UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
SAN MARTIN

INSTITUTO DE INVESTIGACION E INGENIERIA AMBIENTAL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN

INSTITUTO DE INVESTIGACION E INGENIERIA AMBIENTAL

ESTUDIO DE LA CINETICA DE LA DIGESTION ANAEROBICA DE RESIDUOS ORGANICOS Y
AGROINDUSTRIALES

Trabajo de Tesis para optar por el titulo de

Doctor en Ciencia y Tecnologia Mencién Quimica

Por: Verodnica Elizabeth Cérdoba

Director de Tesis: Dario Gomez

Co-directora: Estela Santalla

Lugar de Trabajo: Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires (UNCPBA)

- marzo de 2016 -






“Lo que caracteriza al hombre de ciencia no es la posesion del conocimiento o de verdades
irrefutables, sino la busqueda desinteresada e incesante de la verdad.”

—Karl Popper


http://akifrases.com/frase/126374
http://akifrases.com/frase/126374
http://akifrases.com/autor/karl-popper

AGRADECIMIENTOS

Mis agradecimientos a todas aquellas personas que han permitido que finalice este
arduo trabajo. A mis directores de tesis, Dario Gomez y Estela Santalla, quienes han
aceptado dirigirme y por haber brindado todo su apoyo en cada situacion. A Gabriel
quien junto con Estela han sido pilares fundamentales para mi crecimiento profesional.
Una mencidn especial para Mdnica Ferndndez, una amiga y compaiera de trabajo, con
quien he podido charlar, discutir y argumentar cada uno de los resultados y logros
obtenidos durante todo esta etapa, mds aun porque sin ella todo hubiese tenido el

doble de dificultad.

A mi familia, mis papas, mis hermanos, mis cuiiados y mis sobrinos, gracias por estar
siempre ahi. A mi mamd y a mi papa, especialmente porque cada vez que necesite un

consejo, en cualquier situacion o etapa de mi vida siempre conte con ustedes.

A Fernando, con quien nuestra relacion ha crecido a la par de este doctorado, ha
sufrido cada uno de mis cambios de humor, principalmente cuando las cosas no

funcionaron y por apoyarme siempre en lo que emprendo.

A mis amigas, Marcela, Romina y Paola, por ser incondicionales, y entender que
siempre las tengo presentes y las llevo en el corazdn. A Franco, por las tardes de mate y

charlas sobre nuestra vida como becarios.

A todas aquellas personas que de una u otra manera participaron de alguna etapa de
este proyecto. A quienes nos proporcionaron las materias primas para llevar a cabo la
parte experimental, Establecimiento Catanzaro y sus distintos empleados, Araceli
Orifici y al personal que nos ayudd con la recoleccion de los residuos de la cooperativa
Eléctrica, a Fernanda Garrido del establecimiento de La Casiana, quienes han abierto

las puertas de sus establecimientos sin condicionamientos.



INDICE

INDICE DE TABLAS. . .ecvcveveteteseeeeesetetetesesessessaetesete st es s sssssete st et es s ssseseseses s s s ssssteteses et s ensssetesetesesassssnssantesessasans %
INDICE DE FIGURAS ....eveveeterecee vttt sttt as s bbb a bt b s st bbb s s s e b bt s bbb s b b s e b s se s s st snas VI
ABREVIACIONES ...veuvevtstessesestessesessessesessesseseesassessasessesessessesessessesessessesessessessssessessssessessssasseseesessesessansesessansesenns VI
RESUMEN .1.uttteteuseseetesseseesesseseesessassesessessesessessesessessesessansesessassesessensesessansesensensessssensesessensesessensessssensesessensesessen IX
AABSTRACT .. veuvtttestestetesseseetesseneesesseseetesseseesessenees e st eneeb e et enees e s enteseesenees e et enees e s enses e b ensen e e b enseseebenteneabensenensentenen Xl
A P T L s 1

1. IntroducCion @ 12 BIOBNEIGIa. ... cieiiiiiieeiee et 1

2.  Fuentes potenciales de provision de recursos para el desarrollo de la bioenergia en Argentina...5

3. Seleccion de las fuentes de residuos @ Utilizar ........c.ccocoviiiiiniiiiniiiii s 7
3.1.  Sector residuos agropecuarios — Produccidn de carne porcina.......ccceceeeeveveeeeriieeesesneeesnnnnes 7
3.2.  Sector Agroindustrial - Produccién industrial de leche .........ccccoooieieiiiiicccie e, 10
3.3.  Sector residuos urbanos — Fraccién organica de los residuos solidos urbanos.................... 14

4. Ladigestion anaerdbica como proceso biotecnolOGICO .......covveerieiiiiiiiiiriceeee e 17
4.1. Ladigestion anaerdbica en el MUNAO.......cccuviiiiiiii i e eare e e aaee e 18
I I W | AU =T (o T N ==Y o o [ o = PR 19

5. Marco legal para el desarrollo de 1a DiOBNergia .......cccceeierieiieiieiiereee e 20

LT © ] o =Y i 1Y 1SRRIt 21

7. Esquema de las etapas del trabajo.......ccccooiiiiiiiiii e e 24

CAPITULD ittt st st st e st et st s b e s e bt e sen e senesanesaeesaeenneenneenns 26

1.  El proceso de Digestion ANQErObiCa........cccccieeeeiiiie ettt eere e eetee e e e bae e e e eate e e e abaaeeeareaean 27
1. 1. Productos del proceso de la digestion anaerdbica.........cccueeeeeiiieeciiee e et e 27

N o - o Y- E e [N - 1 NP 28
2010 HIAEOHISIS oottt ettt ettt ae e s bbbt she e sheenae e be e e eaes 29
2.2, ACIHOZENESIS ..eeiiiiiieeeiiiee ettt e ettt e et e e ettt e e e e e tae e e s baeeeeatteeeeeaaee e e tbeeaeaataeeeabtaeeaatbeeeeantaeeaanns 30
S TR Vol <] o == 1= £ PR UPST 31
2.4, IMELANOZENESIS ....uveeeeiriie ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e eetteeeseteeeeeasteeeeesaeeeeasbeaaeastaeeeenssaeesasseaaeasraeaaanes 33

3. Pardametros que influyen SOBre [a DA ...ttt et e e et e e e e e e e e eareaean 35
3. =T 00T o1 LU - TSRS 35
3.2, SOlAOS TOTAIES ..ottt et ettt b bbbt b sae e e e e 36
3.3, SOIAOS VOIALIIES ...ttt ettt et b ettt st b sbeenbe e e s 36
1 T (N (o= 1 1T a Yo F= T IRV RSP 37
B D NUEIIENEES ettt ettt et et e at e s bt e bt ekt et e et e st sheesheesaeenae et eaes 39
3.6. Compuesto toxicos e inhibidores de la metanogénesis ........ccceeecuveeeeciiieeciiee e 40



3.7. Y Y Y= Y o1 [ o - (PR 44

308 INOCUIO ettt st b et e sabe e s ane e sareenareena 48

I o o [ =T o o RSP RR 51
5. Cinética de |a produccion d& METAN0.......c.cociiruiiriieieeteee ettt ettt sttt s 52
5.1.  Fases de crecimiento microbiano en reactores tipo batCh........c.ccccceeveriiiieniiiienecneee, 52
5.2. Modelado de las curvas de crecimiento bacteriano.........ccocceeveevieiieieniinieneee 55
CAPTTUILO Tl s 59
1. EQUIPOS EXPEIIMENTAIES .. .eeeiiiiiiiieetee ettt et et be e s b e s e nar s 60
1.1, Bioreactores DatCh. ..o e s 60
1.2,  Sistema de MediCiOn 0 aSES.....cueiiuiiiiiiriiieiie ettt 60

2. TECNICAS ANAITLICAS .eeiutieitieetee ettt ettt ettt s b et e saa e s bt e ab e e be e naeeenee s 62
2.1 Analisis de Solidos Totales y SOlidos VOIALIES ........c.eeeeeiiiieiciei e eee e 62
2.2 Determinacion el PH ........oo it sttt s 63
2.3 Determinacién de la Alcalinidad Total, Parcial e Intermedia.........ccccveeeeeiieciiiieeeee e, 63
2.4. Determinacion de la demanda quimica de OXiZENO0 ......c.eveeecuieieiiiiee et 64
2.5 Determinacion de Nitrdgeno AmMOoNiacal.........ccecueiiieeriieiiiieiie e 65
2.6 Determinacion de Amoniaco libre.........cooieiiieriiiee e 67
2.7 Determinacion de Nitrdgen0 TOTal.....ccuveiiciiee et e e sre e e aa e e e s aaee e 67

3. CAlCUlOS de [0S rESUIATOS .....eeeueiiiiiieiieeee ettt ettt e e e e nnee s 69
3.1. Determinacién de la produccidn final de metano (Bo) .....cccceveerveeeiveeiiieesiieesieeeieeseeeenee s 69

4. Método utilizado para realizar 1as @XPeri@NCias.......ccccccuieeeeiiiie it e e e 71
4.1, SUSEFAto @ ULHlIZAr.....eeiiiiiieiiie e e 71
4.2, INOCUIOS @ ULIlIZAT..ceiiiiiiieiieic e e e e 71

5. Andlisis estadistico de 105 reSUAdOS .........oeuiriiiiiiiiieieeeee e 73
5.1. Modelado de los datos eXperimentales ........ooccciviiiee i e 73
CAPITULD IV ettt s e st st bt e a e e s ee e st b e b e bt e esen e senesanesreesreenneenneenes 74
Lo INTFOTUCCION .ttt ettt ettt st esatesbe e s bt e st e e bt eat e eaeesbeenbee b e eabesabesanesnees 75
N © ] o =Y i 1Yo 1SS UPUROE 78
S T |V Y L= o 1 LT V=Y o [ 13 PP 78
3.1.  Caracterizacion de |0s suUStratos € INOCUIOS .......ccoueeiuieiiriiniirieneee et 78
3.2. (D] g Te o1 g Ta [T ) 7= | PSRRI 79

4. Analisis de 105 reSUITAdOS ..c...ooveriiiiieiieeeee et e e 80

4. 1. Produccién de metano y eficiencia del proceso en términos de remocion de materia

Lo 17 == oo ISR 81
4.2. Andlisis de la cinética de la produccion de Metano......cccccveeeecieiiiciiee e 83
4.3.  Andlisis del proceso en términos de los distintos tipos de alcalinidades ............cccueeennee.. 86

4. 4. Produccion acumulada de MeTan0.........eeeeeiieeiciiieiee et 89



SR 0o o ol (V1Y (o] o T=T- TP 91

A P T L W s 92
O o o o [V ol o o PP U PSPPSR PROPRTO 93

2. ODBJELIVOS ettt st b e s bbb e he e naa e e be e e nate s be e e nnreenneeas 95

3. Materiales Y MELOUOS ......eeiiiiiiiiiiee ettt et ettt sre e s e sneesnee s 95
3.1.  Caracterizacion de |0s sUStratos € INOCUIOS .......ccoueevvieiieiiiiiieeeeeee e 95

3.2.  Disefio EXPErimMENTal.....cccuiiiiiiiiiiiieieete ettt s e 96

4. Analisis de 105 reSUIATOS ....ouviiiiiiiiiiee et s 98

4.1.  Produccidén de metano y eficiencia del proceso en términos de remocion de materia

oYy F: [ 1or- TP PP PP P OO P PR PP PPRPPRTON 101
07N ] doTe [U] ool oY a o [N o] (o == IRV 0 4 1< - o Lo RS 101
4.3.  Andlisis cinético de la produccion de Metano .......cccceeeeeiiieeeciiie et e 105
4.4.  Anadlisis del proceso en términos de AGV, AP Y PH.....oociiiiiiniiiiiiieneceee e 109
4.5. Modelado de la produccion de MEeTaNO .........cccveeeeiiiiiiiiiiee e e e 116

5. CONCIUSIONES. ...ttt ettt st s bt s bt et e bt e st e bt e e bt e b e et e et e satesbeenbeenbeenneenes 123
CAPITULD Wl s 125
Lo INTFOTUCCION ettt et s e s bt et e bttt e bt e e bt e b e et e et e sabesaeesbeenbeeneeenes 126
N 0 o1 1=Y 1Yo L USRS 129
3. Materiales Y MBLOUOS ......eeruiiieiieiiee ettt sttt sttt st e et n e s eeneesares 130
3.1. Disefo de experimentos con mezclas (Conceptos Generales) ........ccccecvveeeecieeeccivieeesennenn. 131
3.2. Caracterizacion de los sustratos y del iNOCUIO...........eeieiiiiiieiiii e 139
3.3.  Seleccidn del disefio de MEZCIA ......cocveriiriiiiiice e 140
3.4. Diseio experimental y acondicionamiento de |0S reactores ........cccccevevveeeevveeeveceeeeescneeenns 141

4. ANAlisis de 10S rESUITATOS ..c..eevuieiiierieeiiee ettt ettt e b e b et st saeesaees 144

4.1.  Produccidén de metano y eficiencia del proceso en términos de remocién de materia
(o] == 21 [or- TP SRS PSP 144

4. 2. Estudio cinético: Ajuste de la produccion de metano a la Ec de Gompert..........cccuvveenneee. 146

4.3.  Estudio cinético: Analisis de los parametros de Gompertz mediante la metodologia de

SUPEITICIE B FESPUBSTA...cccviieeeiiii e ettt e e ettt e eect e e et e e e ettt e e eetteeeeetbeeeesabbeeeessaeessseeeeastseesensaseessseaann 148

4.4.  Estudio cinético: OPtimizZacion ......ccccciiiiiiiiee et e e s e e et e e s aae e e snaeeeas 156

. CONCIUSIONES. ...ttt ettt ettt ettt sb e bttt s e b s bt bt e bt e st et enb e b e sbeeb e e bt ese et e e enenee 159
CAPITULD VI ettt ettt sttt ettt st s bt s bttt et e sat e e he e eb e e ke et e eabeeabesaeesaeesbeebeeabeeubesaeenbeenbeens 161
21T oY R 166
AINEXO 1. eteteereete ettt st s e st et e sttt st et s h e Rt e Rt et et a e s et s R e e R Rt e et e ae e ae e e R e e R e e Rt e Rt e r e s resanesreenneenae e et enes 180
L. ANEXO CAPITUIO Vet et e e e et e e e et e e e e e aba e e e eateeeetbeeaenteeeeeasaeeeeasreaann 180
1.1. Tabla de ANOVA anilisis de la composicion del biogas.......ccccevcuveeeeiiieiicciee e 180

1.2. Tablas de ANOVA Analisis de metano y biogas ......cceeeciiviieciei e 180



A A\ 13 (o J 0 T 11 U] Lo TNV [P UUSPPRN 182

2.1.  ANOVA para la produccion de biogds (MI/8r SV)..cc.coerirevirieieieeee e 182
2.2.  ANOVA para la produccion de Metano (MI/ZF SV) c..eccvieiieeeiieieeeeeece e 182
2.3.  Analisis de ANOVA para los pardmetros de GOMPertzZ.......ccocueevverniienienneieniennieeeseeeneen 183
2.4.  ANOVA para la superficie de reSpuesta........cccevuiiiieiiiienieeie et 184

TRABAJOS PRESENTADOS. ... vetteeeeeaunrreneeeeesaaanrereeeeesssassnnneresesssaaneranetesesasansraneeeeesasansreneeeeesesansnnneresesesannnnneneses 185



INDICE DE TABLAS

Tabla I1.1: Composicion del biogds de diferentes sustratos (Carrillo, 2003)...........ccccccveeeeecivveeecceeaairennn. 28
Tabla I1.2: Productos de fermentacion de la GIucosa (Bo€, 2006) .............ccoueeivueescueesiuresiresiisesiesesivnesinanns 31
Tabla 11.3: degradacion de dcidos grasos (Bo€, 2006) ............c..ueeeeeueeeeeiueeeeeiiiieeeiiieeeesiieaessiseaessissssssisenanns 32

Tabla I1.4: Sustratos utilizados para la produccion de acetato por las homoacetogénicas (Khanal, 2008) 32
Tabla I1.5: Conversidn de diferentes tipos de sustratos €N MetaNo............ccccveeeecerveeesiveeeeiirieeeiieeeesirenan,
Tabla I1.6: Residuos orgdnicos de diversos origenes. (Varnero Moreno, 2011) ..........ccceccueeevvvesveeesvvvesiunanns
Tabla IV.1: Caracterizacion fisico-quimica del sustrato y de los indculos utilizados...................

Tabla IV.2: DiS@AI0 EXPEIIMENTQAL............cocoeeiieieieieieieee ettt ettt et eesaee s
Tabla IV.3: Caracteristicas fisico-quimicas de 10S tratamientos .............ccceeecvueeeeccveeesiieeeeciieeeecieeaesiseeans
Tabla IV.4: Resumen del desempeno de 10S tratamieNtos.............cocceeecueeeveersieeesieniiiesee et
Tabla V.1: Caracterizacion fisico-quimica del indculo y de los sustratos
Tabla V.2: DiSEA0 @XPEIIMENTAL..........c.c.eeevueeeieieieieieeeee ettt ettt ettt et e e e eesaee e
Tabla V.3: Caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos para el PC, FORSU y SL
Tabla V.4: Resumen del desempefio de 10S tratamientos.............cocceevvueerieenoieiniieiiiieeee e
Tabla V.5: Comparacion de los valores de produccion de metano obtenidos experimentalmente y los
VAIOIES FEPOITATOS. ...ttt ettt ettt ettt e sat e ettt esateenateenaneenanes 104
Tabla V.6: Variacion en la concentracion de NH4* y NHs durante el proceso anaerdbico........................ 115
Tabla V.7: Resultado del estudio cinético utilizando el modelo de primer orden (PO) y el modelo de
GOMPEITZ (MGt e e ettt e ettt e e e et e e ettt e e et aaeaats e e eessaa e e assaaaantsaaeessasasasssaaeasssenananes
Tabla VI.1: Caracteristicas Fisico-quimicas de los sustratos y del inéculo
Tabla VI.2: Limites en la concentracion de los sustratos para el ensayo de co-digestion ........................
Tabla VI.3: Concentracion de los componentes de acuerdo al disefio de mezcla seleccionado
Tabla VI.4: Caracteristicas fisico-quimicas de las mezclas de sustratos sin inéculo................cccuuveun.....
Tabla VI.5: Caracterizacion fisico-quimica de [0S trat@mi@ntos............cccoveeeeieeeescireesiireeeciieessiieeeesiseens

Tabla VI.6: Pardmetros de la ECUGCION A€ GOMPEITZ ..........ueeeueeeeeeieeeeeiieeeetieeeeeieeeeeiaeaeesisaeeesirsaesannas
Tabla VI.7: Resumen estadistico de los modelos aplicados para ajustar los pardmetros de la ecuacion de
GOMPEITZ (P, Rm Y A) ettt e ettt e e ettt e e et a e e e atsa e e e asaaeetssaaeatsaaeesssaseeaasssaeastssaananes 149
Tabla VI1.8: Coeficientes de regresion para los modelos cubico especifico (P, A) y cuadrdtico (Rm)......... 150
Tabla VI.9: Limites mdximos y minimos utilizados para realizar la optimizacion de P, Rm y A

Tabla VI.10: Valores de las variables para la composicion Optima ............ccccveeeeeeiveescieeesiiieeesiieeesnen



INDICE DE FIGURAS

Figura I.1: Porcentaje que representan las fuentes de energia respecto de la totalidad del suministro
mundial de la energia primaria en 2008 (492 EJ). Fuente: (Chum et al., 2011) En IPCC Special Report on
Renewable Energy Sources and Climate Change Mitigation - BiOGNEIrgyY...........ccccceevveeneeeseeeseeesieeenieenane 2
Figura 1.2: Fuentes porcentuales de biomasa primaria para la generacion de energia a nivel mundial....... 2
Figura 1.3: Potencial técnico de bioenergia mundial por categoria principal de recurso para el afio 2050 .4
Figura 1.4: a: Existencia anual de cabezas de porcinos. b: Contribucion de cada region al stock nacional .. 8
Figura 1.5: Ubicacion de los establecimientos de cria de cerdos...............coouueeneienoeeesiiesieesiiesieeieeeeene 9
Figura 1.6: Emisiones de GEIl en el sector Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura

Figura I.7: Produccion mundial de SL
Figura 1.8: a. Produccion Argentina de leche entre los afios 2008-2013. b. Distribucion de la produccidn de

JECNE POI PIrOVINCIQ. ......ooeeveieeeee et e et et e e et e e ettt a e et a e e et e e eesaaaeeaasaaaeaatsasessssasesssssasatseaannnes 11
Figura 1.9: Emisiones de GEl en el SECtOr RESIAUOS ............ccovueeeeueiesieeiiieieesie ettt 13
Figura 1.10: Emisiones de metano a partir del efluente de la produccion de queso ...............cccceeeecuvveenne. 13

Figura 1.11: a. Generacion de RSU en Argentina para los afios 2000-2012. b. Composicion promedio de los
LR YU oo o =1 Mo T Lo 3 USRSt 14
Figura 1.12: Emisiones globales a partir de residuos MtCO2z¢e/ afio, las emisiones globales por PBl y las

emisiones per cdpita estdn referidos a los valores del afio 1970. ...........ccccueeeecceeeeeciiieeeiceeeeiiieeeesieeeeians 15
Figura 1.13: Tendencia de las emisiones de CH4 para el periodo 1978-2012
Figura 1.14: Proceso integral de bio-conversion ANQEIODICA .............cccueeeeevueeeesiieeessiiieeeiieeeesiieeessiseaaeanns

Figura 1.15: Distribucion inicial de 1as PIANTAS ............ccooocueeeieeeiieieieeit et
Figura I1.1: Etapas en el proceso de digestion anaerdbica de materia orgdnica compleja
Figura I1.2: Velocidad relativa de crecimiento de las bacterias metanogénicas psicrofilicas, mesofilicas y
0= aaTe] {1 [Tole LRSS 36
Figura 11.3: Composicion promedio en SV de 1) estiércol de ganado fresco, 2) estiércol de cerdos de
engorde, 3) estiércoles de cerdas, 4) fraccion sélida de los estiércoles de cerdo centrifugados, 5) la
fraccion solida obtenida de la precipitacion quimica de los estiércoles, 6) fraccion liquida tratada

previamente con una centrifuga de decantacion y 7) el trigo de la paja. ...........ccccuveeeveveeecveeeescveeeennen, 46
Figura Il.4: Composicion promedio de PC (Moller et al., 2004), FORSU (Nielfa et al., 2015) y SL (Labatut

L | 0 B PSSR 48
Figura 11.5: Fases de crecimi@nto MiCIODIANO ............cccccuuveeeeuieeeeieeessiiteeeeite e e siaeessttaeesataesssaeaesssseaesanes 53
Figura I1.6: Curva de produccion de metano esquemadtica para la descripcion de los pardmetros de la Ec.

Lo [ Cle o] =1 o v USSRt 57
Figura I11.1: Reactores anaerdbicos de tipo batch y bafio terMOStALICO ............cccueeeeevveeecieeeesiieeeeiveeeean, 60
Figura I11.2: Sistema de medicion de gases y equipo LandGEM GA2000 ...............ccccccvueeeeeccueeesiiraesirinaenanns 61
Figura 111.3: a. Balanza analitica. b. EStUfa. C. MIUFIQ. ..............ooeeeeeeeeeiieeeeeee e cee e estaeaessvea e e 62
Figura I11.4: a. Titulador automdtico Hanna mod. HI902. b. Grdfico de titulacion de la muestra a pH 5,75 y
. SRS 64

Figura llI.5: a. Termoreactor Hanna modelo HI 839800 para la medicion de DQO. b. Tubos de DQO........ 65
Figura Ill.6: Determinacion de NH4*: a. Equipo de destilacidon; b. Grdfico obtenido de la titulacion del
nitrégeno amoniacal con H2SO4 mediante el equipo Hanna HI 902.....................

Figura I1l.7: Espectrofotometro multiparamétrico Hanna modelo HI 83214

Figura IV.1: Produccion acumulada de biogas Y MELANO ...........ccueeeeecuveeeecieeeesiieeesceeeeeeaeesieaessieaaeeans
Figura IV.2: Variacion de los porcentajes de CHay CO:z a lo largo de la experiencia para cada tratamiento.

Figura IV.3: Velocidad de produccion de metano (ML/AiQ). ..........coueeeeeeeeeeeieeeeieeeiieeeeeeiveeeieeeiveeecvreennes 85



Figura IV.4: Evolucidn de la Alcalinidad y los AGV a lo largo de la experiencia. ............ccccccceuvveeeeeeeeecnnne. 87
Figura IV.5: Variacion de los valores de pH a lo largo de la experiencia ...............ccccoueeeeevveesivesessveeannns 88
Figura IV.6: Relacion de AICOIINIAAA (RA)........ocueeecueeeeeeecee ettt ettt ettt s e e st s e e s tta e s e essseesseesnses 89
Figura IV.7: Produccion acumulada de CHa para los cuatro tratamientos ............ccccceevceeenevencueenivvencunennne. 90
Figura V.1: a. Produccion acumulada de biogds. b. Produccion acumulada de metano para los tres

SUSEIAEOS Y IQS T7OS RS ...ttt ettt ettt e et e e ettt e e ettt e ettt e e e s ttaaesastaaaeasssaaeatsesanssssaaenaneees 101
Figura V.2: Remocion de materia orgdnica (g SV) para cada sustratos 'y cada RSl ..........cccccevcvevvenvennnn. 104

Figura V.3: Interaccion entre el tipo de sustrato y la RSI sobre la produccion de biogds y de metano ....105
Figura V.4: Evolucion de la generacion de metano en la DA de los tres sustratos

Figura V.5: TDT para los tres sustratos y las tres RS analizadas...............cccouveeeeveeeeciieeesiiieesiiveeessivenann,
Figura V.6: Variacion de la concentracion de la AP y los AGV para los tres sustratos y para las tres RSI 111
1o 101 o VAV ARV o g o Tol (o] ¢ e =3 ¢« HS SN

Figura V.8: RA para cada sustrato y cada RS/
Figura V.9: Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Primer Orden (PO) y a la Ecuacion de

GOMPEIZ (MG) POIGA PC. ...ttt ettt ettt ettt st e st e s st e st e te s s e s as e beenbeenseeaaesanenaes 118
Figura V.10: Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Primer Orden (PO) y a la Ecuacion de
GOMPErtZ (MG) PAIG FORSU. ......ooueeieeieeieeeeeeese ettt ettt ettt ettt te et e st et e sbe e e eaesanenaes 118
Figura V.11: Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Primer Orden (PO) y a la Ecuacidn de
GOMPEIZ (MG) POIG SL. ..ottt ettt ettt sae e s st e st e te e st e st e bt enbeesaeaaesanesaes 119
Figura V.12: Ajuste de la Ecuacion de Gompertz a los datos experimentales del tratamiento T3 del
CAPITEUIO TV ettt et ettt et e sttt e s st e et e s ate ettt e s ateeaseenaneeanes 120
Figura V.13: Velocidad de produccién de metano (Rm) y fase de retardo (A) para las diferentes RSI
ULiliZadas dUIrante 10 DA 0@ PC. ......c..uveeeeeeiieeieesiitesieesitt st esitt sttt e ste sttt e stsesate e s teessteesstaenssessasasnsss 121
Figura VI.1: Ejes de coordenadas simplex para una mezcla de tres componentes con coordenadas del

(o /LY=o OO S P U O PP URUPUUPPPPPPPPON 131

Figura VI.2: Distribucidn de los puntos en el simplex para el disefio simplex-lattice {3,3}, donde P (mezclas
primarias), T (mezclas ternarias) y C (CENTIOIR) ...........couuureeeueeeeeiieeeeieee e eeseeeeeaea e s ireeaeeeraeeeaaeas 133
Figura VI.3: Distribucion de los puntos en el simplex para el disefio simplex-centroide. P (mezclas
primarias), B (mezclas binarias) y C (CENTIOIAR) ...........oeeeuueieeeeeeeeeieeeeeee et eeceeeeaea et tveeaeeevaa e e 134
Figura VI1.4: Ejemplos de regiones irregulares de mezcla para mezclas de tres y cuatro componentes. Las
formas irregulares de estas regiones de la mezcla son causados por las restricciones relacionales a los
limites inferior y superior diStintoS d@ QY L. ........ccccuueeeecuieeeeeiiieeeeieeeeeeeeeste e ee e e esttteesstaraessaeaesasseeaens 134
Figura VI.5: Ubicacion de los puntos experimentales en el SIMPIeX ............cccueeeeveeeeciveeeeccieeeesiiieeessvenann, 141
Figura VI.6: Produccion acumulada de biogds, metano y remocion de SV en los tratamientos T1 a T7..144
Figura VI.7: Remocion de materia orgdnica (% SV) y produccién de metano en funcion del contenido de

PC @N @I FEACEON ..ottt ettt st s e st e st e st e e st e st e e see e bt e esseesbeaenseeeans 145
Figura VI.8: RA y pH de los tratamiento al finalizar el proceso anaerobico ...............ccceeevveveeeccvveeecvennn. 145
Figura VI1.9: Ajuste de la ecuacion de Gompertz a los datos experimentales .............cccceeeevveeeccveeeecnennn. 146
Figura VI.10: Superficie de contorno (izquierda) y superficie de respuesta (derecha) de las variables P, Rm

2 PSPPSR UPPPPP 153
Figura VI.11: Grafica de los residuos para la variable P, RM Y A.......ccooeeeveeeeeeeeeeciiieeeeeeeesveeae e eeesiins 155
Figura VI.12: Grafica de deseabilidad para 1a optimizacion ...............ccceeeeeeeveeecieeeeiiieeesciieescieeessieeann 157

VII




ABREVIACIONES

AGV: acidos grasos volatiles

AP: alcalinidad parcial

AT: alcalinidad total

b.h.: base humeda

CNA: censo nacional agropecuario

DA: digestidn anaerdbica

DQO: demanda quimica de oxigeno

ER: energias renovables

FORSU: fraccion organica de los residuos sélidos urbanos
GEIS: gases de efecto invernadero

A: fase de retardo (Ec de Gompertz)

OMM: Organizacion Meteorolégica Mundial

P: produccidn final de metano (Ec de Gompertz)
PBM: potencial bioquimico de metano

PC: Purin de cerdo

RA: relacién de alcalinidad

Rm: velocidad de produccién de metano (Ec de Gompertz)
RSI: relacién sustrato/indculo en unidades de SV
RSU: residuos sdlidos urbanos

SL: suero de leche

ST: sélidos totales

SV: sélidos volatiles

T: tratamiento

TDT: Tiempo de digestion técnica

VAG: Vigilancia de la Atmdsfera Global

R?, R? (ajustada) y R? (pronosticado): coeficientes de determinacion

PRESS: suma de cuadrados estimados



RESUMEN

Muchos de los residuos que actualmente son producidos en Argentina generan una importante fuente
de polucién, tanto en el agua, el aire, o suelo como resultado de gestiones inadecuadas. La ciudad de
Olavarria tiene una economia principalmente agricola-ganadera, y algunos de los residuos producidos
por estas actividades representan una amenaza ambiental pero también una oportunidad para la
generacion de bioenergia. La naturaleza de estos residuos por su alto contenido en materia organica los
hace viables para producir biogas mediante el proceso de digestién anaerdbica (DA). Del relevamiento
de las actividades productivas en la region que tienen un alto impacto en el uso de la tierra y sobre el
ambiente se considerd el efluente de la cria intensiva de carne porcina, habitualmente denominado
purin de cerdo (PC) como uno de los mas criticos, tanto por la falta de acciones para su tratamiento y
evacuacion segura como por el incremento que esta actividad ha tenido en la zona durante los ultimos
anos. Por esta razdn, se selecciond el PC como el sustrato base para el estudio, ya que ademas presenta
ventajas para el proceso como un elevado contenido de agua, y elevada capacidad de amortiguamiento
para los cambios bruscos de pH, que a priori lo hacen un sustrato ideal para la DA. El objetivo principal
de la tesis es optimizar la produccién de metano de este sustrato, mediante la identificacion y
evaluacion de parametros que influyen sobre el proceso. Posteriormente se procederd a analizar el
efecto de la adicién de dos residuos, la fraccidn organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU) y el
suero de leche (SL), ambos procedentes de diferentes actividades humanas y productivas de la zona, y
que presentan un alto impacto negativo en el ambiente si no son adecuadamente gestionados. La
seleccion de estos ultimos se basd principalmente en que son residuos con elevadas concentracion de
materia orgdnica facilmente degradable y que pueden compensar el exceso de nutrientes del PC,

entendiéndose como tal la concentracidn de nitrégeno amoniacal.

En primer lugar se identific6 como uno de los factores que puede ejercer mayor influencia sobre el
proceso anaerdbico, al uso de indculos y su naturaleza. En esta etapa, se procedio a identificar el efecto
que ejercen diferentes tipos de indculo sobre la DA de PC, utilizando como tales rumen, PC digerido y
lodos de depuradora. Los resultados experimentales obtenidos mostraron que la utilizacion de
cualquiera de ellos aumentd la produccién tanto de biogas como de metano y que el PC digerido y los
lodos de depuradora resultaron ser los mas eficientes en términos de produccion de metano,
obteniendo incrementos de hasta 300%. Durante esta etapa se estudidé la cinética del proceso
evaluando la evolucidn de algunos parametros como la concentracién de los productos intermedios, en
particular los acidos grasos volatiles (AGV), lo que permitié identificar que bajo las condiciones
experimentales estudiadas, la etapa metanogénica resulté limitante de la velocidad de produccién de

metano lo que se reflejé en la acumulacién de dichos acidos durante los primeros dias del proceso.



Algunas observaciones realizadas a lo largo de los diferentes ensayos experimentales desarrollados
durante la primera etapa de este estudio llevaron a plantear la hipdtesis de que una concentracidon
insuficiente de inéculo podria ser la responsable de tiempos excesivamente largos para alcanzar la
mdaxima produccion de metano, aspecto que también podria estar vinculado a una potencial
acumulacion de AGV. Sobre esta base, se procedid a identificar la influencia de la accién de diferentes
concentraciones de indculo, como factor de importancia en el proceso, definiendo el parametro
denominado relacidn sustrato/indculo (RSI). Seleccionando lodos de depuradora como indculo -
demostré buen desempeiio en el proceso y ademas es un residuo de elevada disponibilidad- se analizé
su efecto sobre la digestion individual de PC, de FORSU y de SL utilizando tres RSI diferentes 1:1, 3:1y
6:1. Los resultados indicaron que la DA evoluciona mejor cuanto mayor es la concentracion de inéculo
en el reactor, obteniendo para la RSI 1:1, 382, 503 y 455 mLCHa/g SV para PC; FORSU y SL
respectivamente. A partir del analisis de la concentracién de los AGV, se identificd un cierto aumento en
la inestabilidad del proceso a medida que aumenta la RSI, como resultado de la acumulacién de AGV,
aunque el grado de inestabilidad dependié fuertemente del sustrato utilizado. Posteriormente, se llevo
a cabo el andlisis de la cinética de la produccién de metano, utilizando la ecuacidn de Primer Orden (PO)
y el modelo de Gompertz (MG), dos modelos habitualmente aplicados para analizar el proceso
anaerdbico. Estos modelos estiman parametros cinéticos que son importantes para el control del
proceso como son la produccion final de metano, la velocidad de produccion y el tiempo de retardo
(representa el periodo de adaptacidn de los microorganismos al nuevo medio). El MG mostré el mejor
ajuste de los datos experimentales para todas las RSI estudiadas, encontrando que la velocidad de
produccion de metano aumenta con el incremento de la concentracién de indculo en el sistema, a la vez

que disminuye el tiempo de retardo.

Una vez analizado el tipo y la cantidad de indculo, se procedié a estudiar el proceso de co-digestion
anaerdbica identificando las proporciones de sustratos que optimicen el proceso asegurando un
régimen de funcionamiento estable. Se utilizd un andlisis estadistico denominado disefio de mezcla de
tipo simplex centroide restringido. Partiendo de la consideracién de que el PC debe ser el sustrato que
se utiliza en mayor proporcion y en base al conocimiento acerca del comportamiento de cada uno de los
co-sustratos utilizados (SL y FOSRU) se establecieron los siguientes limites para estudiar el sistema: 60-
80% para PC, y 0-20% para SL y 20-40% para FORSU (expresados en porcentaje en volumen). Los
resultados mostraron que dentro de los limites estudiados, la utilizacién de una mayor concentracién de
co-sustratos que aporten un elevado contenido de materia orgdnica mas facilmente degradables que el
PC, favorece tanto una mayor produccién de metano como una mayor remocidon de materia organica.
Estos resultados demuestran que el proceso de co-digestion permite atenuar los aspectos negativos de
algunos sustratos como es la acidificacion que provoca el SL y FORSU, asi como la baja produccidn
especifica de metano de presenta PC. Los resultados obtenidos de la produccién acumulada de metano
para cada tratamiento fueron ajustados al MG. Los parametros cinéticos, esto es la produccién final de

metano, la velocidad de produccién de metano y la fase de retardo, fueron analizados mediante la



metodologia de superficie de respuesta, lo que permitié encontrar un modelo para cada uno, los cuales
fueron capaces de explicar la variabilidad de los pardmetros cinéticas con las distintas concentraciones
de sustratos. La optimizacidn del disefio de mezcla permitié encontrar que la concentracién 60-20-20 (%
PC, SL y FORSU respectivamente) optimiza las tres variables cinéticas, lo que implica que la produccidn
de metano sera mayor, mas rapida y la fase de retardo serd menor. La produccién de metano para la
concentracidn optimizada fue de 295 mL CHa/g SV, 22% superior a la produccién de metano obtenida en

similares condiciones a partir de la digestion individual del PC (241 mL CHa/g SV).

Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de esta tesis demuestran que es posible obtener una
fuente de energia renovable a partir de residuos que actualmente no tienen un uso especifico. Debido a
que el proceso anaerdbico es de tipo bioldgico, y que la degradacién de la materia organica involucra
una serie de etapas que llevan a cabo diferentes grupos de microorganismos, resulta necesario estudiar
cada sistema en particular dado que la naturaleza del sustrato y su interaccion con otros sustratos, asi
como con el tipo y cantidad de indculo utilizado pueden afectar la viabilidad del proceso. En este
sentido, si la capacidad buffer del medio (capacidad de amortiguamiento de pH) o la concentracion de
indculo en el sistema son inadecuadas, el sistema puede presentar acumulacion de AGV en el reactor,
disminuyendo el pH del medio inhibiendo el proceso metanogénico; si el sistema no es reajustado
rapidamente el proceso puede fallar completamente inhibiendo todo tipo de actividad bacteriana en el
reactor. De igual manera, cuando se aplica co-digestidn es indispensable identificar individualmente
cada uno de los sustratos en términos de su aporte al proceso de degradacion de la materia organica y
ademads identificar las proporciones éptimas en que deben incorporarse al sistema con la finalidad de

asegurar un proceso estable y maximizar la produccién de metano.



ABSTRACT

Many of the wastes that are currently produced in Argentina are a major source of pollution as a result
of improper management. Olavarria city has a mainly farming economy, and some of the waste
produced by these activities represents a risk for the environment but also an opportunity for bioenergy
generation. The high organic content of these wastes makes them viable to produce biogas through
anaerobic digestion process (AD). The intensive breeding of swine was considered as one of the most
critical activities, both wastewater are not properly managed and because of the increase that this
activity has had in the area during the last years. The effluent from these farms usually referred to swine
wastewater (SW), and it was selected as the main substrate for this study because it has some
advantages for the AD process as a high water content and high buffering capacity. The main aim of the
thesis is to optimize methane production from SW through the identification and evaluation of
parameters that influence the process. After that, the effect of the addition of two different wastes such
as organic fraction of municipal solid waste (OFMSW) and cheese whey (CW) will be analyzed, these two
ones coming from different human and productive activities in the area, and they have a high negative
impact on the environment if they are not properly managed. That selection was mainly based on that
are wastes with high organic matter concentration easily degradable and also could balance the excess

of ammonia nitrogen content from SW.

Firstly, the use of inoculants and their nature was identified as one of the factors that can exert more
influence on the anaerobic process. At this stage, the effect of different types of inoculum on AD of SW
was evaluated, using rumen, digested SW and sewage sludge. The results showed that the use of either
of them increased methane and biogas production on SW, where the most efficient in terms of those
parameters were digested SW and sewage sludge which allowed increments up to 300%. During this
stage, kinetics process was assessed by analyzing the evolution of the concentration of volatile fatty
acids (VFA), showing that under the experimental conditions, the methanogenic stage was the rate-

limiting step, reflected in the accumulation of such acids during the early days of the process.

After analyzing the effect of the type and amount of inoculum, the anaerobic co-digestion were
performed, the aim was to identify the proportions of substrates that optimize methane production and
ensuring a stable operation. A statistical analysis called simplex centroid mixture design was used. Based
on the consideration that the SW must be the substrate used in a higher proportion and based on
knowledge about the behavior of each one of the co-substrates used (CW and OFMSW) the following
limits were set: SW 60-80% and 0-20% for CW and 20-40% for OFMSW (expressed in percent by
volume). The results showed that within the range studied, the use of a higher concentration of co-
substrates with high organic matter content, promotes an increase in methane production and organic
matter removal. These results demonstrate that the co-digestion process may be able to mitigate the

negative aspects of the substrates as they are easy acidification and CW and OFMSW and the low
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specific methane production of SW. The results of the cumulative production of methane for each
treatment were adjusted to GM. The obtained kinetic parameters (final methane production, methane
production rate and the lag phase) were analyzed using the response surface methodology, finding a
model for each one, which will be able to explain the variability of the parameters with different
concentrations of substrates. The mixture design optimization allowed to find that the concentration 60-
20-20 (% SW, CW and OFMSW) is able to produce the greatest amount of methane, at the higher speed,
with the lower lag phase. Methane production for optimized concentration was 295 mL CHa/ g VS which
was 22% higher than the production of methane obtained under similar conditions from individual

digestion of SW (241 mL CHa / g VS).

The results show that it is possible to obtain a renewable energy from waste that does not currently
have a specific use. Anaerobic treatment is a biological process, because of that it is necessary to study
each particular system because the nature of the substrate and its interaction with other substrates as
well as the type and amount of inoculum used can affect the viability of the process. In that respect, if
the buffer capacity of the medium or inoculum concentration in the system is inadequate, the pH of the
system can decrease sharply due to VFA accumulation causing inhibiting of methanogenic
microorganisms; if the system is not adjusted quickly the process can fail completely inhibiting all types
of bacterial activity in the reactor. Similarly, when applied co-digestion it is essential to identify
individually each of the substrates in terms of its contribution to the process, identifying optimal
proportions to be incorporated into the reactor in order to ensure stable process and maximize

methane production.
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1. Introduccion a la bioenergia

Entre los retos a los cuales se enfrenta actualmente la humanidad se puede mencionar no sélo el de dar
solucién a los problemas de contaminacién ambiental, sino también la necesidad de hacer frente a las
consecuencias del cambio climatico, a la creciente demanda de combustibles fésiles, a la inseguridad
energética asi como a la continua explotacidn de las limitadas fuentes de recursos naturales (Budiyono

et al., 2009; Khanal, 2008; Marchaim, 1992).

Desde 1850 aproximadamente, ha aumentado en todo el mundo la utilizacion de combustibles de
origen fésil (carbdn, petrdleo y gas) hasta convertirse en el suministro de energia predominante,
situacion que ha dado lugar a un rapido aumento de las emisiones de didxido de carbono (CO2) y otros
gases de efecto invernadero (GEI). Los datos recientemente obtenidos confirman que el consumo de
combustibles de origen fésil representan la mayor parte de las emisiones mundiales de GEls de origen
antropogénico. En este sentido, el ultimo andlisis reportado por Organizacion Meteoroldgica Mundial
(OMM, 2015) en el marco del programa de la Vigilancia de la Atmdsfera Global (VAG) muestra que los
promedios mundiales de las fracciones molares de los principales GEls, esto es diéxido de carbono (CO2),
metano (CHa) y dxido nitroso (N20) han alcanzaron nuevos valores maximos en 2014 al registrar,
respectivamente, 397,7+0,1 ppm, 1 83311 ppb y 327,1+0,1 ppb, lo que representa el 143%, el 254% vy el

121% de los niveles de la era preindustrial (1750).

