caucho y grafar. Insertar dos agujas
hipodérmicas estériles acopladas cada una a una manguera de 5 mm de
diametro y comunicar una de ellas a la botella reactora y la otra a la

botella recolectora de NaOH.
* Invertir la botella que contiene el NaOH.

* Realizar mediciéon del NaOH que es desplazado por la produccion de

gas.

* Conservar durante 30 dias la botella en reaccién, cambiando cada vez

que sea necesario la botella de NaOH.

* Realizar mediciones diarias de metano a la botella reactora y azucares
reductores y cada 72 horas de AGVs y pH, como parametros de

seguimiento y control del bioproceso.
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4.2.5 Analisis Estadistico de Datos

Para realizar el analisis estadistico de los resultados, se utilizé un Analisis de
Varianza ANOVA utilizando el software Statgraphics Plus 5.1, California, USA,
teniendo como variable de respuesta la produccién de CHq4, ya que es indicador
de una buena actividad metanogénica y afinidad al sustrato por parte de los
consorcios microbianos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion Fisicoquimica de los inéculos

En la tabla 1 se presenta la caracterizacion fisicoquimica de los in6culos
estudiados. Los consorcios microbianos presentaron valores de pH entre 7 y 8
para todas las muestras evaluadas. Los in6culos EB y EP presentan mayor
concentracion de ST y SV en comparacion con el indculo LR, esto indica que
los consorcios poseen una mayor carga organica y microbiana, por lo que se
esperaria que favorecieran la degradacion anaerobia de la pulpa de fique. Se
destacan las altas concentraciones iniciales de AGVs para LR, EB y LR+EB,
los cuales son poco favorables para el proceso de la metanogénesis [17, 19,
46]. ElI LR y las co-digestiones LR+EB, LR+EP y LR+LPTAR presentaron
mayores valores de alcalinidad, lo que podria favorecer el proceso de digestion
anaerobia una vez que se empiezan a producir los AGVs durante la etapa

acidogénica de la biodegradacién [17, 19, 46].

Tabla 1. Caracterizacion Fisicoquimica de los inéculos

Parametro Unidades EB EP LPTAR LR LR+EB LR+EP LR+LPTAR
pH 8 8 7 7 8 8 7
ST gll 107.,5 105,9 35,1 17,5 36,5 43,8 23,6
SSv gll 80,5 51,7 221 7.9 20,8 23,6 291
Alcalinidad mgCaCOs/L 2200 1700 2100 4100 3000 3100 3100
AGV mg/l 20880 2520 2280 9360 15120 7200 6960

5.2 Caracterizacion Fisicoquimica del sustrato

En la tabla 2 se presenta la caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de
fique y la pulpa de sisal obtenida por Mshandete et al. El sisal es una planta de
similares caracteristicas y pertenece al igual que el fique a lafamilia Agavaceae.

El contenido de materia organica de la pulpa de fique, la relacion C/N, los ST,
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la celulosa y la hemicelulosa, es similar en ambas plantas, pero los valores de
pH y los SSV son menores en la pulpa de fique y el contenido de lignina es
menor para la pulpa de sisal. Sin embargo se han reportado producciones de
metano entre 50-60 % a partir de la pulpa de sisal [3, 12, 46]. Lo anterior indica

que la pulpa de fique es un residuo potencial para la produccién de biogas.

Tabla 2. Caracterizacion Fisicoquimica del sustrato

Parametro Unidades Pulpa de fique Pulpa de Sisal
pH 4 5,6
ST % (p/p) 19,5 14,2
SSV % (p/p) 16,3 82,3
CIN 63 65
Alcalinidad mgCaCOs/L 3300 ND
AGV mg/| 10800 ND
Celulosa % 41,81 471
Hemicelulosa % 22,17 23,1
Lignina % 15,56 8,6

La caracterizacion fisicoquimica del sisal fue tomada de Mshandete et al., [3, 12, 23]
ND: No Determinado

En cuanto a la acidez de la pulpa de fique, ésta podria inhibir el desarrollo
de las bacterias metanogénicas, disminuyendo la produccion de metano, pero
este efecto puede ser compensado por los valores de pH alcalino que

presentaron los inoculos.

5.3 Evaluacion de la Actividad Hidrolitica de los diferentes

consorcios microbianos utilizando celulosa como sustrato

En la Figura 2 se observa la cinética de produccién de Azucares
Reductores de cada uno de los in6culos estudiados utilizando de celulosa
como fuente de carbono. Los consorcios microbianos alcanzan la mayor
produccion de azucares entre el dia 10 y 18 de reaccion, obteniendo un valor
maximo de 0,80 mg/ml para LR. Los valores obtenidos superan los valores
reportados por otros autores utilizando pulpa de sisal y lodo PTAR (0,07 mg/ml)
[3] y celulosa y liquido ruminal (0,26 mg/ml) [22], como sustratos e indculos

respectivamente, para la produccién de biogas.
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Figura 2. Cinéticas produccion de Azicares Reductores (mg/ml) para cada inéculo. Ensayos
realizados en reactores de 500 ml utilizando 10 g/L de celulosa como sustrato y medio de cultivo

mineral Balch para mantener el pH en un valor de 7, temperatura 39 °C sin agitacion.

A partir de las velocidades de produccidn de azucares reductores se
determind la Actividad Hidrolitica para cada inéculo. En el Anexo 7 se muestra
un ejemplo de calculo de la Actividad Hidrolitica. Los resultados obtenidos
indican que el consorcio microbiano con mayor actividad fue LR, con un valor
de 0,095 mg/ml*dia. Este valor es comparable con los obtenidos en
investigaciones anteriores y demuestran que el consorcio LR posee una buena
actividad enzimatica para degradar carbohidratos complejos como la celulosa
hasta azucares simples [4, 22, 46]. Los resultados de Actividad Hidrolitica
correspondientes a los demas indculos se encuentran consignados en la Tabla
4.

En la Figura 3 se presenta la distribucién de los valores de medias y
medianas con error estandar utilizados para el analisis estadistico de los
resultados. Se observa que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las 7 muestras con un Intervalo de Confianza
de 95% y un valor P= 0,1438. También se evalué la distribucién normal de los
datos utilizando el test de Shapiro Wilks, comprobando que todos los datos

mantenian una distribuciéon normal para todas las muestras evaluadas.
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Figura 3. Distribucion de medias y medianas para las cinéticas de produccion de Azlcares

Reductores (ART) de cada uno de los in6culos utilizando 10 g/L de celulosa como sustrato

5.4 Evaluacion de la Actividad Metanogénica Especifica de
diferentes consorcios microbianos usando acetato como

sustrato modelo

En la Figura 4 se muestran los volumenes de biogas producidos por cada
uno de los indculos, durante la biodegradacion del acetato. Los mayores
volumenes de metano obtenidos fueron 660 ml y 572 ml, los cuales
correspondieron a los inéculos EP y la co-digestion LR+EP respectivamente.
Mientras que para los in6culos LR, LPTAR, EB y sus co-digestiones los

volumenes de metano obtenidos estuvieron entre 130 y 337 ml.

Las altas producciones de metano obtenidas utilizando el consorcio EP
pueden ser correlacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de este
inéculo como la alta concentracion de ST y SV que indican una mayor carga
organica y microbiana, lo cual probablemente favorecié eficientemente la
produccion de CHy [5]. Sin embargo utilizando el consorcio EB se observo un
comportamiento diferente, aunque presentaba altos valores de ST y SV,
ademas presentaba altas concentraciones de AGVs, indicando que estos
ultimos pueden presentar un efecto negativo sobre el bioproceso [4, 5, 8, 31].
Un efecto similar se presentd en las fermentaciones donde se utilizaron LR Y

LR+EB como in6culos. Por otra parte cuando se utilizé la co-digestiéon LR+EP,
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se obtuvieron rendimientos de metano similares a los obtenidos por el
consorcio EP, esto se puede explicar por el efecto de dilucion que se logra al
mezclar los dos indculos, disminuyendo el efecto negativo de los AGVs

aportados por el liquido ruminal [47].

Finalmente, para los in6culos LPTAR y LR+LPTAR, se obtuvieron bajos
rendimientos de metano. Esto se puede correlacionar con las bajas
concentraciones de ST y SV presentadas por estos consorcios, combinadas

con bajas concentraciones de AGVs [4, 5, 8, 31].
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Figura 4. Cinéticas de produccion de CH4 (ml) para cada inéculo. Ensayos realizados en reactores
de 500 ml utilizando 10% v/v de acetato de sodio como sustrato y medio de cultivo mineral Balch

para mantener el pH en un valor de 7, temperatura 39 °C sin agitacion.

Teniendo en cuenta las cinéticas anteriores se calculéo la actividad
metanogénica especifica para cada in6culo. En el Anexo 8 se muestra un
ejemplo de calculo de la Actividad metanogénica especifica. Los consorcios EP
y LR+EP presentaron los mayores valores de actividad (0,146 y 0,144 g DQO/g
SVS*dia, respectivamente). Las Actividades metanogénicas obtenidas fueron
similares a las determinadas por Field, 1987 para la produccion de biogas a
partir de lodos anaerobios de diferentes fuentes organicas [48]. Por lo anterior
es posible inferir que los consorcios microbianos estudiados convierten una
mayor concentraciéon de AGVs en metano por unidad de tiempo [5, 8, 10]. Los

resultados de Actividad metanogénica especifica correspondientes a los demas
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in6culos se encuentran consignados en la Tabla 4.

En la Figura 5 se presenta la distribucidn de los valores de medias y
medianas utilizados para el analisis estadistico de los resultados. Se observa
que hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las 7
muestras con un Intervalo de Confianza de 95% y un valor P = 0,0008. Por lo
tanto se validan estadisticamente los resultados obtenidos en la Figura 4. La
distribucion normal de los datos fue corroborada con el test de Shapiro Wilks,
comprobando que todos los datos mantenian una distribucion normal para

todas las muestras evaluadas.
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Figura 5. Distribucion de medias y medianas para las cinéticas de produccion de Metano para cada

inoculo utilizando 10% v/v de acetato de sodio como sustrato.

5.5 Determinacién de la Afinidad al sustrato para la produccién de

biogas a partir de pulpa de fique

La Figura 6 muestra las cinéticas de consumo de azucares reductores
presentes en el bagazo de fique por parte de los microorganismos contenidos
en los diferentes consorcios microbianos. Durante los primeros 3 dias de
fermentacion, se observa un rapido consumo de azucares para todo los
indculos, después de este tiempo todos los consorcios mantienen constante su

actividad hidrolitica, haciendo constante también la concentracion de azuicares
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reductores en el medio, como se evidencia en la figura hasta el final de la

fermentacion.

Los resultados de actividad hidrolitica utilizando pulpa de fique como
sustrato para cada uno de los in6culos, son muy similares a los obtenidos
utilizando celulosa como sustrato (datos no mostrados).Por lo tanto se
corrobora que el LR es el in6culo con mayor actividad enzimatica (9,7137 mg

ART/ml*d) para hidrolizar sustratos lignocelulésicos como la pulpa de fique.

—+—EB.
14,0 —+—EP.
—=—PTAR
12,0 ——LR.
LR.+EB.
LR.+EP.
—+—LR.+PTAR

Concentracién Azlcares Reductores

0 3 6 9 12
Tiempo (dias)

Figura 6. Cinéticas consumo de Azulcares Reductores (mg/ml). Ensayos realizados en reactores de
500 ml utilizando pulpa de fique como sustrato y una concentracion de inéculo equivalente a 1,5

gSSV, temperatura 39 °C, sin ajuste de pH, sin agitacion.

En la Figura 7 se presentan los resultados obtenidos para la produccién de
metano usando pulpa de fique como sustrato. Los in6culos EP y LR + EP
muestran los maximos valores de producciéon de volumen de metano por
unidad de tiempo durante todos los dias de fermentacion. Estos resultados
muestran una tendencia similar a los resultados obtenidos anteriormente
utilizando acetato como sustrato modelo para la produccion de metano, en
donde los in6culos EP y LR+EP muestran la mejor actividad. Lo anterior se
puede explicar por las caracteristicas fisicoquimicas de los in6culos discutidas

anteriormente.
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Con relacion a los demas inéculos, todos incrementan la produccion de
metano hasta el dia 4, después de este tiempo, disminuyen la productividad. La
disminucién de la actividad metanogénica de un consorcio se puede explicarse
por el incremento en la concentracidon de AGVs, la presencia de un agente
téxico o por el agotamiento de un sustrato esencial [4, 5]. En este caso fue
observado un aumento en la concentracion de AGVs superior a 8.000 ml/L, lo
que ocasion6 acidificacion del reactor afectando la producciéon de metano [4, 5,
8, 31, 49].
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Figura 7. Cinéticas de produccion de CH4 (ml) para cada inéculo. Ensayos realizados en reactores
de 500 ml utilizando pulpa de fiqgue como sustrato y una concentraciéon de inéculo equivalente a

1,5 gSSV, temperatura 39 °C, sin ajuste de pH, sin agitacion.

A partir de los resultados obtenidos en la Figura 7 se determinaron los
rendimientos acumulados de producto en sustrato. En el Anexo 9 se muestra
un ejemplo de calculo de los rendimientos acumulados de producto en sustrato
utilizados para expresar la capacidad de afinidad al sustrato. Se obtuvieron
valores maximos de 0,29 y 0,45 m3CH4/Kg SV los cuales correspondieron a los
consorcios EP y LR + EP. Al comparar la los rendimientos de metano obtenidos
usando pulpa de fique y la pulpa de sisal, la produccién de metano a partir de
pulpa de fique es superior a la reportada por Mshandete et al 2006 (0,22
m°CH4/Kg SSV) usando pulpa de sisal. De esta manera, se demuestra la

capacidad de los microorganismos para aprovechar la materia organica
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contenida en la pulpa de fique. Es decir que los consorcios microbianos de
cada matriz actuan en sinergia para degradar la celulosa contenida en la pulpa
de fique a azucares simples y ademas son capaces de convertir estos azucares
en AGVs y finalmente transformarlos en metano [10]. Los resultados de
afinidad al sustrato correspondientes a los demas indculos se encuentran

consignados en la Tabla 5.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de porcentaje de metano en el
biogas obtenido a partir de la digestion anaerobia de la pulpa de fique. Los
inéculos EP y LR + EP muestran los maximos valores de porcentaje de metano
durante todo el tiempo de fermentacion, alcanzando producciones de 48% vy
43,6% respectivamente. Estos valores nos indican que estos dos indculos
generan un biogas de mejor calidad por su alto contenido de metano, en

comparaciéon con los demas inéculos estudiados.

Tabla 3. Porcentaje de metano presente en el biogas, para cada uno de los inéculos evaluados.
Ensayos realizados en reactores de 500 ml utilizando pulpa de fique como sustrato y una

concentracion de inéculo equivalente a 1,5 gSSV, temperatura 39 °C, sin ajuste de pH, sin

agitacion.
. % MAXIMO DE
INOCULO
METANO
E.B. 7
E.P, 48
L. PTAR 27,6
L.R. 13,2
L.R. + E.B. 12,5
L.R. + E.P. 43,6
L.R. + PTAR 8

En la Figura 8 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
AGVs, pH y alcalinidad. En cuanto a la concentracion de AGVs, los inéculos
que presentaron los mayores valores de AGVs, presentaron también los
rendimientos acumulados de metano mas bajos. De lo anterior se puede inferir
que valores superiores a 8.000 mg/L de AGVs inhiben la produccién de
metano, debido a que causan acidificacion del reactor disminuyendo los valores

de pH como se observa en la figura con los inéculos EB, PTAR y las co-
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digestiones LR+EB y LR+PTAR. Los valores bajos de pH afectan los
microorganismos presentes en los consorcios principalmente los
microorganismos metanogénicos, los cuales son mas sensibles a los cambios
bruscos de pH [4, 5, 8, 31, 49]. Sin embargo la co-digestion LR+EP presento
valores altos de AGVs, pero ademas presentd valores altos de alcalinidad
(3.500-5.000 mg CaCOg3/ml), en comparaciéon con los demas indculos, lo cual
ejercio un efecto tampon sobre el bioproceso, favoreciendo el desarrollo de los
microorganismos metanogénicos y por tanto la produccién de metano [4, 46,
50].
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Figura 8. Cinéticas de produccion de AGVs, pH y Alcalinidad utilizando pulpa de fique como

sustrato y una concentracion de inéculo equivalente a 1,5 gSSV.

En la Figura 9 se presenta la distribucion de los valores de medias y
medianas utilizados para el analisis estadistico de los resultados. El grafico

muestra que existe una diferencia significativa entre los rendimientos de
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metano obtenidos por cada consorcio microbiano utilizando pulpa de fique
como sustrato, con un Indice de Confianza de 95% y un valor P = 0,000.
Ademas se comprobd la distribuciéon normal de los datos utilizando el test de
Shapiro Wilks, comprobando que todos los datos mantenian una distribucion

normal para todas las muestras evaluadas.
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Figura 9. Distribucion de medias y medianas para las cinéticas de produccion de Metano utilizando

pulpa de fique como sustrato y una concentracion de inéculo equivalente a 1,5 gSSV.

5.6 Seleccion del mejor consorcio productor de biogas utilizando
como sustrato los desechos generados a partir del beneficio del

fique

Inicialmente, se evalud el jugo de figue como fuente de microorganismos
nativos para realizar la degradacién anaerobia de la pulpa de fique. Esto se
realizd teniendo en cuenta que los microorganismos recuperados in situ (a
partir del sustrato a tratar) son mas eficaces en estos procesos, debido a que

han tenido contacto previo con el sustrato y estan adaptados a él.

Sin embargo, los microorganismos nativos aislados del jugo de fique, no
presentaron los parametros propuestos para la seleccion del indculo (actividad
hidrolitica, actividad metanogénica y afinidad al sustrato). Para comprobar los
resultados negativos obtenidos, se evaluaron los grupos tréficos presentes en

este indculo y de esta manera evitar resultados falsos negativos. En la Tabla 4
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se muestra el numero de representantes para cada poblacion tréfica expresado

en UFC/gr SSV, para el consorcio Jugo de Fique.

A partir de la tabla se pudo inferir que el jugo de fique posee una alta
concentracion de microorganismos hidroliticos y fermentativos, debido al alto
recuento de los grupos BFG y BFL. También se observa una alta concentracién
de bacterias sulfatorreductoras. Por otra parte es de resaltar la ausencia de

bacterias metanogénicas.

Tabla 4: Caracterizacion microbiolégica del Jugo de Fique

GRUPOS METABOLICOS (UF:II:ZSV)
Bacterias fermentadoras de glucosa (BFG) 8x 10"
Bacterias fermentadoras del Lactato (BFL) 8x 10"
Bacterias Anaerobias estrictas (BAS) Negativo
Bacterias Sulfatorreductoras del Acetato (BSRA) 8x10"
Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato (BSRL) 8x10"
Bacterias Metanogénicas del Acetato (BMA) Negativo
Bacterias MetanogénicasHidrogenofilicas(BMH) Negativo
Bacterias Metanogénicas del Metanol (BMM) Negativo

Los resultados obtenidos de esta experimentacion demostraron que los
microorganismos nativos del jugo de fique no presentaban actividad
metanogénica debido a su alto contenido de bacterias sulfatorreductoras. La
presencia de elevadas concentraciones de estas bacterias inhibe el crecimiento
de bacterias metanogénicas y por consiguiente la produccién de metano [4, 5,
10, 30], aunque presenta un numero considerable de bacterias hidroliticas y
fermentativas, este solo parametro no es suficiente para incluirlo dentro del

estudio.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio y en otras
investigaciones similares, se planteé incluir nuevos inéculos y las co-
digestiones resultantes de su combinacién con liquido ruminal con el fin de
mejorar los rendimientos de metano obtenidos, quedando finalmente una matriz

de siete inb6culos como esta descrito anteriormente en el apartado de
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materiales y métodos. A cada uno de estos in6culos se les determiné la

actividad hidrolitica, la actividad metanogénica y la afinidad al sustrato.

En la tabla 5 se muestran los valores de actividad hidrolitica, obtenidos a
partir de las cinéticas de produccion de azucares reductores usando celulosa
como sustrato, los valores de actividad metanogénica especifica obtenidos a
partir de la digestiébn anaerdbica de acetato y los valores de afinidad al
sustrato, determinados a partir de la digestion anaerébica de la pulpa de fique
para cada uno de los inoculos. Estos resultados fueron los que se tuvieron en

cuenta como parametros de seleccién del inéculo.

Tabla 5. Actividad Hidrolitica y Metanogénica y Afinidad al sustrato de cada in6culo

INGCULO AH' AME"* 3 CAS***
(mg/ml *dia) (g DQO/ g SVS * dia) (m” CH4/Kg SV)

E.B. 0,054 0,042 0,044
E.P, 0,084 0,146 0,291

L. PTAR 0,021 0,017 0,165
L.R. 0,095 0,026 0,193
L.R. + E.B. 0,067 0,025 0,094
L.R. +E.P. 0,071 0,144 0,446
L.R. + PTAR 0,009 0,030 0,120

* Actividad Hidrolitica

** Actividad Metanogénica Especifica

(224

Capacidad de Afinidad al sustrato

De acuerdo con los resultados obtenidos el LR presenta la mayor actividad
hidrolitica con un valor de 0,095 (mg/ml *dia). Lo anterior indica que este
consorcio posee enzimas celuloliticas que degradan exitosamente polimeros
como la celulosa a azucares simples [4, 22, 46]. Adicionalmente, LR posee una
actividad metanogénica menor en comparacién con EP, debido posiblemente a
que LR presenta un numero reducido de microorganismos metanogénicos. Por
otra parte el valor maximo para actividad metanogénica fue 0,250 (g DQO/ g
SVS * dia) y correspondio al consorcio EP, lo que indica que este consorcio
posee una eficiente actividad enzimatica para convertir acidos grasos en

metano [10]. Por lo anterior se demostré que el sistema de co-digestion LR+EP
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hace de la mezcla un inéculo apropiado para la degradacion de sustratos de
tipo lignocelulésico como la pulpa de fique. Los consorcios microbianos
presentes en LR actuan como aceleradores de la etapa hidrolitica, mientras
que los consorcios presentes en EP tienen alta actividad metanogénica. Por
consiguiente se puede afirmar que la principal ventaja de la co-digestién esta
en aprovechar el efecto sinérgico de las mezclas, en comparacién con cada

inéculo por separado.