Un posible reemplazo a los combustibles fosiles lo representan las energias renovables (ER). La
utilizacion de fuentes de ER traeria aparejada la reduccion de las emisiones de GEls mitigando en parte
los efectos del cambio climatico. La implantacién de este tipo de energia ha aumentado rapidamente en
los ultimos afos, donde ha sido fomentada por diversos tipos de politicas gubernamentales, por el
abaratamiento de las tecnologias, por las fluctuaciones del precio de los combustibles de fésiles y por el
aumento de la demanda de energia, entre otros (Chum et al., 2011). A nivel mundial, se estima que en
2008, las energias renovables representaron un 12,9% de los 492 EJ totales del suministro de energia
primaria (Figura 1.1), donde la fuente de energia renovable mas utilizada fue la biomasica, la cual

representd 10,2% de la energia total.
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Figura I.1: Porcentaje que representan las fuentes de energia respecto de la totalidad del suministro
mundial de la energia primaria en 2008 (492 EJ). Fuente: (Chum et al., 2011) En IPCC Special Report on
Renewable Energy Sources and Climate Change Mitigation - Bioenergy
Con el termino bioenergia se hace referencia a un tipo de energia renovable que puede obtenerse a
partir del aprovechamiento de diferentes tipos o fuentes de materia organica denominadas biomasas

(combustibles no fdsiles), tal como muestra la Figura I.2.
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Figura I.2: Fuentes porcentuales de bibmasa primaria para la generacion de energia a nivel mundial
Fuente: Chum et al., (2011) En IPCC Special Report on Renewable Energy Sources and Climate Change

Mitigation - Bioenergy

Los usos principales de la biomasa se dividen en dos grandes categorias:

e Biomasa tradicional de baja eficiencia (por ejemplo, madera, paja, estiércol u otros tipos de

abonos), utilizada para la cocina, la iluminaciéon y la calefaccién de interiores, generalmente en
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las poblaciones mas pobres de los paises en desarrollo. La mayor parte de esa biomasa es
quemada, lo cual acarrea impactos negativos graves en la salud y las condiciones de vida.

e tecnologias bioenergéticas modernas altamente eficientes que hacen uso de sélidos, liquidos y
gases como vectores de energia secundaria para generar calor, electricidad, cogeneracién de
calor y electricidad y combustibles para el transporte destinados a los diversos sectores. Entre
los biocombustibles liquidos se pueden mencionar al etanol y biodiesel mientras que entre los
gaseosos se encuentra el biogas obtenido como producto de la descomposicidon anaerdbica de
residuos agricolas, residuos solidos urbanos y efluentes con alta carga de materia orgdnica
degradable. La contribucion mas importante se obtiene del material sélido en forma de virutas,

granulos y madera recuperada (Chum et al., 2011).

Segun reporta Chum et al., (2011) y Smith et al., (2014), el potencial de suministro de energia a partir de
biomasas podria ascender en 2050 a unos 500 EJ, para lo cual se presupone que se aplicaran marcos de
politicas que aseguren un adecuado uso de la tierra e importantes mejoras de la gestién agricola,
teniendo en cuenta las limitaciones de agua, la proteccién de la biodiversidad, la degradacién de los
suelos y la competencia por los alimentos. De estos 500 EJ, un total de entre 8 y 34% de esta energia
podrian ser provista a partir de residuos forestales, agricolas y organicos (incluida la fraccidn organica de
residuos solidos urbanos, el estiércol, los residuos de procesos, etc.). Aunque segun se reporta en Smith
et al., (2014) existen discrepancias en cuanto a la cantidad de biomasa que podra estar disponible al afio

2050, ya que dependerd en gran medida de factores sociales, politicos y econdmicos.

La Figura I.3, muestra el potencial de bioenergia técnico a nivel mundial para el afio 2050, el cual se
compone de diferentes categorias que difieren en términos de su potencial absoluto. La envergadura de
los rangos intenta reflejar el grado relativo de acuerdo/desacuerdo que se observa en la literatura,
donde el color azul demuestra un gran acuerdo, mientras que el rojo indica un grado de acuerdo
pequeio. En este sentido la cantidad de biomasa que podria ser aportada a partir de los residuos

organicos ronda alrededor de 15EJ en promedio.

Veronica E. Cérdoba - 2015



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

!_ 675

150
=
‘I.I_.I.
= Agreement in the Literature
aQ
i 125 . Low
L=l .
E‘ . Medium
; B High
g 100 ~==- Global Bioenergy Use in 2010
@
[
o
E
=
=
=
=
[}
50
25
N -
0
Projected Industrial ~ Forestand  Dedicated Optimal
Reduced Organic  Agriculture Crops Forest
Demand of Residues Residues Harvesting
Traditional
Biomass

Figura 1.3: Potencial técnico de bioenergia mundial por categoria principal de recurso para el afio 2050
Fuente: (Smith et al., 2014). En Agriculture, Forestry and Other Land Use (AFOLU). In: Climate Change 2014:
Mitigation of Climate Change. Contribution of Working Group Il to the Fifth Assessment Report of the
Intergovernmental Panel on Climate Change
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2. Fuentes potenciales de provision de recursos para el desarrollo
de la bioenergia en Argentina

En lo que respecta a las distintas fuentes para la produccion de la bioenergia, segin un informe
desarrollado por la FAO - Deparamento Forestal Dendroenergia, (2009), Argentina posee un gran
potencial energético a desarrollar a partir de diferentes fuentes de biomasa, incluyendo, a los
biocombustibles (biodiesel y bioetanol), lefia, residuos forestales y de la industria forestal, residuos
agropecuarios, agricolas y los derivados de la agroindustria, aunque este informe se centra en el
relevamiento de la biomasa de tipo forestal. Otros trabajos han identificado diferentes fuentes de
biomasa no convencionales como son los residuos generados a partir de las actividades agropecuarias y
agroindustriales para la generacidén de bioenergia. USEPA, (2009) a través de su iniciativa Metano a los
Mercados (M2M), realizé un relevamiento en el sector ganadero y de la agroindustria de Argentina con
la finalidad de identificar los sectores que presentan el mayor potencial de mitigacién de GEls, pero que
a su vez sirva para identificar fuentes potenciales de bioenergia. Los sectores industriales que identificé
este estudio incluyd a los ingenios azucareros y destilerias, el manejo de estiércol proveniente de la cria
de porcinos y tambos, efluentes de mataderos (porcinos y ganado vacuno) y el sector de procesamiento
de citricos. Siendo los dos primeros los mds importantes en cuanto a su potencial de produccién de
metano, estimado en 41.000 y 19.500 tCH4 anuales, donde ademas se considera que el metano puede
servir para la produccion de electricidad, lo que implicaria una reduccion adicional de 150.000 y 72.500

tCO.e/afio respectivamente en las emisiones por el reemplazo del consumo de combustibles fosiles.

Santalla et al., (2008) realizaron un estudio enfocandose en el sector agropecuario, analizando las
actividades de los sectores de produccién porcina, avicola y bovina (feedlots y tambos), con la finalidad
de realizar un diagndstico sobre las problematicas ambientales vinculadas a los mismos, identificando
las practicas comunes en el manejo del estiércol producido, ademas de las barreras tecnoldgicas,
financieras e institucionales que impiden del desarrollo de la bioenergia en Argentina. Los resultados del
mencionado trabajo indicaron que la cria intensiva de ganado (porcino y vacuno) asi como el sector
tambero si bien representan actividades de la produccién primaria de alto impacto sobre factores
ambientales como agua y suelo y aire, también constituyen una fuente potencial de mitigacion de GEls y
de produccién de bioenergia en las regiones de mayor concentracion de esta produccién. De la
evaluacion de las emisiones de metano por manejo del estiércol se observé que el sector tambero es el
que muestra mayores niveles de emisiones (234.000 tCH4/1000 animales), siendo las provincias de
Coérdoba y Santa Fe las que aportan la mayor contribucion alcanzando 36,4% y 30,4% respectivamente,
lo que refleja laalta concentracidn tanto de la produccién lechera como de elaboraciéon de productos
lacteos en dichas provincias. El sector que sigue en magnitud de emisiones corresponde al sector
porcino, siendo capaz de generar 45.400 tCHa4 por cada 1000 animales, donde la provincia de Buenos

Aires es la principal responsable de dichas emisiones contribuyendo con el 64,5%.
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El estudio sobre Evaluacion de Necesidades Tecnoldgicas ante el Cambio Climatico desarrollado en 2012
para el sector residuos de Argentina abarcé los subsectores, residuos sélidos urbanos (RSU), residuos
agropecuarios y efluentes agroindustriales y domiciliarios, los que presentan un gran potencial tanto
como para la mitigacién de emisiones de GEls como para la produccion de bioenergia. En dicho trabajo
se identificaron las diferentes tecnologias que pueden ser aplicadas en el sector, con el objetivo de
determinar la potencialidad de cada tecnologia y las barreras para su aplicacién. Para los subsectores de
residuos agropecuarios e industriales, que incluyen el manejo de estiércol de la cria de porcinos, y los
efluentes que se generan en tambos, en la industria citricola, lactea, azucarera vy frigorifica, el estudio
propone la tecnologia de digestion anaerdbica (DA), cuyo potencial de produccion de metano podria
alcanzar 330.000 tCH4 anuales, logrando una mitigacion de casi 700.000 tCO2e por afio por la sustitucién
de combustibles fésiles para la generacion de energia térmica o eléctrica. Este estudio también realiza
un andlisis de las barreras para la implementacién de estos proyectos, indicando que los impedimentos
al desarrollo de las tecnologias no estdn asociadas a cuestiones tecnoldgicas sino a un entorno
habilitante inadecuado, que no propicia el desarrollo de tecnologias de aprovechamiento energético de

los residuos, principalmente vinculado a aspectos regulatorios e institucionales.

Como puede observarse, la busqueda de respuestas tecnoldgicas a la problematica de los residuos
urbanos y agroindustriales ha sido constante en Argentina durante los ultimos afios, y mas allad de las
barreras encontradas, la DA se ha identificado como una tecnologia que contribuird no sélo a mitigar

emisiones de GEls en estos sectores sino también a disponer de una fuente alternativa de energia.
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3. Seleccion de las fuentes de residuos a utilizar

La seleccidon de las fuentes de residuos a utilizar para el estudio del proceso de DA se realizé en base a
considerar las caracteristicas esenciales que deben tener los residuos a tratar bajo DA como son, un alto
contenido de materia organica degradable, un elevado porcentaje de agua (para evitar su incorporacién
y hacer mas sustentable el proceso), disponibilidad simultdnea en una determinada regién geografica, y
que constituyan ademas un problema ambiental a resolver. En base a estas premisas generales y a partir
del conocimiento de la realidad socio-econémica de la ciudad de Olavarria, se identificaron como
fuentes potenciales para este estudio los efluentes generados durante la cria intensiva de porcinos, el
lacto suero generado en la produccion de quesos (ricota) y los RSU, fundamentalmente la fraccidon
organica. A continuacidén se describe con mas detalle el contexto de los sectores identificados como

fuente de residuos para el estudio del proceso de DA.

3.1. Sector residuos agropecuarios - Produccion de carne porcina

El sector pecuario ha sufrido grande transformaciones como consecuencia de los cambios econémicos,
maxime en paises en desarrollo. La produccién de ganado, sobre todo de cerdos y aves de corral, es
cada vez mas intensiva y mas concentrada geograficamente (FAO - Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacidn, 2009). La carne de cerdo constituye el 40 % de la oferta de carne
mundial, en parte debido a la gran produccidn y al rapido crecimiento de la misma en China, que genera
mas de la mitad de la produccién mundial (FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacién, 2009). La elevada concentracidn de animales por unidad de area es la responsable de
la generacion de una mayor cantidad de desechos, que de acuerdo a su origen presentan elevadas
concentraciones de materia organica y nutrientes inorganicos. La practica comun en establecimientos
de pequefia escala ha comprendia la aplicacién directa de los residuos producidos sobre la tierra,
generando diversos tipos de problemas ambientales tales como generacion de olor, atraccion de
roedores, insectos y otras plagas, la liberacion de agentes patdgenos, de gases tales como metano y
amoniaco, asi como la eliminacién de nutrientes (nitrégeno, fésforo) sobre el suelo y aguas superficiales,
saturando la capacidad de los sistemas para absorber dichos nutrientes (Chynoweth et al., 1999). Segun
este mismos autor, la tendencia en la gestion de residuos de origen porcino se encamina hacia la
aplicacién de tratamientos que minimicen impactos negativos tales como la separacién de sélidos,
lagunas para la estabilizacion de la materia organica y la digestiéon anaerdbica, aunque también se
consideran algunos sistemas mads avanzados como operaciones de tratamiento terciario, tales como

lagunas de oxidacion, plantas acuaticas, humedales y unidades de desnitrificacidn entre otras.

En Argentina, los sectores de cria intensiva de ganado bovino, porcino y avicola han experimentado una
serie de cambios en los ultimos afios, evidenciados en una mayor concentracion de establecimientos asi
como en | aumento de las capacidades de produccidn. En particular, el sector de produccién porcina

luego de haber sufrido diversos vaivenes, presenta actualmente una etapa de crecimiento, donde segun
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el Censo Nacional Agropecuario (CNA) del afio 2002, las existencias porcinas eran 2.120.089 cabezas,
alcanzando para el afio 2012 un stock de casi 3,7 millones lo que representa un aumento de 75% en el

stock nacional (Figura 1.4)
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Figura 1.4: a: Existencia anual de cabezas de porcinos. b: Contribucion de cada regidn al stock nacional
Fuente: Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012. Volumen 3 —
Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura
Segun el Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012. Volumen 3 —
Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura, el 75% del stock nacional de porcinos
se ubica sobre la regidon pampeana, contribuyendo con el 65% de las madres y el 53% de los
establecimientos. En un segundo lugar se ubica la regién NOA, que participa con el 11% de las cabezas,
el 16% de los establecimientos y el 16% de las madres. En orden decreciente de importancia se situa la

region NEA (establecimientos 22%, madres 13%) y luego Cuyo (establecimientos 6%, madres 6%).

La ciudad de Olavarria, no ha sido ajena al crecimiento experimentado a nivel pais, contando al afio
2014 con un total de 67 establecimeinto de cria de porcinos, distibuidos segiin se muestra en la Figura
I.5. En color rojo se muestra el Establecimiento Catanzaro, quien suministré los efluentes para llevar a
cabo las experiencias de la presente tesis. No se cuenta con informacion reciente sobre la cantidad de
porcinos existentes en la ciudad de Olavarria, pero al afio 2006 segun el SIG Agropecuario, el stock

ascendia a las 6.226 cabezas.
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Figura I.5: Ubicacidn de los establecimientos de cria de cerdos
Fuente: Municipalidad de Olavarria, 2014

Segun reporta Santalla et al., (2008), los efluentes de los criaderos eliminan diariamente heces, orina,
alimento desperdiciado, agua de bebida y otro tipo de residuos. En promedio se generan 6,17
litros/dia/animal, que mas el agua de limpieza se obtiene un total de 8 a 18 litros/dia/animal de
efluente. Sobre esta base, una granja de 1,000 madres con 12,000 animales, serid capaz de generar
entre 96 m? a 216 m3/dia de efluentes. Segtin el mismo trabajo, la practica comin de tratamiento de los
efluentes generados en este tipo de establecimiento suele ser el vertido dentro o fuera del sistema con
escaso o nulo procedimiento que asegure inocuidad de la descarga. En algunos casos se utilizan lagunas
abiertas sin impermeabilizaciéon ni la adecuada capacidad para asegurar la remocién de la materia
organica. Se destaca que en general esta practica persiste y que la aplicacion de cualquier tecnologia de
tratamiento de efluentes debe vencer barreras vinculadas a la falta de financiamiento, al riesgo de
inversién y a la practica comun sustentada en la ausencia de controles sobre el cumplimiento de las

normativas vigentes.

3.1.1. Emisiones de GEls en el sector

En el sector ganaderia, a nivel global las emisiones de metano por manejo del estiércol ascendieron a
230 millones tCO2e, lo que representa el 4% de las emisiones antropogénicas de metano, donde el 80%
de estas emisiones estan relacionadas con el manejo del estiércol de cerdos y vacunos, segun reporta

USEPA, (2009).

En lo que respecta a las emisiones de GEls en Argentina, segun el Inventario de Gases de Efecto
Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012, el sector manejo de estiércol representd el 2% de las
emisiones totales del sector Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura, tal como se
puede observar de la Figura 1.6. Mientras que el subsector de cria de porcinos, fue responsable de la

emision de 3,02 Gg CHas/afio, lo cual representa un 7,7% de las emisiones de metano de dicho sector.
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Emisiones Sector Agricultura y Ganaderia (2012)
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Figura |1.6: Emisiones de GEl en el sector Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura
Fuente: Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 3 —
Agricultura, Ganaderia, y Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura

3.2. Sector Agroindustrial - Produccion industrial de leche

Segun se reporta en el documento Evaluacidon de Necesidades Tecnoldgicas ante el Cambio Climatico
desarrollado en 2012 para Argentina, los efluentes industriales corresponden a aquellos que son
originados en diferentes procesos productivos como la produccidn de azlcar, la industria frigorifica,
citricola, lactea y la fabricacidn de bebidas, entre otros. El suero de leche en particular, subproducto del
proceso de la elaboracion de quesos, contiene la mayor parte de los componentes solubles y el agua
presente en la leche, representando entre 85 y 95% del volumen de ésta. Ademads, retiene
aproximadamente el 55% de los nutrientes de la leche, entre los que se puede mencionar proteinas
solubles, lactosa, vitaminas y sales minerales. Su composicién es muy variable y depende de factores
relacionados con el proceso de elaboracion del queso, pudiendo obtenerse dos tipos de suero, suero
acido (pH<5) y suero dulce (6<pH<7), de acuerdo al valor de pH del mismo. El suero producido a partir
del queso coagulado con cuajo es bajo en acidez, mientras que el que es producido a partir de quesos
acidos frescos tales como la ricota es de acidez media o acido. El suero ademas se caracteriza por una
alta carga organica con valores de DBO en el orden de los 40.000-60.000 ppm y DQO entre 50.000 y
80.000 ppm, siendo la lactosa la responsable principal por la alta demanda de oxigeno (Chatzipaschaliy
Stamatis, 2012). El SL, es por lo tanto una sustancia de alto valor nutritivo, pero altamente

contaminante, que al ser mal gestionado puede traer aparejado un alto impacto medioambiental.

La produccion global de SL, tal como se muestra en la Figura .7 ascendié a 186 millones de toneladas en

el afio 2008, lo que representd un aumento del orden del 2% entre 2002 y 2008. La Unién Europea (UE)
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y los EE.UU son los responsables de la produccién de alrededor del 70% del volumen mundial de este
producto (Cruz Teran etal., 2008), y segun indica Chatzipaschali y Stamatis, (2012) el 50% de esta
produccion es descargada en el medio ambiente, afectando las propiedades fisicas y quimicas del suelo
si es descargado directamente sobre éste y/o alterando la vida marina reduciendo el oxigeno disuelto si

es descargado en los cursos de agua.
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Figura |.7: Producciéon mundial de SL
Fuente: Cruz Teran et al., (2008)
Para analizar la produccion de SL en Argentina en primer lugar se debe conocer cémo ha ido
evolucionando la produccién de leche, la cual ha aumentado progresivamente a partir del afio 2008,
alcanzando un volumen producido de mas de 11.000 millones de litros al afio 2013, tal como se indica
en la Figura 1.8. a. El 95% de la leche total es producida en la regién pampeana y se distribuye segun las
distintas provincias como se muestra en la Figura 1.8. b, donde la provincia de Buenos Aires contribuye

con el 25% de la produccién nacional.
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Figura 1.8: a. Producciéon Argentina de leche entre los afios 2008-2013. b. Distribucién de la produccion
de leche por provincia.
Fuente: Elaboracion propia a partir de datos obtenidos de Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca

(www.minagri.gob.ar)
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Segun Gonzalez (2013), en el aflo 2012 se destind para la produccion de queso un total de 4.610
millones de litros de leche, aproximadamente el 41% del total de leche producida. Considerando que el
85% de dicho volumen es transformado en SL, se tuvo una produccién anual de 3.919 millones de litros
de SL, del cual sélo el 45% fue industrializado, produciendo suero en polvo; el 55% restante fue
destinado a alimentacién animal o desechado en el medio ambiente. Segiin Cruz Teran et al., (2008) la
conversion del SL en un producto de valor agregado presenta impactos positivos, tanto a nivel
econdmico como sobre el medio ambiente, sin embargo, la gran mayoria de las PYMES que elaboran

quesos aun no tiene resuelto el destino de SL, principalmente por una cuestion de costos.

Un analisis realizado por Capittini y Santalla, (2011) sobre la industria de la leche, propone la
implementacion del proceso de digestion anaerdbica en los efluentes de esta industria, pudiendo aplicar
diferentes tipos de tecnologias, cada una con distinto grado de desarrollo desde lagunas cubiertas con
sistemas de impermeabilizacién y descarga de lodos hasta reactores bioldgicos de flujo piston o mezcla
completa, donde el nivel de captura de metano serd proporcionales a las cargas de materia organica de
los efluentes. En este mismo estudio se indicé que el aprovechamiento energético del biogas permitiria
abastecer hasta el 65% de la demanda de energia que requiere el proceso de productivo de queso,
ademds de poder abastecer también, los requerimientos del consumo energético de la produccion

primaria de leche.

3.2.1. Emisiones de GEls en el sector

Segun el Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 4 —
Residuos, las emisiones provenientes de las aguas residuales industriales representan el 28% de las
emisiones en el sector (Figura 1.9). En dicho sector las emisiones de metano fueron generadas por
diecinueve diferentes sectores industriales, ascendiendo dichas emisiones a 281.200 tCH4 para el afio
2012. El subsector responsable del mayor aporte corresponde al de pulpa y papel (63,8%), mientras que

el sector lacteo fue responsable del 2,6% de las emisiones, esto es 7.190 tCHa.
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Emisiones Sector Residuos (2012)
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Figura 1.9: Emisiones de GEIl en el sector Residuos
Fuente: Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 4 —

Residuos

El estudio realizado por Capittini y Santalla, (2011) a nivel nacional mostré que las emisiones promedio
de metano que se mitigarian por la aplicacién de la tecnologia anaerdbica al efluente de la produccion
de queso, ascenderian a 12.504 tCHsanuales obtenida como promedio del periodo 1989-2010, lo que
representa un 16% del total de emisiones en el sector industrializacion de leche. La evolucidn de las
emisiones anuales para el efluente de la produccién de queso se muestra en la Figura 1.10, donde se
puede observar un acentuado aumento entre los afios 2004 y 2010, relacionado principalmente con el
aumento en la produccion de leche a nivel nacional. Este escenario muestra que este sector presenta un
alto potencial de mitigacion de GEls y paralelamente una importante fuente de produccién de

bioenergia.
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Figura 1.10: Emisiones de metano a partir del efluente de la produccién de queso
Fuente: Capittini y Santalla (2011)
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3.3. Sector residuos urbanos - Fraccién organica de los residuos sélidos
urbanos

A medida que el mundo se precipita hacia su futuro urbano, la cantidad de residuos sélidos urbanos
(RSU), uno de los mas importantes subproductos del estilo de vida urbano, estd creciendo aun mas
rapido que la tasa de urbanizacion. Hacia el afio 2002 habia 2,9 billones de residentes urbanos a nivel
global que generaron alrededor de 0,64 kg de RSU por persona por dia, lo que representd una
produccion total de 0,68 billones de toneladas por afo. Para el afio 2012, estas cantidades han
aumentado a cerca de 3 mil millones de habitantes que generan 1,2 kg/cépita/dia, dando el valor de
produccion anual de 1,3 billones de toneladas, estimandose que para el afio 2025, estos probablemente
aumentaran a 4.3 billones de residentes urbanos generando unos 1,42 kg/capita/dia de RSU y por lo

tanto 2,2 billones de toneladas anuales (Hoornweg y Bhada-Tata, 2012).

En Argentina segun el Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012
(Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable de la Nacion, 2014), para el afio 2012 la generacién de
residuos ascendié a 15,4 millones de toneladas, lo que representa un aumento del 29,5% en la
generacion entre los afios 2000 y 2012. La Figura I. 11. a, muestra la evolucion de la produccion de RSU
en dicho periodo. La composicidn promedio de los RSU para el afio 2012 (Figura |. 11. b) muestra que

casi el 50% de los residuos estda compuesto por restos de comida y frutas.
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Figura 1.11: a. Generacion de RSU en Argentina para los afios 2000-2012. b. Composicién promedio de
los RSU para el afio 2012
Fuente: Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 4 —

Residuos

En lo que respecta a la disposicion de los residuos, segln lo que reporta el Inventario de Gases de Efecto
Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 4 — Residuos, el 84% fue enviado a sitios de
disposicién final, el 16% restante, esto es 2,4 millones de toneladas no tienen un circuito formal de
gestidn de residuos. De los residuos gestionados, el 57,7% del total fue enviado a sitios con cierto grado
de control, algunos de los cuales capturan el biogds producido, destruyendo el metano o utilizandolo
para la generacion de energia. Estos residuos corresponden en su mayoria a los generados en la ciudad

de Buenos Aires y el Area Metropolitana y en algunas capitales como Cérdoba, Santa Fe, Tucuman,
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Mendoza y Salta. Los residuos restantes, esto es el 26,5% son enviados a sitios de disposicidn, que por lo
general no cuenta con las medidas necesarias para ser considerado un relleno sanitario, esto es, no
implementan procedimientos de compactacidon y cobertura de residuos, manejo de gases y de lixiviados,

entre otras, ademas son pocos los que controlan potenciales impactos negativos sobre napas y suelo.

En Olavarria la generacion de residuos sélidos urbanos ronda alrededor de 1,02 kg/persona/dia, lo que
representa una produccion diaria de aproximadamente 120 toneladas. No se implementa la separacién
en origen y los residuos son recolectados y transportados a un relleno sanitario, donde actualmente de

las tres celdas completas sélo una de ellas tiene sistema de captura y quema de biogas.

3.3.1. Emisiones de GEls en el sector

Las emisiones de GEI de los RSU se han convertido en una preocupacidn importante, ya que se estima
que representan casi el 5% (1.460 MtCOze) del total las emisiones globales de GEls. Para el afio 2010, el
metano proveniente de los rellenos sanitarios representd el 12% de las emisiones de metano mundiales
totales, aunque entre paises las emisiones de metano debida a los rellenos sanitarios varia dependiendo
de la composicion de los residuos, las condiciones climaticas asi como de las practicas de disposicidon de

los residuos (Hoornweg y Bhada-Tata, 2012).
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Figura 1.12: Emisiones globales a partir de residuos MtCO.e/ afio, las emisiones globales por PBI y las
emisiones per capita estan referidos a los valores del afio 1970.

Fuente: Fischedick et al.,2014: Industria en: Climate Change 2014: Mitigation of Climate Change.
Contribution of Working Group Il to the Fifth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on

Climate Change

La Figura .12, muestra la evolucion de las emisiones globales generadas por residuos urbanos desde

1970 hasta 2010. Se observa que en dicho periodo las emisiones de metano provenientes de rellenos
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sanitarios practicamente se duplicaron. Las emisiones globales per cdpita, presentaron un incremento
neto del 5% para todo el periodo mientras que las emisiones de metano globales debido a los residuos
por unidad de PIB se redujeron 48% para el periodo considerado. Algunas razones que explicaron estas
tendencias estan vinculadas a reglamentaciones de algunas regiones como la Unidn Europea que
impidieron disponer componentes biodegradables en rellenos sanitarios lo que arrojé una disminucién
de 19,4% en el periodo 2000-2009, a cambios en las conductas y actividades relacionadas a la gestion de
residuos, tales como la produccién de energia a partir de los residuos, la generacién de biogas y su
utilizacion, como ocurrié en Estados Unidos durante los ultimos afios (IPCC, 2014 V Report, Cap. 10

Industria).

A nivel nacional, el sector residuos fue responsable del 5% de las emisiones totales de GEls segun se
reporta en el Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012. En este
sector se incluye las emisiones debidas a los residuos sélidos urbanos, y a las aguas residuales
domésticas e industriales. El manejo de los RSU representd el 38% de las emisiones en el sector (Figura
1.9). Las emisiones debidas a los sitios de disposicion final adecuadamente gestionados (27%), presentan

casi el mismo nivel de emisiones que el manejo de las aguas residuales industriales (28%)

Las emisiones de metano al afio 2012 para este sector resultaron 373,7 Gg CHs presentando un aumento
del 210% respecto del afio base 1990. En donde los rellenos sanitaros aportaron el 72,2% de dichas
emisiones, mientras que los sitios de disposicion final inadecuadamente manejados fueron responsables
del 27,8% restante. Tal como fue mencionado anteriormente, algunos de los rellenos sanitarios cuentan
con captura de metano; en el periodo 2004-2012, la captura y quema de metano ascendid a 36,5 Gg
CHa, lo que representa apenas el 10% de las emisiones totales de metano correspondientes al afio 2012.
La tendencia de las emisiones en el periodo 1978-2012 se observa en la Figura .13 donde a partir del
afio 2004 se puede identificar un cambio en la curva debido a la incorporacién de sistemas de captura
de biogas en los grandes rellenos sanitarios. Sin embargo, el grado de implementacion de esta
tecnologia aun no ha sido suficiente para revertir la tendencia de las emisiones. El aumento que se
observa en las emisiones es el resultado de una mayor disposicién de residuos en sitios de disposicion
final controlados. Por su parte las emisiones de los sitios de disposicion final no manejados,
responsables del 27,8% de las emisiones de metano para el afio del inventario, se han mantenido con

una tendencia de leve incremento explicado por el aumento poblacional y la tasa de consumo.
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Figura 1.13: Tendencia de las emisiones de CH4 para el periodo 1978-2012
Fuente: Inventario de Gases de Efecto Invernadero de la Republica Argentina — Afio 2012 Volumen 4 —

Residuos

Tanto los RSU como los efluentes industriales son los responsables de las emisiones de metano en el
sector residuos, que en condiciones anaerdbicas (ausencia de oxigeno),la fraccion de materia organica
facilmente degradable que los constituyen, genera metano. La ausencia de regulaciones que limiten la
disposiciéon final de las fracciones biodegradables en los rellenos sanitarios, tanto como la falta de
sistemas de gestion integral de RSU que incluyan planes de separacidn en origen como asi también la
debilidad en el control de los limites de descarga de efluentes determinan un escenario de base donde

las emisiones presentan una tendencia creciente.

4. La digestion anaerdbica como proceso biotecnologico

La biotecnologia permite combinar el tratamiento de los residuos con la recuperacion de bio-productos
y biocombustibles renovables (Atandi y Rahman, 2012; Khanal, 2008; Triolo et al., 2013; Yilmaz, 2007; H.
Zhou et al., 2011). En este sentido, la DA es reconocida como un proceso biotecnolégico adecuado para
el tratamiento de residuos complejos que al mismo tiempo permite regenerar compuestos quimicos
utiles y/o generar energia (Burke, 2001; Gerardi, 2003; Khanal, 2008; Yilmaz, 2007). En el digestor, la
biomasa es biodegradada en presencia de un consorcio bacteriano, produciendo un gas denominado
biogas rico en metano y un efluente liquido. El biogads puede ser utilizado como fuente de energia
térmica para uso doméstico o para la generacién de fuerza motriz o electricidad a través de turbinas de
gas de baja presién, o mediante turbinas de vapor. El biogds también puede ser enriquecido
energéticamente separando el didxido de carbono y otros componentes minoritarios convirtiéndose en
el denominado biometano que es un combustible con alta concentracién de metano (85 al 90%) que
puede sustituir al gas natural. El residuo liquido generado por el proceso anaerdbico, puede ser utilizado

como una enmienda del suelo luego de ser sometido a un proceso de estabilizacion, (Chum et al., 2011).
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La Figura .14, ilustra el potencial de la tecnologia anaerdbica en la recuperacién de productos con valor
afadido. Son muy variados los productos que pueden obtenerse a partir de este proceso, entre los que
se pueden incluir biocombustibles (hidrégeno, butanol y metano), electricidad a partir de celdas de
combustibles microbianas, fertilizantes (biosélidos) y quimicos (sulfuros, acidos organicos, etc). Ademas
de lo mencionado, la realizacion de un post-tratamiento al efluente permitiria su reutilizacién en

estanques de peces, en la produccion de algas y para riego (Burke, 2001; Khanal, 2008).
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Figura 1.14: Proceso integral de bio-conversion Anaerdbica
Fuente: Khanal, (2008)
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4.1. Ladigestion anaerdbica en el mundo

En muchos paises en desarrollo, tales como India y China, se esta utilizando la tecnologia de DA
principalmente en zonas rurales, con el objetivo de obtener energia a partir de residuos agricolas como
el estiércol. La mayoria de estas instalaciones pertenecen a granjas o aldeas, y el biogas producido se
utiliza para calefaccion, para coccién de alimentos o para iluminacién. En América del Norte, el proceso
de DA se suele utilizar tanto en las grandes fincas para el tratamiento del estiércol, como en las plantas
de tratamiento de aguas residuales. En contraste, en los paises europeos la aplicacion de esta tecnologia
ha ido mas lejos, y actualmente existen plantas comerciales para el tratamiento de la fraccidn organica
de los residuos sélidos urbanos (FORSU) (Arsova, 2010). Seguin reporta este mismo autor, recientemente
se ha reconocido a la DA como una solucion sostenible para el tratamiento de la FORSU, y por lo tanto el
numero de este tipo de plantas se ha incrementado durante la ultima década. Mas aun, muchas

empresas alemanas y suecas son lideres del mercado en grandes tecnologias de plantas de biogds. En

Estudio de la cinética de la digestion anaerdbica de residuos orgdnicos y agroindustriales



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Suecia, se ha comenzado a utilizar la co-digestion, donde muiltiples tipologias de residuos y estiércoles
son tratados conjuntamente y a partir del biogas producido se obtiene bio-metano, que puede ser
distribuido a través de tuberias de gas natural, pero que también puede ser usado directamente en

vehiculos (Chum et al., 2011).

Segun Donoso-bravo et al., (2011) al afio 2008 se habian implementado alrededor del mundo mas de
2.200 reactores anaerdbicos. Solamente en Europa, entre 1995 y 2010, el numero de plantas
emplazadas aumenté de 15 a 200, lo que implicé un aumento de 200.000 a casi 6.000.000 de toneladas
de residuos tratados en forma anual. Segun reporta este autor, se espera que en los proximos afios siga
aumentado el nimero de reactores anaerdbicos instalados, lo que permitira no solo proveer una fuente

de energia renovable sino también reducir las emisiones de GEls.

4.2. Lasituacion Argentina

En Argentina la situacion es sustancialmente diferente a la que se presenta en los paises europeos. A fin
de conocer el estado actual de situacion en Argentina, se esta llevando a cabo un relevamiento de
biodigestores, que tiene como objetivo principal proporcionar una herramienta para planificar de
manera estratégica el desarrollo de la biomasa en el territorio nacional. Esto significa conocer el estado
del arte de la tecnologia en Argentina. El proyecto para la promocion de la energia derivada de biomasa
— PROBIOMASA, es una iniciativa de los Ministerios de Agricultura y de Planificacién a través de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca y la Secretaria de Energia con la asistencia técnica de la

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO).

Por su parte, el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI), estima que en Argentina existen
actualmente mas de 60 plantas de biodigestion, aunque sélo se tiene registro de 40, de las cuales
aproximadamente el 49% corresponde a grandes instalaciones, el 26% a instalaciones medias y el resto
a pequenfias plantas. En la Figura 1.15, se muestra la distribucidon de las plantas de digestién en las
diferentes provincias, donde se observa que la mayor cantidad se encuentra emplazada en la provincia

de Santa Fe.
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Figura 1.15: Distribucién inicial de las plantas
Fuente: http://www.inti.gob.ar/e-renova/erBl/er52.php

Veronica E. Cérdoba - 2015


http://www.inti.gob.ar/e-renova/erBI/er52.php

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La tecnologia de DA tiene un amplio campo de aplicacidn en el pais, considerando las distintas fuentes
de residuos y efluentes con alta carga de materia organica generados a los largo y ancho del pais. Segun
el informe Evaluacién de Necesidades Tecnolégicas para la Mitigacion y Adaptacién al Cambio Climatico
realizado en el afio 2012, hasta la actualidad se han reportado 10 proyectos a nivel pais en el marco del
programa del Mecanismo de Desarrollo Limpio (MDL), entre los que se incluyen lagunas y reactores
anaerdbicos con captura de biogas. El biogas generado por estos proyectos es principalmente utilizado
como fuente de energia térmica para autoconsumo. Del total de proyectos, siete han implementado
tecnologia de origen extranjero. Una de las barreras que menciona este informe para el incremento de
proyectos de este tipo es la falta de proveedores locales para la construccion, instalacidn y operacién de
digestores. Otra de las barreras que menciona es de tipo econdmica, en donde tanto la falta de acceso a
los recursos financieros, como la ausencia de incentivos fiscales en un entorno macroeconémico

incierto, hacen que estos proyectos sean de dificil realizacién.

También se hace mencidn a barreras de tipo técnicas, entre ellas, el desconocimiento sobre las
diferentes tecnologias de aprovechamiento energético de efluentes, la ausencia de proyectos
demostrativos, la falta de recursos humanos capacitados, la escasa o nula experiencia en las tecnologias
de generacion de energia (térmica o eléctrica) para autoconsumo, el amplio acceso a la red nacional de
gas natural y electricidad, que sumado a la ausencia de mecanismos de control de la descarga de
efluentes, la falta de promocion de practicas de produccion limpia, de eficiencia energética y del uso de
tecnologias renovables para la produccion de electricidad hacen que esta tecnologia no pueda ser

desarrollada ampliamente aun a pesar del potencial existente.

5. Marco legal para el desarrollo de la bioenergia

Uno de los aspectos fundamentales para el desarrollo de estos proyectos es la existencia de
instrumentos legales que fomenten este tipo de actividades. A nivel nacional se han intentado promover

el uso de diferentes tipos de energias renovables, a través de la promulgacion de las siguientes leyes:

La Ley 26.093 promueve la producciéon y uso sustentable de biocombustibles, regula las actividades de
produccion, mezcla, distribucidon, comercializacién, consumo, y autoconsumo de biocombustibles,

entendiendo como tales al bioetanol, al biodiesel y al biogas.

Por otro la Ley 26.190 la cual tenia como objetivo ampliar la oferta de energia renovable dentro el
sistema interconectado eléctrico argentino, reduciendo las importaciones de combustibles fésiles y la
consecuente presion sobre el fisco para la obtencion de divisas (Aguilar, 2014); la ley establecia que en
un plazo de 10 afios (a partir de 2006), el 8% del consumo eléctrico debiaser abastecido por medio de
energias renovables. En el marco de dicho programa se llevaron a cabo dos licitaciones, la primera
denominada “GENREN |” donde de los 895MW totales licitados, 110MW (12,3%) correspondieron a 4

proyectos a partir de biocombustibles. En la segunda etapa “GENREN II” del total licitado (565MW),
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aumento el nimero de proyectos que utilizaban diferentes fuentes de bioenergia, donde 100MW
correspondian a energia térmica a partir de biodiesel, 20MW a partir de biogas, 120MW a partir de
residuos organicos, y 100MW a partir de biomasa. Sin embargo, de estas obras, sélo el 10% del total
adjudicado ha sido concretado hasta la fecha, mostrando el fracaso del programa, que segun la Aguilar

(2014) ha sido el resultado de la dificultad para acceder a financiamiento por parte de las empresas.

Durante el afio 2015, se sanciono la ley 27.191 la cual modifica alguno de los articulos de la ley 26.093.
Unos de los principales cambios tiene en cuenta la cantidad de energia renovable que se tiene que
aportar, la cual indica que para el aifio 2017, el 8% de la matriz nacional de la energia eléctrica debera
ser aportada por fuentes renovables, aumentando a 20 % para el afio 2025. Ademds, incorpora dentro
de las fuentes de energias renovables al biodiesel y a los residuos sélidos urbanos, incluyendo ademas,
ampliaciones de las politicas que favorecen la inversidn en este sector, a través de la promocién de

lineas de crédito y/o el otorgamiento de beneficios impositivos®.

6. Objetivos

El contexto descripto demuestra que Argentina posee un gran potencial para la produccion de
bioenergia a partir de diferentes fuentes de biomasas no convencionales, como son las generadas por
actividades productivas, ya sea ganadera, agro-industriales e incluso en las actividades diarias de las
personas y que en la mayoria de los casos, no tienen un uso especifico. Si bien en otros paises, como por
ejemplo los europeos, la tecnologia de digestion anaerdbica se encuentra en un estado avanzado de
conocimiento, a nivel nacional es necesario vencer algunas barreras, tanto técnicas, como financieras,
para incrementar el nimero de plantas de DA y diseminar esta tecnologia en las diferentes regiones
productivas. Las pocas instalaciones existentes pertenecen en general a grandes empresas que han
desarrollado proyectos de mitigacion de GEls en el marco del Mecanismo de Desarrollo Limpio
(Protocolo de Kyoto) o por cuestiones corporativas que las obligan a cumplir determinados estandares
de produccién limpia, pero la tecnologia tiene auln el desafio de vencer cuestiones de escala y lograr
diseminarse en actividades productivas de pequefia y mediana escala con fines de autoconsumo o
estableciendo formas asociativas para la utilizacién de la bioenergia y para el tratamiento de los

residuos y efluentes.

El desarrollo de esta tecnologia requiere de una base de conocimiento sobre la capacidad que presenta
la DA para producir metano pero también sobre las problematicas relacionadas con el proceso. Es
necesario identificar las variables cuyo comportamiento puede afectar la estabilidad de la produccién de
metano, como asi también profundizar en la caracterizacion fisico-quimica de sustratos que permita a
futuro avanzar hacia la elaboracién de una base de datos de “biomasas propicias para la DA”. Resulta

clave ademas, en el contexto de la produccion de bioenergia, desarrollar informacion sobre el potencial

! Fuente: http://www.telam.com.ar/notas/201509/121194-la-nueva-ley-de-energias-renovables-propicia-alcanzar-
un-20-de-la-matriz-energetica-en-2025.html
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de produccion de metano de sistemas diversos basados en el conocimiento de la interaccién sustrato-

indculo que constituyan herramientas para el desarrollo de proyectos de pequefia y mediana escala.

El objetivo general de la presente tesis es estudiar el proceso de digestion anaerdbica de un sustrato
especifico, identificando las principales variables que deben ser objeto de control del proceso con la
finalidad de optimizar la generacion de metano y asegurar un régimen estable de produccidon. Se
estudiard la accién del tipo y cantidad de indculo y se identificaran las acciones sinérgicas y/o
antagodnicas que se producen cuando se incorpora mas de un sustrato al proceso. El sustrato
seleccionado para desarrollar el estudio del proceso fue purin de cerdo (PC), cuyas caracteristicas
intrinsecas (alto contenido de humedad y elevada capacidad tampdn en términos de su capacidad para
compensar cambios de pH) y su elevada disponibilidad lo convierten en una materia prima de alto valor

potencial para la produccidn de bioenergia.

Los siguientes objetivos particulares pretenden dar respuesta el objetivo general planteado.

I. Estudiar la degradacion anaerdbica del purin de cerdo utilizando diferentes tipos de indculos.

La inoculacién de un sustrato en condiciones de digestién anaerdbica contribuye a promover la
produccion de metano. La naturaleza del inéculo influye sobre el sistema sustrato-indculo de diferentes
maneras en funcioén de las caracteristicas de cada uno de ellos generando interacciones que dependen
de las condiciones del proceso. Por este motivo, se estudiara el efecto que diferentes tipos de indculos
ejercen sobre el proceso anaerdbico del purin de cerdo para asegurar una produccién maxima y estable

de metano.

Il. Estudiar la influencia de la concentracion de indculo sobre la DA de diferentes sustratos.

Considerando que la capacidad del sistema de digestion anaerdbica estd dada por el volumen del
digestor, es necesario encontrar la relacion dptima entre la cantidad de sustrato a tratar y el volumen
minimo de indculo que favorezca una degradacion eficiente del sustrato y maximice la produccién de
metano. Para ello se evaluara el efecto que diferentes relaciones sustrato/inéculo ejercen sobre la
producciéon de metano estudiando las interacciones entre ambos. En esta etapa se utilizardn como
sustratos ademas del purin de cerdo, suero lacteo y la fraccién organica de los residuos sdélidos urbanos.
Se estudiara el proceso desde el punto de vista de la cinética de produccién de metano y se evaluaran

modelos que permitan ajustar los datos experimentales.

lll. Estudiar el proceso de co-digestion anaerdbica utilizando diferentes sustratos

Se estudiara la digestion simultanea de purin de cerdo, suero lacteo y la fraccion organica de los
residuos urbanos con la finalidad de identificar la influencia de la composicion de cada sustrato sobre la

produccion de metano. A través de un analisis estadistico se evaluaran las interacciones entre sustratos
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identificando efectos sinérgicos y/o antagonicos que puedan influir sobre la productividad de metano y

la estabilidad del sistema.
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7. Esquema de las etapas del trabajo

eSe realizd la seleccidon de los sustratos teniendo en cuenta
principalmente, el nivel de impacto sobre el ambiente, tales como

una elevada acidez y/o una elevada concentracion de nutrientes

(amonio), ademas de caracteristicas que los hacen favorables para el

Seleccion de los
Sustratos

proceso anaerdbico, tales como un elevado contenido de agua y de
materia organica de facil degradabilidad. En base a eso se
seleccionaron:

ePurin de Cerdo (PC), Suero de leche (SL) y la fraccién organica de los

residuos solidos urbano (FORSU).