5.7 Determinacion de los grupos tréficos presentes en el consorcio

microbiano seleccionado
En la Tabla 6 se presenta la concentracion de los diferentes grupos tréficos

de microorganismos presentes en el consorcio LR+EP, expresada en UFC/gr
SSV.

Tabla 6: Caracterizaciéon microbiolégica de la mezcla LR + EP.

GRUPOS METABOLICOS (UFCT/ZZSV)

Bacterias fermentadoras de glucosa (BFG) 8x 10"
Bacterias fermentadoras del Lactato (BFL) 1,70x 10%
Bacterias Anaerobias estrictas (BAS) 3,50 x 10%°
Bacterias Sulfatorreductoras del Acetato (BSRA) 1,75 x 10%
Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato (BSRL) ND
Bacterias Sintroficas del Propionato (BSP) Negativo
Bacterias Metanogénicas del Acetato (BMA) 1,25 x 10%
Bacterias Metanogénicas hidrogenofilicas (BMH) 2,50 x 10%
Bacterias Metanogénicas del Metanol (BMM) 2x10%

ND: No Determinado

A partir de la tabla anterior podemos inferir que el in6culo seleccionado
(LR+EP) presenta un numero elevado de bacterias fermentativas e hidroliticas
(BFG, BFL, BAS).Estos grupos de microorganismos fermentativos e hidroliticos
son los encargados del rompimiento de polisacaridos como la celulosa a
monomeros de glucosa, ademas convierten la glucosa en Piruvato e Ha.[7, 8]

Estos productos son aprovechados por otros grupos de bacterias que los
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transforman hasta productos como acetato, butirato, propionato y H,. Al
determinar los grupos de microorganismos sintroficos en el inéculo LR+EP,
como Bacterias Sintroficas del Propionato (BSP), Bacterias Sintroficas del
acetato (BSA) y Bacterias Sintroficas del butirato (BSB), no se encontraron
BSP, lo que nos hace inferir que en el inéculo hay solamente BSA, BSB [4, 5,
8].

La presencia de BSA y BSB es favorable para el bioproceso, ya que estos
grupos de bacterias son consumidores de H,, o que incrementa el flujo de
electrones dentro del reactor, manteniendo una presion parcial de H, baja,
aumentando las concentraciones de acetato y disminuyendo la concentracion
de productos como propionato, lactato y etanol, los cuales desvian la ruta

metabdlica de los microorganismos [4, 5, 8].

Los grupos BSA y BSB deben mantener una relacién sintréfica con las
Bacterias Metanogénicas Hidrogenofilicas (BMH), ya que estas también son
consumidoras de H; y ayudan a reducir las concentraciones y la presion parcial
de Hz.Las BMH junto con las Bacterias Metanogénicas del Metanol (BMM)
pertenecen al grupo de las bacterias Homoacetdgenas, estas bacterias se
diferencian en que las primeras son autétrofas y las segundas son
heterétrofas[4, 5, 8].0Otro grupo de bacterias presentes dentro del consorcio son
las Bacterias Metanogénicas Acetoclasticas (BMA). Estas bacterias generan
2/3 del metano producido, es decir es la principal via de degradacion

anaerobica de la materia organica [4, 5, 8].

Finalmente, otro grupo de bacterias presentes en el consorcio son las
Bacterias Sulfato Reductoras del Acetato (BSRAC).La presencia de BSRAC es
favorable dentro del reactor si la concentracion de sulfato es baja, ya que son
bacterias consumidoras de H, y ayudan a mantener baja la presion parcial de
H,, esto favorece el desarrollo de BMA. Sin embargo cuando la concentracion
de sulfato es alta, la actividad metabdlica de las BSRAC aumenta, superando e
inhibiendo los demas grupos troficos presentes. Las BSRAC compiten con las
BMH y BMA por sustratos como formato e hidrégeno y con las BSA por

compuestos como acetato y butirato, desfavoreciendo la produccion de
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metano. La concentracion de BSRAC halladas en el consorcio LR+EP se
encuentra aun dentro de un rango favorable ya que son superadas en gran
cantidad por las BMA, lo que indica que no hay competencia por los sustratos

entre estas 2 poblaciones [4, 5, 8].

5.8 Estudio del efecto de la relacion sustrato/inoculo utilizando el

consorcio seleccionado

Teniendo en cuenta que el proceso de digestibn anaerobia para la
degradacion de la pulpa de fique se realiza en un reactor tipo batch, se hace
necesario evaluar algunas desventajas que se presentan con el uso de esta
configuracion del reactor como la acumulacion de productos intermediarios y la
saturacion por exceso de sustrato. Para evaluar la acumulacién de productos
intermediarios en este bioproceso, se debe valorar la produccion de AGVs en
todas las fermentaciones, ya que si se presenta acumulacion de AGVs, se
puede ocasionar acidificacion dentro del reactor y fracaso del mismo. En
cuanto a la saturacion por exceso de sustrato, se debe valorar la cantidad tanto
de indéculo como de sustrato que se debe agregar al reactor al iniciar la
fermentacion, para que este problema no se presente. Investigaciones
realizadas anteriormente expresan estas concentraciones en términos de
relacion Inéculo/Sustrato, en donde se tiene en cuenta la cantidad de sélidos

volatiles del inéculo por sélidos volatiles del sustrato.

En la Figura 10 se presentan las cinéticas de produccion de metano,
utilizando como inéculo la mezcla LR + EP y como sustrato una cantidad
variable de pulpa de fique en relacion a los solidos volatiles, esto con el fin de
aumentar la cantidad de pulpa de fique aprovechada en el bioproceso. A partir
de los resultados obtenidos se puede inferir que la produccion de metano es
inversamente proporcional a la carga de sdlidos volatiles adicionada, ya que al
aumentar la cantidad de pulpa adicionada al ensayo, se disminuia la
produccion de metano, lograndose evidenciar un nivel de saturacién. La
relacion 0,5 (R: 0,5), contenia la mayor carga organica 0,5 g SV de inéculo/1 g

SV de sustrato y presentd un volumen final de 2.516 ml a los 15 dias de

66



reaccion. La relacion 1 (R:1) contenia 1 g SV de inéculo/1 g SV de sustrato.
Esta relacion alcanzé un volumen maximo de metano acumulado de 3.652 ml a
los 15 dias de reaccion. Finalmente la relacion 2 (R:2) era la relacion con
menor carga organica, 2 g SV de inéculo/1 g SV de sustrato. Esta relaciéon

presentd un volumen acumulado de metano de 2.043 ml.
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Figura 10. Cinéticas de produccion de CHs (ml) Ensayos realizados en reactores de 500 ml
utilizando pulpa de fique como sustrato y relaciones inoéculo/sustrato de 0,5, 1 y 2 g SV

temperatura 39 °C, sin ajuste de pH, sin agitacion.

A partir de los resultados obtenidos en la figura 10 se determinaron los
rendimientos acumulados de producto en sustrato, obteniendo valores de 0,566
m3CH4/Kg SV para R:2, 0,446 m°CH4Kg SV para R:1 y 0,171 para R:0,5,
siendo R:2 la relacion que presentd producciones de metano superiores a las
reportada por Mshandete et al (0,22 m®CH4/Kg SV). Es decir que con esta
relacion se produce una mayor cantidad de metano a partir de una menor
cantidad de materia organica. La productividad volumétrica de producto
acumulada Qp (ml CHg/dia) también fue mayor para R:2 comparada con las
demas relaciones evaluadas. De esta manera, se comprueba nuevamente la
capacidad de los microorganismos presentes en el consorcio (LR+EP) para

aprovechar la materia organica contenida en la pulpa de fique.

Se evidencia un nivel de saturacidon cuando se aumenta la concentracion

de sustrato utilizada como en el caso de R: 0,5; que fue la relacion con mayor
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carga organica y la que presentd los rendimientos y las productividades mas
bajas. Este resultado es similar a los reportados en otras investigaciones
usando un lodo anaerobio como inéculo y glucosa como sustrato, en donde
una relacién Inéculo/Sustrato menor de 0,25 reduce drasticamente la
produccion de biogas hasta una valor de 0,23 m3/kg SV, debido a que se

ocasiona acidificacion en el reactor [51].

Por otra parte los rendimientos obtenidos para la relaciéon R:1, la cual
contenia 1g SV de in6culo/1g SV de sustrato, son superiores a los reportados
por Raposo et al., [52] para la misma relacion quienes estudiaron la influencia
de la relacion Inéculo/Sustrato empleando desechos de maiz como sustrato y
lodo anaerobio como inéculo, alcanzando un rendimiento de 211 ml CH4/g SV

adicionado.

Respecto a la concentraciéon de inéculo/sustrato utilizada en la relacion R:2,
la cual contenia la menor concentracion de carga organica, Lépes et al., [53],
demostraron que una mayor cantidad de inéculo adicionado en funcion de los
sélidos volatiles es fundamental para mejorar los rendimientos de la produccién

de metano en un proceso de digestion anaerobia.

Adicionalmente se determinaron los porcentajes de metano en el biogas a
partir de la digestion anaerobia de la pulpa de fique para cada una de las
relaciones evaluadas. Las relaciones R:1 y R:2 mostraron los maximos valores
de porcentaje de metano durante todo el tiempo de experimentacion,
alcanzando producciones de 42,5% y 43,6% respectivamente, lo que indica
que cualquiera de estas dos relaciones inéculo sustrato es susceptible de ser
usada para la degradacion anaerobia de la pulpa de fique, ya que generan un
alto porcentaje de metano en el biogas y por tanto un biogas de mejor calidad a

diferencia de la relacion R:0,5.

En la Figura 11 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
la concentraciéon de AGVs, pH y alcalinidad para cada una de las relaciones

evaluadas. En cuanto a los AGVs se comprobé nuevamente que valores
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superiores a 8.000 mg/L de AGVs inhiben la produccién de metano, causando
disminucién del pH y por tanto acidificacion dentro del reactor. Este es el caso
de la relacion R:0.5, que presenta valores de AGVs 5.040 y 15.400 mg/L y por
tanto presenta disminucién del pH de 7,9 a 6,45y como consecuencia de ello se
acidifica el reactor ocasionando significativas pérdidas en los rendimientos del
proceso. El pH es una de las variables mas importantes en el proceso de
produccion de metano debido a que los microorganismos dependen de esta
condicion ambiental para desarrollar su actividad metabdlica [4]. Las relaciones
R:1 y R:2 mantuvieron el pH en un rango 6ptimo de 7 a 8,2 durante todo el
tiempo de reaccion. La estabilidad del pH para estas relaciones puede ser
atribuida a la capacidad buffer del sistema [51], la cual esta dada por la
alcalinidad. En cuanto a la alcalinidad R:0,5 presentd los mayores valores
(4.300-10.300 mg CaCOs/ml) esto demuestra la habilidad de los
microorganismos para ejercer un efecto tampdn sobre el bioproceso,
neutralizando la acides causada por los altos valores de AGVs y compensando
el efecto negativo ocasionado por el descenso del pH, en comparacion con las

demas relaciones.
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Figura 11. Cinéticas de produccion de AGVs, pH y Alcalinidad Ensayos realizados utilizando pulpa
de fiqgue como sustrato y relaciones inéculo/sustrato de 0,5; 1 y 2 g SV temperatura 39 °C, sin
ajuste de pH, sin agitacion.

En relacion con el andlisis estadistico, en la Figura 12 se muestra la
distribucion de los valores de medias y medianas utilizados para el analisis
estadistico de los resultados. Se evidencia una diferencia significativa entre los
rendimientos de metano obtenidos por el consorcio microbiano para cada de
las relaciones evaluadas, con un Indice de Confianza de 95% y un valor P =
0,000. EIl analisis estadistico se correlaciona con los resultados anteriores,

debido a que la relacion R:2 presenta los mayores valores de rendimiento y
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productividad acumulados.Ademas se comprobé la distribucidon normal de los
datos utilizando el test de Shapiro Wilks, comprobando que todos los datos

mantenian una distribuciéon normal para todas las muestras evaluadas.

0.65

0,55

0.45

0,35

METANO m3/kg SV

0.25

L
R:2 R:1 R:0.5

0,15

Figura 12. Distribucion de medias y medianas para las cinéticas de produccion de Metano

utilizando relaciones inéculo/sustrato de 0,5; 1y 2 g SV.

5.9 Estudio del efecto del pH sobre la digestiéon anaerobia de la

pulpa de fique utilizando el consorcio seleccionado

En la Figura 13 se presentan las cinéticas de produccién de metano
(ml CHg4/dia), utilizando como in6culo la mezcla LR + EP y una carga organica
de 2 g SV de inéculo/2 g SV de sustrato, a diferentes valores de pH, con el fin
de establecer el mejor valor para el proceso de degradacion anaerobia de la
pulpa de fique. Al evaluar la produccion de metano a pH 6 se evidencia una
disminucién drastica en el volumen de metano generado, en comparacién con
el volumen de metano producido a pH 7,7. El volumen acumulado de metano
para las fermentaciones fue de 3.317 ml para la fermentaciéon a pH 7,7 y 1.118
ml para la fermentacion a pH 6. En cuanto al porcentaje de metano
determinado para cada uno de los ensayos la diferencia fue menor. Sin
embargo el mayor valor fue de 40,1% y correspondio a la fermentacion a pH
7.7.
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Figura 13. Cinética de produccion de metano (ml CH4/dia). Ensayos realizados en reactores de 500
ml utilizando pulpa de fique como sustrato y una relacién inéculo/sustrato 2 g SV, temperatura 39

°C, sin agitacion.

A partir de los resultados obtenidos en la figura 13 se determinaron los
rendimientos acumulados de producto en sustrato, obteniendo valores de 0,446
m°CH4/Kg SV para la fermentacién a pH 7,7 y 0,145 m>CH4/Kg SV para la
fermentacion a pH 6. De esta manera se demostré el efecto negativo que
causan los valores de pH acidos sobre la estabilizaciéon de los reactores,
debido a que se altera la capacidad tampdn del mismo. Ademas los valores de
pH acido alteran las poblaciones troficas presentes en el consorcio [50, 54]. La
productividad volumétrica acumulada de producto Qp (ml CHg/dia) también fue

mayor a pH 7,7 comparada con la obtenida a pH 6.

En la Figura 14 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
la concentracion de AGVs, pH y alcalinidad para cada una de las
fermentaciones realizadas. En cuanto a los AGVs la fermentacion a pH 6
presento valores superiores a 8.000 mg/L inhibiendo la producciéon de metano,
lo que a su vez ocasion6 disminucion del pH de 6,4 a 5,5 y por tanto
acidificacion dentro del reactor. Con respecto a la alcalinidad la fermentacion a
pH 6 presentd valores bajos (450-1.350 mg CaCOs/ml) comparada con la
fermentacion a pH 7,7; esto sumado al efecto negativo que posee la

disminucién del pH, alteré la capacidad tamponante del sistema, impidiendo
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que los microorganismos pudieran realizar sus funciones metabdlicas
normales[4, 46, 50].
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Figura 14. Cinética de produccion de AGVs, pH y Alcalinidad para cada una de las fermentaciones.
Ensayos realizados a diferentes valores de pH utilizando pulpa de fique como sustrato y una

relacion inéculo/sustrato 2 g SV, temperatura 39 °C, sin agitacion.

En relacion con el andlisis estadistico, en la Figura 15 se muestra la
distribucion de los valores de medias y medianas utilizados para el analisis de
los resultados. Se evidencia una diferencia significativa entre los rendimientos
de metano obtenidos por el consorcio microbiano para cada uno de los pH
evaluados, con un Indice de Confianza de 95% y un valor P = 0,000. EI
analisis estadistico valida los resultados obtenidos en las graficas anteriores, ya
que los mejores rendimientos se obtuvieron sin modificar el pH. Por esta razén

esta variable fue excluida del disefio de experimentos para el estudio de las
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condiciones de operacion. Ademas se comprobd la distribucion normal de los
datos utilizando el test de Shapiro Wilks, comprobando que todos los datos

mantenian una distribuciéon normal para todas las muestras evaluadas.

0.53 C N
> B ]
® 043 KN .
o L ]
= B ]
[2r] L i
E 0,33F .
o C ]
<2.: i ]
b 0230 ]
= r ]

013 £ ]

pH 6 pH 775

Figura 15. Distribuciéon de medias y medianas para las cinéticas produccion de Metano a diferentes

valores de pH, utilizando una relacion inéculo/sustrato 2 g SV.

5.10 Estudio del efecto de la temperatura, agitacion y aireacién
sobre la digestion anaerobia de la pulpa de fique utilizando el

consorcio seleccionado

En la Tabla 7 se muestra el disefio de experimentos para el estudio del
efecto de las siguientes condiciones ambientales durante la fermentacién:
temperatura, agitacién y aireacién. En cada caso se evaluaron dos niveles. En
el caso de la temperatura, se realizaron experimentos a temperatura ambiente
y a 39 °C. En el caso de agitacion el numero 1 corresponde a los reactores que
estaban agitados continuamente a 150 rpm, mientras que el numero 0
corresponde a reactores no agitados. En el caso de la aireacion, el numero 1
corresponde a reactores aireados durante 9 horas y posteriormente colocados

en anaerobiosis y 0 corresponde a los reactores no aireados
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Tabla 7. Diseiio experimental utilizado para evaluar el efecto de diferentes condiciones

ambientales: temperatura, agitacion y aireacion sobre la produccion de biogas

EXPERIMENTO TEMPERATURA AGITACION X:El\élzglgﬁ
R1 T ambiente 1 1
R2 T ambiente 1 0
R3 T ambiente 0 1
R4 T ambiente 0 0
R5 39°C 1 1
R6 39°C 1 0
R7 39°C 0 1
RS 39°C 0 0

En la Figura 16 se presentan la cinética de produccién de metano (ml
CHy/dia) y la cinética de concentracion de azucares reductores (mg/ml) para
los reactores R4 (temperatura ambiente, sin agitacion y sin aireacién) y R8 (39
°C, sin agitacion y sin aireacion). Estos experimentos se realizaron utilizando
como in6culo la mezcla LR + EP y una carga organica de 2 g SV de inoculo/1 g
SV de sustrato. En cuanto al volumen de metano, el maximo valor fue 2.270 ml
obtenidos por R4 a los 15 dias de reaccion, comparado con 1.965 ml obtenidos
por R8 durante el mismo tiempo de reaccion. En cuanto a los porcentajes de
metano determinados para cada uno de los ensayos, los mayores valores
obtenidos fueron 42,5% para R4 y 39,5% para R8. De acuerdo con la cinética
de concentracién de azucares reductores, el consumo de los mismos se vio
favorecido en una condicién de temperatura a 39 °C en comparacion con la
fermentacion realizada a temperatura ambiente. Estos resultados demuestran
que mayores temperaturas aumentan la actividad metabdlica de los
microorganismos metanogénicos y por tanto son mas eficientes para degradar
sustratos [4, 5, 24].

A partir de los resultados obtenidos de la figura 16, se calcularon los
rendimientos acumulados de sustrato en producto (m>CH4/Kg) y las
productividades volumétricas de producto acumuladas Qp (ml CHj/dia) para

ambos experimentos. Estos valores fueron superiores para R4 (0,630
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m>CH./kg SV y 189 ml CH4/dia, respectivamente) comparado con los obtenidos
para R8 (0,545 m> CHu/kg SV y 164 ml CHg/dia, respectivamente).
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Figura 16. Cinética de produccion de metano ml (CHi/dia) y cinética de consumo de azlcares
reductores (mg/ml) a partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y

39 °C, sin agitacién y sin aireacién y una relacién inéculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 17 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
la concentracion de AGVs, pH y Alcalinidad para los ensayos R4 y R8. De los
resultados obtenidos se puede inferir que todos valores se encuentran dentro
de los rangos Optimos para el proceso de digestidbn anaerobia, a excepcién de
los altos valores de AGVs presentados por R8, entre 4.320 y 11.400 mg/L, lo
que podria explicar los bajos rendimientos en cuanto a la produccion de
metano [4, 46, 50].
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Figura 17. Cinéticas de produccion de AGVs, pH y Alcalinidad para la Produccion de biogas a

partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y 39 °C, sin agitacion

y sin aireacion y una relacién inéculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 18 se presentan la cinética de produccién de metano (ml
CHy4/dia) y la cinética de concentracion de azucares reductores (mg/ml) para
los reactores R2 (temperatura ambiente, con agitacion y sin aireacién) y R6 (39
°C, con agitacién y sin aireacion). Estos experimentos se realizaron utilizando
como indculo la mezcla LR + EP y una carga organica de 2 g SV de inoculo/1 g

SV de sustrato. En esta figura se evidencia que no hay diferencias significativas
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entre los dos ensayos, ya que los experimentos a ambas temperaturas
presentan una tendencia similar para el volumen generado de metano. En
cuanto a los porcentajes de metano determinados para cada uno de los
ensayos, los mayores valores obtenidos fueron 42,1% para R2 y 43,8% para
R6. La cinética de azucares reductores, muestra que durante el primer dia se
presenta un alto consumo de azucares y después de este tiempo la
concentracion permanece constante para ambos ensayos hasta el final de la

digestion.