*En funcién del analisis bibliografico se analizaran los siguientes
Seleccion de los
pardmetros de
andlisis

parametros que pueden influyen sobre el proceso:

eTipo inéculo,
eConcentracion de indculo

eConcentracion de co-sustratos

Analisis de la *En una primera etapa se estudiara la influencia del tipo de inéculo

influencia del tipo de
indculo

sobre el proceso y sobre la produccidon de metano del PC.

eSe utilizaran como indculos, rumen, PC digerido y lodos de

depuradora.

Anilisis de la *En la segunda etapa se analizara la influencia de la cantidad de in6culo
relacion sobre la DA de PC, FORSU y SL, para lo cual se evaluara la estabilidad del
sustrato/indculo proceso a través de la produccion de metano y de la concentracién de

los producto intermedio de reaccion.

eSe estudiard el efecto de los co-sustratos (SL y FORSU) sobre la

Analisis de la co-
digestidén anaerobica

produccion de metano de PC, mediante un analisis estadistico de
disefio de mezclas y superficie de respuesta, lo que permitira
seleccionar la concentracién de cada uno de los sustatos que optimice

el proceso en términos de produccidon de metano.
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La tesis se ha organizado en 7 capitulos, cuyos contenidos se indican a continuacion

CAPITULO I: INTRODUCCION Y OBIJETIVOS: En este capitulo se describe el contexto en el cual se

enmarca la presente tesis, asi como los objetivos generales y especificos.

CAPITULO 11: EL PROCESO DE DIGESTION ANAEROBICA: Se realiza una revisién bibliografica sobre los

aspectos mas importantes relacionados con el proceso de digestion anaerdbica.

CAPITULO IIl: MATERIALES Y METODOS ANALITICOS: se describe la metodologia empleada en el

desarrollo de la tesis, los materiales, equipos y técnicas utilizadas.

En los capitulos IV, V y VI, se analizan los resultados experimentales obtenidos en funcion de los

objetivos propuestos.

CAPITULO IV: ANALISIS DE LA INFLUENCIA DEL TIPO DE INOCULO SOBRE LA DA DEL PC: En este capitulo
se analizan los resultados del disefio experimental aplicado para evaluar la influencia de tres indéculos

(rumen, purines previamente digeridos, lodos de depuradora) sobre la DA de PC en régimen mesofilico.

CAPITULO V: ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE INOCULO: Se analiza la influencia
de la relacién sustrato/indculo sobre la cinética de produccidon de metano durante la DA en régimen

mesofilico de PC, de suero de leche y de la fraccién orgdnica de los residuos sélidos urbanos.

CAPITULO VI: ANALISIS DE LA CO-DIGESTION ANAEROBICA de PC, SL y FORSU: Se estudia el proceso de
co-digestion anaerdbica de PC con diferentes proporciones de suero lacteo y FORSU utilizando
herramientas estadisticas para identificar la concentracidon de sustratos que optimice la produccién de

metano y permita identificar potenciales interacciones sinérgicas y antagonicas sobre el proceso.

CAPITULO VII: CONCLUSIONES
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EL PROCESO DE DIGESTION ANAEROBICA

1. El proceso de Digestion Anaerobica

La digestion anaerdbica (DA) consiste en la descomposicion de material biodegradable que ocurre en
ausencia de oxigeno. La DA es llevada a cabo a través de un consorcio de microorganismos que
degradan la materia organica en una serie de etapas en orden secuencial resultando en una accién
sinérgica (Ahring et al., 1995; Hegde y Pullammanappallil, 2007; Ward et al., 2008). Es un proceso que
ocurre en forma natural en ambientes anaerdbicos tales como sedimentos, suelos o en el tracto
digestivo de los animales (Chynoweth et al., 1999). Los productos principales de la DA son un gas
conocido como biogds, compuesto principalmente por metano (CH4) y didxido de carbono (CO2),
ademads de otros gases en menores proporciones como el sulfuro de hidrogeno (H2S), hidrégeno (Hz) y
mondxido de carbono (CO) (Gerardi, 2003; Marchaim, 1992), ademas de un barro estabilizado conocido
como digestato que segun algunos autores (Carrillo, 2003; Makadi et al., 2012; Weiland, 2010) puede

ser utilizado como abono para mejor la calidad de los suelos.

Varios tipos de materia organica pueden ser tratados por medio de este proceso con la finalidad de
producir un gas con elevado poder caldrico, ademas de degradar el sustrato utilizado; entre los que se
han estudiado hasta la actualidad se pueden mencionar residuos o efluentes de las actividades
agropecuarias tales como purines de cerdo (Collins et al., 2011; Costa et al., 2007; Hansen et al., 1999,
1998; Masse y Droste, 2000; Ruiz-Espinoza et al., 2012; Yilmazel y Demirer, 2011), estiércoles de vaca
(Gilkinson y Frost, 2013; Massé et al., 2003) y estiércoles de gallina entre otros (Sakar et al., 2009;
Yilmazel y Demirer, 2011; Yusof etal., 2014). Los residuos y efluentes con alta carga organica
provenientes de la industria tales como efluentes del procesamiento de queso (Comino et al., 2012;
Ergider et al.,, 2001; Gelegenis et al., 2007; Kavacik y Topaloglu, 2010; Lebrator et al., 1990) o del
procesamiento de papas (Durruty et al., 2012), o residuos sélidos tan variados como tortas de aceite de
girasol (Raposo et al., 2009) o residuos de la industria de la gelatina (Raghunathan et al., 2008). Otra
fuente importante de materia organica la constituyen los residuos provenientes de las actividades
humanas, como son los barros de las plantas depuradoras de aguas (Bien etal., 2004; Kuglarz y
Mrowiec, 2009; Lozano et al., 2009; Wakadikar et al., 2012), o la fraccion organica de los residuos
sélidos urbanos (FORSU), los que han sido estudiados con la finalidad de evaluar su potencial para la
generacion de metano (Adak et al.,, 2011; El-Fadel et al., 2013; Giovanni Esposito et al., 2012; Lopes
et al., 2004; Lozano et al., 2009). Si bien la DA permite tratar una amplia variedad de materias organicas
hay algunos residuos como los lignoceluldsicos, que requieren de procesos previos o pre-tratamientos
para mejorar su biodegradabilidad en condiciones de DA (Chynoweth et al.,, 1999; Sawatdeenarunat

et al,, 2015).

1.1. Productos del proceso de la digestion anaerdbica

La cantidad y calidad del biogas producido durante la DA depende principalmente de la alimentacién al

reactor, aunque también hay otros factores tales como pH, alcalinidad, velocidad de carga, presencia de
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componentes toxicos, contenido de sélidos volatiles y sélidos totales que influyen sobre la produccion
final. El metano es el que le confiere al biogas caracteristicas de combustible, aunque su concentracidn
depende principalmente del tipo de alimentacion al reactor (Khanal, 2008). La Tabla Il.1 resume la

composicién promedio del biogas segun el tipo de sustrato utilizado como alimentacion del reactor.

Tabla II.1: Composicidn del biogds de diferentes sustratos (Carrillo, 2003)

Gases Des'echos Lodos Cloacales Desec!\os Rel-lenf)s
Agricolas Industriales Sanitarios

Metano (CHa) 50-80% 50-80% 50-70% 45-65%
Didxido de Carbono (CO3) 30-50% 20-50% 30-50% 34-55%
Vapor de agua Saturacion
Hidrégeno (Hz) 0-2% 0-5% 0-2% 0-1%
Sulfuro de Hidrégeno (H.S) 100-7000 ppm 0-1% 0-8% 0,5-100ppm
Amoniaco (NHs) Trazas
Mondxido de Carbono (CO) 0-1% 0-1% 0-1% Trazas
Nitrogeno (N;) 0-1% 0-3% 0-1% 0-20%
Oxigeno (0y) 0-1% 0-1% 0-1% 0-5%
Organicos Trazas Trazas Trazas S5ppm

Las caracteristicas del digestato, también denominado bioabono dependen fuertemente del tipo de
tecnologia y del tipo de sustrato utilizado durante el proceso. El digestato es un producto que presenta
un contenido en materia organica menor que los residuos originales, una gran variedad de macro y
micro nutrientes, ademas de una elevada proporcidn de nitrégeno mineral principalmente en la forma
de nitrégeno amoniacal, que constituye una fuente importante de nutrientes para las plantas (Carrillo,
2003; Makadi etal., 2012; USEPA, 2006; Varnero Moreno, 2011). Puede ser sélido o liquido
dependiendo del tipo de tecnologia aplicada durante el proceso. Si bien puede ser utilizado
directamente como abono sobre el suelo o en la agricultura, su aplicacién no siempre es tan directa, ya
que puede generar problemas de olores, ademas de poder contener patégenos y/o parasitos, cuyo
contenido dependen de la temperatura de la DA (Rubio-Loza y Noyola, 2010). Mientras que en los
procesos termofilicos, se incrementa la eliminacién de bacterias patogénicas, en los mesofilicos se
requiere un tratamiento posterior de sanitizacion si se prevé su utilizacién como fertilizante (Makadi
et al., 2012). Para resolver este problema, G. Esposito et al., (2012) sugiere aplicar compostaje previo a

su utilizacién como fertilizante.

2. Etapasdela DA

La DA es un proceso muy complejo debido a que involucra un grupo de diversos de microorganismos y
una serie de etapas metabdlicas interdependientes. La bioquimica del proceso tiene en cuenta desde los
cambios quimicos realizados por las enzimas (actividad quimica de los microorganismos), pasando por
los tipos de sustratos que los microorganismos pueden destruir o transformar a nuevos componentes,

hasta el camino paso a paso de la degradacién anaerdébica (Khanal, 2008).
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Tres etapas principales son a menudo utilizadas para describir el proceso. La primera corresponde a la
hidrolisis de la materia organica compleja, seguida por la etapa de formacién de acidos, la cual incluye la
acidogénesis y acetogénesis y por ultimo la etapa correspondiente a la produccion de metano o

metanogénesis (Cadavid-Rodriguez y Horan, 2012; Gerardi, 2003; Vavilin et al., 2008).

La eficiencia del proceso depende de las velocidades de las etapas particulares. Un proceso eficiente
implica una buena coordinacién entre todas las etapas. Cada etapa involucra un grupo de
microorganismos que trabajan en secuencia, con los productos de un grupo sirviendo como sustrato
para el otro grupo (Cadavid-Rodriguez y Horan, 2012; Gerardi, 2003; Khanal, 2008). En la Figura 1.1 se

muestra el esquema de las etapas del proceso de DA de los residuos complejos.

MATERIA ORGANICA COMPLEJA

Proteinas Carbohidratos Lipidos

¥ l l HIDROLISIS

Aminoacidos Azlcares Acidos Grasos

N\

ACIDOGENESIS Acidos Organicos (Propiénico, OXIDACION
butirico, etc), etanol, etc ANAEROBICA

Productos Intermedios

ACETOGENESIS

w

Acido Acetico HOMOACETOGENESIS

METANOGENESIS
ACETOTROPICA

METANOGENESIS

HIDROGENOTROPICA
CHa CO2

Figura I1.1: Etapas en el proceso de digestion anaerdbica de materia orgdnica compleja
Fuente: Cendales Ladino, 2011; Khanal, 2008

2.1. Hidrolisis

En los digestores anaerdbicos los compuestos organicos complejos son rapidamente degradados a
sustancias solubles tales como carbohidratos, proteinas y lipidos (Batstone et al., 2002), que luego son
hidrolizados a azlcares sencillos, aminodcidos y acidos grasos de cadena larga, respectivamente
(Batstone et al., 2002; Gerardi, 2003; Hill, 1982; Khanal, 2008; Lidholm y Ossiansson, 2008; Pavlostathis

y Giraldo-Gomez, 1991; Riquelme, 2009). La hidrdlisis es, por tanto, el primer paso necesario para la
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degradacion anaerobia de substratos organicos complejos (Gerardi, 2003). La hidrdlisis de los polimeros
organicos es llevada a cabo a través de enzimas extra celulares (hidrolasas) producidas por las bacterias
fermentativas, en donde la materia organica insoluble es convertida en materiales solubles, que
posteriormente seran transportadas a través de las membranas celulares para su aprovechamiento.
Entre las enzimas hidroliticas se incluyen a las enzimas celulasas, proteinasa y lipasas responsables de la
hidrdlisis de carbohidratos, proteinas y lipidos respectivamente, en donde las proteinasas convierten las
proteinas en aminoacidos (Ec. 1l.1), las celulosas hidrolizan la celulosa (carbohidrato complejo) en
azucares (Ec. 11.2), y finalmente las lipasas convierten los lipidos (grasas y aceites) en acidos grasos de

cadena larga y glicerol (Ec. I.3) (Boe, 2006; Kangle et al., 2012; Vavilin et al., 2008).

Hidrolisis
3 (proteinasas) L, Ec. 1.1
Proteinas + H,0 —— Aminoacidos Solubles
Hidrolisis
. L. (celulasas) L. Ec. 1.2
Polisacaridos + H,0 —— Monosacaridos
Hidrolisis
(lipasas) Ec. 1.3

Lipidos + H,0 —— Acidos grasos de cadena larga + glicerol

La velocidad global de esta etapa depende de la forma, tamafio y drea superficial de la materia organica
disponible en el reactor, de la concentracién de la biomasa, de la produccién de enzimas y su adsorcion
(Boe, 2006). Esta etapa suele ser considerada por varios autores (Khanal, 2008; O’Sullivan et al., 2006;
Sutaryo, 2012) como la etapa limitante de la velocidad global del proceso en el tratamiento anaerdbico
de residuos que contienen lipidos y/o significativa cantidad de material particulado, por ejemplo, restos
de comida, estiércol de cerdo, etc. Para tales residuos, la produccién neta de metano en un digestor es
proporcional a la velocidad neta de solubilizacién (Khanal, 2008), mas aun en el caso que el sustrato
presente gran cantidad de material inerte como lignina. En este caso, la velocidad de la hidrélisis se ve
disminuida como consecuencia de la competencia de la adsorcion de las enzimas sobre la parte inerte
de los sustratos (Boe, 2006). Estas limitaciones pueden superarse aplicando tratamientos de tipo fisicos
y quimicos a los residuos, lo cual permite aumentar la velocidad de esta etapa. Dentro de estos
tratamientos pueden mencionarse la trituracion del sustrato, el ataque con ultrasonido, ataque quimico

con acidos o bases o pretratamientos térmico o termoquimico (Cendales Ladino, 2011).

2.2. Acidogénesis

Corresponde a la etapa formadora de 4cidos, en donde una diversidad de bacterias facultativas y
anaerdbicas convierten parte del producto soluble de la primera etapa (azlcares, aminodcidos y acidos
grasos de cadena larga) en sustratos facilmente asimilables para las bacterias metanogénicas, es decir,
acetato (51%), hidrégeno y didxido de carbono (19%), mientras que el resto, aproximadamente el 30%
es convertida en dacidos grasos de cadena corta o acidos grasos volatiles (AGV) tales como acido
propidnico, butirico y valérico, ademas de alcoholes que son convertidos posteriormente en acido

acético, hidrogeno y didxido de carbono por otro grupo de bacterias conocidas como bacterias
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acetogénicas (Cendales Ladino, 2011; Gerardi, 2003; Kangle et al., 2012; Khanal, 2008; Riquelme, 2009).
Durante esta etapa también son liberados productos de la fermentacién de los aminoacidos, tales como
amonio y sulfuro de hidrégeno, los cuales en elevadas concentraciones pueden actuar como inhibidores

del proceso de DA (Boe, 2006; Hill, 1983; Kangle et al., 2012).

Los distintos tipos de sustratos y condiciones ambientales, tales como pH y concentracién de hidrégeno
disuelto, determinan el producto final del proceso fermentativo. Incluso un sustrato simple como la
glucosa puede fermentar obteniendo diferentes productos dependiendo de las comunidades
bacterianas presentes (Tabla I1.2). Las bacterias fermentativas pueden funcionar a altas concentraciones
de hidrégeno y acido formico; sin embargo, bajo estas condiciones las bacterias utilizan el camino en el
que son producidos los metabolitos mas reducidos tales como AGV, acido lactico y etanol. En
condiciones de alta carga orgdnica, es mas significativa la produccién de acido lactico. Es importante
destacar que mientras a pH entre 4 y 5 se incrementa la produccion de etanol, a valores de pH elevados
se ve favorecida la produccion de AGV. A valores de pH acidos inferiores a 4 todos los procesos

fermentativos cesan (Boe, 2006; Khanal, 2008).

Tabla 11.2: Productos de fermentacién de la Glucosa (Boe, 2006)

Producto Reaccion Ecuacién
Acetato CeH1,06 + 2H,0 - 2CH3;COOH + 2C0, + 4H, Ec. 11.4
Propianato y Acetato 3CeH1,06 —» 4CH3CH,COOH + 2CH3CO0OH + 2C0, + 4H,0 Ec. 1.5
Butirato CeH1,06 » CH3;CH,CH,COOH + 2C0, + 4H, Ec. 1.6
Lactato CeH,,06 - 2CH3;CHOHCOOH Ec. 1.7
Etanol C¢H,,06 = 2CH3CH,0H + 2C0, Ec. 11.8

2.3. Acetogénesis

Alguno de los productos de fermentacidén tales como los acidos grasos de mas de dos atomos de
carbono, alcoholes de mds de un dtomo de carbono y acidos grasos aromaticos no pueden ser utilizados
directamente por las bacterias metanogénicas. Es durante el proceso acetogénico que estos productos
son oxidados a acetato e hidrogeno mediante dos mecanismos de reaccion, la acetogénesis
acetocldstica promovida por las bacterias productoras de hidrégeno y la homoacetogénesis
hidrogenotrofica a cargo de las bacterias consumidoras de hidrégeno. Mientras que por el primer
mecanismo se produce principalmente acetato, hidrégeno y diéxido de carbono a partir de los AGV y
alcohol, por el segundo mecanismo se produce acetato a partir de hidrégeno y didxido de carbono

(Cendales Ladino, 2011; Kangle et al., 2012).

Para que la oxidacién anaerdbica de los productos de fermentacién por medio de las bacterias

productoras de hidrégeno sea favorable termodindmicamente es necesario que la presidn parcial de
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hidrégeno en el medio sea mantenido en valores bajos. En un reactor anaerdbico existe una relacion
simbidtica entre las bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno y las bacterias metanogénicas
consumidoras de hidrégeno, en donde estas ultimas consumen rapidamente el hidrégeno producido
manteniendo una presidon parcial de este gas extremadamente baja. Esto provee condiciones
termodindmicamente favorables para las bacterias productoras de hidrégeno permitiéndoles
transformar los componentes orgdnicos en acetato, hidrégeno y didxido de carbono. Este fendmeno se
conoce comunmente como transferencia de hidrégeno entre especies. La oxidacion del acido propidnico
a acetato es termodindmicamente favorable solamente a presiones parciales de hidrégeno por debajo
de 10" * atm, mientras para el butirato y el etanol la presién debe encontrarse por debajo de 103y 1 atm
respectivamente (Boe, 2006; Khanal, 2008). Las reacciones de oxidacion de los AGV que ocurren durante

esta etapa se muestran en la Tabla II.3.

Tabla 11.3: degradacién de acidos grasos (Boe, 2006)

Sustrato Reaccion Ecuacién
Propianato CH3CH,COOH + 2H,0 - CH3CO0H + C0O, + 3H, Ec. 1.9

i-butirato CH3;(CHCH3)COOH + 2H,0 — 2CH3COOH + 2H, Ec. 11.10
Butirato CH3CH,CH,COOH + 2H,0 - 2CH3COOH + 2H, Ec. 11.111
i-valerato CH3(CHCH3)CH,COOH + 2H,0 + CO, —» 3CH3;COOH + 2H, Ec. .12

En la acetogénesis homoacetogénica las bacterias responsables de las transformaciones son tanto de
tipo autotrofas como heterdtrofas. El primer tipo de bacterias (homoacetogénicas autotrofas) utilizan
como sustrato una mezcla de hidréogeno y diéxido de carbono (fuente de carbono) (Ec. 11.13), aunque
algunas bacterias pueden utilizar mondxido como fuente de carbono (Ec. 11.14. ). Por otro lado, las
bacterias homoacetogénicas heterétrofas, usan sustratos organicos tales como formiato (Ec. 11.15) y

metanol (Ec. 11.16) como fuente de carbono para producir acetato como producto final.

Tabla I1.4: Sustratos utilizados para la produccién de acetato por las homoacetogénicas (Khanal, 2008)

Reaccion Ecuacién

€O, + H, » CH3COOH + 2H,0 Ec. 11.13
4CO + 2H,0 - 2CH3CO0H + 2C0, Ec. 11.14
4HCOOH - CH3;COOH + 2C0, + 2H,0 Ec. 11.15
4CH30H + 2C0, —» 3CH3COO0H + 2C0, Ec. 1.16

De todo el acetato formado durante el proceso anaerdbico, un 30% es aportado a partir de las bacterias
acidogénicas. La conversion del propianato y butirato en acetato a través de las bacterias formadoras de

hidrégeno contribuyen aproximadamente con el 60%, mientras que el 10% restante es formado a partir
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de las bacterias homoacetogénicas, correspondiente a la conversidn de hidrégeno y didxido de carbono

en acetato (Hill, 1982).

2.4. Metanogénesis

Las bacterias metanogénicas son clasificadas dentro del género archeabacterias, donde el término
archea significa ancianas, y son las Unicas capaz de producir metano (Cendales Ladino, 2011; Gerardi,
2003). Estas bacterias son estrictamente anaerdbicas y segun reporta Khanal, (2008) suelen ser
consideradas como la especie limitante de la velocidad en el tratamiento de aguas residuales. Suelen
encontrarse en ambientes naturales libres de oxigeno tales como lagunas, sedimentos marinos,
estanques o en el rumen de los animales (Khanal, 2008). Son clasificadas de acuerdo a su estructura, al
tipo de sustrato que utilizan, al tipo de enzimas producidas y al rango de temperatura de crecimiento.
Cada tipo de bacteria metanogénica tiene un sustrato o grupo de sustratos que puede degradar, donde
el hidrégeno sirve como sustrato universal, mientras que el diéxido de carbono en sus formas carbonato
y bicarbonato funciona como una fuente de carbono inorgdnico. Otros componentes que pueden ser
utilizados como sustrato por las bacterias metanogénicas incluyen al dimetil-sulfuro, dimetilamina y
trimetilamina, ademas de algunos alcoholes tales como el 2-propanol, 2-butanol asi como propanol y

butanol (Gerardi, 2003).

La metanogénesis es llevada a cabo a través de tres caminos metabdlicos fundamentales que se
distinguen de acuerdo al tipo de sustrato utilizado por las bacterias: metanogénesis acetotrofica,
metanogénesis hidrogenotrofica, y metanogénesis metilotréfica. El primer grupo de metandgenos
realiza la conversidn directa de acetato a metano y diéxido de carbono, contribuyendo con un 70 a 72%
de la produccién total de metano (Ec. 11.17); el segundo grupo lleva a cabo la reduccion del didxido de
carbono con el hidrégeno contribuyendo con hasta el 28 a 30% restante del metano producido en el
digestor (Ec. 11.18)(Gerardi, 2003; Hill, 1982; Kangle et al., 2012; Khanal, 2008). Finalmente las bacterias
metanogénicas metilotroficas son capaces de utilizar compuestos que contienen grupos metilos, tales
como metanol (Ec. 11.19), mono-di y tri-metilamina (Ec. 11.20), y dimetil-sulfuro (Ec. 11.21), en donde la
caracteristica principal es que el grupo metilo es trasformado en metano, aunque la produccién de
metano por este mecanismo es menor comparado con los otros dos (Khanal, 2008). En funciéon de esto,
para que un proceso anaerdbico sea exitoso es necesario contar en el digestor con una gran variedad de
bacterias formadoras de metano, ya que una sola especie no puede degradar todos los sustratos

disponibles (Gerardi, 2003).
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Tabla 11.5: Conversion de diferentes tipos de sustratos en metano

Reaccion Ecuacién

CH3CO0OH — CH, + CO, Ec. .17

CO, + 4H, = CH, + 2H,0 Ec.11.18

4CH30H — 3CH, + CO, + 2H,0 Ec.11.19
4CH3;NH, + 2H,0 + 4H* - 3CH, + CO, + NH} Ec. 11.20
(CH3),S + H,0 - 1.5CH, + 0.5C0, + H,S Ec.11.21

Durante la metanogénesis se remueven del medio tanto hidrégeno como acetato, y esto influye
fuertemente tanto en el proceso acetogénico como en el proceso fermentativo. La acetogénesis ocurre
simultdneamente con la metanogénesis hidrogenotrofica (consumidores de hidrégeno), la cual es
considerada como el regulador primario en el proceso, y su falla afecta tanto el funcionamiento de las
bacterias acetogénicas como al proceso fermentativo como un todo. La acumulacién de productos de
fermentacion en el digestor es debida principalmente a una inadecuada remocion de hidrégeno vy
acetato. Por ejemplo, una elevada carga organica en el reactor incrementa la produccion de hidrégeno y
AGV mas alla de la capacidad de las metanogénicas para su consumo, resultando en la acumulacién de
AGV, disminuyendo el pH del medio e inhibiendo la actividad de las bacterias metanogénicas (Boe,

2006).
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3. Parametros que influyen sobre la DA

Durante el proceso de digestion anaerdbica se debe tener en cuenta que los microorganismos
anaerdbicos, especialmente los metanogénicos, son altamente susceptibles a los cambios en las
condiciones ambientales (Gerardi, 2003; Khanal, 2008). La alta vulnerabilidad de estos microorganismos,
asi como su extremadamente baja velocidad de crecimiento, que puede variar de acuerdo a la
temperatura desde unos pocos dias en régimen mesofilico hasta aproximadamente 50 dias trabajando a
10°C (Gerardi, 2003), hace que las condiciones de operacion deban monitorearse periédicamente y
mantenerse en sus valores éptimos para asegurar las maximas velocidades de produccién de metano.
Algunas de estas condiciones son la temperatura del proceso, la concentracion de nutrientes vy
minerales trazas, el valor de pH, la alcalinidad, el tipo y calidad del sustrato, ademas de algunos
compuestos toxicos, que pueden ingresar al reactor con la alimentacion o bien pueden producirse
dentro del reactor a través de la degradacidn del sustrato tales como los AGV o la concentracién de

amoniaco (Boe, 2006; Gerardi, 2003; Kangle et al., 2012; Khanal, 2008).

3.1. Temperatura

El proceso anaerdbico, mas que cualquier otro proceso bioldgico es extremadamente dependiente de la
temperatura, principalmente porque afecta la actividad bioldgica, en especial la actividad enzimatica. Si
bien las bacterias metanogénicas son especialmente susceptibles a los cambios en la temperatura, las
bacterias formadoras de acidos también pueden verse afectadas (Gerardi, 2003; Khanal, 2008; Shuler y

Kargi, 1992).

En el sistema anaerdbico, existen tres rangos optimos de temperatura para el crecimiento de las
bacterias metanogénicas. De acuerdo a esto, las bacterias se clasifican en psicrofilicas, mesofilicas y
termofilicas, presentando un rango 6ptimo de crecimiento entre 5-15°C para las primeras, de 35-40°C
para las mesdfilas y de alrededor de 55°C para las termdfilas, decreciendo la velocidades cuando se
trabaja entre medio de estos rangos de temperaturas optimos tal como se observa en la Figura I1.2
(Donoso-Bravo et al., 2009; Kangle et al., 2012; Khanal, 2008; Sanchez et al., 2001). La temperatura de
trabajo optima puede variar, pero es especialmente importante mantener la misma en un valor
constante a lo largo del proceso, a fin de maximizar la produccién de biogas y evitar el desequilibrio del
sistema, lo cual podria afectar toda la actividad bioldgica, inhibiendo por ejemplo la actividad de algunas

bacterias anaerdbicas, especialmente las metanogénicas (Gerardi, 2003).
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Figura 11.2: Velocidad relativa de crecimiento de Ias bacterias metanogenicas psicrofilicas, mesofilicas y
termofilicas.
Fuente: Khanal, 2008

La temperatura del digestor influye directamente y en forma proporcional sobre la velocidad de
degradacidn anaerdbica asi como sobre la produccion de metano (Donoso-Bravo et al., 2009; Gerardi,
2003). En funcidn de esto en el rango termofilico la actividad resulta entre 25 a 50% mayor que en el
rango mesofilico, por lo cual, el tiempo de retencion sera menor, lo que influye directamente sobre el
tamafio del digestor. Otra de las ventajas que se obtienen al trabajar en este rango de temperatura es
una mayor eficacia de destruccién de patdgenos y virus que puedan estar presentes en los residuos. Sin
embargo, adicionalmente a un mayor costo de operacion, surgen problemas relacionados con
cuestiones microbioldgicas especificas, tales como el limitado nimero de bacterias termofilicas, un
crecimiento lento y ademas experimentan una elevada velocidad de mortandad, lo que reduce la
eficiencia neta en aproximadamente 50% con respecto al rango mesofilico, afectando tanto el arranque
del proceso (start-up) como su estabilidad, haciendo al mismo mas susceptible a las variaciones de
carga, y a los cambios de sustrato y/o toxicidad (Campos Pozuelo, 2001; Carneiro, 2005; Khanal, 2008;

Monnet, 2003).

3.2. Solidos totales

Los sdlidos totales (ST) corresponden a la fraccién sélida de materia organica a degradar. Se pueden
diferenciar tres rangos: digestién anaerdbica humeda, corresponde a un rango de ST entre 4 y 10%, DA
semihumeda o semiseca con un contenido en ST entre 15y 20% y DA seca con un contenido en ST que
puede variar entre 22 y 40%. Esta variable permite definir el volumen del digestor, ya que esta
directamente relacionado con la cantidad de agua a agregar, por lo tanto a menores valores de ST
mayor sera el volumen de digestor a utilizar para tratar la misma cantidad de sustrato (Monnet, 2003;

Riquelme, 2009).

3.3. Solidos volatiles

Los solidos volatiles (SV) dan una indicacion de la materia organica contenida en los residuos. Este

parametro es obtenido a través de la combustion de los residuos y es medida como la diferencia entre el
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contenido en sélidos totales y el contenido en cenizas. Aquellos residuos que poseen un elevado
contenido en SV y baja cantidad de materia no biodegradable son mas adecuados para la DA (Kangle
et al.,, 2012), ya que corresponden a los SV que tedricamente seran convertidos a metano (Varnero
Moreno, 2011). De los ST, entre un 70 y un 90% corresponden a SV, aunque depende fuertemente del

sustrato (Monnet, 2003; Riquelme, 2009).

3.4. Alcalinidad y pH

Otro de los factores que afectan la performance del proceso son los cambios en los valores de pH,
siendo los microorganismos metanogénicos los mas sensibles. El pH al igual que la temperatura influye
sobre la actividad enzimatica del digestor y por lo tanto sobre la performance del mismo; a valores de
pH>5,0 se favorece la actividad enzimatica de las bacterias formadoras de dcido mientras que a valores
de pH<6,2 esta accion se inhibe completamente por parte de las bacterias metanogénicas (Gerardi,
2003). Segun Kangle et al., (2012) y Khanal, (2008), los microorganismos acidogénicos se ven favorecidos
a valores de pH entre 5,5 — 6,5 y los metanogénicas en el rango de pH 7,8-8,2. A fin de que ambos tipos
de bacterias coexistan sin problemas de inhibicion, se estable un rango combinado de pH que debe
mantenerse entre 6,8 y 7,2 para asegurar una adecuada performance del proceso (Ceron et al., 2005;
Gerardi, 2003; Khanal, 2008; Monnet, 2003). Es primordial mantener el pH dentro del reactor cercano a
la neutralidad a fin de evitar problemas de inhibicion de la etapa metanogénica ya que estas bacterias
son significativamente mas sensibles a los cambios de pH que las bacterias acidogénicas (Khanal, 2008;

Sakar et al., 2009).

Cuando se hace referencia a la alcalinidad, se estd indicando la capacidad o habilidad del sistema para
resistir cambios buscos en los valores de pH (Jantsch y Mattiasson, 2003; Sakar et al., 2009). La
alcalinidad esta presente en el sistema principalmente en la forma de bicarbonatos que estan en
equilibrio con el CO2 a un pH dado. Cuando los compuestos organicos son degradados, el CO: es liberado
produciendo acido carbdnico, alcalinidad bicarbonatada y alcalinidad carbonatada (Ec. 11.22). (Gerardi,

2003; Riquelme, 2009).

€0, + H,0 & H,CO0; & H* + HCO; & H* + C0%~ Ec. 11.22

Al mismo tiempo cuando los aminoacidos y proteinas son degradados se libera amoniaco (NHs), ademas
de diéxido de carbono (Ec. 11.23). La liberacidon del amoniaco resulta en la produccién de iones amonio
los que se encuentran en equilibrio quimico a un determinado valor de pH del medio, tal como se

muestra en la Ec. 11.24.

RCHNH,COOH + 2H,0 —» RCOOH + NHy + CO, + 2H, Ec.11.23

NH; + H" & NH} Ec. 11.24
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El amonio disuelto en agua reacciona con el diéxido de carbono presente en el medio para producir

bicarbonato de amonio que contribuye a la alcalinidad (Ec. I1.25).

NH; + H,0 + CO, » NH + HCO3 Ec. 11.25

Durante la digestion anaerdbica los factores que influyen sobre el pH son los acidos carbdnicos y los
AGV. El pH en un digestor anaerdbico inicialmente disminuira con la produccién de acidos volatiles; sin
embargo, a medida que las bacterias formadoras de metano consumen dichos &cidos, la alcalinidad es
producida, el pH del digestor aumenta y luego se estabiliza. Una medida de la estabilidad del digestor es
la concentracion de la alcalinidad; un decrecimiento por debajo de los valores éptimos es considerado
una indicacién de posible falla en el digestor. La diminucidon de la alcalinidad puede ser causada
principalmente por acumulacién de acidos organicos, como resultado de que las bacterias
metanogénicas no son capaces de convertir los acidos en metano, como consecuencia de una baja
concentracion de estas o por alglin compuesto presente en el digestor que inhiba su actividad. (Ceron

et al., 2005; Gerardi, 2003; Lahav y Morgan, 2004).

3.4.1. Determinacion de la alcalinidad en sistemas de DA

La determinacion de la alcalinidad establecido por los métodos convencionales (APHA, 1999),
corresponde a la titulacién de la muestra con un acido débil hasta pH 4,3. Sin embargo, de acuerdo a
Jantsch y Mattiasson, (2003) la alcalinidad mediada por este método refleja tanto la alcalinidad debida a
los bicarbonatos como la de los AGV, siendo este uUltimo no utilizable para compensar los cambios de
pH. A fin de evitar la inclusion de los AGV en la determinacién de la alcalinidad del sistema, Jenkins
et al., (1983) proponen un nuevo método para determinar verdadera alcalinidad bicarbonatada en
muestras de digestién anaerdbica, realizando la titulacion de la muestra a pH 5,75 en lugar de a 4,3
como propone el método APHA. Mas tarde Ripley et al., (1986) utiliza la informacion anterior y define
tres parametros que caracterizan a un sistema anaerdbico; estos son la alcalinidad parcial (AP) como la
alcalinidad debida a los bicarbonatos, la alcalinidad intermedia (Al) como una alcalinidad debida a los
AGV ay la alcalinidad total (AT) como suma de las anteriores. Para la determinacion de estos valores de
alcalinidad el método propuesto comprende una primera titulacion de la muestra a pH 5,75 a fin de
determinar la AP y una segunda titulacién a pH 4,3 para determinar la AT, la alcalinidad intermedia
puede ser determinada a partir de los valores anteriores como diferencia entre ellas. A partir de dichos
valores se puede definir un nuevo pardmetro conocido como relacion de alcalinidad (RA= Al/AP)
obtenido como una combinacién de alcalinidades intermedia y parcial. La RA puede ser utilizado como
indicador de la estabilidad del sistema, valores mayores de 0.3 han sido indicados por Ripley et al.,
(1986) como valor limite a partir del cual se puede producir inestabilidad al trabajar con estiércoles de
gallina. Por otro lado, Molina et al., (2009) reporta una cierta flexibilidad en el valor de la RA cuando se

trabaja a con alcalinidades totales mayores de 3000 mg CaCOs/L.
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La razén para realizar las titulaciones a estos dos punto de pH corresponde a que a pH 5.75 el 78% de los
bicarbonatos se encuentran protonados, como consecuencia de su valor de pKa=6,3 (25°C), mientras
que a pH 4,3 el 99% se encuentra presente como didxido de carbono (de acuerdo al equilibrio acido
base). Por su parte los AGV presentan valores de pKa entre 4,7 y 4,9, por lo cual a pH 5,75 sdlo el 10% de
los AGV se encuentran en su forma protonada, mientras que este valor aumenta a 76% a valores de pH
4,3 (Bjornsson et al., 2001; Jantsch y Mattiasson, 2003; Jenkins et al., 1983; Ripley et al., 1986; Vol et al.,
2009). En funcion de esta informacidn los cambios en la concentracidn de acidos tendra un fuerte efecto
sobre el valor de la AT, pero influird muy poco sobre la AP y por lo tanto este Ultimo es un parametro

mas util para monitorear el proceso de DA que la AT.

3.5. Nutrientes

Como en cualquier otro proceso biolégico para la sintesis de la biomasa se requiere de la presencia
tanto de macronutrientes (nitrégeno y fosforo), los cuales son requeridos por las bacterias en grandes
cantidades, como micronutrientes (minerales trazas) (Chynoweth et al., 1999; Gerardi, 2003; Khanal,
2008). En comparacidn con el proceso aerdbico, la cantidad de nutrientes necesarios es mucho menor
siendo la razén la menor produccién de biomasa. El carbono constituye la fuente de energia, mientras
que el nitrégeno y el fosforo son necesarios para mantener una adecuada actividad bacteriana (Gerardi,

2003).

La cantidad de macronutrientes que deben estar disponibles en el reactor puede ser determinado en
funcion de la cantidad de sustrato o en funciéon de la demanda quimica de oxigeno (DQO) alimentada al
reactor. Los requerimientos de nutrientes varian en funcidn de la velocidades de la carga al digestor: un
valor minimo de DQO/N/P de 350:7:1 para altas cargas organicas (0,8-1,2 kg DQO/ SVS dia) y de
1000:7:1 para cargas organicas menores (<0,5 0,8-1,2 kg DQO/SVS? dia) fueron sugeridos por diversos
autores (Gerardi, 2003; Khanal, 2008). Estos valores aseguran una relacién C/N de al menos 25:1, valor
que se encuentra dentro del rango sugerido 30:1 - 20:1 para una buena performance del digestor y una
6ptima produccién de biogas (Gerardi, 2003; Varnero Moreno, 2011). Cuando se trabaja con valores de
C/N por encima del optimo resultara en una baja produccion de biogas por periodos mas prolongados
como resultado de una baja multiplicacion y desarrollo de bacterias debido a la falta de nitrégeno, el
cual es consumido rapidamente. Por el otro lado, si se trabaja con valores de C/N por debajo del 6ptimo
el resultado sera la acumulacion de amoniaco y la elevacién del pH a valores por encima de 8.5, lo cual

resultara téxico para las bacterias metanogénicas (Carneiro, 2005; Gerardi, 2003; Monnet, 2003).

Cuando se tienen residuos cuya relacion C/N no es la dptima es necesario compensar esta falta de
nutrientes. Uno de los métodos que se puede emplear es agregar distintos tipos de quimicos, tales
como cloruro de amonio o urea que permitirdn compensar la falta de nitrégeno, o sales fosfatadas si lo

que se requiere compensar es la falta de fosforo (Gerardi, 2003). Otra de las posibilidades para

2 SVS: sélidos volatiles suspendidos
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compensar la falta de nutrientes es mediante el proceso de co-digestion, en el cual se tratan en forma
conjunta distintos tipos de residuos con diferentes relaciones C/N. Los residuos ganaderos suelen
presentan bajas relaciones C/N, dependiendo del tipo de animal. En los purines de cerdo, por ejemplo,
la relacion C/N es de aproximadamente 5/1 segln indica Schnirer y Jarvis, (2010), mientras que Wu
et al., (2010) reporta un rango de entre 6 y 8 dependiendo de la edad del animal, por lo cual exhibe
problemas por exceso de nitrégeno mas que por defecto. En el caso de los residuos de comida cuya
relacion de C/N puede variar entre 15 y 32/1 (Schnirer y Jarvis, 2010), el problema suele ser la

deficiencia de nitrégeno (Campos Pozuelo, 2001; Carneiro, 2005; Monnet, 2003).

3.5.1. Micronutrientes

De acuerdo con (Gerardi, 2003), las bacterias metanogénicas poseen varios sistemas enzimaticos Unicos,
que requieren micronutrientes especificos como cobalto, hierro, niquel y sulfuros para que puedan
convertir el acetato en metano y asegurar de esta manera una eficiente operacién del reactor. En
funcién del valor de DQO de la alimentacidn, los requerimientos de nutrientes son de 0,01% DQO para
el cobalto, 0,2% para el hierro, 0,001% para el niquel y 0,2% para los sulfuros seglin reporta Gerardi,

(2003).

3.6. Compuesto téxicos e inhibidores de la metanogénesis

El proceso de DA suele presentar problemas de inhibicion ante la presencia de sustancias tdxicas en el
sistema. Estas sustancias pueden entrar al digestor junto con la materia prima, o pueden ser el
subproducto de la actividad metabdlica de los microorganismos anaerdbicos. El amoniaco, los metales
pesados, los compuestos halogenados, el cianuro, y los fenoles forman parte del primer grupo, mientras
que el sulfuro, el amoniaco y los acidos de cadena larga son parte del segundo grupo mencionado. No
obstante, la magnitud de la toxicidad de la sustancia puede verse reducida mediante la aclimatacion de
la poblacién de los microorganismos al toxico y en otros casos, a bajas concentraciones pueden ser

estimuladoras del proceso (Khanal, 2008; Varnero Moreno, 2011).

3.6.1. Nitréogeno Amoniacal

El amoniaco puede estar presente en los sustratos con los que se alimenta el reactor o ser producido
durante la degradaciéon bioldgica de compuestos tales como proteinas o urea (Sutaryo, 2012). En un
reactor anaerdbico las dos formas predominantes de nitrégeno inorgénico son el amonio (NH}) y el
amoniaco libre (NH3) (Appels etal., 2008). Si bien el amoniaco es esencial para el crecimiento
microbiano, en elevadas concentraciones puede ocasionar la inhibicion del proceso anaerdbico
(Kayhanian, 1994). De acuerdo con Yenigiin y Demirel, (2013), la inhibicién del proceso no es sdlo el
resultado de la concentracién de amonio y amoniaco en el reactor, sino también de las caracteristicas
del sustrato a ser digerido, del pH, de la temperatura, del tipo de indculo utilizado asi como de la

configuracion del reactor.
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Con el término nitrogeno total amoniacal (NTA Ec. 11.27) se hace referencia a la suma del ion amonio
(NH{)y del amoniaco libre (NH3). Estas dos especies se encuentran en equilibrio quimico y la
concentracion relativa de cada una depende del valor del pH y de la temperatura (Ec. 11.26) (Khanal,

2008; Sutaryo, 2012; Varnero Moreno, 2011).

NHf & NH; + H* Ec.11.26

NTA (Nitrogeno Total Amonical) = NHf + NH; Ec. .27

De todas las formas en las que se puede encontrar el nitrégeno, el amoniaco libre es la forma mas tdxica
para las bacterias metanogénicas, debido al hecho de que puede penetrar las membranas celulares
causando desequilibrio de protones, y/o deficiencia de potasio (Appels et al., 2008; Chen et al., 2008;
Khanal, 2008; Sutaryo, 2012; Yenigiin y Demirel, 2013). De todos los microorganismos anaerobios, los
metanogénicos son los menos tolerantes y los mas propensos a detener su crecimiento debido a la
inhibicion por amoniaco. Segun reporta Chen et al., (2008) durante el tratamiento de lodos granulares
en en reactores anaerdbicos, cuando las concentraciones de amoniaco se incrementaron hasta valores
de 4.051-5.734 mg NH3-N/L, la poblacién de bacterias acidogénicas apenas fueron afectadas mientras

que la actividad de las bacterias metanogénica disminuydé en un 56,5%.

La concentraciéon de amoniaco libre depende principalmente de tres parametros: de la concentracion
total de nitrogeno amoniacal (NTA) en el reactor, de la temperatura y del pH. Un incremento en la
temperatura tiene un efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento microbiano pero también resulta
en mayores concentraciones de amoniaco. Los reactores termofilicos son mas susceptibles a Ila
inhibicidn por nitrogeno amoniacal que los mesofilicos. Ademas con el incremento del pH se produce un
incremento en la concentracion de NHs; a valor de pH neutral sélo el 0,5% del NTA se encuentra en su
forma libre (Appels et al., 2008; Gerardi, 2003; Khanal, 2008; Varnero Moreno, 2011; Yeniglin y Demirel,
2013). En el proceso de inhibiciéon por amoniaco, otro de los factores que influye es la aclimatacién de
los microorganismos. En reactores no aclimatados, de acuerdo con Gerardi, (2003) y Khanal, (2008)
concentraciones de amoniaco libre de entre 50 y 150 mg/L inhibieron completamente el proceso, no
obstante reactores adaptados a elevadas concentraciones de amonio incrementaron su tolerancia. En
este sentido, la concentracion a la cual el amoniaco libre es toxico para un sistema es incierta y depende
de la configuracién del mismo; Hansen et al., (1998) reporta que concentraciones de 1.500-2.500 mg/L
resultan inhibitorias del proceso, pero mediante la adaptacion del sistema se han conseguido tolerancias
de hasta de 4.000 mg-N/L. Por otro lado, para los estiércoles bovinos, Angelidaki y Ahring, (1993)
encontraron que concentraciones de 4.000 mg/L o mayores fueron inhibidoras del proceso termofilico,
pero mediante la adaptacion del medio se logran tolerancias del sistema hasta valores de 6.000 mg/L. Lo
mismo reporta Yenigiin y Demirel, (2013) para reactores mesofilicos, en los cuales concentraciones de
NTA de 1.700-1.800mg/L fueron completamente inhibidores del proceso cuando se utilizaron inéculos

no adaptados, aunque con aclimatacion las concentraciones inhibidoras se incrementaron hasta valores
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de 5.000 mg/L. Yeniglin y Demirel, (2013) también reportan que el tratamiento de los residuos de
porcinos presentan inhibicidn a partir de concentraciones de NTA de 3.075mg/L, mientras que para los

lodos de depuradora dicho valor se incrementd a valores cercanos a 5.000 mg/L.

Si bien el sistema puede fallar debido a las elevadas concentraciones de amoniaco libre que podrian
inhibir a las bacterias metanogénicas, Gerardi, (2003) indica que esta inhibicién puede ser autocorregida
dentro del mismo reactor. Esto es, si la formacién de metano es inhibida, la concentracion de AGV se
incrementard, el pH del digestor bajara y el amoniaco libre se transformard en iones amonio, menos

inhibidores, permitiendo al proceso recobrar su funcionamiento normal.

3.6.2. Sulfuros y sulfatos

Las bacterias necesitan sulfuros solubles, principalmente en la forma HS’, como nutrientes para su
crecimiento, aunque concentraciones elevadas tanto del ion HS" como del sulfuro de hidrégeno disuelto
pueden causar toxicidad en el proceso (Gerardi, 2003), principalmente en las bacterias metanogénicas.
La inhibicion por sulfuros ocurre en dos niveles, una inhibicién primaria en donde en presencia de
sulfatos, las bacterias metanogénicas compiten con las bacterias sulfato-reductoras por los mismos
sustratos (acetato e hidrégeno, aunque estas Ultimas presentan ventajas tanto termodindmicas como
cinéticas, y el resultado de esta competencia determina la proporcién relativa de sulfuro de hidrégeno y
metano en el biogds (Appels et al., 2008; Varnero Moreno, 2011). El segundo mecanismo de inhibicidn
es debido a la toxicidad del sulfuro para los grupos bacterianos; en general las bacterias metanogénicas
son mas susceptibles que las acidogénicas y las acetogénicas. La forma mas téxica es la forma no
ionizada (H2S) que se ve favorecida a valores bajos de pH y de temperatura (Appels et al., 2008; Gerardi,
2003; Varnero Moreno, 2011). La toxicidad se debe a procesos de difusion libre a través de la membrana
celular causando desnaturalizacion de las proteinas (Appels etal., 2008). Segun Gerardi, (2003)
concentraciones de 50 mg/L de sulfuros pueden resultar téxicas para las bacterias metanogénicas si los
microorganismos no estan aclimatados, aunque Appels et al., (2008) reporta que puede producirse un

proceso metanogénico estable con valores de hasta 150 mg/L de sulfuros.

3.6.3. Metales Pesados

Los cationes de los metales pesados tienen un efecto positivo sobre la actividad de enzimas y co-
enzimas siempre que se encuentren en concentraciones bajas ya que de lo contrario pueden causar un

efecto toxico sobre los microorganismos.

Numerosos metales pesados pueden encontrarse en las aguas residuales y en los barros de depuradora,
aunque la principal fuente de metales pesados en las aguas residuales urbanas son las industrias, las que
son capaces de aportar hasta el 50% del contenido total de metal en los lodos de depuradora cuando
estos efluentes son tratados en conjunto con los domiciliarios. Entre los contaminantes industriales que

pueden encontrarse se incluyen zinc, cobre, cromo, niquel, cadmio y plomo. Mientras que entre las
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fuentes domésticas que aportan metales pesados se encuentran principalmente la lixiviaciéon de
materiales de plomeria (Cu y Pb), canaletas y tejados (Cu y Zn) y materiales galvanizados, el uso de
detergentes que contienen Cd, Cuy Zn, y el uso de productos para el cuidado del cuerpo que contienen

Zn (Appels et al., 2008).

Una caracteristica distintiva de los metales pesados es que, a diferencia de muchas otras sustancias
téxicas, no son biodegradables y puede acumularse en el reactor hasta concentraciones potencialmente
toxicas (Chen et al., 2008). La toxicidad de los cationes aumenta con el peso molecular, por lo cual los
metales pesados son los que provocan mayor toxicidad a menor concentracion. El orden de toxicidad de
los metales pesados es Ni>Cu >Cr (IV) ~ Cr (lll)>Pb>Zn. Sin embargo, si la introduccion del metal en el
reactor se produce de forma gradual, los microorganismos podran aclimatarse y el efecto téxico
disminuird. Las formas solubles de los metales presentan mayores problemas para el proceso que las
formas insolubles. Cuando en el sistema coexisten tanto los metales como los sulfuros, la toxicidad de
los metales disminuye mediante la formacidn de sulfuros de metal insolubles (con excepcidn de cromo),
los cuales precipitan, pudiendo llegar a tolerarse elevadas concentraciones (Khanal, 2008; Varnero

Moreno, 2011).

3.6.4. Acidos grasos de cadena corta

Durante la degradacidon anaerdbica, la materia organica compleja es hidrolizada y fermentada en
compuestos de bajo peso molecular, incluyendo acidos grasos de cadena corta (C2-C6) también
denominados acidos grasos volatiles (AGV). Entre los AGV se incluyen principalmente al 4cidos acético,
propidnico y butirico y en menores cantidades acidos isobutirico, valérico, isovalérico y caproico. Al igual
que el sulfuro y el amoniaco, las formas no disociadas de la AGV son las responsables de la inhibicidn del
proceso, debido a que pueden fluir libremente a través de la membrana celular donde se disocian,
provocando la reduccion del valor de pH y una interrupcidon de la homeostasis (Khanal, 2008). La
concentracion de estos acidos o productos intermedios de la DA es uno de los pardmetros que mas
eficazmente pueden dar una indicacion de la evolucidn y salud del proceso; de hecho, es uno de los
parametros mas utilizados en el control debido a su rdpida respuesta ante variaciones del sistema

(Khanal, 2008; Varnero Moreno, 2011).

En un sistema anaerdbico sano, la concentracién de los AGV en el efluente es relativamente baja,
normalmente se encuentra en el rango de 50-250 mg HAc/L. Las elevadas concentraciones de AGV son
el resultado de la acumulacidon debido a desequilibrios en el proceso que pueden ser causados por
variacién en la temperatura, sobrecarga orgdnica, presencia de compuestos toxicos, entre otros.
Elevadas concentraciones de AGV son capaces de inhibir la etapa metanogénica, dando como resultado,
la acumulacién de los 4cidos y la caida en el valor de pH hasta valores tan bajos que podrian inhibir
tanto la hidrélisis como la acetogénesis (Khanal, 2008; Siegert y Banks, 2005). Segun reporta Siegert y

Banks, (2005); incluso cuando el valor de pH del proceso es el éptimo, la acumulaciéon de los AGV a
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valores mayores a 10.000 mg/L puede contribuir a reducir la velocidad de la hidrélisis de los sustratos o

incluso inhibirla completamente.

3.6.5. Acidos grasos de cadena larga

Los acidos grasos de cadena larga (AGCL) son formados durante la degradacion de grasas y lipidos y son
posteriormente reducidos a acetato e hidrogeno (Appels et al., 2008). Los AGCL corresponden a los
acidos que contienen cadenas de carbono de entre 8 y 18 unidades; se incluyen dentro de este grupo al
acido caprico, caprilico, laurico, miristico y acido oleico. De todos, el 4cido laurico es el mas téxico, y la
combinacién de estos acidos produce un efecto sinérgico, pudiendo causar toxicidad en digestores

anaerdbicos a concentraciones mayores a 500 g/L de AGCL (Gerardi, 2003).

La inhibicidn es causada por la adsorcion de los AGCL en la pared celular de las bacterias, interfiriendo
con el transporte de nutrientes y con las funciones de proteccion de las células. El efecto téxico de los
AGCL es del tipo permanente, es decir, el crecimiento de los microorganismos no se recupera cuando las

concentraciones son reducidas por dilucion a valores no toxicos (Appels et al., 2008; Boe, 2006).

Las bacterias metanogénicas acetocldsticas son afectados en mayor grado por la AGCL que las
metanogénicas hidrogenotrdéficas, mientras que las bacterias terméfilas parecen ser mas sensibles a la
toxicidad en comparacion con las mesdfilicas. Segun Appels et al., (2008) y Chen et al., (2008) la razén
para esta diferencia podria estar relacionado con la composicion de la membrana celular, que es

diferente para las dos especies.

3.7. Materia prima

La eficiencia de produccidon de biogds estd directamente relacionada con el tipo de sustrato y su
composicidn (Boe, 2006). Las diversas materias primas que pueden ser tratadas mediante el proceso de
DA corresponde a residuos organicos de origen vegetal, animal, agroindustrial, forestal y doméstico
entre otros, los cuales contienen en mayor o menor grado materia organica biodegradable. En la Tabla

1. 6, se listan algunos residuos de acuerdo al origen de los mismos.
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Tabla 11.6: Residuos organicos de diversos origenes. (Varnero Moreno, 2011)

Origen Tipos

Estiércol, orina, guano, camas, residuos de mataderos (sangre y otros),
Residuos de origen Animal
residuos de pescados.

Residuos de origen vegetal Malezas, rastrojos de cosechas, pajas, forraje en mal estado.

Residuos de origen humano Residuos domesticos, aguas cloacales

Residuos agroindustriales Salvado de arroz, orujos, melazas, residuos de semillas, suero de leche
Residuos forestales Hojas, vastagos, ramas y cortezas.

Residuos de cultivos acuaticos algas Algas marinas, jacintos y malezas acuaticas

Normalmente las sustancias organicas como los estiércoles y lodos cloacales presentan los nutrientes
necesarios para el crecimiento de los microorganismos. El estiércol en general, contiene ademas, una
elevada cantidad de agua en su composicion asi como una elevada fraccion de compuestos
recalcitrantes tales como lignina no degradable anaerdébicamente y carbohidratos de lenta degradacion,
por lo tanto la produccion de metano por unidad de SV es menor que en sustratos de mas facil
degradacion tales como los fraccién orgdanica de los residuos sélidos urbano. La produccidon de metano a
partir de estiércoles frescos seglin informa Moller et al., (2004) se encuentra en el rango 100-400 L
CHa/kg SV, presentando los estiércoles de cerdo un mayor rendimiento de producciéon de metano que
los estiércoles de vaca, principalmente debido a un mayor contenido en proteinas y lipidos y menos
lignina y carbohidratos de baja degradabilidad, tal como se observa en la Figura 1.3 (Boe, 2006; Moller
et al., 2004). Por lo cual, el rendimiento tedrico del proceso de DA variara en funcién del contenido de
carbohidratos, proteinas, y lipidos de los sustratos (G. Esposito et al., 2012; Vavilin et al., 2008; Zhou
et al., 2012).
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Figura 11.3: Composicién promedio en SV de 1) estiércol de ganado fresco, 2) estiércol de cerdos de
engorde, 3) estiércoles de cerdas, 4) fraccidn sélida de los estiércoles de cerdo centrifugados, 5) la
fraccién solida obtenida de la precipitacién quimica de los estiércoles, 6) fraccion liquida tratada
previamente con una centrifuga de decantacion y 7) el trigo de la paja.

*Lentamente degradables
**Facilmente degradables
Fuente: Moller et al., (2004)

3.7.1. Lipidos o grasas

Los lipidos o grasas, en su forma liquida (aceites) o solida (grasas), proporcionan un elevado rendimiento
de produccion de biogds, pero requieren un tiempo de retencion elevado debido a su baja
biodegradabilidad. Estan presentes comiunmente en los desechos de alimentos y en algunas aguas
residuales industriales, tales como las producidas por los mataderos, lecherias, aceiteras o refinerias de
grasa (G. Esposito et al., 2012; Neves et al., 2009; Ruiz-Espinoza et al., 2012). Sin embargo, Neves et al.,
(2009) reportaron problemas de inhibicion de las bacterias metanogénicas debido a elevadas

concentraciones de AGCL, tanto en reactores batch como continuos al tratar este tipo de sustratos.

3.7.2. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son los principales componentes de los residuos orgdnicos, los cuales son facil y
rapidamente convertidos durante la etapa hidrolitica a azucares simples y luego a AGV (Miron et al.,
2000). Dentro de esta categoria se incluye a los desechos de las fabricas relacionadas con la agricultura,
residuos de alimentos y la fraccién organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU) proveniente de
hogares y mercados (Zhou etal., 2012). La degradacion anaerdbica de estos residuos depende
fuertemente de las etapas acidogénica y metanogénica. En particular, si el proceso de formacion de
acidos es mas rapido que su consumo por parte de las bacterias metanogénica, los AGV se acumularan
en el reactor causando una caida progresiva del pH, generando estrés en el proceso y la posterior

inhibicion de la actividad metanogénica (G. Esposito et al., 2012; Siegert y Banks, 2005).
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3.7.3. Proteinas

Los residuos ricos en proteinas y en consecuencia con un alto contenido de nitrégeno son producidos
principalmente por las fabricas de procesamiento de carne, mataderos y granjas (purines de animales y
estiércol), presentando un elevado contenido en materia orgdnica, alta demanda bioldgica de oxigeno
(DBO), pero baja relaciéon C/N. Por lo cual son propensos a presentar problemas de inhibicion por

amoniaco (G. Esposito et al., 2012).

3.7.4. Lignina

Las sustancias con alto contenido de lignina no son directamente aprovechables en la DA. La baja
susceptibilidad de los materiales lignoceluldsicos a la conversidn en biogas es el resultado de su
composicidn y estructura. La estructura lignoceluldsica es la matriz compleja y rigida de las células
vegetales, resistente al ataque enzimatico, debido a la estrecha asociacion entre la lignina, la celulosa y
la hemicelulosa. Estas dos ultimos a diferencia de la lignina son hidratos de carbono compuestos
principalmente de hexosas y pentosas que pueden ser degradados en la DA (Bruni et al., 2010). Con el
fin de facilitar el acceso de las bacterias metanogénicas a la celulosa y hemicelulosa es necesario aplicar
tratamientos de tipo fisicos, quimicos y/o bioldgicos (Boe, 2006; Bruni et al., 2010; Moller et al., 2004).
Un estudio sobre el potencial de produccion de metano en condiciones de DA del residuo de la
produccion del hongo Gymnopilus Pampeanus, que se consume en la Argentina y Uruguay demostré
que el proceso fungico facilité la degradacién de los compuestos lignoceluldsicos del sustrato utilizado

(aserrin de alamo), promoviendo la produccidon de metano (Cérdoba et al., 2015, en revision).

3.7.5. Composicion promedio de los sustratos

La Figura I.4: muestra la composicion quimica promedio de los tres sustratos (PC, SL y FORSU)

reportada por diferentes bibliografias.
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Figura I1.4: Composicion promedio de PC (Moller et al., 2004), FORSU (Nielfa et al., 2015) y SL (Labatut
etal., 2011).
Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con Nielfa et al., (2015), los FORSU presentan un elevado contenido de fibra (3513 gr fibra
por kg SV) ademas de 47 gr lipidos, 695 gr de carbohidratos, 423 gr proteinas, segun este autor, este
elevado contenido en fibras hace que el proceso anaerdbico presente una etapa inicial lenta. Por su
parte, la composicion del SL es reportada por Labatut etal., (2011), los cuales indican que estd
conformado por 134 gr proteinas, 57 gr de lipidos y 809 gr de azucares, almiddn y pectina expresados
por kg SV, es decir se encuentra compuesto principalmente por azucares de facil degradacion. El PC, a
diferencia de los demas sustratos presenta en su composicion tanto AGV como lignina, los primeros son

el resultado de la degradacidén de la alimentacion dentro del tracto animal.

3.8. Inodculo

Durante el inicio de un proceso de DA en un reactor tipo batch es necesario afadir junto con la
alimentacion, en el caso de que la misma no los contenga, un componente que aporte suficiente
cantidad de microorganismos como para iniciar la reaccion de descomposicion de la materia organica.
Estas sustancias, denominadas indculos, deben ser capaces tanto de promover la hidrélisis y
degradacién de la materia orgdnica asi como de promover la metanogénesis. En este contexto, el tipo
de indculo a utilizar es un factor decisivo en la eficiencia del proceso (Feng et al., 2013; Forster-Carneiro

et al., 2007; Gerardi, 2003; Mateescu y Constantinescu, 2011).

Se debe analizar la utilizacién de uno u otro tipo de indculo seglin la naturaleza del sustrato ya que
diferentes tipos de indculos actian en mayor o en menor medida mejorando la descomposicion de la
biomasa en funcion de su contenido microbiano. Dado que no todas las bacterias pueden utilizar los
mismos sustratos, es necesario contar no solo con la presencia de una gran cantidad de bacterias sino

ademads con una gran diversidad de ellas. A fin de que el proceso anaerdbico sea exitoso, el tipo, calidad
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y cantidad de indculo debe ser analizado previo a su utilizacion en un digestor. El inéculo influye
principalmente sobre la cinética de produccidén de biogas y sobre la cantidad de metano a producir

(Mateescu y Constantinescu, 2011).

Entre los indculos mas utilizados para el proceso anaerdbico se puede mencionar a los barros de plantas
depuradoras, efluentes de digestores anaerdbicos en funcionamiento, o materiales de origen animal,
como por ejemplo rumen o estiércoles, que contienen una gran carga bacteriana principalmente
bacterias metanogénicas. En este sentido varios autores han analizado la influencia de diferentes tipos
de indculos sobre diferentes sustratos de interés. Wakadikar et al., (2012) analizaron la influencia de los
barros de plantas depuradoras y de lixiviados de rellenos sanitarios sobre la DA de diferentes tipos de
residuos organicos (parte organica de los residuos sélidos municipales, residuos de comida, residuos
vegetales y residuos celuldsicos) encontrando que la mejor performance del proceso fue alcanzada
cuando se utilizé como indculo a los lixiviados para todos los sustratos analizados. Por su parte, Forster-
Carneiro etal., (2007) estudiaron la DA termofilica de la fraccion organica de los residuos sdlidos
urbanos utilizando diferentes tipos de indculos entre los que se encontraron silaje de maiz, mezcla
digerida de residuos de restaurante, excremento de bovinos, excremento de cerdo, barro de
depuradora y una mezcla de estos ultimos al 50%. El resultado fue que los lodos de depuradora
resultaron el mejor inéculo en términos de produccién de metano, alcanzando una produccién de 0,53
L/g SV, aunque los estiércoles de cerdo y la mezcla de ambos (estiércol de cerdo y lodos) también
mostraron buenos resultados (0,44 y 0,42 L/g SV respectivamente). Pandey et al., (2011) investigaron el
efecto que tres tipos de indculos (lodos granulares provenientes de un reactor anaerdbico tratando
almidon de papas, barros no granulares de un digestor anaerdbico de una planta de tratamiento de
aguas domésticas y el sobrenadante de una laguna anaerdbica de un tambo) tienen sobre el inicio del
proceso anaerdbico de las aguas residuales de tambos, encontrando que los lodos granulares mostraron
la mejor performance. Por su parte, Hu y Yu, (2006) analizaron la influencia del rumen sobre la DA de las
totoras, encontrando que este es un indculo resulta adecuado para degradar sustratos de tipo
lignoceluldsicos obteniendo una adecuada produccion de AGV y buena produccion de metano. En
funcién de estos resultados, se puede observar que no es posible generalizar sobre un indculo
particular, sino mas bien, resulta necesario encontrar aquel indculo que interaccione adecuadamente
con un sustrato en particular. Un analisis mas detallado de la influencia del origen del indculo sobre la

degradacion de PC serd realizada en el Capitulo IV.

Ademas del tipo de inéculo, la cantidad del mismo es otro factor que influye fuertemente sobre la
performance del proceso. En este sentido, varios han sido los estudios que han analizado el efecto de
distintas proporciones de indculo en la alimentacidn. Lopes et al., (2004) reporta la influencia de la
aplicacién de diferentes concentraciones de rumen bovino utilizado como indculo en la digestién de RSU
indicando una reduccion del tiempo de digestion de 49 %, y un incremento notable de la produccion de
CH4 (0,23 L CHa/g SVT) cuando se utiliza 15% de indculo en comparacién con la produccién de metano

en el caso de no utilizar inéculo (0.01 L CHa/g SVT). Otro estudio realizado por Forster-Carneiro et al.,
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(2008) muestra que la utilizacién de barros provenientes de los digestores mesofilicos de las plantas
depuradoras ayuda a optimizar la etapa inicial de crecimiento microbiano, la cual corresponde a una
etapa critica en el proceso; el analisis de la cantidad de indculo indicé que la mejor performance se
alcanza cuando se utiliza 30% de inéculo en lugar de 20%, alcanzando una produccion de metano de
0,49 L CHa/gr SV. En el Capitulo V, sera realizado un analisis comparativo de la influencia de la cantidad

del inéculo sobre el PC, SLy FORSU.
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4. Co-digestion

La coexistencia de diversos tipos de residuos en una misma area geografica posibilita una gestion
integrada de los mismos, obteniendo beneficios ambientales tales como el ahorro de energia, el
reciclado de nutrientes dentro de la agricultura y la reduccién de las emisiones de GEls (Pagés-Diaz
etal., 2014). Ademas este tipo de gestion permitira mejorar el tratamiento y disminuir costos de
transporte, aunque puede resultar mas complicado al intervenir diversos generadores de residuos, que
incluso procedan de sectores productivos diferentes (Campos Pozuelo, 2001; Venkateswara Rao y Baral,

2011).

La co-digestidn se define como el tratamiento anaerdbico de una mezcla de dos o mas tipos de residuos
diferentes con el objetivo de optimizar la eficiencia del proceso de DA y compensar la carencia de
nutrientes asi como los requerimientos de humedad de la alimentacidn. Por lo cual resulta fundamental
establecer la concentracién adecuada de cada co-sustrato con el objetivo de maximizar la produccion de
metano y evitar efectos inhibitorios (Hublin y Zelic, 2013; Mata-Alvarez et al., 2000; Pagés-Diaz et al.,

2014).

Aquellos sustratos capaces de generar mas biogds por unidad de masa suelen ser co-digeridos con un
sustrato base o sustrato principal a fin de maximizar la produccién de biogds por unidad de reactor
(Atandi y Rahman, 2012). A pesar de que cualquier tipo de materia organica biodegradable suele ser
utilizada como alimentacién para el proceso de digestion anaerdbica, el proceso tiende a fallar sin la
adicion de nutrientes externos y el agregado de agentes buffer. La co-digestion de estiércoles de
animales o barros de depuradora como base suele ser una manera efectiva de mejorar la capacidad
buffer del sistema y alcanzar un proceso estable (Atandi y Rahman, 2012; Li et al., 2009). Sin embargo,
hay un limite en la cantidad y calidad de los sustratos a co-digerir debido principalmente a que puede
generar problemas de flotacidn, inhibicidn del proceso e inestabilidad de la operacidn. Con la finalidad
de evitar estos problemas, la cantidad de cada co-sustrato debe ser optimizada teniendo en cuenta la
produccion final de metano (Atandi y Rahman, 2012). El proceso de co-digestién serd analizado en

mayor detalle en el Capitulo VI.
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5. Cinética de la produccion de metano

Para los microorganismos, el crecimiento es su respuesta esencial a las condiciones ambientales en la
que se encuentran. El crecimiento es tanto el resultado de la multiplicacion como del cambio en el
tamafio celular. En un medio adecuado, los microorganismos utilizan los nutrientes y los convierten en
componentes bioldgicos; parte son utilizados para la produccién de energia, y parte para la biosintesis y
formacion de productos. Como resultado, la masa microbiana se incrementa con el tiempo tal como

describe la (Ec. 11.28) (Shuler y Kargi, 1992).

Sustratos + Células — productos extracelulares 4+ mas células
Ec. 11.28
2§+ X - XP +nX

El crecimiento microbiano es un tipo de reaccion autocatalitica, donde su velocidad de crecimiento ()
esta directamente relacionada con la concentracién celular y la reproduccion celular es el resultado de

la reaccién (Shuler y Kargi, 1992).

El proceso de DA es esencialmente una fermentacidon bacteriana (Tosun et al., 2004), donde cada
especie involucrada puede tener diferentes velocidades de crecimiento especiifica (1) y por consiguiente
la proporcién relativa de cada una puede variar con el tiempo. Por lo tanto, el andlisis de la cinética
refleja el crecimiento de las diferentes especies bacterianas involucradas (Llabrés-Luengo y Mata-
Alvarez, 1987). A fin de poder entender con mayor profundidad el proceso es necesario conocer cuales

son las diferentes etapas involucradas en el crecimiento microbiano.

5.1. Fases de crecimiento microbiano en reactores tipo batch

Cuando un medio de cultivo rico en nutrientes es inoculado, los organismos en forma selectiva toman
estos nutrientes con la finalidad de convertirlos en biomasa. El crecimiento de la biomasa sigue una
curva de tipica en siete fases bien diferenciadas: (1) fase de latencia o fase de retardo, (2) fase de
aceleracidn, (3) fase de crecimiento exponencial o logaritmica, (4) fase de desaceleracion, (4) fase
estacionaria, (5) fase de transicién y (5) la fase de muerte, tal como se observa en la Figura 1.5

(Rodriguez, 2010; Shuler y Kargi, 1992).
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Figura I.5: Fases de crecimiento microbiano
Fuente: Rodriguez, (2010)

1. Fase de retardo o fase de latencia

Esta fase tiene lugar inmediatamente después de la inoculacidon y corresponde a un periodo de
adaptacion de las células al nuevo ambiente, en donde los microorganismos reorganizan su estructura
molecular a fin de poder tomar ventaja del nuevo ambiente y comenzar con la fase exponencial de
crecimiento. Durante esta fase, las bacterias no se replican, sino que se adaptan; de acuerdo a esto la
velocidad especifica de crecimiento es cero (u=0) (Buchanan et al., 1997; Shuler y Kargi, 1992; Swinnen

et al., 2004; Yates y Smotzer, 2007).

Una fase de latencia larga puede presentarse en los casos de baja concentracidn de nutrientes. Otro de
los factores que afectan la extensidn de este periodo es la edad del indculo, en referencia al tiempo en
que ha sido mantenido en condiciones batch previo a su utilizacién. A fin de minimizar la duracién de la
fase de retardo, es recomendable que las células del indculo sean jévenes y activas y que hayan sido
adaptadas al medio de crecimiento y acondicionadas antes de la inoculacién. Otro de los factores que
influye es la cantidad de indculo a utilizar (Shuler y Kargi, 1992). Por otro lado, seglin reporta Swinnen
et al., (2004) cambios ambientales repentinos durante la fase de crecimiento pueden resultar también
en un retraso en la etapa de crecimiento o en una fase de retardo intermedia. El mecanismo por el cual
ocurren ambas fases de retardo (inicial e intermedia) es esencialmente el mismo, en ambos casos las

células experimentan una transicion de un ambiente a otro.

2. Fase de aceleracion

Corresponde a un periodo de transicidn que se presenta entre las fases de latencia y la fase exponencial,
en la que la concentracion microbiana aumenta ampliamente en un periodo de tiempo

extremadamente corto (Rodriguez, 2010).

3. Fase de crecimiento exponencial

Esta etapa se denomina fase de crecimiento exponencial o fase de crecimiento logaritmico. Durante

esta fase, las células ya adaptadas al nuevo ambiente, pueden multiplicarse rapidamente,
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incrementando la masa celular y la densidad del nimero de células exponencialmente con el tiempo.
Corresponde a un periodo de crecimiento balanceado en el cual todos los componentes de las células
crecen a la misma velocidad, es decir, la composicion promedio de las células se mantiene
aproximadamente constante, mientras que la velocidad de crecimiento especifica u es constante e
independiente de la concentracidn de nutrientes (Buchanan et al., 1997; Shuler y Kargi, 1992). Es en esta

etapa donde las fuentes de carbono son utilizadas y los productos son formados (Najafpour, 2007).

4. Fase de desaceleracion

La fase de desaceleracidon posee una existencia formal como periodo de transicion entre la fase de
crecimiento exponencial y la fase estacionaria. Durante esta fase el crecimiento microbiano disminuye
debido al agotamiento de algun recurso del medio tal como la fuente de carbono o algun nutriente
esencial, o debido a la acumulacion de componentes toxicos generados como sub-producto del
crecimiento de los microorganismos. Estos cambios ocurren en un periodo muy corto de tiempo,
resultando en un crecimiento desbalanceado en donde cambia el tamafio y la composicidn de las
células. Durante el periodo de crecimiento exponencial el sistema de control metabdlico celular es fijado
para alcanzar las maximas velocidades de reproduccién, mientras que durante la fase de desaceleracion
el estrés inducido causa una reestructuracion de las células con el objetivo final de incrementare las
perspectivas de supervivencia celular a un ambiente hostil. El crecimiento neto celular va en

disminucion hasta alcanzar valores nulos o casi nulos (Rodriguez, 2010; Shuler y Kargi, 1992).

5. Fase Estacionaria

La fase estacionaria comienza al final de la fase de desaceleracidn, y corresponde a una fase en donde la
densidad celular permanece constante, es decir la velocidad de crecimiento iguala a la velocidad de
mortandad celular. Durante este periodo las células son todavia metabdlicamente activas y producen
metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios son productos que estan relacionados al
crecimiento celular, mientras que los secundarios no lo estan. Una vez alcanzada la fase estacionaria, no
hay crecimiento neto en la poblacién y la velocidad especifica retorna a cero (u=0) (Buchanan et al.,

1997; Rodriguez, 2010; Shuler y Kargi, 1992).

6. Fase de transicion

Al igual que las demas fases de transicién posee una existencia formal, aunque esta zona no siempre se

encuentra claramente delimitada (Rodriguez, 2010; Shuler y Kargi, 1992).

7. Fase de muerte

Corresponde a la fase en donde las células comienzan a morir. Tras el agotamiento de los recursos, los

microorganismos vivientes utilizan los nutrientes liberados al medio por la lisis celular a fin de asegurar
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su subsistencia. La poblacion microbiana se va reduciendo en forma gradual debido a que este

mecanismo celular es deficiente energéticamente (Rodriguez, 2010; Shuler y Kargi, 1992).

5.2. Modelado de las curvas de crecimiento bacteriano

El modelado matemadtico de cualquier proceso contribuye a mejorar el conocimiento basico de los
fendmenos que suceden en un determinado proceso gracias a que es capaz de proporcionar
informacion adicional que permita describir el comportamiento de un sistema ante modificaciones en
las condiciones del proceso. En el caso de la DA, el modelado de la cinética del proceso puede contribuir
a identificar el comportamiento de los microorganismos bajo diferentes condiciones fisico-quimicas,
tales como pH, temperatura, sdlidos totales, etc. La informacién proporcionada por estos modelos
podra ayudar a prevenir problemas de inestabilidad, ademds de proveer una guia para el disefio y
control del proceso. (Angelidaki et al., 1993; Gontupil, 2013; Mu et al., 2006; Pavlostathis y Giraldo-
Gomez, 1991).

El proceso de modelado, el que incluye la selecciéon del modelo, la identificacién de los pardmetros y
planificacion de la experiencia, debe ser coherente con los objetivos propuestos. Los objetivos del
modelado pueden ser tanto interpretar el comportamiento del sistema y la interaccién de sus
componentes o bien verificar una hipédtesis y/o predecir el comportamiento del sistema en un futuro o
bajo circunstancias similares o diferentes (Donoso-bravo etal.,, 2011). El grado de realismo y
complejidad de un modelo depende de lo que se quiera describir, y siempre se debe elegir aquel que
sea lo suficientemente simple pero que pueda describir adecuadamente el sistema deseado (Shuler y

Kargi, 1992).

El entendimiento de la naturaleza de los datos experimentales es crucial para hacer un buen uso del
procedimiento de modelado. El reactor de tipo batch puede ser definido como un proceso bioldgico en
el cual no hay interaccion de masa con el ambiente, es decir, no hay corrientes de entrada ni de salida,
con excepcion de la corriente de gas producido. Todos los sustratos, nutrientes e indculo son afiadidos al
comienzo del ciclo. Varias ventajas se han especificado relacionadas al uso de este tipo de reactores en
funcién de la determinacién de los parametros cinéticos, tales como la posibilidad de controlar la
variacién en el tiempo de diferentes parametros, el relativamente corto tiempo de duracién comparado
con un reactor continuo, ademas de ser un método ampliamente aceptado. Sin embargo, la principal
desventaja proviene de la imposibilidad de realizar excitaciones de entrada que permitan analizar la
sensibilidad de los parametros, aunque esto ha sido parcialmente aliviado utilizando un conjunto de
reactores con diferentes condiciones iniciales tales como distintas relaciones sustrato-indculo (Donoso-

bravo et al., 2011).

En un reactor dado, el crecimiento microbiano debe ser medido para posteriormente poder modelarlo
(Zwietering et al., 1990). Los métodos de determinacion de concentracion de masa celular incluyen los

métodos directos tales como lo de determinacién de peso seco, el de determinacién del volumen de
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células compactado o el método de densidad dptica, aunque estos sélo pueden ser utilizados cuando el
medio se encuentra libre de material sélido, de otra manera se debera aplicar un método de
determinacion indirecto, basado en la medicién del consumo de sustrato o de la formacion de

productos (Shuler y Kargi, 1992).

El proceso de DA suele ser analizado no por el crecimiento microbiano sino por el consumo de sustrato o
la produccién de biogds y metano a lo largo del tiempo. En reactores de tipo batch, la produccion
acumulada de metano suele seguir una curva de tipo sigmoidal, caracterizada por tres fases bien
diferenciadas: una primera fase conocida como fase de retardo o de latencia, seguida por una fase de
crecimiento exponencial y finalmente una fase asintética (Beuvink y Kogutt, 1993; Donoso-bravo et al.,
2011). A fin de analizar tal cinética de produccidn de biogas o metano, es esencial encontrar un modelo
que describa la produccién del gas a lo largo del tiempo (Beuvink y Kogutt, 1993). Muchas autores han

incorporado el uso de estos modelos para describir el proceso de DA en diferentes tipos de sustratos.

Entre los modelos utilizados en la bibliografia para analizar la performance de un reactor anaerdbico se
seleccionaron dos que suelen ser los mas utilizados;el primero corresponde a un cinética de primer
orden que no considera la fase de latencia y un segundo modelo describe una curva de produccion de

metano sigmoidal conocido como la ecuacién modificada de Gompertz

5.2.1. Modelo de primer orden

Si se asume una cinética de primer orden para la hidrdlisis de la materia organica particulada, la
produccion de metano acumulado puede ser descrita por medio de la siguiente ecuacion (Kafle y Kim,

2013; Tosun et al., 2004):

B(t) = By * (1 — ekD) Ec. 11.29

donde B(t) representa la producciéon acumulada de metano al dia t de digestién (mL/g SV), Bo es la
produccion potencial de metano del sustrato (mL/ g SV), K representa la velocidad de produccion de
metano (constante de desintegracidn de primer orden) (1/dia) y t es el tiempo (dias) (Kafle y Kim, 2013;

Kwak et al., 2013).

Este modelo considera la disponibilidad de sustrato como el factor limitante, y se supone que la
hidrdlisis gobierna el proceso global. Por lo tanto, se describe el proceso una vez que se ha alcanzado la
maxima produccion de metano sin considerar una fase de latencia. En aquellos casos en donde el
proceso muestre un retardo en su produccién de metano, esta ecuacidon podria no representar

adecuadamente el proceso (Gontupil, 2013; Li, 2012).
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5.2.2. Ecuaciéon de Gompertz

La ecuacion de Gompertz ha sido considerada como uno de los mejores modelos para describir el
crecimiento de las bacterias en un reactor batch (Zwietering et al., 1990). Este modelo describe una
curva de crecimiento sigmoidal (Figura I1.6) con una fase de retardo, una fase de crecimiento
exponencial y luego una fase estacionaria, y no considera la cuarta fase correspondiente a la fase de

muerte de las bacterias (Buchanan et al., 1997).
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Figura I1.6: Curva de produccidon de metano esquematica para la descripcién de los parametros de la Ec.
de Gompertz
Fuente: Lay et al., (1996)

La ecuacion de Gompertz fue utilizada por Zwietering et al.,, (1990) para describir una curva de
crecimiento bacterial en un reactor batch (Ec. 11.30), la cual describe el tamafio de una poblacion (y) en
funcién del maximo valor alcanzado por la poblacién (A), la velocidad de crecimiento maxima (um) y la
fase de retardo (A).

y = A *exp [—e{#Tma—t)*el*'l}]

Ec. 11.30
Lay et al., (1996), llevo a cabo una modificacion de la ecuaciéon de Gompertz a fin de poder modelar la
produccion de metano y obtener parametros que la caractericen, tales como la fase de retardo,

velocidad y produccidn potencial de metano (Ec. 11.31).
Rm i ryeel
Mp = P * exp [—e[ prAmte “}] Ec. 1131
donde Mp representa la produccién acumulada de metano (mL/g SV), P es la produccidn final de metano

(mL/ g SV), Rm representa la velocidad de producciéon de metano durante la fase exponencial (mL/g SV

dia), A representa la fase de retardo (dias) y t representa al tiempo.
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Esta ecuacion ha sido utilizada como una herramienta por diferentes autores para analizar cdmo se ven
modificados sus parametros en funcion de las diferentes condiciones de proceso. Lay et al., (1996) la
utilizaron para analizar el efecto del contenido de humedad y de la naturaleza quimica de los residuos
sélidos en la produccion de metano en rellenos sanitarios; Lay et al., (1997) por otro lado, investigaron
la influencia de la naturaleza quimica, pH, contenido de humedad y amoniaco en la DA de residuos de
alto contenido en soélidos (torta de lodos, carne, repollo, zanahoria arroz, patata). También fue utilizada
para analizar el proceso de co-digestion en diferentes tipos de sustratos (estiércol de cerdo y residuos
de comida) (Shin etal., 2008); mientras que Cheng y Zhong, (2014) la utilizaron para modelar la
produccion de biogds en los tallos de algoddon y analizar el efecto de distintas relaciones
sustrato/indculo, diferentes proporciones de co-sustrato y la influencia de la realizacion de un
pretratamiento acido y uno basico. Ademas de utilizarla para el analisis de la produccién de metano,
también se ha utilizado para analizar la producciéon de bio-hidrégeno en condiciones de oscuridad
(Gadhamshetty et al., 2010), para describir el crecimiento de los microorganismos productores de
hidrégeno a partir de la sucrosa en condiciones anaerdbicas (Mu etal.,, 2007), para describir la
formacion de hidrégeno, de butirato y acetato a partir de sucrosa en reactores tipo batch (Mu et al.,
2006), ademas para analizar el consumo de sustrato y formacion de hidrégeno en la fermentaciéon

anaerdbica de totora utilizando como indculo los microorganismos del rumen (Hu y Yu, 2006).
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1. Equipos Experimentales

El estudio de la digestidén anaerdbica se llevd a cabo en biorreactores de tipo batch a escala laboratorio,
los que fueron disefiados tomando en consideracion las guias propuestas por Hansen et al., (2004) y
Angelidaki et al., (2009). Tanto el disefio de los bioreactores como el sistema de medicion de gases se

describen a continuacion.

1.1. Bioreactores batch

El equipo experimental consiste en kitasatos de 1 L de capacidad utilizados como digestores de tipo
batch, sellados mediante tapones de gomas para mantener su hermeticidad, conectados a un sistema
de medicién de gases y mantenidos a temperatura constante mediante bafios termostaticos dispuestos
como se muestra en la Figura Ill.1 y que permiten un control de temperatura en +1°C. Cada bioreactor
cuenta con un puerto para la medicién del volumen de biogas producido y para la extraccion de
muestras de digestato para el posterior andlisis quimico. La agitacién de cada uno de los biorreactores

se realizé manualmente en forma diaria.

Figura Ill.1: Reactores anaerdbicos de tipo batch y bafio termostatico

1.2. Sistema de medicion de gases

La medicion del biogds producido se realiza a través de un sistema por desplazamiento de agua
utilizando dos recipientes en serie de 500 mL de capacidad, uno de ellos hermética cerrado y lleno con
agua acidificada a pH 2 para evitar la disolucién del CO2 producido (Marin et al., 2007) y el segundo
utilizado para colectar el agua desplazada con el fin de medir el volumen de gas producido. El primer
recipiente cuenta con tres puertos que permiten la conexion al biodigestor y la entrada del biogas al
sistema de medicidon, el desplazamiento de agua y la medicidon de la composicion del biogas. Esta
composicién se mide a través de un equipo portatil (GA2000 marca LandGEM) que se muestra en la
Figura I11.2. El mismo cuenta con celdas infrarrojas para medir metano (CHs) y didxido de carbono (CO>)
con un error maximo de +0,5%, y una celda electroquimica que mide el nivel de oxigeno (error maximo

+1,0%). Ademads se mide la concentracidn de sulfuro de hidrégeno (H2S) en un rango de 0-200ppm, con
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un error de +10,0% mediante una celda externa. El equipo se calibra previo a cada ensayo con una
mezcla de gases patrén de concentracién conocida (certificacién AGA, Nimero de Certificado 165342) y

establecida para el rango de trabajo en 60% - 40% (CH4- CO>).

Figura Ill.2: Sistema de medicidn de gases y equipo LandGEM GA2000
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2. Técnicas Analiticas

A continuacién se presentan las técnicas analiticas empleadas para la caracterizacién de los pardmetros

fisico-quimicos de los sustratos, indculos y mezclas.

2.1. Analisis de Sélidos Totales y S6lidos Volatiles

Los Sdlidos Totales (ST) representa el material que queda en un recipiente después de someter la
muestra a un proceso de evaporacién, se determinan segun la metodologia descripta en el método
2540-B (APHA, 1999), la cual consiste en evaporar una muestra de volumen y peso conocido en estufa
termoregulable (Cientifica Central modelo 30 40) a 1052C hasta peso constante, medido en balanza

analitica (Mettler AE240). Para el calculo se utiliza la siguiente expresion:

(PeSOIOE"C —Peso Capsula)

Peso

ST(%en peso)= *100 Ec. .1

muestra

Los Sdlidos Volatiles (SV) corresponden a la porcidén de ST que se libera de una muestra al calcinar el
residuo seco en mufla (Estigia CDM-4007R). Se determinan a través del método 2540-E (APHA, 1999),
mediante la calcinacién a 550 2C durante 6 horas. El contenido en SV puede determinarse en base seca

(Ec. 11.2) o en base humeda (Ec. 1l1.3).

(P35°105°c — Pesosgeec ) *100
Peso 195 ¢

SV(%) gase seca = Ec. 1.2

_ (P5'50105°c _Pesossmc)*loo

SV(%)BaseHUmeda = Peso Ec. 1.3

muestra

Figura lIl.3: a. Balanza analitica. b. Estufa. c. Mufla.

La diferencia entre el residuo seco y los SV determinan el contenido en cenizas (Ec. Il.4) de una muestra.

Cenizas (%) = ST(%) - SV(%)ose Himeda Ec. lIl.4
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2.2. Determinacion del pH

La determinacion del pH se realiza por inmersién directa del electrodo de pH sobre la muestra. El equipo
utilizado corresponde a un electrodo de vidrio marca Hanna HI1131B y una sonda de compensacion de
temperatura, conectados a un equipo de titulacion automatico (Hanna modelo HI902, Figura IIl.4 a). La
resolucion de la lectura es de 0,01 unidades de pH con una precisidn de +0,01. Previo a cada medicidn se
realiza la calibracién del equipo con soluciones tampdn estandar de pH 4,00+ 0,1; 7,0+ 0,1y 10,00 £ 0,1

a 20°C.

La medicidn de pH en materiales/compuestos con alto contenido de agua como PC, suero lacteo o lodos
de depuradora, se realiza directamente sobre la muestra. Para el caso de materiales con alto contenido
en solidos totales como los FORSU, se utiliza el método sugerido por la Agencia de Proteccion Ambiental
de los EE.UU USEPA (2004), el cual consiste en aplicar diluciones en agua en proporciones 1/1 (1 mL de
agua por cada gramo de material), agitar la mezcla durante 5 minutos, dejar reposar la dilucion por un
periodo de una hora y finalmente centrifugar o filtrar la muestra. La mediciéon del pH se realiza
posteriormente sobre el sobrenadante obtenido (método 9045D del compilado SW-846: Métodos de

ensayo para la evaluacion de Residuos Sélidos, métodos fisicos /quimicos).