A partir de los resultados obtenidos de la figura 28, se calcularon los
rendimientos acumulados de sustrato en producto (m*CH./Kg) y las
productividades volumétricas de producto acumuladas Qp (ml CHj/dia) para
ambos experimentos. Estos valores fueron ligeramente superiores para R6
(0,695 m® CH4/kg SV y 209 ml CH./dia, respectivamente) comparado con los
obtenidos para R2 (0,676 m® CH4/kg SV y 203 ml CHg/dia, respectivamente).
R6 presento los rendimientos y las productividades mas altas en comparacion
con los demas ensayos incluidos en este disefio experimental, debido a que
este ensayo combinaba dos variables como la temperatura de 39 °C y la
agitacion continua, las cuales segun Stroot et al.,, y Kaparaju et al., son
variables que ejercen un efecto positivo sobre el proceso de digestion
anaerobia, ya que favorecen la actividad enzimatica y metabdlica de los
microorganismos metanogénicos y ademas mantienen homogéneamente

mezclado el sistema [18, 21, 55].
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Figura 18. Cinética de produccion de metano (ml CHg4/dia) y cinética de consumo de azucares
reductores (mg/ml) a partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y

39 °C, con agitacion y sin aireacion y una relacion inoculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 19 se presentan los resultados obtenidos para los analisis de
AGVs, pH y Alcalinidad para los ensayos R2 y R6. A partir de la figura se
evidencia un aumento significativo en los valores de AGVs de 3.840 a 18.420
mg/L para R2 y de 5.580 a 12.360 mg/L R6, esto posiblemente ocurrié debido a
que la agitacion aumenta la actividad metabodlica de los microorganismos
dentro de los reactores. Las concentraciones de AGVs obtenidas ocasionan
inhibicion de los microorganismos metanogénicos, ya que cuando Ila
concentracion de AGVs sobrepasa los 8.000 mg/L, la producciéon de metano en
cuanto al volumen y porcentaje disminuyen considerablemente, pero no hay un
dafo total en los reactores debido a los altos valores de alcalinidad que
también presentan estos ensayos , los cuales ejercen un efecto tampdn para

compensar la acidez [50, 54].
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Figura 19. Cinéticas de producciéon de AGVs, pH y Alcalinidad para la Producciéon de biogas a
partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y 39 °C, con agitacion

y sin aireacién y una relacion inéculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 20 se presentan la cinética de producciéon de metano (ml
CHy4/dia) y la cinética de concentracion de azucares reductores (mg/ml) para
los reactores R3 (temperatura ambiente, con aireacién y sin agitacién) y R7 (39
°C, con aireacion y sin agitacion). Estos experimentos se realizaron utilizando
como inéculo la mezcla LR + EP y una carga organica de 2 g SV de in6culo/2 g

SV de sustrato. En esta figura se evidencia que no hay diferencias significativas
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entre los dos ensayos, ya que los experimentos a ambas temperaturas
presentan una tendencia similar para la produccién de volumen de metano. En
cuanto a los porcentajes de metano determinados para cada uno de los
ensayos, los mayores valores obtenidos fueron 36,8% para R3 y 42,7% para
R7.Similares resultados se obtuvieron para la cinética de azucares reductores,
en donde ambos experimentos mostraron un comportamiento analogo hasta el
final de la digestion. Estos resultados demuestran que la aireacion no es
necesaria para la activacion de los microorganismos hidroliticos presentes en el

consorcio como lo sugieren investigaciones anteriores [3, 56].

A partir de los resultados obtenidos de la figura 20, se calcularon los
rendimientos acumulados de sustrato en producto (m*CH./Kg) y las
productividades volumétricas de producto acumuladas Qp (ml CH,/dia) para los
experimentos R3 y R7. Estos valores fueron superiores para R7 (0,569 m>
CH4/kg SV y 171 ml CH4/dia, respectivamente) comparado con los obtenidos
para R3 (0,489 m® CHu/kg SV y 147 ml CHa/dia, respectivamente). R3 presento
los rendimientos y las productividades mas bajas en comparacion con los
demas ensayos incluidos en este disefio experimental, lo que se debid
posiblemente a la baja temperatura, a la falta de agitacién y ademas a la
presencia del oxigeno y no de CO, o H; como aceptor de electrones

ocasionada por la aireacion.
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Figura 20. Cinética de produccion de metano (ml CHi/dia) y cinética de consumo de azulcares
reductores (mg/ml) a partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y

39 °C, con aireacion y sin agitacion y una relacion inoculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 21 se muestran los resultados para los analisis de AGVs, pH,
Alcalinidad para las fermentaciones realizadas en un sistema aireado. En
cuanto a los AGVs, se evidencia un aumento de 3.900 a 21.900 mg/L para el
ensayo a temperatura ambiente y de 5.820 a 18.000mg/L para el ensayo a
39°C. Estas concentraciones de AGV ocasionan inhibicion de los
microorganismos metanogénicos, ya que la concentracién de AGVs sobrepasa
los 8.000 mg/L, el volumen y el porcentaje de metano disminuyen
considerablemente, pero no hay un dano total de los reactores debido al efecto

tamponante que ejerce la alcalinidad [50, 54, 57].
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Figura 21. Cinéticas de produccion de AGVs, pH y Alcalinidad para la Produccion de biogas a
partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y 39 °C, con aireacion

y sin agitacion y una relacion inéculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 22 se presentan la cinética de producciéon de metano (ml
CHy4/dia) y la cinética de concentracion de azucares reductores (mg/ml) para
los reactores R1 (temperatura ambiente, con agitacion y con aireacion) y R5
(39 °C, con agitacion y con aireacion). Estos experimentos se realizaron
utilizando como inéculo la mezcla LR + EP y una carga organica de 2 g SV de
in6culo/1 g SV de sustrato. En esta figura se evidencia que no hay diferencias

significativas entre los dos ensayos, ya que los experimentos a ambas
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temperaturas presentan una tendencia similar para el volumen de metano. En
cuanto a los porcentajes de metano determinados para cada uno de los
ensayos, los mayores valores obtenidos fueron 34% para R1y 41,8% para R5.
La cinética de azucares reductores, muestra que durante el primer dia se
presenta un alto consumo de azucares y después de este tiempo la
concentracion permanece constante para ambos ensayos hasta el final de la

digestion.

A partir de los resultados obtenidos de la figura 24, se calcularon los
rendimientos acumulados de sustrato en producto (m>CH4/Kg) y las
productividades volumétricas de producto acumuladas Qp (ml CH4/dia) para los
experimentos R1 y R5. Estos valores fueron similares ambos ensayos. R1
presentd un rendimiento de 0,620 m® CH,/kg SV y una productividad de 186 ml
CH./dia; mientras R5 presentd un rendimiento de 0,617 m® CHs/kg SV y una
productividad de 185 ml CH,4/dia. Como los ensayos fueron llevados a cabo en
iguales condiciones de agitacion y aireacion y la unica variable fue la
temperatura, esto hace concluir que la temperatura no es una variable
importante para este bioproceso, porque se obtienen rendimientos vy

productividades similares utilizando una u otra temperatura.
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Figura 22. Cinéticas de producciéon de metano (ml CHa4/dia) y porcentaje cinética de consumo de
azucares reductores (mg/ml) a partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura

ambiente y 39 °C, con agitacion y con aireacion y una relacion inéculo/sustrato 2 g SV.

En la Figura 23 se muestran los resultados para los analisis de AGVs, pH,
alcalinidad para las fermentaciones realizadas en un sistema aireado y agitado.
En cuanto a los AGVs, se evidencia un aumento de 4.080 a 17.160 mg/L para
el ensayo a temperatura ambiente y de 6.600 a 14.100 mg/L para el ensayo a
39°C. Estas concentraciones de AGV ocasionan inhibicion de los
microorganismos metanogénicos, ya que la concentracién de AGVs sobrepasa
los 8.000 mg/L, el volumen y el porcentaje de metano disminuyen
considerablemente, pero no hay un dano total de los reactores debido al efecto

tamponante que ejerce la alcalinidad [50, 54, 57].
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Figura 23. Cinéticas de producciéon de AGVs, pH y Alcalinidad para la Producciéon de biogas a

partir de bagazo de fique. Ensayo realizado utilizando temperatura ambiente y 39 °C, con agitacion

y con aireacion y una relacién inéculo/sustrato 2 g SV.

En la tabla 8 se presenta un consolidado de los resultados obtenidos de
rendimiento y productividad acumulada de cada uno de los ensayos realizados
para evaluar el efecto de las condiciones ambientales (temperatura, agitacion y
aireacion) sobre la produccion de biogas a partir de los residuos generados del

beneficio del fique.
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Tabla 8. Rendimientos y Productividades Acumuladas para cada uno de los ensayos del
disefio experimental utilizado para evaluar el efecto de diferentes condiciones ambientales:

temperatura, agitacién y aireacion sobre la produccion de biogas

Experimento Rendimien3to Acumulado Productividad Acumulada
(X s/p = m” CH4/Kg SV) (Qp = ml CH4*dia)
R1 0,620 186
R2 0,676 203
R3 0,489 147
R4 0,630 189
R5 0,617 185
R6 0,695 209
R7 0,569 171
R8 0,545 164

A partir de estos resultados, se puede concluir que los mejores
rendimientos y productividades acumuladas de metano se obtienen en un
sistema que combine como condiciones ambientales una temperatura de 39
°C, agitacion y que no presente aireacion, como se evidencia con el
experimento R6. Los rendimientos y las productividades mas bajas fueron
obtenidas por los ensayos que presentaron una temperatura de ambiente,
aireacion y que no presentaron agitacion, como se evidencia con el

experimento R3.

En cuanto al analisis estadistico en la Figura 24 se muestra la distribucién
de los valores de medias y medianas utilizados para el analisis de los
resultados del disefio de experimentos para el estudio de las diferentes
variables de cultivo. Se evidencia una diferencia significativa entre las
productividades volumétricas acumuladas de producto, obtenidas por el
consorcio microbiano para cada una de las condiciones evaluadas, con un
Indice de Confianza de 95% y un valor P = 0,0001. También se comprobé la
distribucion normal de los datos utilizando el test de Shapiro Wilks. El analisis
estadistico valida los resultados obtenidos en las graficas anteriores, ya que los
los mayores volumenes de metano se obtuvieron en el sistema que combinaba
agitacion con 39 °C (R6). Los resultados obtenidos son similares a los

reportados por Lettinga et al., [50] y Fezzani et al., [58].quienes evaluaron los
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efectos de de la temperatura mesofilica para el proceso de digestion anaerobia,
concluyendo que las digetiones llevada a cabo a temperaturas cercanas a los
37 °C presentan altas tasas de rendimiento y productividad comparado con los
reactores operados a temperaturas mas bajas. De igual forma las menores
producciones de metano en cuanto a volumen fueron presentadas por el
sistema que combinaba aireacién ytemperatura ambiente (R3) estos resultados
contradicen lo reportado por Mshandete et al., [3] y Sanchez et al., [56] quienes
reportaron aumentos en la produccion de metano realizando pretratamientos
aerobicos para mejorar la etapa hidrolitica de la digestion anaerobia que es

considerada por muchos autores la etapa limitante del bioproceso.
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Figura 24. Distribucion de medias y medianas para las Productividades Volumétricas Acumuladas

de Producto (Qp ml de Metano*dia) a diferentes condiciones de cultivo.