2.3. Determinacion de la Alcalinidad Total, Parcial e Intermedia

Para la determinacion de la alcalinidad de un sistema anaerdbico se emplea el método sugerido por
Jenkins et al., (1983) y Ripley et al., (1986), el cual consiste en centrifugar una muestra por un periodo
de 20 min a 3500 rpm (centrifuga Rolco CM 36 R) y titular el sobrenadante a dos valores de pH (5.75 y
4,3) utilizando 4cido sulfurico (H2S04) de normalidad conocida. A partir de estas titulaciones se definen
tres parametros: alcalinidad total (AT) medida a pH 4,3; Alcalinidad parcial (AP) medida a pH 5,75,
asociada a la alcalinidad a los bicarbonatos y a la capacidad buffer del sistema, y alcalinidad intermedia
(Al) estimada como diferencia entre los anteriores y asociada a la concentracién de los AGV en el
sistema. A partir de estos valores se define la relacion de alcalinidad (RA definida como la relacidn entre
Al y AP (Bjornsson et al., 2001; Jenkins et al., 1991; Ripley et al., 1986) parametro que representa una

medida de la estabilidad del digestor.

Para la determinacién de estos parametros se utiliza el titulador automatico marca Hanna HI902 (Figura
I1l.4 a), el cual permite el agregado de acido sulfurico de normalidad conocida (aproximadamente 0,02N)
y la medicién del pH en forma continua, hasta alcanzar los dos valores citados previamente. La Figura

I1l.4b muestra la curva de titulacién obtenida la cual permite identificar los puntos de pH mencionados.
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Figura l11.4: a. Titulador automatico Hanna mod. HI902. b. Grafico de titulacién de la muestra a pH 5,75y
4,3

El calculo de la alcalinidad se realiza a partir de las siguientes expresiones:

*
Va3 ™ Ni,s0, %

4
AT(mg CaCO, JL)=— Ec. IIl.5
( g 3/) v, (ml) c
Vs 75 *N
AP(mg CaCO, /1) = > H250s Ec. lIL.6
Vi (ml)
(V43— Vs 75)*N
Al(mg Caco, JL)=—22 215" M0 x50 Ec. lIl.7
Vm(ml)
RA=AI/AP Ec. IIl.8
donde:

V4,3 y Vs,75: volumen de acido consumido hasta alcanzar los valores de pH 4,3 y 5,75 respectivamente.
NH2so4: normalidad del 4cido sulfurico utilizado para la determinacion
Vm: volumen de muestra de sobrenadante

50: factor de conversion de equivalentes de H.SO4 en mg CaCOs

2.4. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) se define como la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar la
materia organica y los demas compuestos oxidables presentes en una determinada muestra. Para la
determinacién de la DQO se aplica la norma ASTM D 1252 — 00, Método B — micro DQO denominado
método de reflujo cerrado. Este método se basa en la digestién de una muestra con exceso de dicromato
de potasio (K2CrO7) en un medio fuertemente acido (H2SO4), durante un periodo de 2 horas a una
temperatura de 150°C. La reaccion es catalizada por sulfato de plata (Ag25S0as) y se eliminan posibles
interferencias por haluros mediante sulfato de mercurio (HgSOa4). El exceso de dicromato posterior a la
digestion es valorado mediante titulacién con una solucién de sulfato ferroso de amonio

(Fe(NHa4)2(S04)2.6H20), utilizando ferroina como indicador.
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Para la determinacién se utilizaron tubos de cultivo de 10 mL de capacidad con tapas a rosca, a los
cuales se le afiade 1,5 mL de la solucidn de dicromato de potasio, 3,5 mL de la solucién catalizadora de
acido y 2,5 mL de la muestra y/o el blanco seguin corresponda. Posteriormente se digieren las muestras
en un termoreactor (Hanna modelo HI 839800, Figura Ill.5) a 150°C por un periodo de 2 horas.
Finalmente se agrega una gota de solucién indicadora de ferroina al contenido digerido y se titula con
una solucién de sulfato ferroso de amonio (SAF) 0,1 N, hasta viraje de color. El mismo procedimiento se

aplica al blanco. El valor de DQO se calcula a partir de la Ec. 111.9.

(A — B) x N * 8000

DQO(mg/L) = Ec. 1.9

Vmues tra

donde:

A: SAF requerido para la titulacidn del blanco [mL]
B: SAF requerido para la titulacion de la muestra [mL]
N: normalidad del SAF

Vinuestra: Volumen de muestra utilizada [mL].

Figura l1l.5: a. Termoreactor Hanna modelo HI 839800 para la medicidn de DQO. b. Tubos de DQO

2.5. Determinacion de Nitrégeno Amoniacal

El nitrégeno amoniacal (NHs*) se determina mediante el método 4500-NHsz B (APHA, 1999). Consiste en
la destilacién (Figura I1l.6. a) de una muestra de tamafio conocido a la cual se le agrega una solucion
tampon de tetraborato de sodio (Na2B407:-10H20), que evitara que el pH de la muestra varie durante la
destilacion) y una solucién de hidréxido de sodio (NaOH), para aumentar el pH de la solucién a valor de

9.5, necesario para asegurar que todo el amonio presente se encuentre en forma de amoniaco (NH3).

NH; —NH, Ec. I1.10
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El destilado de amoniaco es recogido sobre una solucidn indicadora de acido bérico (H3BO3):

NH; +H;BO; —> NH, +H,BO; Ec. 1l.11

Una vez destilado se procede a la titulacion con acido sulfurico (titulador automatico Hanna, Figura

11.4.a).

H,BOj +H,S0, —>H3BO, +HSO, Ec. 1112

La determinacion del punto final de titulacion se produce por identificacion del punto de inflexion
considerado como el maximo en la primera derivada de la curva de pH en funcién del volumen de acido

agregado (Figura II1.6 b).

o

r
o
o

o
o
IS

X Punto Final
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Figura 111.6: Determinacién de NH4": a. Equipo de destilacidn; b. Grafico obtenido de la titulacidn del
nitrégeno amoniacal con H2SO4 mediante el equipo Hanna HI 902

El cdlculo de la concentracion de nitrégeno amoniacal expresado en mg de N-NHs* se realiza a partir de

la siguiente ecuacion:

A — B) * 14.000 * (N,
N — NH}(mg/L) = ( )+ * (Ni2s04) Ec. 111.13

Vmues tra

donde:

A: H2SO4 requerido para la titulacion del blanco [ml]

B: H2SO4 requerido para la titulacion de la muestra [ml]
14.000: Factor de conversion de N a NH4*

N: normalidad del H2SO4

V muestra: Volumen de muestra utilizado.
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2.6. Determinacion de Amoniaco libre

El amoniaco libre (NHs) se calcula a partir de la concentracién de nitrégeno amoniacal (NH4*), (Seccién 2.
5), del pH y de la temperatura del medio, teniendo en cuenta el siguiente equilibrio:
K
NHI :a NH3 +H+ Ec. I1.14

donde Ka se obtiene a partir de la funcionalidad del pka con la a temperatura (T) segun la Ec. 111.15

(Campos Pozuelo, 2001; Khanal, 2008).
pka = 10,072 — 0,0356 * T+ 9% 107> * T2 + 4 x 1078 « T3 Ec. .15

La concentracion de amoniaco libre se determina a partir del valor de pKa, del valor del pH y de la

concentracion de amoniaco total segun la Ec. l11.16 (Campos Pozuelo, 2001; Cuetos et al., 2009):

[NH{]

= T+ Topka—pH Ec. I1.16

NH,

2.7. Determinacion de Nitréogeno Total

La determinacidn de nitrégeno total se basa en el método del acido cromotrdpico propuesto por Hanna
Instrument (Manual de Instrucciones C 214: Multiparameter Bench Photometer for wastewater

treatment Application -01/2011), el cual se divide en dos etapas para su realizacion:

e Una primera digestidn con persulfato de potasio (K25:0s) en el termoreactor (Figura 111.5) a 105°C
durante un periodo de 30 min. Este procedimiento permite que todos los compuestos nitrogenados
sean oxidados a nitrato. Las posibles interferencias de 6xido de halégenos son eliminadas mediante
la adicion de metabisulfito de sodio (Na25:0s).

e La segunda etapa corresponde a la cuantificacidon de los nitratos formados mediante el método de
acido cromotroéfico, en donde los nitratos formados durante la digestion reaccionan con el acido

cromotropico para formar un complejo de color amarillo con un maximo de absorbancia a 420 nm

(Ec. 11.17).
OH OH OH QOH
e 2N NO»
() NOg + —_— + 2H* Ec. .17
S05 S0;
SO S0,
Nitratos Acido cromotrofico Color Amarillo

e Posterior a la generacién de color se coloca el tubo en un espectrofotémetro (Hanna modelo HI

83214, Figura IIl.7) para la determinacion directa de la concentracion del nitrégeno total
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presente en la muestra en unidades de mg/L. La determinacién incluye todas las formas

organicas e inorganicas de nitrégeno

Figura I11.7: Espectrofotdmetro multiparamétrico Hanna modelo HI 83214
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3. Calculos de los resultados

La produccién de metano por si sola no es el Unico pardmetro de comparacién, ya que depende de
factores tales como la cantidad de sustrato utilizado, del tipo de reactor y la forma en la que se haya
realizado la experiencia, es por ello que se toman varios indices para realizar la comparacion entre las

diferentes experiencias.

3.1. Determinacion de la produccion final de metano (Bo)

De acuerdo con Chynoweth etal., (1999), la biodegradabilidad de un determinado sustrato en
condiciones anaerdbicas es determinado por medio de la incubacidn de los mismos durante un periodo
prolongado de tiempo y medida en términos de la produccion final de metano y de la reduccion de

materia orgénica en términos de SV y/o DQO tal como se muestra en la Ec. 111.18

(SV 0 DQO)final - (SV o DQO)inicio
(SV 0 DQO) inicio Ec. III.18

% remocion (SV o DQO) =

El término productividad de metano se utiliza para indicar la eficiencia de produccién de este gas (CH4)
por unidad de una variable determinada. De acuerdo a Moller et al., (2004) esta variable puede estar
dada por los SV destruidos durante el proceso, los SV cargados al reactor, el volumen de reactor o el
volumen de estiércoles producidos (en el caso de trabajar con estiércoles o purines de animales). Si la
productividad de metano es medida en términos de los SV cargados inicialmente al reactor, se expresa
en mL CHa/g SViniciales, parametro que se conoce como produccion final de metano y se representa como
Bo (Ec. 111.19). Este parametro asume que el tiempo de residencia dentro del reactor se aproxima a

infinito (Moller et al., 2004) y habitualmente es utilizado con fines comparativos.

Volumen acumulado de CH,
By(mL CH,/g SV) = Ec. 111.19

SViniciales

El valor de Bo siempre serda menor que la produccidn teédrica debido a varias razones, por un lado, una
fraccidn del sustrato que se utiliza para sintetizar masa bacteriana, una fraccion de materia organica se
perdera en el efluente, y por otro lado, los compuestos que contienen lignina sélo seran degradados
hasta un cierto limite. La inhibicién del proceso bioldgico por inhibidores tales como amoniaco y acidos
grasos volatiles es otro factor que contribuye a que la produccion de metano real sea inferior al
potencial que se obtendria si la inhibicion no estuviera presente. La produccion tedrica, puede servir
como referencia y se determina en funcién de la composicion de la materia orgdnica en términos de
AGV, carbohidratos, lipidos, proteinas segun la Ec. 111.20 obtenida a partir de los reportado por Moller

et al,, (2004) y Nielfa et al., (2015).
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Bin(mL CHy/g SV)
= 370 * %AGV + 415 * %carbohidratos + 496 Ec. 11.20
* %Proteinas + 1014 * %lipidos
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4. Método utilizado para realizar las experiencias

A fin de poder cumplir con los objetivos propuestos en cada una de las unidades, se llevé a cabo el

siguiente procedimiento:

Se diagramo el disefio experimental en funcidon de los diferentes factores a estudiar
o Capitulo IV: tipo de indculo
o Capitulo V: relacidn sustrato-inéculo
o Capitulo VI: composicion de la alimentacion

e Se caracterizaron los sustratos e inéculos, determinando los parametros ST, SV, pH, alcalinidad,
DQO, N-NH4*, NHs.

e Se llevd a cabo la caracterizacidon de las mezclas (sustrato + indculo) al inicio y al final de la
experiencia.

e Se armd el sistema de biorreactores batch (biorreactores + sistema de medicidn de gases) y se
puso en marcha del proceso de DA, lo que implica la colocacion de los reactores en el bafio
termostatico.

e Sellevd a cabo el monitoreo diario de:

o volumen de biogds y su composicion (CHs, CO2, O2),

o lavaloracién semanal del pH y la alcalinidad total, parcial e intermedia del digestato.

4.1. Sustrato a utilizar

Los sustratos seleccionados para realizar las experiencias de co-digestidon corresponden a:

e PC fresco, compuesto por estiércol, orines y agua de lavado, obtenidos del establecimiento de
cria intensiva de porcinos ubicado en las afueras de la ciudad de Olavarria; el PC fue colectado
del sistema de drenaje que conduce los efluentes hacia una laguna cubierta.

e SL fue obtenido de una empresa lactea y corresponde al efluente generado de la produccion
del queso tipo ricota.

e FORSU fueron obtenidos a partir de la recoleccién semanal de la fraccion organica de los
residuos domiciliarios. Una vez recolectados los mismos fueron triturados primeramente en
forma manual y posteriormente mediante una procesadora de mesada a fin de disminuir su

tamafio.

4.2. Inodculos a utilizar

Durante la presente tesis se utilizaron diferentes tipos de indculos, la procedencia de los mismos

corresponde a:
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Rumen: de tipo vacuno obtenido del matadero local y mantenido en un recipiente cerrado en
condiciones mesofilicas hasta su uso a fin de evitar la degradacion y mortandad de las bacterias
que porta.

PC digerido: obtenidos en el Laboratorio de Bioenergia de la Facultad de Ingenieria — UNCPBA,
a partir de PC frescos, mantenidos en condiciones anaerdbicas y mesofilicas, y aplicados
cuando el contenido la produccidon de biogas comenzé a descender, asegurando de esta
manera que el sustrato utilizado como inéculo posee una baja concentracidn de materia
organica y que por lo tanto la produccidn de biogas por parte del mismo es minima.

Lodos de depuradora: obtenidos de la planta depuradora de liquidos cloacales de la ciudad de

Olavarria mantenidos en condiciones anaerdbicas en régimen mesofilico hasta su utilizacién y
al igual que en el caso del PC digerido, fue mantenido en dichas condiciones hasta verificar que

la produccién de biogas/metano fue minima.
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5. Analisis estadistico de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados experimentales se utilizd el programa Statgraphics
Centurion XVI (v.16.2.04). Los datos de produccion de metano al igual que los pardmetros fisico-
quimicos informados se expresaron como valor medio * la desviacién estandar del nimero de

experimentos o determinaciones realizadas.

La significancia de los valores medios se realizé mediante la utilizacién del test de ANOVA que arroja
resultados significativos (p-valor <0,05), cuando la media de al menos uno de los grupos difiere de la
media de los demas, entonces se puede realizar una comparacién de pares para indicar cudles medias
difieren de cuales otras. La técnica utilizada corresponde a la prueba minima de diferencias significativas
(Fisher’s least significant difference - Fisher’s LSD). Este método forma un intervalo de confianza para
cada par de medias a un nivel de significancia determinado a seleccionado. La magnitud de los limites
indica la diferencia mas pequefia entre dos medias que se pueden encontrar para representar una
diferencia estadisticamente significativa entre ellas. Sélo se emplea cuando la prueba F en la tabla

ANOVA indica diferencias significativas entre las medias de las muestras.

5.1. Modelado de los datos experimentales

El ajuste de los datos experimentales a diferentes modelos que representan la cinética de la produccion
de metano se realizd mediante el programa STATGRAPHICS Centurion XVI, utilizando el método de
regresion no lineal. Este método ajusta una funcién determinada relacionando una sola variable
dependiente con una o mas variables independientes, estimando los parametros de la ecuacién a partir

de cuadrados minimos no lineales.

El ajuste de los datos a la ecuacién fue evaluado mediante el parametro R? (coeficiente de regresién) el
que representa el porcentaje de variabilidad de la variable respuesta que ha sido explicado por el

modelo de regresién ajustado, la variacién de este pardmetro va de 0% a 100%.
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ANALISIS DE LA INFLUENCIA DEL TIPO DE INOCULO SOBRE LA DA DEL PC

1. Introduccion

Los residuos de porcinos, mas especificamente el PC, es una importante fuente de emisiones de
metano, debido principalmente a una gran concentracién de materia organica, ademas de su contenido
en bacterias metanogénicas provenientes del tracto intestinal de los animales (Zeikus, 1977). Sin
embargo, si el objetivo es la produccion de energia a través del tratamiento anaerdbico, estas bacterias
no son capaces de alcanzar un buena performance en la produccién de metano en cortos periodos de
tiempo. Al respecto, Cérdoba et al., (2013), analizaron la DA de estos residuos en régimen mesofilico sin
la utilizaciédn de un indculo externo, mostrando, que son necesarios periodos de tiempo mayores a 60
dias para alcanzar la fase de crecimiento exponencial de producciéon de metano. Este periodo resulta
aun mas extenso a menores temperaturas, tal como observaron Massé et al., (2003) al analizar la
produccion de metano para el PC a temperaturas de 10 y 15°C encontrando una produccién total menor
a menores temperaturas, aunque en ambos casos las emisiones de metano se pueden extender por
periodos tan prolongados como 270 dias. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Llabrés-
Luengo y Mata-Alvarez, (1987), quienes indicaron la importancia de la utilizaciéon de inéculos en
sistemas anaerdébicos de tipo batch que utilicen sustratos provenientes de sistemas pecuarios, ya que
sin la utilizacién de un indculo, los productos intermedios pueden acumularse disminuyendo e incluso
inhibiendo la actividad bacteriana. El tipo de indculo a utilizar, su calidad, asi como la cantidad del
mismo son factores claves que determinan la duracidn de la puesta en marcha y funcionamiento de un
reactor (Forster-Carneiro et al., 2007). La utilizacidon de un indculo altamente activo reducira la cantidad
requerida de este en un digestor batch y consecuentemente el volumen del mismo (Forster-Carneiro
et al., 2007). Es por esta razdén que la performance del proceso dependerd fuertemente del tipo de

sustrato y de su interaccion con el inéculo seleccionado.

Diferentes tipos de indculos han sido utilizados en el proceso de DA en condiciones mesofilicas. Entre los
mas empleados se pueden mencionar al rumen, lodos de depuradora y estiércoles de diferentes tipos

de animales, en particular PC previamente digeridos provenientes de reactores en funcionamiento.

El rumen es un érgano exclusivo de los animales rumiantes, en el cual ocurre la digestion de la celulosa y
de otras moléculas de polisacaridos. La capacidad de digestion de la celulosa que tienen estos
microorganismos esta relacionada con la presencia de microorganismos anaerdbicos, los cuales
descomponen las cadenas poliméricas de la glucosa en acetato, para posteriormente convertirlo en
metano y didxido de carbono a través de los microrganismos metanogénicos (Budiyono et al., 2009;
Lopes et al., 2004). Sin embargo el tipo de bacterias metanogénica presente en el rumen puede variar
dependiendo de la especie animal de donde provenga, ademds de la dieta y de la zona geografica a la
cual pertenezca el animal (Hook et al., 2010). La influencia de este indculo en el proceso de DA ha sido
analizada sobre diferentes tipos de sustratos. Lopes et al., (2004) analizaron su influencia sobre la
fraccién organica de los residuos sélidos municipales, en concentraciones que variaron en el rango 0 a

15% en volumen, encontrando que a mayor concentracién de inéculo, mejor es la performance del
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reactor medida como una funciéon del volumen de biogds y su contenido en metano, de todas maneras
se requirieron tiempos de operacidn cercanos a un afo para reducir el contenido en materia orgdnica en
un 50%. Por su parte, Budiyono et al., (2009) analizaron la influencia del rumen sobre los estiércoles de
ganado, para lo cual utilizaron seis porcentajes de inéculo en el rango 0 a 50%, encontrando que la
mejor performance en términos de la produccidén de biogas se da en el rango de 25-50% de indculo,
aunque no brindaron informacion sobre la concentracién de metano en el biogds. Por otro lado, Hu y
Yu, (2006) demostraron que las plantas acuaticas, especificamente totoras, pueden ser efectivamente
convertidas a acidos grasos volatiles mediante la utilizaciéon de los microorganismo del rumen en un
proceso anaerdbico, aunque el objetivo fue lograr una mayor degradacién de la biomasa, por lo cual no

se tuvo en cuenta la produccién de biogas.

Por su parte, los barros producidos durante el tratamiento de las aguas residuales tienen caracteristicas
que dependen principalmente de su origen, es decir, si provienen del tratamiento de aguas industriales,
aguas cloacales o aguas bebibles, como asi también de la configuracién especifica de cada proceso. Por
otra parte, los barros o lodos pueden ser clasificados de acuerdo al proceso del cual provienen, a saber,
barros primarios, provenientes del tratamiento primario, generalmente tratamientos fisicos o quimicos
a través de los cuales se retiene material particulado, barros secundarios, generados en el tratamiento
biolégico de las aguas, barros mixtos, una combinacién de los anteriores y barros digeridos,
correspondiente a cualquiera de los barros anteriores, que han pasado a través de una digestion
anaerdbica (Rodriguez, 2011). Estos compuestos han sido utilizados como inéculo en la DA de PC
(Gonzalez-Fernandez y Garcia-Encina, 2005), reportando que a mayor concentraciéon de inéculo en el
reactor, mayor es la tasa de generacion de metano, y menores son los problemas de inhibiciéon por
acumulacion de AGV. Zhou et al., (2011) analizaron la DA de la pulpa de soja utilizando diferentes
concentraciones de barros de aguas municipales, verificando también que las mayores producciones de

metano se ven favorecidas cuanto mayor cantidad de indculo es utilizado.

La utilizacion de PC digerido como indculo ha sido también analizada por varios autores. Kougias et al.,
(2013) estudid la DA de los estiércoles de aves de corral, aunque el énfasis del trabajo estuvo puesto en
la utilizacion de zeolitas para mejorar el proceso que en condiciones normales presenta problemas por
inhibicion de nitrégeno amoniacal. Panichnumsin et al., (2006) también utilizaron PC proveniente de un
digestor en funcionamiento como indculo para la co-digestién anaerdbica de pulpa de mandioca y PC
fresco. Llabrés-Luengo y Mata-Alvarez, (1987) utilizaron como indculo purin digerido, provenientes de

un digestor en funcionamiento para analizar la co-digestion de paja de trigo con PC.

En todos los casos mencionados se ha utilizado un indculo determinado para un sustrato dado, pero en
ninguno de estos trabajos se indica el porqué de la eleccion de ese indculo en particular ni se verifica si
otro indculo es capaz de generar o proveer mejores resultados. Sin embargo, se han encontrado
trabajos que analizan la influencia de diferentes tipos de indculos sobre un sustrato determinado. En

este sentido, Neves et al., (2004) utilizaron dos tipos de indculo, lodos granulares y lodos suspendidos y
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cuatro relaciones sustrato/inéculo (entre 0,5 y 2,3) en la DA de residuos sélidos urbanos, hallando que
sobre el proceso influye no sélo la relacién sustrato/indculo (RSI), sino también el tipo de indculo,
mientras que el inéculo granular evité la acidificacion de los reactores en todo las RSI estudiadas, los
lodos en suspensidn, mostraron acidificacién de los reactores en las mayor RSI. Por su parte, Forster-
Carneiro et al., (2007) evaluaron el efecto de diferentes tipos de inéculos (ensilado de maiz, residuos de
restaurante digeridos con cascaras de arroz, excremento bovino y estiércoles porcino, barros digeridos y
una mezcla de barros y estiércoles de cerdo) sobre la DA de los FORSU, encontrando que los que
presentaron una mejor performance del proceso en cuanto a la produccién de biogas y remocién de
materia organica fueron los lodos de depuradora, aunque el inéculo mezcla (lodos + estiércoles de
cerdo) y lo estiércoles de cerdo solos también obtuvieron valores aceptables. Wakadikar et al., (2012)
analizaron la influencia de dos tipos de inéculos, lodos de depuradora cloacales y lixiviados de un relleno
sanitario sobre diferentes tipos de residuos orgdnicos (residuos celuldsicos, vegetales y residuos de
comida) encontrando que el mejor indéculo resulté el lixiviado, y que para ambos indculos, entre todos
los residuos estudiados, los de tipo celulésicos mostraron la mayor produccién de metano. Yue et al.,
(2012) analizaron la DA de las plantas acuaticas utilizando dos inéculos: rumen y lodos de depuradora
digeridos, obteniendo que la mayor produccion total de metano fue lograda utilizando lodos, aunque el
rumen produjo la mayor velocidad de produccién de metano. Azaizeh, (2010) evalué el proceso de co-
digestion anaerdbica de aguas provenientes de una planta de aceite de oliva y PC, en reactores de tipo
batch y en régimen mesofilico, utilizando como indculo lodos provenientes de cinco plantas de
tratamiento tanto municipales como industriales resultando sélo dos de ellos eficientes en relacion a la

remocion de materia organica y la produccion de biogas.

Como se observa del andlisis de la busqueda bibliografica cada indculo interactia en forma particular
con el sustrato, algunos fomentan en mayor medida la hidrdlisis, mientras que otros la metanogénesis;
bajo diferentes condiciones de proceso un mismo sustrato puede verse favorecido por diferentes
indculos, e incluso los lodos de depuradora de diferentes fuentes producen resultados diferentes. En
general no se ha encontrado bibliografia que describa la cinética de la produccién de metano durante el

proceso de digestion anaerdbica del PC en funcidn del tipo de inéculo.

Ademas del tipo de indculo, la cantidad a utilizar es otro factor crucial. De acuerdo con Angelidaki et al.,
(2009) la concentracién de indculo, en términos de sdélidos volatiles, debe ser siempre alta en
comparacién con la del sustrato; en contrapartida, Campos Pozuelo, (2001) utiliza un metodologia
previamente estudiada por Callaghan et al., (1999) y Flotats Ripoll et al., (1999) para la determinacién de
la viabilidad de las mezclas en co-digestion empleando ensayos similares a los de biodegradabilidad,
pero con menor concentracion inicial de indculo (alrededor de 10% en peso del sustrato utilizado). Otros
autores también proponen utilizar bajas proporciones de indculo; en este sentido, Shuler y Kargi, (1992)
indican que la concentracion de inéculo en un reactor debe ser de entre el 5y 10% en volumen para
asegurar un proceso eficiente, aunque Lopes et al., (2004) reportaron el uso de indculos en porcentajes

inferiores al 15% en volumen. Segun Campos Pozuelo, (2001) la realizacion de este tipo de ensayos, con
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baja concentraciéon de indculo, evitard enmascarar posibles problemas ocasionados por sustancias
inhibidoras presentes en el sustrato, ademas de permitir determinar la etapa limitante de la velocidad
del proceso a través del analisis de la concentracion de los AGV y de la medicidn del gas producido. La
utilizacion de concentraciones bajas de indculo permitird analizar el comportamiento del sustrato en
condiciones mas cercanas a las reales y verificar cdmo influye cada una de las cargas microbianas

aportadas.

2. Objetivos

El objetivo de esta unidad es analizar en régimen mesofilico y en discontinuo la DA de PC frescos
utilizando tres indculos diferentes: rumen, PC previamente digeridos y lodos de depuradora. Se evaluara
la eficiencia del proceso analizando el desempeiio del mismo con respecto a la cinética de produccion
de metano y a la variacidn en la concentracidn de los AGV identificando los factores que afectan la

puesta en marcha y la estabilidad del proceso.

3. Materiales y Métodos
3.1. Caracterizacion de los sustratos e inoculos

La Tabla IV.1 resume las caracteristicas fisico-quimicas iniciales del sustrato y de los indculos utilizados.
Los valores que se muestran son promedios de las repeticiones *+ desviacién estandar. Las letras junto a
los valores, indican si presentan o no diferencias significativas al 95% de confiabilidad para un

determinado parametro.

El sustrato, en comparacion con los indculos, se caracteriza por contener mayor proporcién de ST (7,21
+ 0,39%) y mayor abundancia de materia organica, lo cual se refleja en sus valores de SV (86,39 + 0,24%)
y DQO (84.576 + 8.045mg/L). Tal como fue indicado previamente en el Capitulo Il, seccién 3.6.1, en un
digestor anaerdbico, el nitrégeno amoniacal total se encuentra presente como ion amonio (NHs*) y
como amoniaco libre (NH3). Ambos en elevadas concentraciones presentan problemas de inhibicion del
proceso; sin embargo, en el sustrato tanto la concentracion de nitrégeno amoniacal (1059,2 + 39,3 mg
NH4*-N/L), como la concentracion de amoniaco libre (1,8 + 0,1 mg/L) se encuentran por debajo de los
rangos considerados como inhibidores del proceso, a saber, entre 3.000 y 5.000 mg NH4*-N / L para el

amonio (Drosg, 2013) y entre 50 y 150 mg/L para el amoniaco (Gerardi, 2003; Khanal, 2008).

De los tres indculos, el purin digerido (12) muestra valores de alcalinidad total (11.374 mg CaCOs/L) y
nitrégeno amoniacal (2.622,9 + 181,6 mg NH4*-N/L) sensiblemente mayores al resto; indicando una
elevada capacidad tampdn de este indéculo. Tal como fue informado por Molina et al., (2009) y VoR
et al., (2009), valores de alcalinidad total mayores a 3.000 mg/L aseguran la estabilidad del proceso,

permitiendo compensar caidas en los valores de pH ocasionados por la formacién de los AGV (Gerardi,
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2003). Por su parte los lodos de depuradora (13) presentan un pH mas alcalino (8,27) y un menor

porcentaje de solidos volatiles comparado con el resto de los indculos utilizados.

Tabla IV.1: Caracterizacidn fisico-quimica del sustrato y de los indculos utilizados

Sustrato Indculos
Parametro PC fresco Rumen PC Digeridos Lodos

(11) (12) (13)
% ST 7,21+0,39¢ 4,51+0,38b 3,53+0,452 4,57+0,07°
% SV (b.s.) 86,39+0,24¢ 73,961,370 75,07+2,26 56,700,432
DQO (mg/L) 84.576+8.045¢ 28.479+3.7562 38.766+1.8342b 49.664+10.708°
pH 6,18 6,85 7,88 8,27
AT (mgCaCOs/L) 4.776+282 5.903+82¢ 11.374+2624 5.063165b
NH4*(mg/L) 1059,2+39,3b 170,1+34,32 2.622,9+181,6¢ 915,1+87,0
NHs (mg/L) 1,840,1° 1,440,3° 211,0+14,6¢ 161,8+15,4b

Los valores que se muestran en la tabla son valores medios de las repeticiones + desviacion estandar. Valores con la
misma letra en la misma fila no presentan diferencias significativas (p>0,05) de acuerdo con el procedimiento de
Fisher de la minima diferencia significativa (LSD test)

3.2. Diseiio experimental

El equipo utilizado para la realizacién de la experiencia es el mismo que el indicado en el Capitulo .
Seccion 1, bioreactores de tipo batch de 1 L de capacidad mantenidos en condiciones mesofilicas. Se
selecciond 900 mL como volumen final de biomasa, correspondiente al 90% de capacidad de los
bioreactores, para asegurar un espacio en el reactor para el biogas generado. La seleccidon del
porcentaje de indculo se realizé en funcion del analisis de la informacion encontrada en la bibliografia, y
se optd por utilizar una cantidad correspondiente al 10% en volumen para cada uno de los indculos. La
seleccion de este porcentaje permitird determinar la viabilidad del proceso, analizar la eficacia de cada

indculo e identificar la etapa limitante.

La biomasa a colocar en cada digestor fue preparada mezclando el sustrato y el indculo correspondiente
en las proporciones que se indican en la Tabla IV.2 para cada uno de los cuatro tratamientos planteados.
Cada tratamiento fue llevado a cabo por duplicado y no fue necesario el agregado de agua en los
reactores, debido a que el contenido en sélidos totales del sustrato y de los indculos resultaron menores
al 10%, lo que corresponde a una digestion anaerdbica de tipo hiumeda (menor al 10% en ST) (Bolzonella
et al., 2003). A pesar de haber utilizado para el analisis un porcentaje de inéculo en volumen, se verifica
la RSI expresada en funcién de los sélidos voldtiles del sustrato y del indculo, resultando en 1:0.06,
1:0.05 and 1:0.05 para T1, T2 y T3 respectivamente, no presentandose diferencias significativas entre los
distintos tratamientos al 95% de confiabilidad, tal como se muestra en la Tabla IV.2, por lo cual el
resultado de la comparacion de los diferentes tratamientos permitira observar el efecto de cada uno de
los indculos y su influencia sobre el proceso. El tratamiento TO servira como control y de referencia para
los demas tratamientos, ademas permitira verificar la viabilidad del proceso en funcidn de las bacterias

aportadas por el propio sustrato.
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Tabla IV.2: Disefio Experimental

Porcentaje en

RSI
. . . Volumen
Tratamiento Tipo de Iné6culo
Sustrato Inéculo gsvs/gsvi
TO 100 - -
T1 11 90 10 1:0,062
T2 12 90 10 1:0,052
T3 13 90 10 1:0,052

Las diferencias en los valores S/I resultan no significativas a p>0,05

4. Analisis de los resultados

Las caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos al inicio de la experiencia se muestran en la Tabla
IV.3. El contenido en ST para los distintos tratamientos se encuentran por debajo del 10% (DA humeda),
ademads de no presentar diferencias significativas al 95% de confiabilidad entre ellos. Por su parte, los
tratamientos T1, T2 y T3, presentan un contenido en materia organica tanto en unidades de SV como en
DQO menor que TO, como consecuencia de que los indculos utilizados presentaron menores valores de

estos parametros (Tabla IV.3).

El valor de pH inicial varié entre 6,18 para TO a 6,49 para T2. En lo que respecta a los valores de la
alcalinidad, se observa la influencia de los distintos indculos incorporados al sistema. Tal como se
menciond en la seccidn 3. 1 de este capitulo, el indculo 12 posee el mayor valor de alcalinidad, lo que se
refleja en el mayor valor de este parametro en el tratamiento T2 (5.264 * 36 mg CaCOs/L) en
comparacion con los demas, sin embargo, en todos los tratamientos la AT es mayor que el valor minimo
(3.000 mg CaCOs3/L) sugerido para un proceso estable (Molina et al., 2009; VoR et al., 2009). En funcién
de estos resultados, se considerd que no era necesario el agregado de ningun regulador de pH, tales
como bicarbonato de sodio o hidréxido de sodio, debido a que los valores de la alcalinidad son
suficientes para compensar los posibles cambios de pH del sistema por la formacion de los AGV. La
relacion entre la AP y la Al estd dada a través del parametro RA (relacidon de alcalinidad), y brinda
informacion sobre la estabilidad del proceso. De acuerdo a lo que informa Ripley et al., (1986) este
parametro debe estar en el rango 0,3 a 0,4 para asegurar un proceso estable. Tal como se observa de la
Tabla IV.3, el tratamiento que se aleja en mayor medida de este rango es el tratamiento control (TO) con
un valor de RA=4,51 y una AP (relacionada a la capacidad buffer del sistema) menor que el resto de los
tratamientos. En este sentido, el agregado de cualquiera de los indculos provocé una disminucion de la
RA y un aumentd en la AP del sistema. Se verificd la evolucién de la RA durante todo el periodo de
analisis a fin de determinar su influencia sobre la produccion de metano. En cuanto a la concentracidn
de nitrégeno amoniacal, el resultado es similar al encontrado con la AT, donde T2 mostré el valor mas
alto (1.198 + 124,0 NHs* -N / L) como consecuencia de la naturaleza del indculo (12) que proporciona
una alta concentracidén de este compuesto. Sin embargo, las diferencias entre los cuatro tratamientos

no resultaron estadisticamente significativas (p>0.05) tal como se muestra en la Tabla IV.3. En lo que
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respecta a la concentracion de amoniaco libre, todos los tratamientos presentan valores bajos,

principalmente debido a la naturaleza acida de las biomasas.

Tabla 1V.3: Caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos

Tratamientos

Parametros
T0 T1 T2 T3

% ST 7,21+0,392 6,94 +£ 0,312 6,84 £ 0,30 6,95+ 0,342
% SV (b.s.) 86,39 £ 0,24¢ 85,15 + 0,08 85,26 + 0,000 83,42 +0,172
DQO, (mg/L) 84.576 + 8.045P 65.890 + 6.0072 66.747 £5.1892 67.243 £ 4.6942
pH 6,18 6,40 6,49 6,45
AT (mg CaCOs/L) 4.776 + 282 4,996 + 129° 5.264 + 36¢ 5.010 £ 155k
AP (mg CaCOs/L) 867+322 1.357+146b 1.641+35¢ 1.302169"
Al (mg CaCOs/L) 3.909+15bk 3.639+277 3.623+6972 3.708+9572
RA 4,51¢ 2,68b 2,212 2,85k
NH4*(mg/L) 1.021,0+37,92 922,1+76,52 1.198 + 124,02 1.016,5+ 176,12
NH3 (mg/L) 1,8+0,12 2,840,220 4,4+0,5¢ 3,4+0,6P

Los valores que se muestran en la tabla son valores medios de las repeticiones * desviacion estdndar. Valores con la
misma letra en la misma fila no presentan diferencias significativas (p>0,05) de acuerdo con el procedimiento de
Fisher de la minima diferencia significativa (LSD test)

4.1. Produccién de metano y eficiencia del proceso en términos de remocion
de materia organica

La experiencia fue llevada a cabo por un periodo de 140 dias, correspondiente al tiempo en donde la
produccion de biogds comenzé a descender hasta alcanzar valores de produccidon casi nulos. La
produccion final de biogds y metano para cada uno de los tratamientos como valor medio de las
experiencias realizadas se muestra en la Figura IV.1, donde la producciéon acumulada de biogas alcanza
6.376 = 14, 8.417 £ 108, 19.005 £ 32y 20.384 + 2.232 mL para TO, T1, T2 y T3, respectivamente. Por su
parte, en lo que respecta a la produccién de metano, el tratamiento T3 resultd ser el tratamiento con la
mayor productividad obteniendo 13.538 + 1.312 mL CHgs, seguido por T2 con 12.865 + 85 mL, T1 con
4352+ 44 mLy TO con 3.250 £ 29 mL.

El andlisis de la influencia de los indculos sobre el proceso de DA se puede llevar a cabo al comparar las
producciones de biogads y metano de los distintos tratamientos respecto al tratamiento control (TO).
Para T2 y T3 en donde se utilizaron PC y lodos de depuradora como inéculos, el biogas generado resulté
198% y 219% superior a TO, mientras que en términos de generacién de metano el incremento resulté
de 296% y 317% respectivamente. Por su parte, la aplicacién del rumen (T1) mejoré sélo 32,0% y 33,9%
la produccién de biogds y de metano respectivamente en comparacion con TO. Estos resultados también
se reflejan en la Figura IV.1 donde se muestran las diferencias estadisticas entre los distintos
tratamientos tanto para la produccion de biogas como de metano. Mientras que para T2 y T3 existen
diferencias significativas al 95% de confiabilidad con el control (T0), para T1 las diferencias resultaron ser

no significativas.
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Figura IV.1: Produccidon acumulada de biogas y metano

La fraccién de metano en el biogas resulté ser de 51,0, 51,7, 67,7 y 66,4% para los tratamiento TO, T1, T2
y T3 respectivamente, lo que indica que la utilizaciéon de un inéculo adecuado para el proceso no sélo
permite incrementar la produccion de biogds, sino también mejorar su calidad en términos del

contenido energético.

Tal como se indico en el Capitulo Ill. Seccion 3.1. Andlisis de la biodegradabilidad de los sustratos, otra
de las maneras de analizar la eficiencia del proceso es en funcién de la remocién de materia organica en
términos de SV y/o DQO. Mas aun la produccién de biogds tanto como la de metano estan relacionadas
con la materia organica disponible en el sistema (SV y/o DQO alimentados al reactor), la relacion entre
estos dos parametros es la que determina la produccion final de metano Bo (L CHa/g SV o L CHa/g DQO),
aunque también puede ser relacionada con la materia orgdnica degrada durante el proceso, lo que

definira el pardmetro Bu (L CHa/g SVremovidos).

La remocion de materia organica en términos de SV y DQO se informa en la Tabla IV.4, en donde los
tratamiento que lograron una mayor remocion de materia organica corresponden a T2 y T3 con valores
de 46,0 y 49,8% para la remocion de SV y 53,0 y 52,0% de remociéon de DQO respectivamente en
comparacién con TO cuyos valores de remocién alcanzaron el 32,0% de SV y el 18,4% de DQO, mientras
que T1 presentd valores de remocién de 35,9% en SV y de 14,6% de DQO. Si se considera que la
produccion de metano proviene de la digestién de los componentes organicos que componen el
sustrato, principalmente carbohidratos, proteinas y lipidos (Moller et al., 2004), una mayor produccién

se reflejard en una mayor remocién de materia orgdnica.

La produccion de metano en términos de SV afiadidos al reactor, denominada produccion final de
metano (Bo) también se muestra en la Tabla IV.4. El tratamiento con rumen como indculo (T1) produjo
sélo un 34,5% mas metano que TO (sustrato sin indculo), no encontrandose diferencias significativas (p>

0.05) entre ambos valores (0,058 y 0,078 LCH4/g SV para TO y T1 respectivamente). Los tratamientos T2
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y T3 produjeron 320,7% y 341,4% mas metano por unidad de SV que TO, no observandose diferencias
significativas a p> 0,05 entre ellos. Los valores finales de produccion de metano obtenidos en T2 (0,244 +
0,002 L CHs/g VS) y en T3 (0,256 + 0,025 L CH4/ g VS) resultaron inferiores a los informados por
Chynoweth et al., (1999) quienes reportan una produccién potencial tipica para el PC en el rango 0,32-
0,48 L CHa/g VS con un 40 a 60% de remocion de materia organica, aunque estos valores dependen
fuertemente del tipo y composicién de la alimentacion de los animales. El valor de este parametro
sugerido en las Directrices del IPCC 2006 (National Greenhouse Gas Inventories Programme, 2006) para
la estimacion de las emisiones de metano de las aguas residuales porcinas para la region de América

Latina es 0,29 m3 CHa / kg VS, 13,3% mayor que el valor obtenido experimentalmente por T3.

Tabla IV.4: Resumen del desempefio de los tratamientos

Remocion de Materia Organica Produccidn Final de Metano
Tratamiento
%DQO %SV Bo(L CHa/g SVi) Bu(L CH4/g SVr)
TO 18,41+ 6.0° 32,01+ 2.0° 0,058 + 0,00052 0,181 +0,0102
T1 14,61+ 3.32 35,85+ 1.6%0 0,078 + 0,00082 0,227 £ 0,008
T2 53,06+ 2.2b 46,03+ 6.4 0,244 + 0,002 0,534 +0,077°
T3 52,05+ 9.2b 49,85+ 7.6 0,256 + 0,025 0,517 + 0,029

ir inicial,r: removido. Los valores son medias de repeticiones * desviacion estandar. Valores con la misma letra en la
misma columna no presentan diferencias significativas (p> 0,05) segun prueba LSD's.

4.2. Analisis de la cinética de la producciéon de metano

De acuerdo con Gerardi, (2003), las uUnicas bacterias que son capaces de producir metano son las
metanogénicas, y su actividad puede ser determinada a partir de los cambios en la concentracién de los
AGV o a través de la producciéon de metano. En funcidn de esto, el estudio de la cinética del proceso
para los diferentes tratamientos se realizarda a través del andlisis de las variaciones en el

comportamiento de la produccion diaria de metano, tanto en volumen como en porcentaje.

4.2.1. Variacion de los porcentajes de metano

En la Figura IV.2 se muestra la variacion en los porcentajes de metano y didxido de carbono a lo largo de
los 140 dias de experiencia para cada uno de los tratamientos. Durante los primeros cinco dias,
correspondiente a lo que se podria considerar como la puesta en marcha del proceso, los porcentajes de
ambos gases (metano y didxido de carbono) crecen rapidamente hasta alcanzar valores cercanos al 50%
en promedio en todos los tratamientos. Mas alla de estos primeros dias, los tratamientos comienzan a
diferenciarse. En TO, correspondiente al tratamiento control la concentracion de metano disminuye
progresivamente a partir del valor inicial maximo, hasta alcanzar un valor minimo de alrededor del 22%
al dia 60, a partir del cual comienza a crecer nuevamente hasta alcanzar un maximo de 72,95% CHs al dia
125. Para el resto de los tratamientos, T1, T2 y T3, también se observa una leve disminucion en la
concentraciéon de metano pero no tan marcada como en TO, ya que sus valores minimos se dan entre los

dias 20 a 40 con concentraciones que se encuentran en el rango comprendido entre 40-50%. A partir del
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dia 40 se puede verificar un rapido aumento de los porcentajes de metano para los tratamientos con
indculo, alcanzando para el dia 60 (correspondiente al minimo de TO) valores de 64,9, 68,6 y 66,2% CHa
para T1, T2 y T3 respectivamente. A partir del dia 60 y hasta el final de la experiencia, las
concentraciones de metano promedian el 60%, alcanzando un maximo de 69% al dia 68 para T1,
mientras que para T2 y T3, el contenido en metano varié en el rango 70 - 80% alcanzando porcentajes
maximos de 78,8 y 76,9 para los dias 103 y 118 respectivamente. A partir de estos resultados se
evidencié que el indculo, en general evitd un brusco decrecimiento del contenido de metano, pero
ademads cada indculo influyd sobre el sistema de manera particular, siendo 12 e 13 los que favorecieron

una mayor concentracién de metano para este sustrato en comparacién con I1.

100 100
T0
90 90 T1
—4—% CH4 --2-%C02 ——% CH4 --+-%C02

80

% de gases (CH, y CO,)

160 160

100 100
T2 T3

0 ——% CH4 -=-%C02 %0 ——%CH4 -=-%C02
80
70
60
50

40

“oe%eans o , 09 8 e 2
B o9 /% j’&”?’ﬂ RS P%0 P
"8 g ¥ R 8 iy

h"“"h»aw A Rag g an 30
i & e, arlf %
bl A 20

L ¥

% de gases (CH, y CO,)

10

100 120 140 160 0 20 40 120 140 160

60 80 80 100
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura IV.2: Variacion de los porcentajes de CHs y CO:z a lo largo de la experiencia para cada tratamiento.

4.2.2. Anadlisis de la velocidad de producciéon de metano

La velocidad de produccion de metano para cada tratamiento, determinado como el volumen producido
en mediciones sucesivas divido por el tiempo transcurrido entre dichas mediciones, se muestra en la
Figura IV.3. Para cada uno de los tratamientos, se puede distinguir dos etapas de elevada velocidad de
generacién de metano, separadas entre si por una fase intermedia de baja produccidn. La primera etapa
corresponde al periodo comprendido desde el inicio del proceso hasta el dia 20 aproximadamente;
mientras que la segunda etapa se extiende por un periodo mas prolongado que la primera y se inicial

después de la fase intermedia de baja o nula produccidn.
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Figura IV.3: Velocidad de produccién de metano (mL/dia).

Durante las primeras 48 horas de proceso aproximadamente, se observa un rapido aumento en la
velocidad de generacién de metano, alcanzando durante este periodo picos de maxima produccidn. El
valor mas alto observado fue para el tratamiento T1 con 325 mL CHa/dia, seguido por TO con 281 mL
CHa/dia, T3 con 276 mL CHas/dia y T2 con 241 mL CHas/dia. El andlisis estadistico de estos valores muestra
que no existen diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05). Por lo cual, estas elevadas
velocidades de produccion podrian explicarse por la accién del consorcio bacteriano aportado por el
propio sustrato (PC), ya que, en el caso de TO, el cual no posee ningun indculo, las velocidades de
produccion son comparables al resto de los tratamientos, lo que da un indicio de que esta produccion es
debida principalmente al sustrato y no a los indculos. A partir de estos picos maximos, la tasa de
produccion de metano disminuye hasta alcanzar los valores minimos, desde casi nulo para TO, 5,4
mL/dia para T1, 10,6 mL/dia para T2 y 5,7 mL/dia para T3. Esta etapa intermedia de baja produccion se
extiende hasta el dia 75 aproximadamente para TO, mientras que para el resto de los tratamientos, el
indculo influye acortando este periodo de baja produccidén, permitiendo que la segunda etapa de
crecimiento exponencial se inicie a partir del dia 40 aproximadamente. La fase intermedia de baja
produccion podria ser considerada como una fase de retardo inducida. De acuerdo a Swinnen et al.,
(2006) la fase de retardo es observada como un retraso en el crecimiento de las poblaciones
microbianas causada por un cambio repentino en algin parametro ambiental como por ejemplo la
temperatura. En este caso, cuando el sustrato es colocado en el digestor, la temperatura de la biomasa
cambia repentinamente desde la temperatura ambiente de 5 a 15°C aproximadamente a 35°C
correspondiente al régimen mesofilico. Estos cambios inducen una fase de retardo en el proceso, y
como consecuencia la produccién de metano decrece alcanzando producciones casi nulas para TO. En
los tratamientos donde se aplicd indculo, se puede observar la misma fase de retardo inducida pero de
menor duracion en relacidn al control lo que sugiere que la poblacion microbiana aportada por el

indculo permite una recuperacién mas rapida del proceso.
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La segunda etapa de produccion de metano comienza por lo tanto, después de la fase intermedia o fase
de retardo inducida. Durante esta etapa, TO consigue un maximo de 54,97 mL CHa/dia el dia 104 a partir
del cual la produccion se mantiene en un valor promedio hasta el final de la experiencia de 34,7 + 9,1
mL/dia. Para T1, T2 y T3, las tasas maximas resultaron 56,09, 256,50 y 298,61 mL CHas/dia alcanzadas en
los dias 62, 100 y 105 respectivamente. Estos resultados muestran que el indculo acorté la fase
intermedia y favorecié una mayor produccién de metano. A pesar de que la segunda etapa de
crecimiento exponencial comienza aproximadamente al dia 53 para todos los tratamientos con indculo,
en el tratamiento con rumen (T1) la velocidad de producciéon permanecié aproximadamente constante
en un valor promedio de 26,4 + 13,7 mL CHs/dia, mientras que T2 y T3 continuaron incrementando su
velocidad de produccion alcanzando valores promedios para la segunda etapa de 120,7 *+ 68,1 mL/dia y
124,4 £ 71,6 mL CHa/dia, respectivamente. Los resultados obtenidos evidencian que tanto la accién del
indculo como la naturaleza del mismo influyen sobre las etapas de produccién de metano, lo cual,
considerando la carga bacteriana especifica aportada por cada uno evidencia lo afirmado por Gerardi,
(2003) en relacién a que no todas las bacterias metanogénicas pueden utilizar todos los sustratos
disponibles. De los indculos utilizados, el PC digeridos y los lodos de depuradora resultaron ser los
mejores indculos para la produccidon de metano en la DA de PC fresco debido a que no sélo permitieron
una recuperaciéon mas rapida de la fase de latencia inducida, sino que ademdas aumentaron

significativamente la produccion de metano.

4.3. Anadlisis del proceso en términos de los distintos tipos de alcalinidades

4.3.1. Analisis de los AGV y AP

La medicidn de la alcalinidad intermedia (Al) da informacidn sobre la concentracién de los AGV en el
sistema. Tal como se observa en la Tabla IV.3, al inicio de la experiencia los distintos tratamientos
presentan elevadas concentracidon de estos compuestos, variando desde 3.623 mg CaCOs/L para T2 a
3.909 mg CaCOs/L para TO. Estas elevadas concentraciones se pueden explicar a través de la naturaleza
del sustrato. Segun indica Shao-Pin, (1999) los AGV son subproductos del proceso de digestion de los
animales rumiantes y por lo tanto las aguas residuales de las granjas de cerdos contienen una alta
proporcion de estos compuestos. Las elevadas velocidades iniciales de produccién de metano que se
observaron en la Figura IV.3 estdn asociadas al consumo de los AGV disponibles en el digestato, aunque
solo se observa una leve disminucion en el tratamiento T3 en la primera semana de experiencia, en los
demas tratamientos, la concentracién de AGV aumenta desde el inicio como resultado de que la
velocidad de formacién de dichos acidos es mayor que la de su consumo. Vinculada a esta produccion
de metano, la AP (asociada a la capacidad buffer) experimenta un leve aumento en sus valores,
alcanzando concentraciones proximas a los 2.000 mg CaCOs/L (Figura IV.4). Este aumento es el resultado
de la descomposicion de los compuestos orgdnicos (proteinas y aminodcidos) que en el proceso liberan
amoniaco y diéxido de carbono permitiendo el crecimiento de AP y favoreciendo el aumento de la
capacidad tampdn de la sistema (Cuetos et al., 2009; Gerardi, 2003; Ward et al., 2008), tal como fue

explicado en el Capitulo Il. Seccion 3.4.
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Figura IV.4: Evolucion de la Alcalinidad y los AGV a lo largo de la experiencia.

Después de la etapa inicial de aproximadamente 15 dias, se observa que la concentracién de AGV
continua aumentando para todos los tratamientos hasta alcanzar valores cercanos a los 4.900 mg
CaCOs/L hacia el dia 40 aproximadamente. El maximo valor se observa para el tratamiento T1, el que
alcanza 4.976 mg CaCOs/L, seguido por T2 con 4.927, TO con 4.953 y finalmente T3 con 4.614 mg
CaCO3/L. Las elevadas concentracion de AGV consumen parte de la AP disminuyendo su concentracion,

y por lo tanto la capacidad buffer del sistema Figura IV.4.

Tal como fue mencionado anteriormente, la produccién de metano durante la segunda etapa es el
resultado de la accidn de las bacterias aportadas por los indculos, las cuales necesitan tiempos de
adaptacion al nuevo medio de aproximadamente 40 dias; este resultado concuerda con lo reportado por
Gerardi (2003), quien indicd que las bacterias metanogénicas presentan velocidad de crecimiento baja,
que va desde unos pocos dias hasta un periodo de una semana. Una vez adaptadas estas bacterias
comienzan a producir metano a expensas del consumo de AGV disponible. Este comportamiento se
puede observar claramente en T2 y T3 en donde la concentracién de los AGV se reduce en un 70%° y
67.3%" respectivamente, mientras que para TO y T1 sélo se consumieron 36.6%% y 37.5%° de la AGV
disponibles (Figura 1V.4). Letras diferentes en los porcentajes de consumos de AGV de los tratamientos
indican diferencias significativas al 95% de confiabilidad. Estos resultados mostraron que las bacterias
proporcionadas por 12 no fueron capaces de consumir la AGV disponible, disminuyendo el potencial de
produccion de metano para este sustrato. Las concentraciones de AGV al final del proceso fueron de

1.476 mg CaCOs/L para T2 y de 1.509 mg CaCOs/L para T3, valores inferiores a los obtenidos para TO
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(3,178 mg CaCO0s/L) y para T1 (3,112 mg CaCOs/L) lo que indica que aquellos inéculos que provean
bacterias metanogénicas que sean capaces de adaptarse al nuevo medio y que puedan alimentarse de
los sustratos disponibles, seran capaces de promover el consumo de AGV evitando su acumulacion y
propiciando la generacion de metano. En los tratamientos TO y T1 la elevada produccién de AGV
observada durante los primeros dias, y su bajo consumo, ocasionan un exceso de AGV que podria
desestabilizar el sistema, inhibiendo la accién metanogénica aun cuando los valores de pH (Figura 1V.5)
se encuentren dentro del rango (6<pH<8) establecido como adecuado para la subsistencia de las
bacterias metanogénicas (Gerardi, 2003). Los resultados observados con respecto al rumen son
andlogos a los obtenidos por Yue et al., (2012), quienes utilizaron rumen y lodos de depuradora como
indculos para la DA de plantas acuaticas, encontrando que los reactores inoculados con rumen
presentan una mayor actividad de los microorganismos hidroliticos, que se observa como una mayor
velocidad de produccién de AGV, mientras que los lodos de depuradora presentan una elevada actividad

metanogénica observada como una mayor produccidon de metano.
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Figura IV.5: Variacion de los valores de pH a lo largo de la experiencia

La AP para TO disminuye desde el dia 15 hasta aproximadamente el dia 70, a partir de este punto
comienza a aumentar lentamente, alcanzando un valor final de 2.358 mg CaCOs/L; T1 mostré un
comportamiento similar, aunque la duraciéon del periodo de disminucién fue mas corto, comenzando a
aumentar a partir del dia 42, logrando una alcalinidad final de 1.820 mg CaCOs/L; en T2 y T3 la
alcalinidad mostré un crecimiento sostenido a partir de sus valores minimos alcanzados entre los dias 20
y 40, resultando en valores finales de 6.168 y 5.215 mg CaCOs/L respectivamente (Figura IV.4). La
comparacion entre las Figura IV.4 (Al y AP) y Figura IV.5 (pH), muestra que los valores de pH siguen un

patron similar al de la AP.
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4.3. 2. Analisis de la RA

La Figura IV.6 muestra la relacién de alcalinidad (RA), que como ya se ha indicado anteriormente brinda

informacion sobre la estabilidad del proceso y relaciona la alcalinidad intermedia y la alcalinidad parcial.
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Figura IV.6: Relacién de Alcalinidad (RA)

Valores de RA superiores a 0,4 indican acumulacién de AGV y posible desestabilizacién del sistema
(Campos Pozuelo, 2001). Una elevada actividad metanogénica, se asocia a la produccion de metano, al
consumo de AGV, al aumento de la capacidad tampdn del sistema y por lo tanto a la disminucién de la
RA. Tanto en TO como en T1, la menor produccion de metano se ve reflejada en una disminucién menor
de la RA; mientras que en T2 y T3, tanto el aumento en la tasa de consumo de AGV asi como el aumento
la de la AP promovieron una disminucién mayor de la RA. En T2, sélo después del dia 90, la RA
disminuy6 a valores por debajo de 1,0, alcanzando una AP de 3.058 mg CaCOs/L. Por su parte, T3 logré
una RA inferior a 1 al dia 98, registrando un valor de alcalinidad de 2.741 mg CaCOs/L. Sin embargo ni
TO, ni T1 fueron capaces de alcanzar una RA inferior a 1 en el periodo de analisis. Solo al final del
proceso, los tratamientos T2 y T3, alcanzan valores de la RA por debajo de 0,4, valor sugerido para un
sistema estable. En este sentido, segun informa (Drosg, 2013), el valor absoluto de la RA para una
determinada planta de biogds es Unica para dicha planta y el valor no es comparable con otras, aunque
resulta una herramienta poderosa para realizar el control del sistema. Esto explicaria por qué aun
cuando RA se encuentra en todo el proceso por encima del valor 0,4, el sistema aun es capaz de

producir metano en forma estable y sostenida.

4.4. Produccion acumulada de metano

De la Figura IV.7, se observa que la produccion acumulada de metano, presenta dos etapas de
produccion exponencial con una fase intermedia de latencia en donde la produccién es nula y/o minima.

Durante la primera etapa se producen 2.318 mL CHs en T1, seguido de 1.692 mL para T0, 1.668 mL para
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T3 y 1.271 mL para T2. Estos valores representan 52,1, 53,3, 9,9 y 3,7% del total de la produccién de
metano acumulado para T0, T1, T2 y T3, respectivamente. Después de la fase de latencia, durante la
segunda etapa se produjeron 1.557 (T0), 2.033 (T1), 11.593 (T2) y 11.870 mL CH4 (T3) evidenciando que

tanto 12 como I3 resultaron los inéculos mas adecuados para la produccion de metano.
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Figura IV.7: Produccidon acumulada de CH4 para los cuatro tratamientos

Desde el punto de vista cinético, el tratamiento control (T0), en donde no se utilizd ninglin indculo
mostro la fase de intermedia de produccién nula de metano mas larga, el menor consumo de AGV y por
lo tanto, la menor produccién final de metano. La utilizacion de un indculo, cualquiera de ellos,
contribuyd a reducir la duracién de la fase intermedia, a aumentar la tasa de produccién de metano
durante la fase exponencial permitiendo finalmente una mayor generacion final de metano a partir de

un mismo sustrato, aunque estos parametros son particulares para cada uno de los indculos utilizados.

El comportamiento de todos los tratamientos en cuando a la existencia de dos etapas podria explicarse
en funcién de la RSI, la cual en la experiencia realizada corresponde a valores de 1/0,05-0,06, una
relacion elevada en relacién a los sugerido por algunos autores tales como Angelidaki et al., (2009);
Gonzélez-Fernandez y Garcia-Encina, (2005); Neves et al., (2004) quienes proponen que la RSI debe ser
de al menos 1 a fin de evitar tiempos largos de digestion y la acumulacién de AGV con la posterior
desestabilizacion del proceso por la acidificacién del reactor. Sin embargo, tal como indica Campos
Pozuelo, (2001) la utilizacion de una baja concentracién de indculo, permite por un lado, analizar la
viabilidad del proceso evitando enmascarar problemas de inhibicién y pudiendo determinar la etapa
limitante de la velocidad global del proceso. En funcién de los resultados encontrados, en donde se
observd por un lado, que todos los tratamientos presentaron una rapida produccion de AGV, y por otro,
el bajo consumo de estos productos intermedios y la baja produccién de metano en TO en comparacion

con T2 y T3, se podria indicar que bajo las condiciones de estudio y en funcién de la alta RSI utilizada, la

Estudio de la cinética de la digestion anaerdbica de residuos orgdnicos y agroindustriales



ANALISIS DE LA INFLUENCIA DEL TIPO DE INOCULO SOBRE LA DA DEL PC

etapa metanogénica podria ser considerada como la etapa limitante del proceso. Este resultado esta
relacionado con lo reportado por Veeken y Hamelers, (1999), quienes indican que la acumulacién de los
productos intermedios (AGV e hidrégeno) sera el resultado de que la etapa hidrolitica presente una
velocidad mayor que la metanogénica. Si bien para este tipo de residuos algunos autores reportan a la
etapa hidrolitica como la etapa limitante de la velocidad del proceso, otros como Pavlostathis y Giraldo-
Gomez, (1991) han reportado que la etapa hidrolitica podria afectar a la cinética del proceso global aun
cuando se haya identificado a las etapas acidogénicas y/o metanogénicas sean las limitantes de la

velocidad.

5. Conclusiones

La inoculacién de PC fresco permitié incrementar no sélo la produccidn de biogas, sino también mejorar
su calidad en términos del contenido energético, es decir, aumentar la concentracion de metano en el

biogas.

De los tres indculos utilizados, los lodos de depuradora y el PC previamente digeridos mostraron una
mejor capacidad que el rumen para actuar como promotores de la metanogénesis cuando se utiliza PC
como sustrato. Ambos indculos consiguen mayor porcentaje de remocion de materia organica (cerca del
50% en términos de remocion en SV y DQO) y mayor productividad de metano, alcanzando 0,25 L CHa4/g
SV, cercano a los valores de la literatura. El rumen, en cambio, no produjo diferencias significativas en
cuanto a la produccién de metano y a la remocién de materia organica al comprar los valores obtenidos

con el control (sustrato sin indculo).

Las bajas concentraciones de indculo utilizado conllevan largos periodos de adaptacion del consorcio
microbiano de aproximadamente 40 dias antes del inicio de la fase exponencial de produccion de
metano. La naturaleza del sustrato como soporte de un consorcio microbiano permitié identificar una
cinética de produccidon de metano en dos etapas: la primera generada por el sustrato en si mismo, la
cual disminuye rapidamente como consecuencia de los cambios de temperatura que sufre el sustrato lo
que induce una fase intermedia de baja produccion, y una segunda etapa mads prolongada de
produccion en donde se alcanzé la maxima produccion potencial de metano y cuya duracion dependid
del tipo de indculo utilizado. La evoluciéon de AGV y alcalinidad permitié explicar los resultados

observados en cuanto a la cinética de produccién de metano.

Para el sustrato estudiado, el rapido crecimiento en la concentracion de los AGV, asi como el largo
tiempo que esta concentracion se mantuvo en el digestor, dieron una indicacion de que la etapa

metanogénica fue el paso limitante de la velocidad global de proceso bajo las condiciones estudiadas.

La evolucién de la RA mostré durante todo el proceso valores mayores al sugerido para asegurar un
proceso estable, sin embargo, los resultados mostraron que durante el inicio del proceso este

parametro puede ser mayor que el indicado en la bibliografia sin afectar la producciéon de metano.
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1. Introduccion

Tal como ha sido mencionado anteriormente, para que el proceso anaerdbico evolucione
correctamente, se requiere de la presencia en el sistema de una gran diversidad de microorganismos
que permitan degradar la materia orgdnica, generando biogas como producto final de la degradacion
(Ahring et al., 1995; Hegde y Pullammanappallil, 2007; Ward et al., 2008). Es por esta razén que resulta
fundamental utilizar un indculo que sea capaz de proveer todos los microorganismos necesarios
(Angelidaki y Sanders, 2004). Como ya se ha demostrado en el capitulo IV, existen diferentes tipos de
residuos que pueden utilizarse como indculo en el proceso anaerdbico y que segun sus caracteristicas
fisicas y quimicas actian en mayor o menor medida favoreciendo la produccion de metano. Ademas de
las caracteristicas intrinsecas a cada uno de ellos, influye la cantidad de indculo que se afiade al sistema.
Por lo general es deseable utilizar bajas cantidades de indculo, ya que podria distorsionar los resultados
si la produccién de biogas por parte de este es alta en comparacidn con la del sustrato de estudio. En
contraste, la utilizacién de bajas concentraciones de indculo podria llevar a la sobrecarga del proceso

con la correspondiente acidificacion del reactor (Angelidaki y Sanders, 2004).

Segun indica Angelidaki et al., (2009), la cantidad de indculo a afiadir por unidad de sustrato en términos
de SV, también denominada relacidon sustrato/indculo (RSI) ha sido reconocida como uno de los
parametros que mas afectan el resultado de la DA. La actividad y concentracién de los microorganismos
(biomasa) del indculo, asi como de la concentracidn y biodegradabilidad del sustrato definen el volumen
de indculo a utilizar. A mayor nimero de microorganismos, menor sera la cantidad de indculo necesario
para lograr un proceso eficiente, reduciendo el volumen del digestor, asi como el tiempo de proceso.
Resultados similares han sido reportado por Forster-Carneiro et al., (2008); Lopes et al., (2004) y Neves
etal.,, (2004), quienes indicaron que la cantidad de inéculo afiadido es un factor crucial en el
funcionamiento de un reactor, ya que si la cantidad utilizada no es la adecuada pueden presentarse
problemas de inhibicidon por acumulaciéon de AGV, como consecuencia de una baja cantidad de bacterias

metanogénicas presentes en el reactor.

Varios autores han analizado el efecto de la RSI sobre diferentes tipos de sustratos, utilizando valores de
esta relacion muy dispares. En este sentido Gunaseelan, (2007) ha sugerido la utilizacion de una RSI de
1:1 para la determinacién del potencial bioquimico de metano (PBM), el cual permite determinar la
biodegradabilidad y la produccién potencial de metano de un determinado sustrato. Por su parte,
Chynoweth et al., (1993) propone utilizar una RSl de 1:2 en el caso de sustratos o residuos mas
recalcitrantes y de dificil tratamiento mediante DA. Mientras Lesteur et al., (2010) reportan que RSI de
entre 1:1 y 1:3 son generalmente elegidas por los investigadores, aunque la relacidon que optimiza el
proceso dependera fuertemente del sustrato utilizado. Estos autores también indican que para la
seleccion de la RSI éptima debe tenerse en cuenta varios parametros, entre ellos, la produccién de
biogas del propio indculo, la fase de retardo (tiempo de adaptacion de las bacterias al medio) que pueda

tolerarse y la capacidad buffer del sistema. Si bien estos autores recomiendan concentraciones de
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indculo elevadas de una parte de indculo por cada parte de sustrato o aun mayores, del andlisis de los
distintos trabajos que se encuentran en la literatura se observa que en general la RSI utilizada puede

variar en un amplio rango, encontrando resultados muy diversos.

Segun reporta Raposo et al., (2006), quienes trabajaron con ensilado de maiz como sustrato y lodos de
depuradora como inéculo con diferentes RSI (1, 0,66, 0,5 y 0,33 a 1), encontraron que este parametro
tuvo un efecto preponderante sobre la cinética del proceso, especialmente sobre la fase de retardo,
aunque no observaron diferencias en la produccién especifica de metano, la cual, segin estos autores,
sé6lo dependié del contenido de materia orgdnica del sustrato. Por su parte Zhou et al., (2011) quienes
trabajaron con el residuo de la produccién de tofu en régimen mesofilico utilizando 13 valores de RSI
entre 0,1 y 3, encontraron que la produccién de metano depende fuertemente de la RSI, presentando
una tendencia lineal y creciente cuando se trabaja con RSI de 0,1 a 0,6, mientras que la maxima
produccion se obtiene en el rango 0,6-0,9. A valores superiores de la RSI disminuye la produccién de

metano como consecuencia de un cierto grado de acumulacién de los AGV.

Sin embargo, no todos los autores han trabajado con RSI tan bajas como propone Lesteur et al., (2010);
o como ha utilizado Raposo et al., (2006). En este sentido, Cheng y Zhong, (2014), quienes trabajaron
con tallos de algodén como sustrato con RSI variable entre 1 y 6, encontraron que solamente se
presentd un cierto grado de inhibicidon para la mayor RSl (6:1), lo que redujo la produccion final de
metano; en contraste para el resto de las RSI utilizadas no se observaron diferencias en la produccion de
metano. Por su parte Neves et al., (2004) analizaron la influencia de la RSI sobre residuos de comida,
trabajando con dos tipos de indculo (barros suspendidos y barros granulares) y con RSl entre 0,5y 2,3 a
1, encontrando que el lodo granular logré evitar la acidificacion del reactor en todo el rango de RSI
estudiado, pero los lodos suspendidos previnieron la acidificacion sélo en los valores de RSI mas bajos,
demostrando que el tipo de indculo define cual RSI es dptima en funcién de su actividad metanogénica.
Liu et al., (2009) demostraron que durante la DA de residuos organicos con RSl variables entre 1,6 y 5 en
régimen termofilico la producciéon de metano disminuye cuando aumenta la RS, lo que fundamentan en
base a una menor actividad metanogénica observada como resultado de menor cantidad de indculo

anadido al sistema.

Del analisis de la bibliografia consultada se desprende, que las diferencias encontradas por los distintos
autores son la consecuencia de que sobre el proceso influyen el tipo del inéculo utilizado, su actividad
metanogénica, asi como su interaccion con el sustrato. Por lo tanto, no es posible concluir de antemano
cual serd la RSI que permita una adecuada evolucion del proceso, sino que sera necesario llevar a cabo

un analisis de cada caso en particular.

En el capitulo IV se demostré que el inéculo ejerce una accion favorable sobre la produccidon de metano
con diferencias significativas segiin su naturaleza. De los tres inéculos estudiados, el PC digerido y los

lodos de depuradora lograron incrementar la produccion de metano alrededor de 300% en comparacién
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con el sustrato sin indculo, aunque la baja concentracidn utilizada (RSI 14:1) prolongd los tiempos del
proceso y generd un cierto grado de acumulacién de AGV. De todos los indculos analizados, los lodos de
depuradora demostraron una accién sinérgica para la produccién de metano cuando el sustrato es PC
fresco. Sobre estos resultados y considerando que tienen alta disponibilidad (constituyen los residuos
sélidos de las plantas cloacales) y que no requieren de tratamientos previos, se propone utilizar este
indculo para estudiar el efecto de la RSI sobre la produccién de metano de los tres sustratos (PC, SL y

FORSU), los cuales seran a analizados posteriormente en el proceso de co-digestion.

2. Objetivos

El objetivo de este capitulo es encontrar la RSI dptima que maximice la produccién de metano y la
capacidad volumétrica del reactor sin inhibir el proceso de DA utilizando los tres sustratos (PC, SL y
FORSU). Se evaluara el grado de remocion de materia organica y la evolucién de la concentracién de
AGV, AP y pH del sistema como indicadores de la eficiencia del proceso. Ademas se estudiara la cinética
de la produccién de metano utilizando la ecuacién de primer orden y la ecuacion de Gompertz

descriptas en el Capitulo Il. Seccion 5.2.

3. Materiales y Métodos

3.1. Caracterizacion de los sustratos e inoculos

Las caracteristicas fisico-quimicas de cada uno de los sustratos utilizados y las del indculo se muestran
en la Tabla V.1. Se puede observar que la FORSU, presenta un contenido en ST (22,45 + 0,79%)
significativamente mayor que el resto de los sustratos y del indculo; ademas presenta caracteristicas
similares al SL, ya que ambos poseen un elevado contenido en materia organica, tanto en unidades de
SV (85,14% y 91,23%) como en DQO (188.670 mg/Ly 72.290 mg/L), ademds de presentar un valor de pH
acido (4,3), lo que hace que su alcalinidad sea nula. Otra de las caracteristicas de estos sustratos es su
baja concentracién de nitrogeno amoniacal (283,2 mg/L para FORSU y 126,1 mg/L para SL), comparada
con la de PC de 1.959 mg/L.

Si bien el pH del PC es ligeramente mas acido (6,5) que el del inéculo (7,52), la AT del PC es 6.285 mg/L,
significativamente mayor a la del indculo (1.957 mg/L). La RA, que brinda informacion sobre la relacion
entre la Al y la AP, indica que los lodos de depuradora corresponden a un sustrato que ya ha sido
degradado en gran medida, a diferencia del PC cuya RA es de 3,03, mayor al valor sugerido de 0,3 - 0,4
(Campos Pozuelo, 2001; Ripley et al., 1986), De todos modos, este elevado valor de la RA no impedira

que el proceso de DA evolucione y produzca metano, tal como se observé en el Capitulo IV.

Como indica Moller et al., (2004), las caracteristicas fisico-quimicas del PC dependeran de diversos
factores, tales como la alimentacién del animal y su edad, la cantidad de agua de lavado utilizada, entre

otros. Al comparar las caracteristicas fisico-quimicas del PC utilizado como sustrato para la experiencia
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del presente capitulo, y el utilizado para la experiencia del Capitulo IV, se pueden observar diferencias
en todos los parametros, tanto en el contenido de humedad y de materia organica como en los valores
de AT, RA, asi como en el valor de la concentracion de nitrégeno amoniacal. Mas adelante cuando se
analice la produccion de metano, se podra analizar si las diferencias en estas variables influyen sobre la

evolucion de la produccién de metano.

Tabla V.1: Caracterizacion fisico-quimica del inéculo y de los sustratos

Inéculo Sustratos
Parametros ANOVA

Lodos de Depuradora PC FORSU SL
%ST 4,59+1,042 5,57+0,662 22,45+0,79b 5,80+0,022 (p=0,0000)
%SV (b.s) 56,333,092 82,6+1,01° 85,14+4,55bP 91,2310,06¢ (p=0,0000)
DQO (mg/L) 45.267+2.9912 56.109+3.794b 188.670+1.897¢  72.290+609¢  (p=0,0000)
pH 7,52 6,15 4,3 4,3
AT (mg CaCOs/L) 1.957+4612 6.285+112P (p=0,0002)
RA 0,280,062 3,03+0,01° (p=0,0000)
NH4*(mg /L) 289,6+69,8P 1.959+50¢ 283,2+22,2b 126,1+1,1° (p=0,0000)
NH3 (mg /L) 10,8+3,0P 3,210,12 0,0+0,0° 0,0+0,02 (p=0,0021)

Los valores que se muestran en la tabla son valores medios de las repeticiones * desviacion estdndar. Valores con la
misma letra en la misma fila no presentan diferencias significativas (p>0,05) de acuerdo con el procedimiento de
Fisher de la minima diferencia significativa (LSD test)

3.2. Diseiio Experimental

Del analisis de la bibliografia relevada en el que se ha evaluado la influencia de la RSI sobre el proceso
para distintos tipos de sustratos, no se ha observado un patrén definido en cuanto al uso de una
determinada cantidad de indculo. Mientras que algunos autores utilizan RSI elevadas cuando analizan el
proceso anaerdbico de diferentes tipos de sustratos (tallos de algodon, residuos sélidos urbanos) (Cheng
y Zhong, 2014; Neves et al., 2004), otros utilizan RSI tan bajas como 0,1:1 (Lesteur et al., 2010; Raposo
et al., 2006; Zhou et al., 2011). En general se ha respetado que alguna de las experiencias que se
desarrollaran contenga una RSl 1:1 sugerida por Gunaseelan, (1997), como adecuada para que el
proceso transcurra en forma eficiente. Teniendo en cuenta esta informaciéon y con el fin de optimizar la
capacidad volumétrica del reactor evitando problemas de inhibicién, se definieron las RSI 1:1, 3:1y 6:1
expresadas en unidades de g SV de sustrato por g SV indculo para evaluar la evolucidn tanto del proceso
de produccién de metano como de los principales parametros fisico-quimicos que son indicadores del

mismo como pH y alcalinidad.

En la Tabla V.2 se muestra la cantidad de sustrato y de indculo que fue utilizada en cada tratamiento.
Para un determinado sustrato, la cantidad (FORSU) o el volumen (PC, SL) segun corresponda se mantuvo
contante y se modificd el volumen de indculo a fin de obtener la RSI seleccionada. Cada tratamiento fue

llevado a cabo por duplicado. Dado que el contenido de agua tanto del PC como del SL se encuentra
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alrededor de 5% (DA himeda) no fue necesario el agregado adicional de agua a los reactores. En el caso
de FORSU, la Tabla V.2 muestra la cantidad de agua afiadida al reactor para que cada tratamiento
presente un contenido de ST de aproximadamente 5%. En paralelo a los distintos tratamientos (sustrato
+ indculo), se realizd una experiencia control utilizando 500mL de indculo, a fin de determinar la
produccion de metano intrinseca al indculo y poder restarlo de la produccion de los distintos reactores

con el objetivo final de determinar el valor de Bo.

Tabla V.2: Disefio experimental

PC FORSU* SL
RSI
gr SV/gr SV Sustrato Inéculo Sustrato Inéculo Sustrato Inéculo
[mL] [mL] [er] [mL] [mL] [mL]
1:1 250 533,3 90 796,5 200 357,4
3:1 250 177,8 90 265,5 200 119,1
6:1 250 88,9 90 132,8 200 59,6

*Cantidad de agua afadida a cada reactor 272 mL.

Las condiciones de acidez y baja alcalinidad que presentan tanto SL como FORSU (Tabla V.1), generan un
medio poco propicio para el crecimiento de las bacterias metanogénicas, pudiendo ocasionar un fallo
completo en el sistema en el caso de que no se acondicione correctamente el reactor. De acuerdo con
Gerardi, (2003), existen varios compuestos quimicos que pueden ser utilizados para ajustar la alcalinidad
del sistema y el pH, pero aquellos que aportan alcalinidad bicarbonatada son los mas aconsejables,
debido a que las bacterias metanogénicas requieren de este tipo de alcalinidad. Entre los compuestos
quimicos que pueden ser utilizados, el bicarbonato de sodio (NaHCOs) y el bicarbonato de potasio
(KHCO3) son los mas recomendados debido a su elevada solubilidad, a su facil manejo y los minimos
perjuicios sobre el digestor. Teniendo en cuenta estas recomendaciones, se optd por utilizar
bicarbonato de sodio para neutralizar la acidez de los sustratos, para lo cual se tomé en consideracion el
método sugerido por Griffin et al., (1998), que implica el monitoreo y control diario del valor del pH del
reactor adicionando un compuesto quimico (el autor sugiere carbonato de sodio) para mantener el pH
del reactor cercano a la neutralidad. En nuestro caso se utilizd dicho método pero con una leve
variacién: antes del agregado del indculo se afiadid bicarbonato de sodio al sustrato, hasta alcanzar un
pH cercano a la neutralidad (pH=7), para lo cual se verificé diariamente el valor de pH del sustrato por
un periodo de 5 dias, y se agrego bicarbonato las veces que fueran necesarias. En el caso de FORSU, el
pH se mantuvo relativamente constante a lo largo de este periodo después del primer agregado de
bicarbonato, mientras que para SL, fue necesario un control mas exhaustivo, debido a que se verificd
una caida diaria del valor de pH a valores por debajo de 4. Una vez neutralizados los sustratos se

procedié al agregado del indculo y armado final de los digestores.
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4. Analisis de los resultados

Las caracteristicas fisico-quimicas de las mezclas de sustratos e inéculo se muestran en la Tabla V.3. Las
letras indican si se presentan o no diferencias significativas entre los tratamientos con distintas RSI para

un mismo sustrato, pero no compara los valores entre sustratos.

El contenido en ST para los distintos tratamientos y sustratos, se encuentran alrededor del 5% por lo
tanto se considera que el proceso se desarrolla en una DA de tipo hiumeda, es decir, posee un contenido
en ST menor al 10%. La concentracién de SV varia de acuerdo al sustrato y a la cantidad de inéculo
anadido al reactor. En general se observa que a mayor concentracién de sustrato mayor concentracion
de SV en el reactor, aunque en el caso de PC estas diferencias no son estadisticamente significativas. El
valor de DQO sigue un comportamiento similar: a medida que aumenta la concentracién de sustrato en
el reactor, mayor es el valor de este parametro, aunque en el PC y en la FORSU, no se presentan

diferencias significativas entre los distintos tratamientos.

Los valores de pH se mantienen en el rango 6,50 - 7,68 suficientemente cercano al rango considerado
optimo para el adecuado crecimiento de las bacterias acidogénicas como de las metanogénicas,
establecido en 6,8 - 7,4 (Khanal, 2008). El valor de AT, depende tanto del sustrato como de la RSI; en las
experiencias para PC, aumenta a medida que aumenta la cantidad de sustrato en el reactor, como
resultado de que la AT del sustrato es mayor a la del inéculo (Tabla V.1). Por su parte, para FORSU vy SL,
la AT es proporcionada principalmente por el bicarbonato afiadido al sistema para compensar los bajos
pH de los sustratos, lo cual influye también sobre el valor de la RA. Se observa que a medida que
aumenta la RSI, también lo hace la RA alejdandose del rango 6ptimo de 0,3-0,4 establecido como
adecuado para un proceso estable, y por lo tanto el sistema se encontrara mas propenso a fallar en el
caso de verificarse un aumento sustancial de la concentracion de AGV. Entre todos los sustratos, SL
presenta el menor valor de RA como resultado del bicarbonato afiadido para compensar el pH del

sistema.

Tal como se muestra en la Tabla V.1, el sustrato con el valor mayor de la concentracién de nitrégeno
amoniacal corresponde a PC, y por lo tanto los tres tratamientos con PC son los que presentan la mayor
concentracion de amonio, siendo el tratamiento con la RSI 6:1 (1.515+1 mg/L) el de mayor valor, aunque
inferior al reportado por Yenigiin y Demirel, (2013) como inhibidor del proceso anaerdbico (1.700 -
1.800 mg/L) lo cual otorga un margen de seguridad al proceso. Por su parte los tratamientos que utilizan
FORSU presentan la menor concentracion de nitrégeno amoniacal, debido principalmente a la dilucion
que se realiz6 del sustrato con el objetivo de disminuir la concentracidn de ST. Tal como se explicé en la
Seccion 3.6.1. del Capitulo Il, la concentracidn de amoniaco (NHz) se encuentra en equilibrio con la
concentracién de amonio (NH4*), dependiendo este equilibrio de la temperatura y del pH del reactor. Es
por esta razén, que la concentracidon de amoniaco libre en SL es mayor que en el resto de los sustratos,

aun cuando la concentracién de nitrégeno amoniacal sea mayor en PC. M3s alla de este resultado, todos
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los tratamientos presentan valores que se encuentran por debajo del limite de 150 mg/L reportado por

Gerardi, (2003) y Yeniglin y Demirel, (2013) como tdxico para las bacterias metanogénicas.
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Tabla V.3: Caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos para el PC, FORSU y SL
PC FORSU SL
Parametros
1:1 3:1 6:1 1:1 3:1 6:1 1:1 3:1 6:1
ST % 4,22+0,22? 4,6910,342 4,9610,422 4,21+0,17°2 4,68+0,332 4,95+0,492 5,59+0,152 5,66+0,112 5,70+0,082
SV % (b.h) 3,560,752 4,68+0,332 4,95+0,492 2,94+0,12° 3,58+0,20P 3,96+0,27" 3,48+0,1° 4,04+0,08 4,44+0,06¢
DQO, (mg/L) 48.201+1.647° 52.043+2.7992 55.886+3.2932 51.927+3.2932b 50.996+29642 58.331+4.446b 55.831+1522 60.564+153P 62.605+1.521b
pH 7,13 6,70 6,50 7,01 6,89 6,63 7,61 7,56 7,48
AT (mg CaCOs/L) 3.736+2222 4.957+118P 5.687+158¢ 3.173+252 3.489+32 3.986+256P 5.417+202 8.790+127b 10.920£230°¢
AP (mg CaCOs/L) 1.645+120b 1.228+222 1.058+02 1.582+12b 1.126+132 1.163+68° 3.222+1042 4.756+28b 5.968+75¢
Al (mg CaCOs/L) 2.091+1022 3.730+140° 4.629+157¢ 1.592+372 2.364+10P 2.823+187¢ 2.195+832 4,034+99b 4.952+304¢
RA 1,27+0,032 3,0410,17° 4,37+0,15¢ 1,01+0,032 2,10+0,03b 2,43+0,02¢ 0,68+0,052 0,86+0,022 0,83+0,06°
NH4 (mg/L) 836+122 1.182+16" 1.515+1¢ 24516 132+10° 102+132 376112 412+42 420+182
NH; (mg /L) 12,8+0,2¢ 6,810,1° 5,5+0,0° 2,940,1¢ 1,2+0,1° 0,5+0,1° 16,9+0,52 16,5+0,52 22,0+0,9°
Los valores corresponden a los valores medios +la desviacion estdndar. Para cada pardmetro se analizaron las diferencias en los pardmetros para las distintas RSI para un determinado sustrato. Las

distintas letras indican diferencias significativas entre los valores de un parametro al 95% de confiabilidad.
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4.1. Produccion de metano y eficiencia del proceso en términos de remocion
de materia organica

La performance del proceso fue evaluada para cada sustrato en funcion de la produccidn de biogas, de
metano y de la remocién de materia orgdanica. A fin de determinar la produccidén final de metano (Bo) de
los sustratos estudiados y para las diferentes condiciones de proceso, se procedid restando de la
produccion total de metano de los reactores, la cantidad de metano que produce intrinsecamente el
indculo (Hansen et al., 2004; Jackowiak et al., 2011; Kolar et al., 2005) para luego dividir por la cantidad
de sélidos volatiles aportados por el sustrato (Kolaf et al., 2005; Zhou et al., 2011), tal como indica la Ec.

V.1.

ml Biogas/metanog,sirqto — Biogas/metanoinscuio
Bo( ) = ( ) Ec. V.1

gr SV anadidos/ gr SV sustrato
4.2. Produccion de biogas y metano

El proceso de DA tuvo una duracién que dependio del sustrato analizado, siendo de 80 dias para PC, y de
70 para FORSU y SL. La produccién acumulada de biogds y metano por unidad de SV para cada sustrato y
cada RSI se muestra en la Figura V.1, donde del analisis comparativo se puede deducir que para
cualquiera de los sustratos la mayor produccion de biogas y de metano se obtiene parala RSl 1:1,yen la
medida que la concentracién de indculo disminuye la produccion de biogas y de metano también lo

hacen.

Produccion Acumulada de Biogas
[mL/g sV]
Produccién Acumulada de CH,
[mL/g sv]

RSI RSI

Figura V.1: a. Produccién acumulada de biogds. b. Produccidon acumulada de metano para los tres
sustratos y las tres RSI

Para PC la produccién acumulada de biogas no presenta diferencias significativas al 95% de confiabilidad
entre las distintas RSI, obteniendo 554475 ml/g SV, 394+25ml/g SV y 4667 ml/g SV , con porcentajes
promedio de metano en el biogas de 70%, 61% y 50% para las relaciones 1:1, 3:1y 6:1 respectivamente.
La produccién acumulada de metano decrece por lo tanto de 382+22 a 232+5 ml/g SV con el incremento
dela RSl de 1:1a6:1(Tabla V.4). Los valores obtenidos para RSI 1:1, tanto para la produccion acumulada
de metano (382+22 ml/g SV) como para la remocién de materia orgdnica en unidades de SV (45,1+3,7%
SV) se encuentran en el orden de los valores informados por otros autores. En este sentido, Chynoweth

et al., (1999) reportd que la produccion final de metano en el PC se encuentra en el rango 0,32 a 0,48
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m3/kg SV con una remocién de materia orgénica en el orden de 40-60% en SV. Por su parte Moller et al.,
(2004), quienes obtuvieron una produccion de metano a partir de PC en régimen mesofilico de 0,35
m3/kg SV informaron que este valor dependidé fuertemente del pretratamiento del sustrato y de las
condiciones de digestabilidad del mismo. Estos autores, también estimaron la produccién tedrica de
metano a partir de la composicidn quimica promedio del sustrato®, encontrando un valor de 0,516
m3/kg SV, 35% superior al valor encontrado por esta experiencia para la RSl 1:1, aumentando esta

diferencia a 122% si de la compara con el valor obtenido por la RSI 6:1.