En la Figura 25 se presenta un analisis de pareto estandarizado para las
productividades volumétricas acumuladas de producto. En este grafico se
muestran los efectos que presentan cada una de las condiciones de cultivo
evaluadas sobre la Productividad. El nivel de significancia de los efectos fue
alcanzado por las variables agitacion y aireacion, la primera con una efecto
positivo y la segunda con un efecto negativo sobre la productividad. La variable
temperatura y las combinaciones de cada una de las 3 variables evaluadas, no

tuvieron efectos significativos sobre la Productividad de metano.
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Figura 25. Pareto para las Productividades Volumétricas Acumuladas de Producto (Qp ml de

Metano*dia) a diferentes condiciones de cultivo.

En la Figura 26 se presentan los Efectos Principales para las
Productividades Volumétricas Acumuladas de Producto. Esta figura muestra
cuales son las variables que mas efecto presentan sobre la productividad de
metano. La temperatura, no presenta efecto significativo sobre la productividad,
a diferencia de la agitacion que presenta un efecto positivo y la aireacion que
presenta un efecto negativo para el proceso. Lo anterior significa que a mas
agitacion y menor aireacion en el sistema, hay mayor productividad de metano.
Esto se puede explicar porque la agitacion favorece los fendmenos de
transferencia de masa, permitiendo que los microorganismos tengan mas
accesibilidad al sustrato y lo puedan degradar mejor [18, 21, 55]. En el caso de
la aireacion, se demuestra que no es necesaria para este tipo de consorcio
microbiano, ya que contrario a los resultados esperados, inhibe a los

microorganismos metanogénicos [4, 5].

89



200 F 3
= [ ]
S 190 -
o i ]
<Zt L ]
I ]
o 180 .
= i ]
£ [ ]
o 170 - -
<] i ]
160 L ]

T amb 390 0,0 1,0 0,0 1,0

TEMPERATURA  AGITACION AIREACION

Figura 26. Efectos Principales para las Productividades Volumétricas Acumuladas de Producto (Qp

ml de Metano*dia) a diferentes condiciones de cultivo.

En cuanto al analisis estadistico realizado con base en los rendimientos
obtenidos, en la Figura 27 se muestra la distribucién de los valores de medias
y medianas utilizados para el analisis estadistico del disefio de experimentos
para el estudio de las diferentes variables de cultivo. Se evidencia una
diferencia significativa entre los Rendimientos de Producto en Sustrato
Acumulados, obtenidos por el consorcio microbiano para cada una de las
condiciones evaluadas, con un Indice de Confianza de 95% y un valor P =
0,0002. También se comprobd la distribucion normal de los datos utilizando el
test de Shapiro Wilks. El analisis estadistico valida los resultados obtenidos en
las graficas y analisis anteriores. Los mayores volumenes de metano se
obtuvieron en el sistema que presentd las mayores productividades (R5). De
igual forma las menores producciones de volumen de metano fueron

presentadas por el sistema con menores productividades (R3).
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Figura 27. Grafico de medias y medianas para los Rendimientos Acumulados de Producto en

sustrato (m3 Metano /kg SV) a diferentes condiciones de cultivo.

En la Figura 28 se presenta un analisis de Pareto estandarizado para los
Rendimientos de Producto en Sustrato Acumulados. En este grafico se
muestran los efectos que presentan cada una de las condiciones de cultivo
evaluadas sobre el Rendimiento. El nivel de significancia de los efectos fue
alcanzado nuevamente por las variables agitacion y aireacion, similar a lo
observado en el andlisis de productividad, la primera con un efecto positivo y la
segunda con un efecto negativo. La variable temperatura y las combinaciones
de cada una de las 3 variables evaluadas, no tuvieron efectos significativos

sobre los Rendimientos de metano.
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Figura 28. Pareto para los Rendimientos Acumulados de Producto en sustrato (m* Metano /kg SV)

a diferentes condiciones de cultivo.
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En la Figura 29 se presentan los Efectos Principales para los Rendimientos
de Producto en Sustrato Acumulados. Esta figura muestra cuales son las
variables que mas efecto presentan sobre los Rendimientos de metano. La
temperatura, no presenta efecto significativo sobre el rendimiento, a diferencia
de la agitacion que presenta un efecto positivo y la aireacion que presenta un
efecto negativo, lo que indica, que a mayor agitacién en el sistema, hay mayor
rendimiento de metano [18, 21, 55]. En cuanto a la aireacién, esta presenta un
efecto negativo para el proceso, lo que significa que a mayor aireacion menor
rendimiento de metano [4, 5], debido a que disminuyen el CO;, y el H, como
aceptores de electrones a expensas de que aumenta el oxigeno y esto afecta
principalmente a los microorganismos metanogénicos. Lo anterior se
correlaciona con los resultados obtenidos y para el analisis estadistico de la

Productividad Volumétrica de Producto Acumulada.
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Figura 29. Efectos Principales para los Rendimientos Acumulados de Producto en sustrato (m3

Metano /kg SV) a diferentes condiciones de cultivo.

Finalmente con base en los analisis estadisticos realizados a los resultados
del disefio experimental, se pueden mejorar las variables del proceso para
obtener los mayores rendimientos y productividades de metano. En la Tabla 9
se muestran los resultados obtenidos para este analisis de las variables con el
fin de realizar la determinacion de las mejores condiciones de cultivo. El

analisis muestra que los mayores valores de metano se obtienen en un sistema
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que combine 39 °C, agitacion y aireacién, pero se pueden obtener valores
optimos de rendimiento en un sistema que combine temperatura ambiente,

agitacion y que no presente aireacion.

Tabla 9. Analisis estadistico de las variables para aumentar los rendimientos y las productividades

de metano.
FACTOR INFERIOR SUPERIOR MEJOR
Temperatura (°C) 25 39 25
Agitacion (rpm) 0 120 120
Tiempo de Aireacion 0 9h 0
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6. CONCLUSIONES

El uso de sustratos modelos como celulosa y acetato para evaluar la
produccion de metano, fue una metodologia efectiva para predecir el
comportamiento de los diferentes indculos durante la degradacién anaerobia de

la pulpa de fique.

La co-digestion estiércol porcino—liquido ruminal es un inéculo adecuado para
la degradacion de sustratos como el bagazo de fique. Estos consorcios exhiben
eficientes actividades hidroliticas y metanogénicas. Asi como buena afinidad al

sustrato.

La determinacion de los valores de la actividad hidrolitica, actividad
metanogénica y afinidad al sustrato de los indculos, fueron parametros
adecuados para realizar la seleccion del in6culo, ya que nos permitieron
identificar eficientemente el consorcio con mayor potencial para la degradacion

de la pulpa de fique.

Las actividades metabdlicas eficientes mostradas por inéculo LR+EP estan
dadas por la distribucion adecuada de los grupos tréficos presentes en el

consorcio.

La relacion inéculo/sustrato adecuada para este bioproceso es de 2 g SSV de
in6culo/1 g SSV sustrato. Lo anterior se puede inferir teniendo en cuenta que

con las demas relaciones estudiadas se evidencian problemas de saturacion.
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El uso del disefio experimental para el estudio de las condiciones de cultivo
para el proceso de obtencién de metano a partir de los residuos del fique,
permitid establecer que las condiciones Optimas para el proceso se presentan a
una temperatura de 25 °C, utilizando un sistema agitado no aireado. Ademas

se demostrd que la temperatura es una variable indiferente en el bioproceso.

Se determind que para el proceso de produccion de biogas a partir de sustratos
generados del beneficio del figue no es necesario realizar un control de los
valores de pH, ya que los mejores rendimientos acumulados de producto en
sustrato (Yps) se obtuvieron en fermentaciones realizadas sin modificacion de

esta variable.

Finalmente, este trabajo de investigacion muestra que es viable la produccion
de metano a partir del bagazo de fique, con lo cual seria posible resolver el
problema de acumulaciéon y contaminacion generada por los residuos, y

desarrollar un proceso generador de energia a partir de recursos renovables.
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7. RECOMENDACIONES

Con el objetivo de aumentar la biodegradabilidad del material organica
contenida en el bagazo de fique se recomienda evaluar diferentes
pretratamientos al material como pre-hidrélisis o disminucion del tamafo de
particula, ya que de esta manera se pueden solubilizar mejor los polisacaridos
y eliminar algunos inhibidores como la lignina. Adicionalmente a esto se puede
evaluar la digestién anaerobia de la pulpa de fique mezclandola con otros
sustratos como la melaza, la cual al poseer altas concentraciones de azucares
libres podria aumentar la energia de activacion requerida por las enzimas
microbianas, haciendo de esta manera menor el tiempo de estabilizacion de los

reactores.

Si se desea aumentar los rendimientos de produccion de metano, seria
recomendable evaluar la separacion de las etapas hidrolitica y acidogénica de
la etapa metanogénica, ya que de esta manera se pueden favorecer los grupos
troficos que actuan en cada una de ellas y ha sido una técnica de mucho

estudio por otros investigadores.

Otra forma de favorecer los grupos troficos presentes en los consorcios a
utilizar para la digestién anaerobia seria la adicion de macro o micronutrientes
necesarios para el correcto desarrollo de estos microorganismos. Seria
recomendable evaluar cuales serian los mas importantes a adicionar al medio
de reaccion teniendo en cuenta que no se incrementen en gran medida los

costos del proceso.
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ANEXO 1

Medio de cultivo Actividad Hidrolitica

Para 1.000 ml:

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50 ml
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10 mi
- KoHPO, 0,3g

- SIn de resarzurina (0,1 %) 1,0 mi
- Extracto de Levadura 0,19

- Peptona Tripticasa 0,1g

Se completa el volumen a 1 L se ajusta el pH a 7,0 con NaOH 1N, agregar 10%
en volumen de agua destilada adicional, hervir hasta llegar al volumende 1Ly

enfriar bajo atmosfera de No.

Cuando esté a temperatura ambiente agregar:
- NaHCO3 2049
- Cisteina 0,5¢

Dosificar bajo corriente de nitrogeno. Se gasea el frasco donde se va a servir
con N2y se agrega el medio. Servir 250 ml en botellas de 500 ml, agregar una
concentracion de Celulosa de 10 g/L, hacer el intercambio gaseoso de fase
N2/CO; (80% - 20%) por 1 minuto, se debe retirar primero la aguja con la cual
se esta gaseando para que no haya una sobre expresion y luego la aguja de
desalojo, llevar a autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 psi, antes de

utilizarlo agregar:

- NazS (2,0%) 6 ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 6 ml
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ANEXO 2

Medio de cultivo Actividad Metanogénica Especifica

Para 1.000 ml:

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50 mi
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10 ml
- KoaHPO4 0,3g

- SIn de resarzurina (0,1 %) 1,0 ml
- Extracto de Levadura 0,1g

- Peptona Tripticasa 0,1g

Se completa el volumen a 1 L se ajusta el pH a 7,0 con NaOH 1N, agregar 10%
en volumen de agua destilada adicional, hervir hasta llegar al volumende 1 Ly

enfriar bajo atmosfera de No.

Cuando esté a temperatura ambiente agregar:
- Cisteina 0,59

Dosificar bajo corriente de nitrégeno. Se gasea el frasco donde se va a servir
con N, y se agrega el medio. Servir 250 ml en botellas de 500 ml, hacer el
intercambio gaseoso de fase N2/CO2 (80% - 20%) por 1 minuto, se debe retirar
primero la aguja con la cual se estd gaseando para que no haya una sobre
expresion y luego la aguja de desalojo, llevar a autoclave durante 15 minutos a

121°C y 15 psi, antes de utilizarlo agregar:

- NasS (2,0%) 6 ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 6 ml
- Solucién de Acido Acético 100g/L 18 ml
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ANEXO 3

Medio de cultivo Caracterizacién Microbiolégica

Medio de cultivo para recuento de bacterias anaerobias estrictas (BAS)

Para 1.000 ml.

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50,0 ml
- KoHPO, 0,30 g
- Fe(S0y4). 7H20 (0,2%) 1,0 mi
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10,0 ml
- NiCl, . 6H,0 0,50 ml
- Azul de bromotimol (1,0%) 1,0 mi
- Extracto de Levadura 20g9

- Peptona Tripticasa 20g

- Glucosa 10,0 ¢

Se completa con agua destilada a 1.000 ml, se ajusta el pH con NaOH 1N,
agregar 10% en volumen de agua destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1

Litro y enfriar bajo atmdsfera de nitrogeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:
- NaHCO3 5,09
- Cisteina 0,5¢

Servir 5 ml en tubos Hungate, hacer cambio de fase N,/CO, (80% - 20%)
durante un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 psi,

antes de utilizarlo agregar:
- NazS . 9H20 (2,0%) 0,05 ml/ 5ml

- SIn diluida de vitaminas de Balch 0,05 ml/ 5ml

Después del autoclavado el pH debe ser 7,1.
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Medio de cultivo para recuento de bacterias fermentadoras de lactosa y
glucosa (BFG Y BFL)

Para 1.000 ml.

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50,0 ml
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10,0 ml
- KoaHPO4 0,30 g
- Fe(S0y4). 7H20 (0,2%) 1,0 ml
- NiCl, .6H,0 (0,5 g/L) 1,0 ml
- Azul de bromotimol (1,0%) 1,0 ml
- Extracto de Levadura 20g

- Peptona Tripticasa 20g

- Selenito de sodio (1,73 g/L) 1,0 ml

Para las BFG tomar 500 ml del medio anterior y agregar 5 g de Glucosa.
Ajustar el pH a 7,1 hervir y enfriar bajo atmdsfera de nitrégeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:

-NaHCO3; (10%) 259

- Cisteina. HCI 0,25¢

Para las BFL tomar los 500 ml de medio restantes y agregar 3,6 ml de Lactato
de sodio (60% en peso) o 2,6 ml de acido lactico. Ajustar el pH a 7,25; herviry
enfriar bajo atmdsfera de nitrogeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:

- NaHCO3 (10%) 259

- Cisteina. HCI 0,25¢

Servir 5 ml en tubos hungate, bajo atmdsfera de Nitrégeno, hacer cambio de
fase N2 /CO2 (80% - 20%) durante un minuto, llevar a autoclave durante 15

minutos a 121°C y 15 psi, antes de utilizarlo agregar:

- NazS . 9H,0 (2,0%) 0,05 ml/ 5ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 0,05 ml/ 5ml
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Medio de cultivo para recuento de bacterias sulfatoreductoras del lactato
y del acetato (BSRLAC Y BSRAC)

Para 1.000 ml:

- KoHPO, 0,2g
- NH4 CI 0,59
- NaCl 129
- FeCl, . 4H,0 0,36 g
- MgCl, . 6H,0 044
- CaCl, . 2H0 0,15 ¢
- Extracto de Levadura 1,09
- SIn oligoelementos P. W sin sulfuros 1,0 ml
- SIn de resarzurina (0,1) 1,0 ml

Para las BSRAC tomar 500 ml del medio anterior y agregar 1,5 g de acetato de

sodio (3H20). Ajustar el pH a 6,7. Hervir y enfriar bajo atmdsfera de nitrogeno.
Cuando este a temperatura ambiente agregar 2,5 g NaHCO3; (10%)

Para las BSRLAC tomar los 500 ml de medio restante y agregar 4,25 ml de
Lactato de sodio (60% en peso). Ajustar el pH a 6,8; hervir y enfriar bajo
atmosfera de nitrogeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar 2,5 g NaHCO3 (10%)

Servir 5 ml en tubos Hungate, bajo atmdsfera de Nitrogeno, hacer cambio de
fase N2 /COz (80% - 20%) durante un minuto, llevar a autoclave durante 15

minutos a 121°C y 15 psi, antes de utilizarlo agregar:

- Cisteina HCI (2,5%) 0,1 ml/ 5 mil
- SIn diluida de vitaminas P.W de Balch 0,05 ml/ 5ml
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Medio de cultivo para recuento de bacterias sintréficas del propionato y
del butirato (BSP Y BSB)

Para 1.000 ml.

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50,0 ml
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10,0 ml
- KoaHPO,4 0,30 g
- FeS0O4. 7H20 (0.2%) 1,0 ml
- Selenito de sodio (1,75 g/L) 1,0 ml
- NiCl, (0,05%) 0,5 ml
- Extracto de Levadura 0,1g

- Peptona Tripticasa 0,1g

- SIn de resarzurina (0,1) 1,0 ml

Para las BSP tomar 500 ml del medio anterior y agregar 0,5 g de propionato de
sodio (C3Hs02Na). Para las BSB tomar los 500 ml de medio restante y agregar
0,5g de Butirato de sodio (C4H;0O2Na) o 4,5 ml de acido butirico 1M.

Se completa con agua destilada a 1.000 ml, agregar 10% en volumen de agua
destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1 Litro y enfriar bajo atmdsfera de

nitrégeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:
- NaHCO3 (10%) 50¢9
- Cisteina - HCI 0,5¢

Servir 5 ml en tubos hungate, hacer cambio de fase N, /CO; (80% - 20%)
durante un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 psi.

Antes de utilizarlo agregar:

-NaS . 9H,0 (2,0%) 0,05 ml/ 5ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 0,05 ml/ 5ml
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Medio de cultivo para recuento de bacterias metanogénicasacetoclasticas
(BMA)

Para 1.000 ml.

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50,0 ml
- KoaHPO4 0,30 g
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10,0 ml
- FeSO4 . 7H20 (0,2%) 1,0 mi
- Selenito de sodio (1,75 g/L) 1,0 ml
- Extracto de Levadura 0,5¢

- Peptona Tripticasa 0,1g

- SIn de resarzurina (0,1) 1,0 ml
- Acetato de sodio 8,09

Para el aislamiento de bacterias metanogénicas del metanol, se utiliza este

medio adicionando 0,63 ml de metanol a cambio de acetato.

Se completa con agua destilada a 1.000 ml, se ajusta el pH a 7,1 0 7,2 agregar
10% en volumen de agua destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1 Litro y

enfriar bajo atmadsfera de nitrégeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:
- NaHCOs3 (10%) 50¢9
- Cisteina - HCI 0,5¢

Servir 5 ml en tubos Hungate, hacer cambio de fase N, /CO, (80% - 20%)
durante un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 psi.

Antes de utilizarlo agregar:

-NaS . 9H,0 (2,0%) 0,05 ml/ 5ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 0,05 ml/ 5ml
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Medio de cultivo para recuento de bacterias metanogénicas
hidrogenofilicas (BMH,)

Para 1.000 ml.

- SIn mineral de Balch sin sulfuros 50,0 ml
- SIn oligoelementos sin sulfuros 10,0 mi
- KoHPO, 0,30 g
- NiCl, . 6H,0 (0,5 g/L) 0,5ml
- Selenito de sodio (1,73 g/L) 1,0 ml
- FeCl, . 4H,0 (0,2%) 1,0 ml
- SIn de resarzurina (0,1) 1,0 ml

El medio no contiene SO4 con el fin de evitar el crecimiento de bacterias
autotroficas, cuando se requiere el medio para aislar bacterias hidrogenofilicas,
con el fin de evitar la contaminacion del cultivo, no se agregan vitaminas,

extracto de levadura, Peptona Tripticasa, ni jugo de rumen.

Cuando se requiere medio para identificar crecimiento de bacterias
hidrogenofilicas se agregan:
- Extracto de Levadura 0,59

- Peptona Tripticasa 0,19

Se completa con agua destilada a 1000 ml, se ajusta el ph con NaOH 1M entre
7,2y 7,4, agregar 10% en volumen de agua destilada, hervir hasta llegar al

volumen de 1 Litro y enfriar bajo atmédsfera de nitrégeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:
- Cisteina 0,5¢

Servir 5 ml en tubos Hungate, hacer cambio de fase N, /CO, (80% - 20%)

durante un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 psi.
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Antes de utilizarlo agregar:
- NaxS . 9H,0O (2,0%) 0,05 ml/ 5ml
- SIn diluida de vitaminas de Balch 0,05 ml/ 5ml

Renovar el cambio de fase N, /CO, 2 o 3 dias después de inocular.
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Preparacion de Soluciones

Solucion mineral de Balch

Para 1.000 ml.

Con Sulfatos Sin sulfatos*
KH,PO4 6,09 6,09
(NH2)2 SO4 6,09
NH,4CI 5049
MgCl, . 6H,0 2149
MgSO, .7H,0 2649
CaCl . 2 Hx0 0,16 g 0,16 g
NaCl 12,09 12,049

* Para evitar la inhibicion por la presencia de bacterias Sulfato — Reductoras.

Diluir en 1 L de agua destilada, preparada en anaerobiosis, almacenada y

refrigerada.
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Soluciéon de oligoelementos

Para 1.000 ml.