Una comparacion adicional puede realizarse entre los valores obtenidos para la produccién de metano
de PC en las diferentes experiencias realizadas en esta tesis, por un lado, el valor reportado en el
capitulo 1V, para el tratamiento T3, en el cual se utilizé lodos de depuradora como inéculo y donde la
produccion alcanzada fue de 0,256 * 0,025 L/g SV, comparable al valor de 0,232+0,005 L/g SV
correspondiente al tratamiento que utiliza una RSI 6:1. Consecuentemente, al utilizar bajas
concentraciones de indculo la produccién final de metano sera comparable en magnitud, aun cuando el
sustrato utilizado presente diferencias en sus caracteristicas fisico-quimicas iniciales, tal como se

observd y se indicé en la seccion CAPITULO IV3. 1 de este capitulo.

Tabla V.4: Resumen del desempefio de los tratamientos

Produccidn de

Remocion de materia organica ., Produccién de metano
biogas
Sustrato RSI
. Bo Bu
% SV % DQO (mL CHa/g SVi)
(ml CHa/g SV)) (mL CHa/g SV,)
PC 1:1 45,1+3,7 2 50,2+1,0° 554+752 382422b 424+10b
3:1 61,54#3,9" 55,7+6,02 3944252 241+12° 294142
6:1 38,8+0,1°2 30,7+15,42 466172 232452 739+14¢
p-valor 0,0113 0,1524 0,0874 0,0037 0,0001
FORSU 1:1 50,5+1,0° 73,55,02 630+28P 503+18b 4981282
3:1 62,5+0,0 58,610,3° 45512432 330+19° 3961232
6:1 65,314,3 b 66,7+14,0° 478+62 316422 4154242
p-valor 0,0192 0,3555 0,0075 0,0021 0,052
SL 1:1 42,5+4,7 2 42,610,02 522+7¢ 455+11¢ 365+49b
3:1 37,4+0,5° 52,3+11,2° 280+7b 140+8b 2271162
6:1 35,9+1,2 @ 48,1+1,4°2 213+20° 88+12 184182
p-valor 0,1899 04311 0,0003 0,0000 0,0190

iz inicial, r: removido. Los valores son medias de repeticiones + desviacion estdandar. Valores con la misma letra en la
misma columna no presentan diferencias significativas (p> 0,05) segtin prueba LSD.

La maxima produccion de biogds y de metano para FORSU se obtiene para RSl 1:1 con 630428 y 503+19

mL/g SV respectivamente, lo que representa un porcentaje promedio de metano en el biogas de 80%,

3 La composicién promedio de los sustratos estudiados, obtenido a partir de diferentes referencias
bibliograficas se encentran en el Capitulo Il. Seccién 3. 7. 5.
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disminuyendo a 73% y 66% para las relaciones 3:1 y 6:1 respectivamente. Estos ultimos valores son
estadisticamente superiores a los obtenidos por los demads sustratos (p-valor= 0,0020)*. Tanto la
produccion de metano como la remocidon de materia organica para el tratamiento con la RSI 1:1, son
superiores a los valores informados por Nielfa etal.,, (2015) quienes obtuvieron una produccién
promedio de metano de 201,5 mL/g SV con una remocién de materia orgdnica en el orden del 42% en
SV. Estos autores también indicaron que la produccion de metano tedrica calculada a partir de la
composicidén quimica elemental (Capitulo Il. Seccién 3. 7. 5) resultd 546,1 mL/g SV, valor 8,5% mayor
que el obtenido por este trabajo. Por su parte, Kigozi etal.,, (2014) reportan una recopilacion
bibliografica, en el cual la FORSU presenta una produccién de biogas en el orden 300-500 mL/g SV, con
un contenido en metano promedio de 65%. Mientras que Khalid et al., (2011) reporta que la produccion
de metano puede rondar alrededor de los 360 a 530 mL/g SV. Una comparacién de los valores obtenidos
por este trabajo y los valores reportados por otros autores se muestra en la Tabla V.5 para los distintos
sustratos. Del andlisis de esta tabla, se puede deducir la fuerte influencia que presenta la RSI asi como la
composicién del sustrato utilizado sobre la produccion de metano, sobre todo en residuos como la
FORSU, cuya composicidon varia con factores tales como el nivel socio-econdmico, la época del afio en

que es generado, el lugar geogrifico, etc.

En el caso de SL, el incremento de seis veces en la RSl provocd disminuciones del 59% en la produccion
de biogas (522 a 213 mL/g SV), y de 81% en la produccidon de metano (455 a 88mL/g SV) resultando este
comportamiento el mas acentuado respecto del resto de los sustratos estudiados, donde la disminucién
observada en el metano producido fue 39% para PC y de 37% para FORSU. En general se observa la
dificultad para encontrar bibliografia que informe sobre la produccion de biogas/metano a partir del SL
en reactores de tipo batch. En este orden, Erglder et al., (2001), quienes trabajaron con SL en reactores
batch reportaron una produccién de metano en el orden de 424 mL/g DQO lo que equivale a 23,4 L/L SL,
el cual resulta similar al valor obtenido por esta experiencia para RSl 1:1 de 24,49 L/L SL, aunque

disminuye a 4,6 L/L SL para el tratamiento con la RSI 6:1.

4 Las tablas de ANOVA relacionadas con este analisis se pueden ver en el apartado Anexo (1.1)
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Tabla V.5: Comparacion de los valores de produccién de metano obtenidos experimentalmente y los
valores reportados

Sustrato Valor obtenido Valor reportado
0,256 + 0,025 L/g SV Capitulo (IV) 0,32 2 0,48 m3/kg SV (Chynoweth et al., 1999)
PC 0,35 m3/kg SV(experimental)
0,382 -0,232 L/g SV (RSI 1:1 — 6:1) (Moller et al., 2004)

0,516 m3/kg SV (tedrico)

0,201 L/g SV (experimental)

- (Nielfa et al., 2015)
0,546 m3/kg SV (tedrico)

FORSU 0,316 — 0,503 L/g SV (RSI 1:1 — 6:1)
Khalid et al., (2011)

360 -530 ml/g SV Kigozi et al., (2014)

0,088 - 0,455 L/g SV (RSI 1:1 - 6:1)
SL 424 mL/g DQO 0 23,4 L/LSL (Ergtider et al., 2001)
24,49 - 4,6L/LSL(RSI 1:1 -6:1)

La remocion de materia organica para los distintos sustratos varié entre 35,9 y 65,3% en SV y entre 30,7
y 73,5% en unidades de DQO (Tabla V.4), aunque no se observa una tendencia clara en cuanto a la RSI
para los diferentes sustratos. En este sentido, la mayor remocién en PC se obtuvo para RSI 3:1, para
FORSU con RSI 6:1 y en el SL con la RSI 1:1. Si bien algunos autores como Liu et al., (2009) indican que la
producciéon de metano se relaciona directamente con la remocidn de materia organica, también
observaron algunas discrepancias, dando un error del 23% en el ajuste, las que segun indicaron los
autores pueden estar relacionadas a la pérdida de componentes volatiles durante el proceso de secado

para la determinacion de STy SV.
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3
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>
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5 -
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Si en lugar de analiza la remocidn porcentual, se analiza la cantidad de materia organica removida (SV
iniciales menos finales) se observa que al disminuir la cantidad de inéculo utilizado, también lo hace la
capacidad de remocion del sistema. Dado que no se observaron diferencias significativas en la
produccion de metano a partir de PC para la RSI 3:1 y 6:1 se esperarian remociones de materia organica
comparable entre estos dos tratamientos, aunque se observan diferencias tanto en %SV (Tabla V.4)
como en gr SV removidos (Figura V.2). La diferencia observada podria atribuirse a la heterogeneidad del
sustrato (PC), tal como ha sido reportado por otros autores, entre ellos Neves et al., (2004). Para el caso
de la FORSU, se observa una tendencia cuasi lineal mientras que para SL el aumento de la RSI disminuye
sensiblemente la capacidad de remocion de materia organica, pero también lo hace la produccién de

metano.
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A fin de corroborar estadisticamente los resultados obtenidos, se analizé la influencia del tipo de
sustrato y de la RSI sobre la produccién de biogds y de metano, identificando ademds posibles
interacciones sobre ambos factores, lo que permitira detectar si el efecto de un factor depende del nivel
del otro. El analisis de ANOVA® muestra que ambas producciones (biogds y metano), se encuentran
influidas por el tipo de sustrato (p-valor biogas y metano=0,0000), y por la RSI (p-valorbiogss y metano=0,0000),
pero que ademas se verifica que existe una fuerte interacciéon entre ambos parametros (p-valorpiogas=

0,0070 y p-valor metano =0,0000).
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Figura V.3: Interaccion entre el tipo de sustrato y la RSI sobre la produccion de biogds y de metano

La Figura V.3 muestra como interacttan el tipo de sustrato y la RSI sobre la produccién de biogas y de
metano. Se verifica que la produccion de biogas, es en todos los casos superior en FORSU, le sigue PCy
en ultimo lugar se encuentra SL. La produccion de metano presenta un tendencia similar, en donde para
los tratamientos con RSI 3:1y 6:1 la tendencia es idéntica a la produccidn de biogas, pero que se invierte
para la RSI 1:1, donde el SL es mayor al PC. El mayor cambio en la produccidn de biogas como de metano
se produce al aumentar la RSl de 1:1 a 3:1, siendo mas pronunciado este cambio en el metano que en el
biogas. Del andlisis de estos resultados se puede indicar que, aun utilizando una elevada concentracion
de indculo como sucede con RSI 1:1, el sustrato utilizado tiene una influencia preponderante sobre la

produccion tanto de biogds como de metano.

4.3. Analisis cinético de la produccion de metano

La produccion acumulada de metano (mL/g SV), la velocidad de produccion de metano (mL/gr SV dia) y
el porcentaje de metano a lo largo del proceso de DA se muestra en la Figura V.4 para cada uno de los

sustratos y cada RSI. A continuacion se detallara el comportamiento de cada uno de ellos.

5 Ver Anexo, seccion 2. 2., tablas de ANOVA.
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Metano
Substrato
Producciéon Acumulada Velocidad de produccion % de metano
600 50
5’ —— 11 = 3:1 —— 6:1 = —— 1.1 —m— 3:1 —a— 6:1 = 3:1 —— 6:1
o
$ 5007 2 404
i 5 g e
5 3 400 G < 4
ED ST z -
3> 32 o
< E 300 S W o
PC sE 53 3
S - £ ‘e
S 200 0 2
B b s
a S 5]
100 <
>
0 ol : 0 : i i !
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
600 50 100
P —— 11 = 31 —— 6:1 o —— 11 —® 31 ——6:1 —— 11 = 3:1 —— 6:1
S 3
k-1 [ 80
i H g
33 G E: !
) $%s 5 601t a
33 33 3
< E S no °
FORSU s £ 2w \
S o £ e
S - i ]
b1 < c
g 2 S
& 8 S 5,
[
>
T 0 i i i i
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (dias) Tiempo (dias) Tiempo (dias)
600 50 100
= —— 11 m-31 —a—61 < L —— 11 —m— 311 —— 61 —&— 61
S 3
- L 407 80 -
2o S- | g
Za §35 2 g o0
33 3 2 o
<E 2 % F ]
SL c = o < o
kel o 2 T 40 -
v ° E c
3 3 g
3 b 5
s ] S 5 |
°
>
T 0 ! ! . .
0 20 . 40 . 60 80 0 20 40 60 80 0 20 . 40 . 60 80
Tiempo (dias) Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura V.4: Evolucién de la generacion de metano en la DA de los tres sustratos
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4.3.1. Produccion acumulada de metano

Se observa que a medida que aumenta la cantidad relativa de inéculo afiadido al sistema, la produccién
de metano es mayor y mas rdpida. Un parametro tecnoldgico que se utiliza para evaluar el desempeiio
del proceso en términos de produccidn de metano es el Tiempo de Digestion Técnica (TDT).
Corresponde al tiempo necesario para generar 80% de la produccién maxima de metano en el digestor
(Cheng y Zhong, 2014; G. Esposito et al., 2012; Feng et al., 2013). En la FORSU el TDT se alcanza al dia 17
para la RSI 1:1, aumento a 33 y 39 dias para las relaciones 3:1 y 6:1 respectivamente. El PC presenta un
comportamiento similar, donde el 80% de la produccidn total es generada durante los primeros 20 dias
para el tratamiento con la RSI 1:1, aumento este valor a 41 dias y 66 dias para la RSI 3:1 y 6:1
respetivamente. Para el SL, el TDT es alcanzado al dia 25 tanto para la relacién 1:1 como para la relacién
3:1, aumentando a 33 para la relacién 6:1. En este sentido, se puede indicar, que tal como se observa de
la Figura V.5 el TDT disminuye a medida que se incrementa la cantidad de indculo (reduccion de RSI) con
variaciones que dependen del tipo de sustrato utilizado, y en donde el mayor aumento de TDT en

funcién de la RSI se da en PC.

70 - 66
B FORSU OPC mSL
60 -
50 -
41
@ 40
i 33 33
E 30 25 25
= 20
20 -
10 ~
0 T T
1:1 3:1 6:1
RSI
Figura V.5: TDT para los tres sustratos y las tres RSl analizadas
4.3.2. Velocidad de producciéon de metano

En lo que respecta a la velocidad de producciéon de metano, para la RSl 1:1 en general se verifica un
rapido aumento desde el inicio del proceso. Las maximas velocidades alcanzadas para FORSU y PC
fueron 42,6 y de 30,5 mL/g SV dia a los dias 12 y 10 respectivamente, disminuyendo rapidamente hacia
el final de la experiencia. El comportamiento observado para SL resulto ligeramente diferente ya que la
maxima velocidad de produccion (22,2 mL/g SV dia) se alcanzé al dia 5, permaneciendo
aproximadamente constante alrededor de 20 mL/g SV dia hasta el dia 12, a partir del cual disminuye
progresivamente hasta el final del proceso. En general se observa que FORSU presenta la mayor

velocidad de produccién de metano para todas las RSI estudiadas, esto se explica sobre la base de su
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composicién la cual cuenta con una elevada concentracidon de materiales de facil degradabilidad (Nielfa
et al., 2015). En este sentido, Lesteur et al., (2010), indica que cuando el sustrato presenta materia
organica mas soluble tales como carbohidratos simples, amino acidos, lipidos simples y AGV, la
degradacion es mas rapida. Teniendo en cuenta esta referencia se podria esperar que el SL, el cual esta
compuesto principalmente de carbohidratos de rdpida degradabilidad, presentara la mayor velocidad de
produccion de metano, sin embargo las menores velocidades observadas por este sustrato podrian estar
relacionadas con un cierto grado de inhibicién ocasionado por elevadas concentraciones de AGV. De la
comparacion entre las distintas RSI utilizadas para un mismo sustrato, se puede observar que con el
aumento de la RSI disminuyen las velocidades maximas (Figura V.4), reduciéndose las velocidades en

mas de un 50% al aumentar la RSl de 1:1 a 6:1.

En resumen, una mayor concentracion de indculo en el reactor permite obtener una mayor produccion
de metano en menos tiempo (mayor velocidad), comportamiento que fue verificado en los tres
sustratos estudiados. Cheng y Zhong, (2014) y Lopes et al., (2004) encontraron resultados similares al
trabajar con tallos de algodén y FORSU como sustratos. Donde, las velocidades de produccion de
metano para los distintos sustratos, estan influidas principalmente por la cantidad de inéculo utilizada,
lo que influye directamente sobre la cantidad de bacterias metanogénicas aportadas al sistema. Sin
embargo, el tipo de sustrato utilizado en el proceso anaerdbico es otro factor preponderante, ya que del
analisis de los resultados se podria concluir que las bacterias aportadas por el indculo pueden adaptarse
y generar productos intermedios distintos de acuerdo al sustrato presente en el reactor, lo que influira

directamente sobre la velocidad de produccién de metano.

4.3.3. Andlisis de la variacion de la concentracion de metano

En la Figura V.4, ademas de la produccién acumulada y de la velocidad de producciéon de metano, se
muestra la evolucion del porcentaje de metano. En general, al utilizar mayor cantidad de indculo, se
observa un mayor aumento en la concentracién de metano, aunque este comportamiento no fue tan
marcado en FORSU. Las diferencias entre PC y FORSU radican en el tiempo en que se obtiene el maximo,
mas que en el valor alcanzado. En el caso de PC por ejemplo, alcanzé los maximos 77,1% (RSI 1:1), 75,7%
(RSI 3:1) y 74,4% (RSI 6:1) a los dias 18, 42 y 66 respectivamente mientras que FORSU alcanzé 78,5% (RSI
1:1), 79,5% (RSI 3:1) y 79,3% (RSI 6:1) a los dias 10, 32 y 42 respectivamente y SL 80,4% (RSI 1:1), 73,6%
(RSI 3:1) y de 67,6% (RSl 6:1) a los 12, 25 y 33 dias respectivamente. Estos resultados muestran que los
valores maximos no estan influenciados por la cantidad de indculo pero si lo estd el tiempo necesario
para alcanzarlos. Esto es una evidencia que cuanto menor sea la concentracién de indculo en el reactor,
se requerirdn mayores tiempos de adaptaciéon de las bacterias al nuevo medio, lo que influira
directamente sobre la produccidén de metano. Los bajos porcentajes maximos de metano para las RSI 3:1
y 6:1 para el SL podrian indicar cierto grado de inhibicidn, lo cual deberia confirmarse a través del
analisis de la evolucion de la concentracidon de AGV y pH del sistema, estudio que se aborda en la seccidon

4. 4. 1 de este capitulo.
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4.4. Anadlisis del proceso en términos de AGV, AP y pH

Los parametros, AP, AGV (Al) y pH fueron medidos semanalmente con el objetivo de verificar su
evolucion, y obtener informacion sobre la estabilidad del proceso. La Figura V.6 muestra la variacién

semanal de la AP, AGV a lo largo del periodo de estudio para cada sustrato y cada RSI.

4.4.1. Variacion de la concentracion de AGV

La concentracidn inicial de AGV en el tratamiento con PC, aumentd con la RSl desde 2.091 mg CaCOs/L
(RSl 1:1), 3.729 mg CaCOs/L (RSI 3:1) hasta 4.600mg CaCOs/L (RSI 6:1). Estos niveles permitieron que las
bacterias metanogénicas existentes en el sistema puedan generen metano al inicio del proceso, a
expensas de su consumo. De la grafica se puede observar una elevada reduccién de los AGV durante los
primeros 7 dias de proceso para todas las relaciones estudiadas en este capitulo, aunque, el nivel de
reduccidon dependio de la RSI. En este periodo inicial, la concentracion de AGV descendid 54,89 + 3,90%,
47,49 + 2,17% y 26,38 + 0,69% para las RSI 1:1, 3:1 y 6:1 respectivamente. Al final del proceso, la
concentracion de AGV fue 533,87 mg/L (RSl 1:1), 774,0mg/L (RSl 3:1) y 2085,9 mg/L (RSI 6:1). Este
comportamiento fue contrario al observado para el tratamiento T3 del Capitulo IV, donde la
concentracion de AGV aumenté 25% durante los primeros 40 dias cuando se utilizé una RSI de 14:1y
lodos de depuradora como indculo. La mayor proporcion de inéculo utilizada en este capitulo evitd

problemas de inhibicidn relacionada con la acumulacién de AGV.

A diferencia del PC, durante el periodo correspondiente a los primeros 7 dias de experiencia, tanto para
FORSU como para SL, se verificd un aumento en la concentracidon de AGV para todas las RSI estudiadas,
siendo este aumento mas pronunciado a medida que aumenta la RSI. Este comportamiento es el
resultado de la hidrdlisis inicial de los sustratos en sustancias mas simples (carbohidratos, proteinas y
lipidos) que se convierten rdpidamente en AGV por accidn de las bacterias acidogénicas. La presencia de
una mayor cantidad y variedad de bacterias metanogénicas afiadidas con el inéculo permitié un
consumo mas rapido de los AGV presentes en el sistema, evitando problemas de inhibicién por
acumulacion de los mismos. En este sentido tanto para FORSU como para SL, la concentracidon de AGV
aumentod 41y 56% para RSI 1:1, pero cuando la RSI aumentd a 6:1, el incremento en AGV durante esos

primeros dias alcanzé 133 y 156% respectivamente.

La diferencia que se observa en cuanto a la variacion de la concentracién de AGV en PC respecto a
FORSU vy SL, radica fundamentalmente en que PC es un sustrato que en su mayoria ya ha sido digerido
en el tracto animal y por lo tanto, la materia organica ha sido hidrolizada mayoritariamente previo al
proceso anaerdbico, es por esta razén que en su composicion se encuentran presentes AGV, pero
ademds aquellos AGV que puedan formarse serdn consumidos rdpidamente por las bacterias
metanogénicas presentes en el sistema (Moller et al., 2004; Zeikus, 1977). En FORSU y SL, es necesaria

una etapa previa de hidrélisis para que las bacterias metanogénicas puedan producir metano a expensas
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de los AGV producidos luego de la etapa hidrolitica, lo que se verifica como un aumento en la

concentracion de los AGV durante el inicio del proceso.

En mayor o menor medida al final del proceso anaerdbico se verificd reduccion de la concentraciones de
AGV con respecto al valor inicial, aunque la concentracién final dependera de la RSI, pasando de 713,6 a
1.984 mg CaCOs/ para FORSU y de 1.759 a 7.978 mg CaCOs/L para SL al aumentar la RSI de 1:1 a 6:1.
Solamente para SL para las RSI 3:1 y 6:1 el porcentaje de variacion entre el valor inicial y el valor final,
mostrd un aumento en la concentracidon de AGV en 39,9% y 61,1% respectivamente, en contraposicion

con las demas experiencias.

Tal como han reportado algunos autores, el problema principal para tratar anaerébicamente el SL radica
en los problemas de acidificacién que presenta este sustrato. Segun reporta Ghaly, (1996), la lactosa
presente en el SL es facilmente convertida por los microorganismos en acidos orgdanicos, los cuales
debido a las diferentes velocidades de las etapas acidogénica y metanogénica, no suelen ser convertidos
posteriormente en metano, provocando la acumulacién de los mismos y disminuyendo el pH del sistema
causando inhibicion y bajas producciones de biogds y metano. Por su parte Erglder etal., (2001)
quienes analizaron la produccién de biogas utilizando SL como sustrato en reactores batch, encontraron
que la adicidén al sistema de nutrientes, metales trazas y/o suplementacion de la alcalinidad es de vital
importancia para evitar el fallo del proceso. Si el valor de pH se encuentra dentro de los limites
adecuados, tal como se puede verificar de la Figura V.7, entonces se deberia analizar si las elevadas
concentraciones de AGV podrian ser las responsables de la desestabilizacion del sistema. Segun Lin
etal., (2012), una concentracién de AGV superior a 5.000 mg/L, podria inhibir la actividad de las
bacterias metanogénicas, aunque este valor limite no es tan estricto y deberia analizarse cada caso
particular. De acuerdo a los resultados observados en cuanto a la baja produccion de metano detectada
para las RSI 3:1 y 6:1, conjuntamente con las elevadas concentracién de AGV observada a lo largo de
todo el proceso, exhibiendo valores maximo de 8.596 mg/Ly 12.568 mg/L durante la primera semana de
proceso, se podria deducir que el proceso anaerdbico presento inhibicién. Por lo tanto, cuando se
trabaja con un sustrato complejo, como es el caso del SL, es necesario asegurar una elevada alcalinidad
en el sistema, que permita compensar los cambios de pH por la acumulacién de AGV, ademas de una
elevada concentracion de indculo, que permita consumir rapidamente los AGV que puedan formarse.
Sin embargo, seria necesario llevar a cabo estudios posteriores tendientes a verificar cual es la relacién

6ptima entre la cantidad de inéculo y compensacién de la alcalinidad que asegure un proceso estable.

En general, con el incremento de la concentracion de indculo en un sistema, aumenta las velocidad de
consumo de AGV, lo que se verifica como concentraciones de AGV menores a lo largo de todo el
proceso, pero en el caso de sustratos de rapida velocidad de degradacion y por lo tanto de rapida
formacion de acidos como lo es el SL, es necesario aportar al sistema no sélo una elevada concentracion
de bacterias metanogénicas, sino también asegurar un valor de alcalinidad adecuado que evite la

disminucion del valor de pH.
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Figura V.6: Variacion de la concentracion de la AP y los AGV para los tres sustratos y para las tres RSI
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4.4.2. Variacion de la concentracion de AP

La AP o los cambios en la capacidad buffer del sistema es otro parametro que se debe analizar
conjuntamente con la evolucidn de la concentracion de los AGV. En todos los tratamientos aplicados se
observé un aumento de la AP con el progreso de la DA (Figura V.6). En los tres sustratos analizados, para
la RSI 1:1 se observé un rapido aumento de AP durante los primeros 20 dias, estabilizandose en una
meseta cuyos valores finales resultaron 4.598 mg/L para PC, 4.863 mg/L en FORSU y 9.528 mg/L en SL.
En términos porcentuales, el incremento de AP resultd similar para los tres sustratos (180% para PC,
208% para FORSU y 195% para SL). El elevado valor de AP observado en SL comparado con el resto se

explica por el agregado de bicarbonato inicial para compensar el bajo pH del sustrato.

Los tratamientos con la RSI 3:1, incrementaron su AP en mayor medida que los tratamientos con la RSI
1:1. Para PC el incremento fue de 379% con un valor final de la AP de 5.879 mg/L, mientras que para
FORSU se observaron aumento de 501%, alcanzando un valor final de 6.769 mg/L. En el caso de SL, el
valor final resulté 10.072 mg/L aumentando 111% desde el valor inicial, aunque el aumento observado
no es comparable con el de los demas sustratos, como resultado de que el proceso presentd inhibicion.
Tal como se explicd en Capitulo Il. 3.4., l]a AP aumenta como consecuencia de la degradacion de los
compuestos organicos, los que liberan didxido de carbono (CO2) y amoniaco (NHs). Por lo tanto, una
mayor alcalinidad es un indicio de una mayor degradacién de la materia orgdnica, esto podria explicar
parcialmente los resultados encontrados a partir del analisis de la remocion en SV de la Tabla V.4, donde
para la RSI 3:1, tanto PC como FORSU, la reduccién del contenido en SV fue de 62%, mayor que la

reduccién alcanzada para la RSI 1:1 que fue 45,5 y 50,5% para PC y FORSU respectivamente.

En lo que respecta a los tratamientos con la RSI 6:1, el comportamiento fue diferente, en el caso de PC
como en FORSU, la AP aumenta durante los primeros 14 dias y permanece constante durante los
siguientes 20 dias resultando en un valor final de 4.598 mg/L y 5.979 mg/L, lo que representan
incrementos desde el inicio del proceso de 355% y 414% respectivamente. Este comportamiento en
donde la AP permanece constante puede ser explicado en un consumo de AP por parte de los AGV
generados. En el caso del SL el valor final de 13.040 mg/L representa un aumento desde el inicio del
proceso de 118% pero al igual que para la RSI 3:1 los valores no son comparables con los demas

sustratos debido a la inhibicién que sufrié el proceso.

Los resultados encontrados para los tres sustratos estudiados, indicaron que a medida que aumenta la
RSI, aumentan los problemas por sobrecarga del proceso, esto es, acumulacion de AGV y por lo tanto
baja produccién de metano. Este comportamiento fue reportado por otros autores, quienes trabajaron
con otros tipos de sustratos tales como residuos de vinagre (subproducto de la fermentacién en estado
sélido de cereales y su salvado para hacer vinagre)(Feng et al., 2013) y residuos de comida (Neves et al.,

2004).
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4.4.3. Andlisis de la variacion del pH

El equilibrio entre los valores de la concentracion de AGV y AP determinan finalmente los valores de pH
que alcanzard el sistema. Tal como se observa de la Figura V.7, el pH aumenta rapidamente en PC
durante los primeros dias de la experiencia, para luego mantenerse en el rango comprendido entre 7,0-
8,0. Los valores finales alcanzados corresponden a 7,95, 8,10 y 7,80 para las RSI 1:1, 3:1 y 6:1
respectivamente, valores cuya tendencia resulta similar a los valores alcanzados para la AP, donde el

mayor valor de pH se observa para RSI 3:1 correspondiente al de mayor valor de AP en el reactor (Figura

V.6).
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Figura V.7: Variacion de pH

En lo que respecta a FORSU, se verifica para RSI 1:1 y 3:1 un rdpido aumento en el pH durante los
primeros dias, en contraste para la RSI 6:1 donde se observa una leve disminucién, vinculada a una
mayor concentracion de AGV durante los primeros dias de experiencia. Esto no impide que el sistema
sea capaz de recobrar rapidamente la neutralidad, alcanzado al final valores similares entre los distintos

tratamientos (8,0, 8,17 y 8,21 en orden creciente de RSI).

En funcion de las elevadas concentraciones de AGV observadas en el tratamiento con SL, principalmente
para RSl 3:1 y 6:1, se esperaria un decrecimiento marcado en los valores de pH, aunque debido a la
elevada capacidad buffer del sistema, s6lo se observa una pequena reduccion del pH durante la primera
semana, esto no significa que el sistema se encuentre equilibrado, ya que como ha observado Ahring
et al., (1995), sustratos con elevada capacidad buffer pueden reportar pequefios cambios de pH tal
como se verifica a menudo en reactores con elevado nivel de amoniaco, aun cuando el sistema se
encuentra altamente estresado. Los elevados valores de AP (Figura V.6) provocan que el valor de pH se

mantenga durante casi toda la experiencia por encima de 8 para todas las RSl analizadas.

4.4.4. Analisis de la variacion de la RA

La RA, parametro que relaciona la concentracion de AGV con AP, es un indicador de la estabilidad de un
proceso. Feng et al., (2013) identifica tres rangos para determinar la viabilidad del proceso de DA: RA <

0,4 refleja un proceso estable, 0,4 < RA < 0,8 puede haber algln grado de inestabilidad, y RA>0,8 indica
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inestabilidad significativa. La Figura V.8 muestra los valores de la RA alcanzados al final del proceso por
todos los tratamientos, se observa que cuando se utiliza una RSI baja (1:1) el proceso presenta una
elevada estabilidad, para la RSI 3:1 a excepcion de SL, los demas sustratos mostraron adecuada

estabilidad y para RSI 6:1 no se puede asegurar que el proceso tenga un funcionamiento estable.

0,70 -
0,60 - *
*
0,50 -|
RA=0,4 Proceso Estable o)
0,40 & AFORSU
<
-4
030 - OPC
osL
0,20 -|
2 A
o
0,10 - o
0,00 ; : i
1 3 6
Figura V.8: RA para cada sustrato y cada RSI
4.4.5. Nitrogeno amoniacal

El amonio (NH4*) y el amoniaco libre (NH3) son las dos formas preponderantes de nitrégeno inorganico
en un reactor anaerdbico, y la relacion entre estas dos formas depende principalmente del valor de pH
del efluente. De estos dos, el amoniaco libre es el mas téxico, debido que puede pasar a través de la
membrana celular causando desbalance de protones y deficiencia de potasio; por otro lado,
concentraciones de NHs por debajo de 200 mg/L es beneficioso para el proceso de DA debido a que el
nitrégeno es un nutriente esencial para los microrganismos (Lin et al., 2012). Los valores iniciales y
finales de estos analitos, asi como el porcentaje de variacién que sufrieron durante el proceso
anaerdbico se muestran en la Tabla V.6. El sustrato que presenta la mayor concentracién inicial de NH4*
es PC, mientras que la mayor concentracidn inicial de NHs la presenta el SL, como resultado de los

elevados valores de pH que presenta este sustrato, aunque en ninguin caso los valores se encuentran

por fuera de los rangos que pueden ser considerados como inhibidores del proceso.

Respecto a la concentracidn final de NHs*, en todos los casos se observaron incrementos a lo largo del
proceso, aunque de diferente magnitud: en PC, varié entre 20,7 (RSl 6:1) y 38,2% (RSI 1:1), en FORSU
entre 194% (RSI 1:1) y 623% (RSI 6:1), y en SL entre 120 y 89% para las RSI 1:1 y 6:1 respectivamente.
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Tabla V.6: Variacién en la concentracién de NHs" y NH3 durante el proceso anaerdbico

NHg* (mg/L) NHs (mg/L)
Inicial Final % variacion Inicial Final % variacion
PC
1:1 865,7+12,3 1.155,2+249 a 38,2 12,8+0,2 102,4+8,9 a 700
3:1 1.181,8+16,3 1.456,5+127,8b 23,2 6,8+0,1 181+34,4 b 2.565
6:1 1.515,1+0,7 1.828,9+28,8 ¢ 20,7 5,510,0 109,146,0 a 1.882
p-valor 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008
FORSU
1:1 245,3+6,3 722,949,9 a 194,7 2,940,1 89,7+14,0 a 3.033
3:1 131,949,7 803,7+23,0 b 509,1 1,240,1 116,1+7,5b 9.815
6:1 102,1+12,5 737,8+31,4 a 623 0,5+0,1 106,9+12,6 ab 21.298
p-valor 0,0014 0,0018 0,0001 0,0308
SL
1:1 376,0+10,6 827,5+45,3 120,1 16,940,5 58,6%3,5 a 247
3:1 411,6%4,0 743,9+50,2 80,7 16,5+0,2 93,1+1,8 b 463
6:1 419,6%17,9 796,9+100,3 89,9 22,0+0,93 181,7+33,0c 728
p-valor 0,0722 0,1959 0,0052 0,0000

La concentracién de NHs que puede inhibir la actividad metanogénica no es un valor estricto, tal como
fue analizado en el Capitulo Il Seccion 3.6.1, sino que depende de varios factores, tales como la
temperatura y la aclimatacién de los microrganismos, entre otros. En este sentido, Lin et al., (2012)
reportd como valor limite 200 mg/L, mientras que Yenigiin y Demirel, (2013) y Gerardi, (2003) indicaron
150 mg/L. De todos los tratamientos, solamente SL con RSI 6:1 mostrd un valor final elevado de NHz de
181,7 mg/L, lo que puede atribuirle un cierto grado de responsabilidad sobre la inhibicion de la actividad

metanogénica en sinergia con las elevadas concentraciones de AGV observadas.
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4.5. Modelado de la producciéon de metano

Si se asume que la hidrdlisis de la materia organica sigue una cinética de primer orden, la produccion

acumulada de metano puede ser modelada mediante una ecuacion de primer orden (PO) Ec. V.2.

B(t) = By » (1 — kD) Ec. V.2

donde B(t) representa la producciéon acumulada de metano al dia t de digestion (mL/g SV), Bo es la
produccion potencial de metano del sustrato (mL/g SV), k es la constante de desintegracion de primer
orden que representa la velocidad de produccién de metano (1/dia) y t es el tiempo (dias). Esta ecuacion
ha sido utilizada por Kafle y Kim, (2013) y Kwak et al., (2013) para modelar la produccién de metano de
estiércol de cerdo mientras que Gunaseelan, (2004) la aplicé en el estudio de la cinética de residuos
sélidos de frutas y verduras. Un factor importante para interpretar la fase de puesta en marcha de
cualquier sistema de DA, es conocer el periodo que necesitan las bacterias metanogénicas para
adaptarse al sustrato y al sistema en general. Este tiempo es habitualmente denominado fase de retardo
o fase “de retardo” y se considera una medida de la eficiencia del proceso. Este tiempo puede ser
calculado a partir de la ecuaciéon o Modelo de Gompertz (MG) que se describe a través de la Ec. I1.31:
Mp =P xexp [ Fatret) Ec.V.3

donde Mp representa la produccién acumulada de metano (mL/g SV), P es la produccién final de metano
(mL/g SV), Rm representa la velocidad de produccion de metano durante la fase exponencial (mL/g SV
dia), A representa la fase retardo (dias) y t representa el tiempo del proceso. Esta ecuacion ha sido
ampliamente utilizada como una herramienta para analizar la variacidon de los parametros en funcion de
las diferentes condiciones de proceso. Una recopilacién de referencias bibliograficas al respecto puede

encontrarse en el Capitulo Il Seccion 5. 2.

En esta etapa se aplicardn ambos modelos con la finalidad de identificar cudl de ellos presenta el mejor
ajuste a los valores experimentales obtenidos en cada ensayo y ademas evaluar la influencia de las

condiciones del proceso sobre los parametros cinéticos.

Un resumen de los pardmetros cinéticos obtenidos se muestra en la Tabla V.7. La primera columna
muestra los valores de la produccidn final de metano, que para el modelo de PO estd representado por
Bo mientras que en el MG estd representado por P. Estos valores fueron comparados con la produccion
final de metano experimental, y se calculd el error para cada uno de los ajustes, donde a medida que
aumenta la RSl el error cometido en el valor estimado por ambas ecuaciones también aumenta; siendo
mayor el correspondiente al ajuste mediante la ecuacién de PO. Si se toma en cuenta el tratamiento que
utiliza PC como sustrato con una RSI 6:1 se puede observar que mientras que el MG subestima el valor
experimental en 13,8%, el modelo de PO lo hace en 108,3%. El mayor error observado puede atribuirse

a que para menor cantidad de indéculo utilizado, los microorganismos necesitan mayor tiempo de
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adaptacion lo que se observa en un mayor valor de la fase de retardo. Dado que el modelo PO no
predice la existencia de esta fase, ya que describe el proceso una vez que comenzé la fase exponencial
de metano, no resulta adecuada para explicar el proceso en su totalidad, sobre todo cuando el proceso
muestra un periodo de adaptacién elevado. Los valores del coeficiente de correlacién (R?) para el
modelo de PO se encuentran en el orden 87-98%, mientras que el MG logra explicar mas del 99% de los
resultados experimentales. Los ajustes de los modelos correspondientes a los sustratos PC, FORSU y SL

se muestran en las Figura V.9, Figura V.10 y Figura V.11 respectivamente.

Tabla V.7: Resultado del estudio cinético utilizando el modelo de primer orden (PO) y el modelo de
Gompertz (MG)

Produccién final de metano (mL/g SV

afiadido) Error % R2 Parametros Cinéticos
PO MG
Experimental Bo P PO MG PO MG k Rm A

(d1) (mL/g SV dia) (dias)
381,73 398,07 374,25 -4,3% 2,0% 96,776 99,705 0,063 20,89 2,58
241,19 388,06 253,74 -60,9% -5,2% 96,908 99,712 0,015 6,20 5,80
231,90 483,03 263,88 -108,3% -13,8% 94,599 99,015 0,006 3,67 11,31
502,81 525,41 495,923 -4,5% 1,4% 95,376 99,667 0,067 31,99 3,05
330,37 411,28 342,828 -24,5% -3,8% 96,482 99,147 0,027 9,87 3,61
315,92 563,40 335,45 -78,3% -6,2% 96,536 99,664 0,013 8,01 6,61
454,87 526,92 449,10 -15,8% 1,3% 97,778 99,8357 0,041 18,77 2,04
139,88 193,082 137,74 -38,0% 1,5% 90,594 99,860 0,028 8,09 7,33
87,62 121,45 89,256 -38,6% -1,9% 87,179 99,926 0,018 4,16 13,40

En cuanto al anadlisis de los parametros cinéticos (k para el modelo de PO y Rm y A para el MG) se
observé un comportamiento similar para todos los sustratos: a medida que aumenta la concentracidn
de indculo en el sistema, aumentan las velocidades (k y R) de produccion de metano y disminuye el
tiempo de adaptacidn de los microorganismos al medio, disminuyendo por lo tanto, el tiempo necesario

para que comience la etapa de crecimiento exponencial.

De la comparacion de los valores obtenidos para la velocidades de produccidon de metano (k y Rm) entre
los distintos sustratos y considerando la RSl 1:1, se observa que FORSU presenta la mayor velocidad
(0,06746 dia'y 31,99 mlL/g SV dia) en comparacién con el resto de los sustratos analizados, que
mostraron valores de 0,06252 diay 20,90 mL/gr SV dia para PC seguido de 0,04148 dia™y 18,78 mL/g
SV dia para SL. Esta tendencia no se pudo verificar para RSI superiores; donde PC mostrd los valores mas
bajos de k y Rm para las RSI 3:1 y 6:1. Esto es, sobre los parametros cinéticos, no solo influye el tipo de

sustrato, sino también la RSI.
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El andlisis de la fase de retardo mostré que para RSl 1:1, SL es el sustrato de mas rapida

biodegradabilidad (2,04 dias), aunque no se presentan diferencias significativas al 95% de confiabilidad

con los valores obtenidos para los demas sustratos, en donde el PC y la FORSU mostraron una fase de

retardo de 2,58 dias y 3,05 dias respectivamente. Para las demas RSl analizadas, se invierte la tendencia

general, donde ahora el SL pasa a ser el sustrato que presenta la mayor fase de retardo, mientras que es

el FORSU el que presenta los menores tiempos. Posiblemente, esta inversidn en los valores sea el

resultado de la inhibicidn del proceso que se observé en las mayores RSl para SL, lo cual pudo generar

un aumento mayor de lo esperado para este parametro.
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Figura V.11: Ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de Primer Orden (PO) y a la Ecuacién de Gompertz
(MG) para SL.
Una forma de analizar el comportamiento de cada sustrato en relacion a la fase de retardo es a través
de la degradabilidad de sus componentes. La composicidn quimica de cada sustrato que fue reportada
en el Capitulo Il. Seccion 3.7.5, en donde se indicé que el SL estd conformado por un 80,9% de azlcares
de facil biodegradabilidad, principalmente azlcares, almidon y pectina (Labatut etal.,, 2011), esto
justificaria en gran medida que la fase de retardo para el SL sea menor que la de los demas sustrato. Por
su parte, el PC presenta 79% de sus componentes de facil degradabilidad, lo cual incluye, lipido,
proteinas, carbohidratos y AGV, mientras que FORSU segun Nielfa et al., (2015) contiene solamente
11,6% promedio entre proteinas, lipidos y carbohidratos, con una elevada concentracién de fibra
alrededor del 35%, lo que hace que el proceso sea mas lento al inicio, lo que se verifica como una fase
de retardo mas elevada que en el resto de los sustratos tal como se verificé para la RSI 1:1. A medida
que se incrementa la concentraciéon de sustrato en el digestor, la fase de retardo aumenta,
principalmente como resultado de una menor disponibilidad de inéculo y por lo tanto, menor
concentracion de bacterias metanogénicas presentes en el reactor. El aumento en la fase de retardo al
aumentar la RSI de 1 a 6 fue de 338%, 116% y 560% para PC, FORSU y SL respectivamente. En este
sentido se puede indicar, que no todos los sustratos presenta el mismo incremento en la fase de retardo
al disminuir la concentracion de indculo en el reactor, esto es el resultado de que las distintas
composiciones de los sustratos determinaran los distintos productos intermedios en el reactor. En el SL,
el aumento observado puede ser el resultado de la inhibicion que se presentd. Por lo tanto, las
caracteristicas del sustrato determinan la evolucién del proceso evitando en mayor o menor medida
problemas de inestabilidad, en casos donde se utilizan bajas RSI se debe prestar mayor atencién a la
naturaleza del sustrato, ya que definird la estabilidad del proceso, en este sentido, tanto PC como
FORSU mostraron una mejor capacidad para mantener un proceso en condiciones estables aun cuando

el aporte de indculo es bajo.
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4.5.1. Andlisis de la variacidn de los pardmetros cinéticos con la RSI para el PC

En este apartado se analizara la variacion de los parametros cinéticos correspondientes a la ecuacién de
Gompertz, fase de retardo (A) y la velocidad de generaciéon de metano (Rm) para PC para las distintas RSI
(1:1, 3:1 y 6:1) estudiadas en este capitulo, pero con la finalidad de verificar la variacion de estos
parametros en un rango mas amplio de RSI, se utilizaron también, los valores experimentales obtenidos
en la experiencia T3 del Capitulo IV correspondiente a una RSl de 14:1 (PC con 10% lodos como inéculo).
Para ello fue necesario en primer lugar ajustar los datos experimentales al MG. Debido a que en dicho
ensayo se verificaron dos etapas de produccion de metano, una debido a las bacterias aportadas por el
sustrato mismo y la segunda debida a las bacterias aportadas por el indculo, se ajustaron los datos de
produccién acumulada de metano aun modelo doble de Gompertz, de forma tal que permita identificar
las variables cinéticas que caractericen cada etapa. La Figura V.12, muestra el ajuste de la ecuacion
doble de Gompertz a los datos experimentales del tratamiento T3 (Capitulo 1V). Para poder comparar
con los datos de este capitulo, se utilizaron solamente los pardmetros cinéticos correspondientes a la

segunda etapa de produccion de metano, los cuales fueron de 3,5 mL/g SV dia para Rm y 68 dias para A.
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Figura V.12: Ajuste de la Ecuacion de Gompertz a los datos experimentales del tratamiento T3 del
Capitulo IV.