Con Sulfatos Sin sulfatos*
AcidoNitrilotriacético** 159 1,59
MgSQO4 . 7H20 3049
MgCl, . 6H,0 25¢g
MnSOQO, . H,0 0,5¢
MnCl; . 4H,0 069
NaCl 109 109
FeSO, .7H0 0149
FeCl,.4H,0 0,19
CoCl, . 6H20 0,19
CoSOq4 . 6H50 0,19
CaCl;. 2H,0 0,1g 0,19
ZnCl, 0,19
ZnS0O4 0,1g
CuSQOq4 .5H50 0,01g
CuCl;. 2H,0 0,01g
ALK(SOy4 )2 0,01g
ALCl, 0,01g
H3BO3 0,019 0,01g
NaMoO, .2 H,0 0,01g 0,01g

* Para evitar la inhibicion por la presencia de bacterias Sulfato — Reductoras.
** Se disuelven 1,5 g de nitrotriacético con KOH 10N o 1N hasta ph 6,5

La solucion se prepara en aerobiosis. Después de adicionar todo, ajustar el pH

a 7,0 con KOH 1N, almacenar en el refrigerador a 4°C.
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Solucion diluida de vitaminas de Balch

Para 1.000 ml.

Biotina (vit H) 2,0 mg
Acido p — aminobenzoico (PABA) 5,0 mg
Cianocobalamina 0,1 mg
Tiamina HCI (vit B4) 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
Acidolipoico (thioico) 5,0 mg

Esterilizar por filtracion de membrana de 0,22 mm en anaerobiosis. Almacenar
protegido de la luz en refrigerador a 4° C. Se preparan en frascos de 60 ml con

cambio de fase de N, /CO; y estériles.

Solucion de sulfito de sodio

Para 20 ml:

- Nazs . 9H20 0,4 g

Se disuelven en 20 ml de agua andxica

Realizar el cambio de fase Nz /CO; (80% - 20%) y después esterilizar. Se

almacena a temperatura ambiente
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Agua anodxica

Se toma el volumen a preparar mas un 10% de agua destilada, se hierve hasta

evaporar el 10% en exceso, luego se enfria bajo atmdsfera de nitrogeno.

Previamente se pesan los compuestos a diluir y se agrega la cantidad de agua
anoxica necesaria, se realiza el cambio de fase N, /CO5 (80% - 20%) durante 1

0 2 minutos y se lleva al autoclave durante 15 minutos a 121°C a 15 psi.

Soluciéon de Cisteina — HCI (2,5% en peso)

Volumen 100 ml.

Cisteina HCI (sigma) 25¢g

Se disuelven en 100 ml de agua anoxica
Realizar el cambio de fase N, /CO; (80% - 20%) y después esterilizar.
Uso: 0,1 ml/ 5 ml

Solucién de NaHCO3; (10% en peso)

Volumen 50 ml.

NaHCO; 5g

Se disuelven en 50 ml de agua andxica
Realizar el cambio de fase N2/CO; (80% - 20%) y después esterilizar.
Uso: 0, 25 ml/ 5 ml

Solucién de NiCl; (0,5 g/L)

Volumen 50 ml.

NiClz . 6H20 0,025 ¢
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Se disuelven en 50 ml de agua andxica.
Realizar el cambio de fase N2 /CO, (80% - 20%) y después esterilizar.

Uso: 1 ml/ litro de medio.

Solucién de FeSO,4 (0,2%)

Volumen 50 ml.

Fe(SO4) 7H,0 0,19

Se disuelven en 50 ml de agua anoxica.

Realizar el cambio de fase N, /CO; (80% - 20%) y después esterilizar.

Uso: 1 ml/ litro de medio.

Solucién de azul de Bromotimol (0,1%)

Volumen 100 ml.

Azul de Bromotimol 019

Se disuelven en 100 ml de NaOH 1N.

Uso: 1 ml/ litro de medio.

Solucién de agua reducida

Volumen 1.000 ml.

K,HPO; 03¢

SIn mineral de Balch sin sulfuros 50 ml

SIn de resarzurina (0,1) 1,0 ml
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Se completa el volumen de 1.000 ml y se agrega un 10% adicional del volumen
de agua destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1 Litro y enfriar bajo
atmosfera de nitrégeno.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:

- NaHCO3 5,09
- CisteinaHCI 0,5¢

Servir segun necesidad 4,5 ml, 9,0 ml, 13,5 ml en tubos Hungate, hacer cambio
de fase N, /CO3 (80% - 20%) durante un minuto, llevar a autoclave durante 15
minutos a 121°C y 15 psi, antes de utilizarlo agregar:

- NayS . 9H,0 (2,0%) 0,05 ml/ 5mi

Solucion de Acido Acético para AGV:

Volumen 1.000 ml

Acido Acético 100 g

Ajustar el pH 7,0 con NaOH. Aforar a 500 ml con agua destilada estéril.
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ANEXO 4

Tabla estadistica para el calculo del NMP segun Mac Grady para 5 tubos

por dilucion

Numero de

Gombinacion de
tubos positivos hacterias
para tres ;
diluciones
consecutivas

000 0.0
001 0.2
002 0.4
010 0.2
011 04
012 06
020 6.4
021 06
030 06
100 02
101 04
102 06
103 0.8
110 04
111 06
112 0.8
120 0.6
121 08
122 o]
130 0.8
131 1
140 11
200 05
201 0.7
203 1.2
210 0.7
211 0.9
212 1.2
220 0.9
22 B4
222 1.4
230 12

Nimero de

Gombinacion de Namero de Combhinacian de
tubos positivos hacterias tubos positivos bacierias
para ires para tres
diluciones diluciones

conseculivas consecutivas
231 1.4 451 5
240 1.4 500 25
300 0.8 501 3
301 1.1 502 4
302 1.4 503 g
310 1.1 904 7.5
311 1.4 510 3.5
32 1.7 511 4.5
313 2 513 8.5
320 1.4 520 5
321 1.7 521 7
322 2 522 a5
330 1.7 523 12
331 2 524 15
340 2 525 17.5
341 25 530 8
400 1.3 531 1
401 1.7 532 14
402 2 533 17.5
403 2.5 534 20
410 1.7 535 25
411 2 540 13
412 2.5 541 17

C420 2 542 25
421 2.5 543 30
422 23 544 35
430 2.5 545 45
431 3 550 25
432 4 501 35
440 3.5 552 g0
441 553 80
450 554
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ANEXO 5

Disefio experimental 23para la variables Temperatura, Agitacion y

Aireacion
BLOQUE TEMPERATURA  AGITACION Z'.E“é'f(gugﬁ
3 Ambiente 0 rpm Oh
3 39 °C 120 rpm Oh
3 Ambiente 120 rpm 9h
3 Ambiente 120 rpm 0h
3 39 °C 0 rpm Oh
3 39 °C 0 rpm 9h
3 Ambiente 0 rpm 9h
3 39 °C 120 rpm 9h
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ANEXO 6

Curva de calibracion para la determinacion de la concentracién de
Azucares Reductores (AR) por el método del acido 3,5- Di-nitro-salicilico
(DNS)

Absorbancia
_O _O =
(8] [o¢] o
1 1 1

o
NN
1

o
pv]
1

y=1,231x-0,0139
R?=0,9991

0,0 .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Glucosa g/L
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ANEXO 7

Calculo de la Actividad Hidrolitica

Las condiciones de reaccion se y metodologia se presentan en el numeral
4.2.1. Luego de realizar la determinacion de glucosa, mediante el método DNS

descrito en el numeral 4.3.3, se obtiene:

Azucares Reductores
(mg/ml)
0,3439
0,3456

0,3970
0,3984

Tiempo (dias)

A |N|O

En este caso la mezcla de reaccion contiene 10 g/L celulosa, 1,5 g SSV de
indculo y se aforé con medio mineral Balch hasta completar un volumen de

operacion de 400 ml.

La actividad hidrolitica fue considerada como la pendiente (m) de la curva
generada por concentracion de azucares reductores (mg/ml) versus el tiempo

de reaccion, ya que m corresponde a la velocidad de reaccion.

Actividad hidrolitica (mg/mi*dia): Y1 - Y,
X1 =Xz

Por lo tanto:

Actividad hidrolitica = 0,294 (mg/ml*dia).
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ANEXO 8

Calculo de la Actividad Metanogénica

Las condiciones de reaccion se y metodologia se presentan en el numeral
4.2.2. Luego de realizar la determinacion volumen de metano producido,
mediante el método de desplazamiento alcalino descrito en el numeral 4.3.4, se

obtiene:

Volumen acumulado de
metano (ml)

0
11,0
28,6
41,3

Tiempo (dias)

o A~N O

En este caso la mezcla de reaccion contienen 10 %de acetato de sodio, 1,5 g
SSV de inéculo y se afor6 con medio mineral Balch hasta completar un
volumen de operacion de 400 ml. El calculo de la actividad metanogénica

especifica se realiz6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

_ J:d y
AME = ——— Ecuacion 1
Dénde:
AME = Actividad metanogénica especifica (g DQO/ g SSV * dia)
P = Maxima pendiente de la cinética de produccion de metano para cada

experimento (ml/d)
FC = Factor de conversiéon de g DQO (430 ml CH4 humedo/g DQO a 39 °C)
V = Volumen del inéculo utilizado en el ensayo (L)

SSV= Concentracién de Sdlidos Suspendidos Volatiles en el inéculo (g/L)

Por lo tanto:
Actividad metanogénica= 0,013 (g DQO/ g SSV * dia).
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ANEXO 9

Calculo de la Afinidad al sustrato

Las condiciones de reaccion se y metodologia se presentan en el numeral
4.2.3. Luego de realizar la determinacion volumen de metano producido,
mediante el método de desplazamiento alcalino descrito en el numeral 4.3.4, se

obtiene:

Volumen acumulado de
metano (ml)

0
132
160
162

Tiempo (dias)

o A~N O

En este caso la mezcla de reaccién contiene 300 ml de indéculo y el equivalente
a 1 g SV de pulpa de figue como sustrato (120 g de fique).El céalculo de la
Capacidad de Afinidad al sustrato se realizé como el rendimiento acumulado de
producto en sustrato durante todo el tiempo de fermentacion, expresado en m®

CH4/Kg de SV de pulpa de fique.

Para el ejemplo:

La sumatoria de los volimenes = 454 ml = 0,00045 m® de metano.

Si a esta fermentaciéon se le adicionaron 120 gramos de fique equivalentes a

0,020 g SV adicionados, el rendimiento acumulado de esta fermentacion es
igual a 0,023 m? CH4/Kg de SV de pulpa de fique.
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ANEXO 10

Ecuaciones utilizadas para la determinacion de los parametros cinéticos

Qp acumulada yY;, acumuladoscalculados para las fermentaciones

PARAMETROS CINETICOS ECUACION UNIDADES
AP
Qp acumulada Al ml CH,/dia
AP
Y ¢ acumulados AS m* CH./Kg de SV
Dénde:
Qp acumulada : Productividad Volumétrica acumulada
Y sip acumulado : Rendimiento de producto en sustrato acumulado
P : Producto formado
t : tiempo de reaccién
S : Concentracion de sustrato en g SV
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