En la Figura V.13 se muestra la relacion entre los parametros cinéticos obtenidos para todos los ensayos
realizados con PC y la RSI. Swinnen et al., (2004) considera a la fase de retardo como un fendmeno
inherente a la cinética microbiana observado como un retraso en la respuesta de las poblaciones
microbianas ante cambios bruscos de las condiciones ambientales, que se encuentra influenciada
ademas por la cantidad de indculo utilizado. En base a este analisis, habria de esperar un aumento en el

valor de la fase de retardo a medida que disminuye la cantidad de indculo utilizado, es decir, en el
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sentido RSI 1:1 = RSI 14:1. El valor de la fase de retardo (2,67+0,22 dias) para el tratamiento 1:1 indica
una adecuada actividad metanogénica del indculo, ya que la produccién de metano se inicia
rapidamente a partir de la inoculacidn, creciendo a una velocidad exponencial con el aumento de la RSI.
La figura muestra ademas que si se hubieran considerado para el andlisis de la variacién de la fase de
retardo, solamente las primeras tres RSI, la mejor regresion hubiera sido una regresidon lineal, en tal
caso, la fase de retardo obtenida para la RSI 14:1 hubiera sido de 25 dias, mientras que el valor obtenido
experimentalmente corresponde a 68 dias, es decir, la regresién habria subestimado el valor de la fase
de retardo en un 68%. Tomando en consideracion todo el rango estudiado, la tendencia que mejor
responde corresponde a una de tipo exponencial, con la cual la diferencia entre el valor predicho para A

por la regresién es de 72 dias, es decir, solamente un 5,9% mayor que el valor experimental.
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Figura V.13: Velocidad de produccion de metano (Rm) y fase de retardo (A) para las diferentes RSI
utilizadas durante la DA de PC.

En lo que respecta a la constante cinética Rm (velocidad de produccion de metano), esta decrece con el
aumento de la RSI, indicando la ocurrencia de un proceso inhibitorio que reduce la velocidad de
generacién de metano a medida que aumenta la concentracion de sustrato en el reactor. El aumento de
RSI de 1:1 a 3:1 provoca un rapido decrecimiento de Rm (70,2%), a partir del cual el incremento de la
cantidad de sustrato no afecta significativamente este parametro, mientras que para la para RSl 6:1 la
disminucion observada con respecto a la RSI 1:1 fue 82,4%, para la RSl 14:1 la diminucién fue de 83,5%.
En otras palabras, a valores elevados de RSI la cantidad de indculo influye en menor medida sobre la
velocidad de produccion de metano (p-valor= 0,0035). Resultados similares fueron encontrados por
Raposo etal., (2006) quienes reportaron que las constantes cinéticas de produccion de metano

decrecen a medida que aumenta la cantidad de sustrato en el reactor, aunque el rango de analisis fue
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para las RSl de 1:1, 0,7:1, 0,5:1 y 0,3:1, a diferencia del presente estudio en donde la concentracion de

indculo fueron menores.
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5. Conclusiones

Del analisis de la influencia de la cantidad de indculo sobre la DA de los tres sustratos estudiados se

destacan los siguientes resultados parciales:

e Elincremento de la RSI disminuyd tanto la produccidn de metano (y biogds) como la velocidad
de generacion del mismo, independientemente del sustrato utilizado. Las concentraciones
mdximas de metano para un mismo sustrato resultaron similares para las diferentes RSI
utilizadas, difiriendo en el tiempo necesario para alcanzar este maximo (mayor RSI mayor
tiempo). Por lo tanto, el incremento en la RSI, implican disminuciones en el volumen de indculo
utilizado, disminuyendo la concentracidén de bacterias metanogénicas en el reactor, generando
un retardo el proceso.

e El tipo de sustrato utilizado tiene un efecto decisivo sobre la produccidn de metano; del analisis
para una misma RSI, FORSU demostrd ser el sustrato que presenta la mejor capacidad de
produccion de metano, tendencia que se mantiene para las diferentes RSI estudiadas. La mayor
cantidad de indculo ademas favorece una mayor remocién de materia orgdnica aunque se
observaron leves diferencias en el porcentaje removido entre RSI 1:1y 3:1.

e En lo que respecta a la variacion de las concentraciones de AGV, se observan diferencias
significativas entre sustratos: mientras que en PC disminuyd su concentracién desde el inicio
del proceso para todas las RSI estudiadas, en FORSU y en SL se evidenciaron incrementos
durante la primera semana de proceso siendo este aumento mayor a medida que aumento la
RSI. En SL para las RSl 3:1 y 6:1, el aumento en la concentracién de AGV provocd la inhibicion
del proceso. En general al aumentar la concentracidn de indculo en el sistema, se verifica un
aumento en la velocidad de reduccién de la concentracién de AGV. Una situacidn particular la
presenta SL, sustrato que ha demostrado ser de dificil tratamiento mediante DA, debido a su
tendencia a la acidificacion, por lo cual se requiere no sélo asegurar una adecuada alcalinidad al
sistema a través del aporte externo de un agente buffer sino ademas de asegurar una elevada
concentracion de bacterias metanogénicas. Para altas RSI habria que tomar precauciones
mayores durante el periodo inicial del proceso para evitar incrementos en la concentracion de
AGV que puedan desestabilizarlo.

e El analisis de la RA demostrd que tanto para la RSl 1:1 como para la 3:1, al final del proceso
presenta un valor que corresponde a un proceso estable, la Gnica excepcion corresponde al SL
cuyo valor se encuentra por encima de 0,4 (proceso estable), mientras que para la RSI 6:1 todos
los sustratos presentan un cierto grado de inestabilidad.

e Respecto a los modelos cinéticos propuestos, los datos experimentales ajustaron mejor al
modelo de Gompertz principalmente a mayor RSI, donde la fase de retardo observada no

puede ser predicha por la ecuacién de primer orden.
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En cuanto al anadlisis de los parametros cinéticos (k para el modelo de PO y Rm y A para el MG)
para los tres sustratos se observd que a medida que aumenta la concentracién de indculo en el
sistema, aumentan las velocidades (k y Rm) de produccion de metano y disminuye la fase de
retardo acelerando el inicio de la fase metanogénica.

En general se pudo observar que utilizar una elevada concentracién de inéculo (menor RSI)
asegura mayor produccion de metano evitando problemas de inhibicion. Sin embargo, aplicar
una relacion RSI 3:1 contribuiria a incrementar la capacidad del reactor sin presentar problemas
de acumulacién de AGV favoreciendo el aumento de la AP del sistema y de la remocién de

materia organica, aunque requeriria mayor control en la fase inicial del proceso.
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ANALISIS DE LA CO-DIGESTION DEL PC, SLy FORSU

1. Introduccion

La co-digestion anaerdbica es un proceso a través del cual se trata una mezcla de dos o mads tipos de
residuos de diferentes caracteristicas con el objetivo de optimizar la produccion de metano. La mezcla
de sustratos genera una heterogeneidad que provee los nutrientes y elementos trazas necesarios para
favorecer el adecuado crecimiento y diversificacion de los microorganismos lo cual, segin Pagés-Diaz
et al., (2014) se evidencia a través de una produccion de metano mayor que la que generarian las

fracciones individuales.

De los desafios que plantea la co-digestion anaerdbica el principal es encontrar una concentracién
adecuada de sustratos que maximice la produccién de metano (Hublin y Zelic, 2013; Mata-Alvarez et al.,
2000; Pagés-Diaz et al., 2014). Considerando ademas que, si bien son multiples las combinaciones
posibles que se pueden utilizar, segln Esposito et al., (2012) cada caso particular debe investigarse, para
determinar las condiciones de operacién Optimas en términos de las fracciones relativas de cada
sustrato en la mezcla a digerir. Una estrategia adecuada seria la de utilizar residuos que sean capaces de
compensar carencias de algunos co-sustratos o de atenuar fenémenos inhibitorios, por ejemplo, la
adicion de residuos de facilmente degradabilidad, tales como residuos de frutas y verduras a los
estiércoles de animales, podria incrementar la produccion de biogds, como resultado de cambios en las
caracteristicas de los sustratos que seran alimentados al reactor (Callaghan et al., 1999; Li et al., 2009).
Aunque si las concentraciones relativas de los sustratos no son las adecuada para la configuracién del
sistema, podrian generarse problemas de sobrecarga organica, acidificacidn e inestabilidad del proceso

(Carneiro, 2005; Gontupil, 2013; Li et al., 2009).

Los estiércoles provenientes de diferentes tipos de establecimientos de cria intensiva de animales, tales
como el purin de cerdo, los estiércoles de gallina o los efluentes provenientes de los tambos, son en
general sustratos que abundan y que han sido ampliamente utilizados para la produccion de biogas,
aunque la DA de estos sustratos como unica alimentacion al reactor ha sido dificultosa debido
principalmente a los elevados contenidos de amonio en los residuos, lo que puede ocasionar el fracaso
del proceso (Callaghan et al., 1999; Hansen et al., 1998). Seguin reporta Gonzalez-Fernandez y Garcia-
Encina, (2005) el PC, suele presentar un bajo potencial de produccion de metano cuando es digerido sin
un co-sustrato. En este sentido, los resultados encontrados en el Capitulo V de esta tesis, muestran que
la produccion de metano del PC fue en promedio 26% menor que la produccion de la FORSU y un 16%
menor que la produccion del SL®. Sin embargo, segln reporta Campos Pozuelo, (2001) este residuo es un
buen sustrato base para la co-digestion, porque, generalmente, presenta un elevado contenido de agua,
una elevada capacidad tampdn y ademas aporta una amplia variedad de nutrientes necesarios para el
crecimiento de los microorganismos anaerobios. En este sentido, el PC mostré un contenido de

humedad de 94,4%, mayor que la del FORSU (77,5%), ademds, una alcalinidad inicial mayor (6.285 mg

6 en este caso solo se compararon los valores obtenidos para la RSI 1:1, ya que en las demas RSI estudiadas se
verificd inhibicion del proceso y por lo tanto no son comparables.
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CaCOs/L) que la del SL o la del FORSU, la cuales fueron nulas, presentando ademas valores de pH &cidos.
En contraste, la DA de FORSU suele presentar deficiencia de nutrientes necesarios para el desarrollo de
los microorganismos anaerobios (relacion C/N muy elevada), baja alcalinidad y excesivo contenido en
sélidos (Carneiro, 2005). Por su parte el SL, sub-producto de la industria lactea, presenta un elevado
contenido de carbohidratos de facil biodegradacidén (Gelegenis et al., 2007) aunque su baja o nula
alcalinidad, la alta carga organica (DQO) y la tendencia a acidificarse rapidamente (Kavacik y Topaloglu,
2010) lo convierten en un sustrato de dificil tratamiento mediante DA. Los resultados encontrados en el
Capitulo V concuerdan con lo reportado por estos autores, en donde la tendencia a la acidificacién del
SL dificultd su tratamiento mediante DA. Por lo tanto, la co-digestion del PC como sustrato base con SLy
la FORSU como co-sustratos podria ser planteada como una solucidn a los problemas generados por
cada uno de ellos, lo que permitiria compensar la carencia de nutrientes y la baja alcalinidad de los co-

sustratos, asi como el bajo potencial de produccién de metano en el PC.

Entre las distintas experiencias que han sido encontradas en la literatura relativa al proceso de co-
digestiéon anaerdbica, por lo general se ha trabajado solamente con dos sustratos. En este sentido,
Gelegenis et al., (2007) han estudiado el proceso de SL con guano de gallina, encontraron que es factible
de evolucionar sin problemas hasta concentraciones de suero de 50% en volumen. Por su parte, Kavacik
y Topaloglu, (2010) analizaron la DA de SL con estiércoles provenientes de tambos en reactores
continuos a dos regimenes de temperatura (25°C y 34°C), encontrando que el inicio del reactor es un
factor fundamental para el proceso, destacando ademas, la importancia de iniciar el proceso con un

estiércol digerido con la finalidad de asegurar la estabilidad del mismo.

La FORSU, por su parte, al presentar un alto contenido en carbohidratos, representa un buen co-
sustrato. En este sentido, Yusof et al., (2014) quienes analizaron la produccién de metano en co-
digestion con estiércol de gallina, encontraron que la mdxima produccidn se obtiene a concentraciones
de FORSU de 20% y, que mas alld de este porcentaje la produccion disminuye como consecuencia de
problemas de acidificacion. Shin et al., (2008) quienes estudiaron la co-digestién de PC con FORSU,
determinaron que la mayor produccién de metano se obtiene al utilizar una relacién PC/FORSU de
60:40. Kim et al., (2003) por su parte, analizaron el proceso anaerdbico de los FORSU en co-digestién
con lodos de depuradora en régimen mesofilico concluyendo que la utilizacién de una concentracion de
FORSU de 39,1% en SV optimiza el proceso. En funcidn de los resultados encontrados en la bibliografia
se puede establecer que para un determinado sistema, existe una concentraciéon de co-sustratos
6ptima, donde la produccién de biogas serd mayor que la de los sustratos individuales. Mas alla de esta
concentracion, se reduce la estabilidad del sistema y por lo tanto la produccién de metano, sobre todo

cuando se trabaja con residuos con alta carga organica y de facil acidificacion.

Mas aun, resulta dificil generalizar sobre las caracteristicas de un sustrato en particular. En el caso de los
estiércoles considerado como un buen sustrato base, sus caracteristicas suelen variar ampliamente de

acuerdo a factores tan diversos como la cantidad de agua de lavado, el tipo de alimentacion y la edad de
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los animales, entre otros (Moller et al., 2004). Por esta razdn, es que cada caso debe ser tratado en

forma particular.

En lo que se refiere a la seleccidn de la concentracion del sustrato a estudiar, del analisis de la literatura
se ha observado diferentes criterios: en muchos casos se analiza el rango de 0-100% de co-sustrato (Shin
et al., 2008), de 0- 80% en SV (Kim et al., 2003), de 0-70% en SV (Kougias et al., 2010) o concentraciones
de hasta el 50% (Callaghan et al., 1999), mientras que otros acotan aun mas los rangos analizados,
utilizando por ejemplo 0-20% de co-sustrato (Campos et al., 1999). En la mayoria de estos casos, se
suele verificar cudl de las experiencias realizadas es la que produce una mayor cantidad de metano o la
mayor remocién de materia organica y en funcion de dicha informacidn, se selecciona la concentracién
de co-sustrato optima. Sin embargo, mediante dicha metodologia resulta dificil determinar si una

concentracion intermedia de co-sustratos resultaria mejor que las estudiadas.

De acuerdo con lo informado por Venkateswara Rao y Baral, (2011), la revision de la literatura no reveld
una técnica basica para la seleccién de las proporciones de residuos adecuadas para el proceso de co-
digestidon que sea capaz de maximizar la produccion de biogas y reducir en forma eficiente los SV en el
digestor. Tampoco se han encontrado estudios que permitan entender el efecto de la composicion
sobre la biodegradacion del proceso a fin de optimizar las variables de respuesta. Aunque durante los
ultimos afios, para el estudio de la co-digestidn anaerdbica ha comenzado a utilizarse el tipo de analisis
estadistico conocido como disefios de experimentos, el cual hace referencia al proceso realizado para
planear el mismo, con la finalidad de recabar los datos necesarios que posteriormente seran analizados
con métodos estadisticos para llegar a conclusiones validas y objetivas (Montgomery, 2004). Dentro de
los disefios de experimentos se puede mencionar un caso particular conocido como disefios de mezcla,
en donde se explora cdmo cambia una propiedad del proceso al cambiar la composicion de la mezcla, y
la interaccion entre los componentes es estudiada con el objetivo de maximizar la respuesta. Este tipo
de disefios tiene la particularidad de que la respuesta dependera de la cantidad relativa de los
componentes en la mezcla y no de su cantidad absoluta (Coronado et al., 2014; Venkateswara Rao y
Baral, 2011). La propiedad del proceso finalmente es analizada mediante la metodologia de superficie
de respuesta, la cual representa al conjunto de técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para
modelar y analizar problemas en los que una variable de interés es influenciada por otras, con el
objetivo final de optimizar la variable estudiada. Este método estadistico ha sido aplicado al proceso de
co-digestion para analizar la performance del mismo utilizando diferentes tipos de residuos. Capela
et al., (2008) quienes estudiaron la produccion especifica de metano y la remocion de SV en el proceso
de co-digestion de FORSU, barros industriales y estiércol de vaca, encontraron que los primeros
aumentan la produccion de metano, mientras que los barros compensan la alcalinidad del sistema.
Pagés-Diaz et al., (2014) analizaron mediante la metodologia de superficie de respuesta la produccién de
metano y su velocidad de generacidn, identificando los efectos sinérgicos y antagdnicos que influyen
sobre dichas variables para finalmente optimizar el proceso de la co-digestion de residuos de matadero

(rumen, sangre y relleno de intestinos), estiércoles (50% cerdo, 25% de caballo y 25% de vaca), cultivos
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(70% fruta verde y residuos de vegetales y 30% de paja) y FORSU. Por su parte, Venkateswara Rao y
Baral, (2011) utilizaron la metodologia de disefio de mezcla y superficie de respuesta para encontrar la
combinacién de sustratos que optimice tanto la produccion acumulada de metano como la remocion de
SV de dos conjuntos de residuos, los que incluian lodos de depuradora, estiércol provenientes de
tambos, residuos de jardin y efluentes de la produccidn de jugos de fruta, encontrando que las mezclas
de lodos y estiércoles producian efectos sinérgicos, mientras que la utilizacion de las aguas residuales de
jugo de fruta disminuian los valores de pH de las mezclas, reduciendo la producciéon de metano. Como
puede observarse, esta metodologia permite analizar diferentes variables de respuesta, lo que ofrece
una herramienta que puede adaptarse a cada estudio en particular. En el proceso de generacion de
metano, es importante identificar las diferentes etapas que se producen y conocer parametros que las
representan con la finalidad de proveer informacidn para un futuro modelado del proceso, sin embargo,
no se han encontrado trabajos que analicen los pardmetros que caracterizan la cinética de produccién
de metano mediante esta metodologia. Mds aun, en todos los trabajos mencionados se han analizado a
los co-sustratos en el rango 0-100%, sin embargo, dependiendo del objetivo del trabajo, si lo que se
busca es aumentar la produccién de metano de uno de los sustratos en particular mediante la adicién
de otros co-sustratos, el andlisis en todo el rango no seria adecuado, ni brindaria la informacion que se
esta buscando. Si por el contrario se define un disefio con rangos acotados, donde se respete que el
sustrato base se encuentre en mayor proporcion, pero que ademas la adicion de co-sustratos se realice
de modo tal que la relacion de nutrientes (C/N) se encuentre dentro de los limites establecidos como
adecuados para el crecimiento de los microrganismos, acotaremos el rango de trabajo, reduciremos la
cantidad de experiencias a realizar, obteniendo finalmente mayor informacion sobre la produccién de

metano.

2. Objetivos

El objetivo de este capitulo es estudiar el proceso de co-digestion anaerdbica del PC utilizando dos co-
sustratos altamente disponibles en la zona de estudio, como son los FORSU y el SL. Se aplicara el
proceso de co-digestion en biodigestores de tipo batch bajo régimen mesofilico y se estudiara el efecto
de la composicion de la alimentacidn sobre la produccidon de metano, explorando la formulacién que
optimice los parametros cinéticos. Se aplicard el procedimiento estadistico de disefio de mezcla y
andlisis de superficie de respuesta identificando efectos sinérgicos y/o antagdnicos que puedan influir

sobre la productividad del sistema.
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3. Materiales y Métodos

A continuacidn se detalla el procedimiento realizado para llevar a cabo la experiencia de co-digestidn:

e Se seleccionara un disefio estadistico de tipo mezcla a fin de especificar los distintos
tratamientos a llevar a cabo, los que se diferenciaran en su composicion (concentracién de PC,
SL, FORSU), para lo cual se establecieron limites en los sustratos considerando:

o EIPCse debe encontrarse en mayor proporcion (sustrato principal o sustrato base) por
lo tanto debe estar presente en todas las mezclas.

o La concentracion de los co-sustratos se establecera de forma tal que la relacion
DQO/Nwtal para todas las mezclas se encuentren dentro del rango 30/1 - 40/1
considerado como adecuado para mantener un proceso estable (Carneiro, 2005;
Durruty et al., 2012; Riquelme, 2009).

e Una vez realizada las mezclas se acondicionaran teniendo en cuenta las caracteristicas fisico-
quimicas de las mismas, con el objetivo de que cada reactor posea los mismos valores de pH y
ST. Posteriormente se le afiadird el indculo, en este caso se optéd por utilizar lodos de
depuradora en la RSl 3:1, relacién que fue seleccionada a partir de los resultados obtenidos
previamente en el Capitulo V.

e El primer analisis de los resultados se realizard en funcién de la produccién especifica de
metano (mL CHa/gr SV) y la remocién de materia organica de cada tratamiento con la finalidad
de intentar establecer la influencia de cada sustrato.

e Posteriormente se llevara a cabo el estudio cinético de la produccion de metano, en tres
etapas:

o En primer lugar se ajustaran los datos de la producciéon acumulada de metano para
cada uno de los tratamientos a la ecuacién de Gompertz y se determinaran los tres
parametros caracteristicos, produccién final de metano (P) (mL/ g SV), velocidad de
produccion de metano durante la fase exponencial (Rm) (mL/g SV dia), y la fase de
retardo (A) (dias).

o Se aplicara el analisis de superficie de repuesta a cada uno de los pardmetros de la
ecuacién de Gompertz, para encontrar el modelo matematico que mejor represente
cada uno.

o Por ultimo se llevara a cabo una optimizacidn conjunta de los tres parametros, con el
objetivo de determinar la composicion de la zona o zonas que optimicen todas las
variables, buscando que la produccién de metano sea mayor, mds rapida y que el

tiempo de adaptacion de las bacterias al nuevo medio sea lo mas bajo posible.
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3.1. Disefio de experimentos con mezclas (Conceptos Generales)

En los Disefio de Mezclas, los factores estan representados por los componentes o ingredientes de la
mezcla (x,), y la caracteristica especial, es que los niveles de cada factor no son independientes, esto es,
la suma de los porcentajes de cada componente en una mezcla determinada debe ser 100%. Ademas
sus proporciones (niveles de los factores) deben variar entre 0 y 1 (Eriksson et al., 1998; Kuehl, 2001;

StatPoint Technologies, 2010).

Asumiendo una cantidad de componentes g, que seran mezclados juntos en distintas proporciones, la

suma total de todos los componentes debe ser igual a un valor determinado T (Ec. VI.1)

X1 +X2+...Xq =T Ec. VI.1

Donde T a menudo resulta ser 100%. Ademas de esta restriccion, cada componente debe respetar un
limite minimo y maximo (Ec. VI.2), cuyos valores pueden ser simplemente Lj=0% y Uj=100% o ser mas

restrictivos, en cuyo caso los disefios suelen llamarse disefios restringidos.

j S % < Uj Ec. VI.2

Las caracteristicas que definen a las ecuaciones anteriores pueden ser descriptas geograficamente
dentro de un espacio experimental o factor espacial denominado Simplex. El nimero de componentes
en un experimento con mezclas es el que define el nUmero de ejes que tendra el factor espacial, es
decir, el simplex representa una figura de lados regulares con q vértices en g-1 dimensiones. Esto es,
para un disefio con dos componentes (q=2) el espacio de los factores es una linea recta, mientras que
para g=3, la region experimental corresponde a un tridngulo equilatero (Maldonado Arce, 1996). La
Figura VI.1 muestra el simplex para una mezcla de tres componentes y dos dimensiones, el cual es

representado como un triangulo equilatero.

Xy =1
(1,0,0

©.1,0) (©, % P (0,0, 1)
Xp=1 Xg=1

Figura VI.1: Ejes de coordenadas simplex para una mezcla de tres componentes con coordenadas del
disefio
Fuente: (Kuehl, 2001)
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Los vértices del tridngulo representan mezclas de un solo componente o mezclas puras, es decir, x; = 1
y los demds igual a 0. Los lados del tridngulo representan las coordenadas del disefio para mezclas de
dos componentes con el tercero igual a cero, mientras que las coordenadas del disefio en el interior del
tridngulo representan mezclas de tres componentes con x; >0, x, >0 y x3 > 0. Cualquier
combinacién de proporciones de componentes para un experimento de mezcla debe estar en la

frontera o dentro del triangulo de coordenadas que se muestra en Figura VI.1.

3.1.1. Metodologia de superficie de respuesta

En muchos de los estudios que se realizan con mezclas multicomponentes el énfasis esta en la medicién
de una caracteristica fisico-quimica determinada (variable de respuesta). En un experimento de mezcla
con tres componentes (q=3), el tridngulo equilatero definira todas las posibles mezclas, y las respuestas
a medir para las diferentes proporciones del estudio se representan por medio de una superficie de
respuesta que se encuentra sobre el tridngulo. En este sentido, la metodologia de superficie de
respuesta se puede definir como una colecciéon de técnicas matematicas y estadisticas utiles en el
modelado y en el analisis de problemas, en los que una respuesta de interés recibe la influencia de

diversas variables y donde el objetivo es la optimizacion de la respuesta (Montgomery, 2004).

Se puede asumir que la superficie de respuesta esta representada por una funcion que relaciona el valor
de la respuesta N con las diferentes proporciones de mezcla (x;, X, ..., X;) y se debe asumir que la

funcién o es continua dentro de los x; > 0, con j=1, 2,...,q. (Ec. VI.3)

N = (p(xl'XZl ...,xq) Ec. VI.3

El problema ahora se centra en encontrar la ecuacién matematica que represente adecuadamente a la

funcién @. En general, dichas funciones son representada a través de una funcién polinédmica (Lal, 2007).

La respuesta N puede ser visualizada graficamente de dos maneras, la primera, donde la respuesta se
grafica tridimensionalmente contra los niveles de las variables (xy, x3,.., x;) y se denomina superficie de
respuesta mientras que la segunda opcion corresponde a una grdfica de contorno, donde lineas de

respuesta constante son trazadas en el plano (xq, x5, . .,xq).

3.1.2. Puntos de disefio para los experimentos de mezcla

Para realizar modelos de mezclas de multicomponentes es necesario llevar a cabo algunos
experimentos, medir sus caracteristicas y posteriormente definir una ecuacion polinomial que se ajuste
a los resultados y que ademas pueda estimar las respuestas sobre la regién del Simplex (Maldonado
Arce, 1996). Con la finalidad de estudiar el efecto que cada componente tiene sobre una o mas variables

respuestas, se puede seleccionar entre los siguientes tipos de disefio de mezcla. La seleccidon dependera
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del numero de componentes, de la naturaleza de las restricciones impuestas, asi como del modelo al

cual se quiera ajustar la superficie de respuesta.

e Simplex-Lattice: corresponde a un espaciamiento del conjunto de puntos sobre un simplex por
medio de un arreglo ordenado, el cual consiste en distribuir uniformemente espaciados los
puntos sobre la region. Para un disefio lattice {q,m}, donde q representa los componentes y al
que se desea ajustar a un modelo de grado m, el disefio consiste en puntos cuyas coordenadas
son definidas por la combinacién de proporciones de componentes, donde se utilizardn m+1

puntos espaciados igualmente tal como define la Ec. VI.4:

| Ec. VL4

Si se busca ajustar a un modelo lineal, se utilizan sélo las mezclas puras; mientras que para un modelo
cuadratico se aplican mezclas binarias y para un modelo cubico, mezclas ternarias. El nUmero de puntos
totales se obtiene por combinaciones de g+m-1 en m (g+m-1 C m). En la Figura VI.2, se muestra el

espaciamiento de puntos en el simplex para un disefio lattice {3,3}.

P (P

T T

Figura VI.2: Distribucion de los puntos en el simplex para el disefio simplex-lattice {3,3}, donde P
(mezclas primarias), T (mezclas ternarias) y C (centroide)

e Simplex-centroid: el disefio consiste en 29-1 corridas de todas las mezclas principales, mezclas

binarias, ternarias, etc-; este disefio incluye el punto central dada por la siguiente ecuacion.
( ! ! ! Ec. VI.5
x1=—,x2=—,...,xq=—> C. VL.
q q
La diferencia de este disefio con el disefio simplex-lattice es que éste tiende a ubicar mas puntos en el

interior del simplex a diferencia del simplex lattice que los ubica sobre los limites, lo que ayuda a

detectar curvaturas en la superficie de respuesta.
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)

P x P
B

Figura V1.3: Distribucion de los puntos en el simplex para el disefio simplex-centroide. P (mezclas
primarias), B (mezclas binarias) y C (centroide)

Tal como se observa de las Figura VI.2 y Figura V1.3, la mayoria de las corridas estan ubicadas en la
frontera de la region, de modo que con excepcion del punto central, sélo se analizan mezclas de los g-1
componentes. Una posibilidad para resolver esta situacidn es realizar un aumento del disefio ubicando
puntos en el interior del simplex, donde las mezclas estan formadas por la totalidad de los

componentes.

e Vértices extremos, corresponde al disefio en donde cada corrida representa los vértices de la
region de estudio. Si se aplican limites superiores e inferiores en los componentes, el disefio
espacial puede contener restricciones y por lo tanto la forma del simplex suele no ser regular.
En tales casos, los otros dos disefios no se pueden aplicar y este es el Unico disponible. Un

ejemplo de este tipo de disefio se muestra en la Figura VI.4.

Figura VI.4: Ejemplos de regiones irregulares de mezcla para mezclas de tres y cuatro componentes. Las
formas irregulares de estas regiones de la mezcla son causados por las restricciones relacionales a los
limites inferior y superior distintos de Oy 1.

Fuente: (Eriksson et al., 1998)

Una vez seleccionado el disefio y obtenidos los datos de la variable respuesta, se debe identificar el
modelo que mejor ajuste a los datos. Los modelos estandares disponibles al que pueden ajustarse los

datos corresponden a un modelo lineal, a un modelo cuadratico, a un modelo cubico especial y a un

modelo cubico, cuyos términos se detallan a continuacion:

e Modelo Lineal

Y = Bix1 + Box; + Baxs Ec. VI.6
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e  Modelo Cuadrdtico
Y = Bixy + Baxz + Baxs + Prax1 X2 + Brax1 X3 + PazXaX3 Ec. VL7
e  Modelo cubico especial
Y = Bixy + Baxy + Paxz 4 PraXi Xy + PraxiXs + PazXaXs + PrazXiXoX3 Ec. V1.8
e Modelo cubico

Y = Bixy + Baxay + Baxz + PraX1 X + PisxiXs + PazXaXs
+ B123X1X3X34 612X, %5 (% —%3) + 1321 %3 (%1 —x3) Ec.VI.9

+ 833%2x3(x3—x3)

En donde S representa a los coeficientes de regresidon y x;, x, y x5 representan a cada uno de los
componentes de la mezcla. Cuando existe curvatura derivada de una mezcla no lineal entre pares de
componentes, el coeficiente f;; representa la interaccién entre ellos, pudiendo representar efectos
sinérgicos (+) o antagonicos (-). El agregado en el modelo de un término de mayor orden suele ser
necesario debido a que estos fendmenos de mezclas pueden ser complejos y el término B dara

informacion sobre dicha complejidad.

En algunos disefios de mezcla no es posible explorar el rango completo (0 < x; < 1) con todos los
componentes, esto puede ser porque se requiera que al menos uno de ellos se encuentre en cierta
proporcion en todas las mezclas. Esto define un tipo de disefios conocido como disefios restringidos,
donde en lugar de trabajar con componentes se suele trabajar con pseudocomponentes (x;), los que
tienen la particularidad de variar entre 0 - 1. La transformacién de los componentes a
pseudocomponentes se realiza de la manera que se indica a continuacién a través de las Ec. VI.10 a Ec.
VI.13, donde [; representa el limite inferior de una variable. El mismo procedimiento deberia aplicarse

en caso de contar con un limite superior para un componente determinado.

li < X <1 Ec. VI.10
x, _ X; — li Ec. VI.11
=t
_yP .
(i-57.0)
p Ec. VI.12
Yy<1
j=1
X+t tx, =1 Ec.VI.13
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Los pseudocomponentes, en efecto, cambian la escala del area de datos restringida, de manera que la
cantidad minima permisible (el limite inferior) de cada componente sea cero y el maximo sea 1. Esto
hace que un disefio restringido en pseudocomponentes sea igual a un disefio no restringido en
proporciones. (Minitab, 2007). En donde el rango de cada factor variara entre 0 y 1. De esta manera si el
analisis es realizado en pseudocomponentes, permitird que los coeficientes del modelo sean
interpretados como efecto de los factores de mezcla, aun cuando el simplex sea mostrado en las

unidades originales (Lundstedt et al., 1998).

3.1.3. Seleccion del modelo adecuado

Tal como se indicd anteriormente, cada variable de respuesta serd ajustada a los distintos modelos
disponibles para el disefio de mezclas elegido. Posteriormente, la seleccién del modelo mas adecuado
serd llevada a cabo teniendo en cuenta los siguiente parametros caracteristicos (Abdullah y Chin, 2010;

StatPoint Technologies, 2010; Venkateswara Rao y Baral, 2011).

e Error estandar de la regresion (S), medido en unidades de la variable de respuesta: estima la
desviacion estandar del término de error en el modelo. Permite controlar la distribucion de los
datos y se utiliza como una medida del ajuste del modelo en la regresién y en el analisis
ANOVA. Como regla general, a menor valor de S mayor respuesta del modelo.

e Coeficiente de determinacidn (R?), es un valor que refleja la relacién entre el modelo y una o
mas variables de prediccidn, y es capaz de medir la bondad del ajuste del modelo a los datos.

e R? (ajustado) es un coeficiente de determinacién (R?) modificado que ha sido ajustado por el
numero de términos del modelo. Mientras mayor sea R? (ajustado), mejor se ajustara el modelo
a los datos experimentales. Es util para comparar modelos con diferentes cantidades de
términos. Este ajuste es importante porque R? siempre aumentard para cualquier modelo
cuando se agregue un nuevo término, y por lo tanto parecera tener un mejor ajuste. En
cambio, el valor de R? ajustado aumentara sélo si el nuevo término mejora el modelo, pero
disminuird si no lo hace (Minitab, 2007).

e R? (pronosticado) es otro parametro estadistico que refleja con cudnta efectividad predecir el
modelo los datos futuros. De manera general, mientras mas grande sea R? (pronosticado) mejor
ajustara el modelo a los datos (Minitab, 2007).

e PRESS (suma de cuadrados de los errores de prediccidon) es un parametro estadistico que
evalla la capacidad predictora del modelo y es utilizado para calcular R? (pronosticado). En
general, a menor valor de PRESS, mejor sera la capacidad predictora del modelo. El valor de
PRESS se calcula como la suma de los cuadrados del error de prediccion, en forma similar a
como se calcula la suma de los cuadrados de error (SSE). Las diferencias con SSE es que el
parametro PRESS se obtiene a partir de los valores pronosticados Yi. Este valor pronosticado se
obtiene mediante un procedimiento que implica en primer lugar la eliminacién de la i-ésima

observacion del conjunto de datos. Con las n observaciones restante se estima la ecuacién de
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regresion, la cual se utiliza para obtener el valor pronosticado para la i-ésima observacion Yi

(Abdullah y Chin, 2010; Minitab, 2007; Venkateswara Rao y Baral, 2011).

En funcion de estos parametros el modelo que presente los valores mas bajos de S y PRESS y el valor

mas alto de R? (pronosticado) correspondera al modelo que mejor ajusta los datos.

3.1.4. Significancia de los coeficientes del modelo

Muchas veces el interés del problema se centra en probar la significancia de los coeficientes de
regresion individuales, ya que el modelo podria ser mas eficaz si se incluyen variables adicionales o si se
elimina alguna de ellas. El agregado de una variable al modelo de regresidn incrementa por un lado la
suma de cuadrados de la regresion (SSregresion), pero disminuira la suma de cuadrados del error (SSE).
Se debe decidir por lo tanto, si el incremento de la SSregresion es suficiente como para garantizar el uso
de la variable adicional, ya que agregar una variable no importante para el modelo incrementard el

cuadrado medio del error, reduciendo la utilidad del modelo (Montgomery, 2004).

Para analizar la significancia de los coeficientes de regresidn, necesarios para comprender el patron de
las interacciones mutuas entre las variables, se analizan los estadisticos p-valor y t-valor. Cuanto menor
sea la magnitud de p-valor y mayor la magnitud de t-valor, mas importante sera el coeficiente y debe ser
mantenido; de otra manera se puede rechazar dicho término (Sen y Swaminathan, 2004; Venkateswara

Rao y Baral, 2011).

3.1.5. Analisis de la adecuacion del modelo

Un modelo de regresion probablemente produzca resultados pobres o equivocados a menos que sea un
ajuste adecuado (Montgomery, 2004). Con la finalidad de chequear la adecuacién del modelo
seleccionado, es necesario contar con toda la informacién de la falta de ajuste, informacién que esta
contenida en los residuos del modelo (Liu etal., 2004; Sen y Swaminathan, 2004). El residuo
corresponde a la diferencia entre el valor observado y el valor predicho por la regresion (Venkateswara
Rao y Baral, 2011); si el modelo es adecuado, la distribucién de los residuos no deben presentar
patrones observables. Una forma de verificarlo es mediante la grafica de residuos. En este trabajo se
utilizaran los siguientes graficos, generados por el programa Minitab, a fin de verificar que los errores
estan normalmente distribuidos, que son independientes de los demds y que la varianza del error es
homogénea (Liu et al., 2004). En el grafico de la probabilidad normal de residuos, los puntos deben
formar una linea recta, si los residuos estan normalmente distribuidos. Si los puntos en la gréfica salen
de la linea recta, el supuesto de normalidad puede ser invélido. El grafico de residuos versus valores
ajustados debera mostrar un patréon aleatorio de residuos a ambos lados del cero. Si un punto se
encuentra lejos de la mayoria de los puntos, puede ser un valor atipico. La presencia de un valor atipico
puede introducir distorsidn en el analisis de la varianza, y por lo tanto la localizacidon de un valor atipico

requerird un analisis mds detallado de dicho valor. Una grafica de residuos versus orden en el que se
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colectaron los datos (1 2 3 4... n) puede proveer un recurso para inspeccionar visualmente los residuos y
determinar si son independientes entre si, 0 en otras palabras que no estan correlacionados. Finalmente
el histograma de residuos, provee una herramienta exploratoria que muestra las caracteristicas
generales de los datos, incluyendo valores atipicos o valores inusuales en los datos. La presencia de

largas colas en la grafica podrian indicar sesgo en los datos (Minitab, 2007; Montgomery, 2004).

3.1.6. Optimizacién

Cuando el analisis del problema implica analizar varias respuestas a la vez, la optimizacién implicara
encontrar un conjunto de condiciones de operacion que optimice todas las respuestas o que al menos
las mantenga en los rangos deseados. Para realizar esta operacion de optimizacién conjunta, en primer
lugar serd necesario encontrar el modelo de superficie de respuesta adecuado para cada una de las

variables.

La técnica de optimizacidn consiste en convertir cada respuesta y; en una funcién con condicién de
deseabilidad individual (d;) que varia en el rango (0,1), donde si la respuesta estd en su meta u objetivo,
entonces d; = 1, mientras que si la respuesta estd fuera de la regién de aceptabilidad, entonces d; = 0.
En una optimizaciéon multiple con m respuestas, la deseabilidad global se calcula como una deseabilidad

conjunta (Ec. VI.14).

D = (d; dy..dy)Y™ Ec. V.14

Estudio de la cinética de la digestion anaerdbica de residuos orgdnicos y agroindustriales


mk:@MSITStore:C:/Program%20Files/Minitab%2015/resources/1034/Mtbst.chm::/ST_Regression/Regression/Residual_Plot_Choices.htm
javascript:BSSCPopup('../../Shared_GLOSSARY/Residuals_def.htm');
javascript:BSSCPopup('../../Shared_GLOSSARY/Skewness_def.htm');

ANALISIS DE LA CO-DIGESTION DEL PC, SLy FORSU

3.2. Caracterizacion de los sustratos y del in6culo

La Tabla VI.1 resume las caracteristicas fisico-quimicas iniciales de los sustratos utilizados para esta
experiencia (PC, FORSU y SL) y de los lodos de depuradora utilizados como indculo. Los valores que se
muestran corresponden al valor promedio de las repeticiones * la desviacidn estandar. Las letras junto a
los valores, indican si presentan o no diferencias significativas al 95% de confiabilidad para un

determinado parametro.

De todos los sustratos, los FORSU son los de mayor contenido en ST (22,5+1,4%), y mayor contenido en
materia organica, expresado tanto en unidades de DQO (181.033 + 4.830 mg/L) como en unidades de SV
(19,33 + 0,59%), mientras que el SL por el contrario, corresponde al sustrato que presenta el menor
contenido en ST (1,1£0,0%) y en materia organica (0,93+£0,01%SV y 12.687+552,1 mg/L DQO). Estos
resultados se diferencian de los observado en el Capitulo V, donde el SL utilizado presenté una
concentracion de materia orgdnica mucho mayor que la de este capitulo, lo que denota la
heterogeneidad del mismo; el inéculo, por su parte, presenta un contenido de materia organica en

términos de DQO estadisticamente similar al SL.

Tanto el SL como los FORSU corresponden a los sustratos mas acidos con valores de 6,26 y 4,3 de pH
respectivamente y por lo tanto presentan alcalinidad muy baja o nula. Por otro lado, el PC presenta una
mayor AT (8.019,9+721,8 mg/L) y un mayor contenido tanto de nitrégeno total (4.775,0+247,5mg/L)
como de nitrégeno amoniacal (2.947,6+39,7mg/L) en comparacién con el resto de los sustratos. En

general estas mismas diferencias entre sustratos fueron observadas en el capitulo previo.

Tabla VI.1: Caracteristicas Fisico-quimicas de los sustratos y del indculo

Inéculo Sustratos
Parametro
Dt:‘:‘r’::;a PC sL FORSU
%ST 6,1+0,1b 6,710,1b 1,1+0,02 22,541 4¢
%SV (b.h.) 3,48+0,14° 5,58+0,13¢ 0,93+0,01°2 19,33+0,59¢
DQO (mg/L) 10.735+102 2 99.879+1,078 b 12.687+552,12 181.033+4.830°¢
pH 7,67 6,79 6,26 4,32
AT (mg CaCOs/L) 3.091,4+210,1° 8.019,9+721,8¢° 409,3+7,92 02
RA 0,1+0,0° 4,3+0,0¢ 1,7+0,5° 02
Nrotal (mg/1) 1.250+141,42 4.775,0+247,5¢ 445,0+77,82 3.350+636,4
NH4*(mg/L) 635,4+72,7°¢ 2.947,6+39,74 7,95+1,52 134,847,2°
NH3 (mg/L) 32,7+3,7¢ 20,9+0,3b Oa Oa
DQO/Ntotal 8,6+1,0° 21,041,3% 28,8+3,85 54,9+9,0¢

La relacion DQO/N que se observa en la Tabla VI.1 para cada uno de los sustratos, muestra que todos se

encuentran por fuera del rango 30/1 — 40/1 necesario para mantener un régimen estable (Carneiro,

Veronica E. Cérdoba - 2015



ANALISIS DE LA CO-DIGESTION DEL PC, SLy FORSU

2005; Durruty etal., 2012; Riquelme, 2009) y evitar problemas relacionados con el desbalance de

nutrientes que fue explicado en el Capitulo Il — Seccidn 3.5.

3.3. Seleccion del diseiio de mezcla

Para analizar la cinética del proceso de co-digestion se utilizd un disefio de mezcla con restricciones en
los niveles altos y bajos para cada componente (sustratos), tal como se ha indicado, la utilizaron de tres
tipos de sustratos, define un disefio con 3 componentes (q=3), donde x; hara referencia al PC, x, al SLy
x5 al FORSU. Para la seleccién de las restricciones se tuvo en cuenta, que el PC sera el sustrato base, al
cual se le adicionara los co-sustratos, por lo tanto, se establecen los limite minimo y maximo para el PC
de 60% y 80% en volumen, teniendo en cuenta experiencias previas encontradas en la bibliografia.
Carlos et al., (2013) y Cérdoba et al., (2013) quienes analizaron la co-digestion del SL con estiércoles de
tambo y PC respectivamente, encontraron que concentraciones mayores de un 20% producian
reduccién en la produccién de metano, en funcidn de esta informacién, se establece 80% de PC como
limite maximo. Por otro lado, Kim et al., (2003) y Shin et al., (2008) quienes utilizaron la FORSU como
sustrato para la co-digestion con lodos de depuradora y con PC respectivamente encontraron que la
maxima produccién se obtiene cuando se alcanza el limite 40% en FORSU, a partir de esto se establece
como limite inferior el 60% de PC. En funcién de estas referencias, se establecieron ademas
concentraciones maximas para SL y FORSU de 20% y 40% respectivamente. La Tabla VI.2 resume los
valores de los limites minimos y maximos establecidos para cada uno de los sustratos, teniendo en
cuenta, por un lado que la suma de sustratos satisfaga la condicién de sumar 100% en todas las mezclas,
pero que ademds cumplan con la condicion de poseer una relacion DQO/N+otal dentro del rango 30/1 —

40/1.

Tabla VI.2: Limites en la concentracion de los sustratos para el ensayo de co-digestion

Limite minimo Limite maximo
Componente
%vol. %vol.
PC 60 80
SL 0 20
FORSU 20 40

El disefio seleccionado para la experiencia corresponde al disefio tipo simplex centroid con tres
componentes (q=3) los cuales definen un disefio con 23 — 1 = 7 tratamientos. La Tabla VI.3 muestra la
concentracion de cada componente en las diferentes mezclas, tanto en porcentaje en volumen como en

pseudocomponentes.
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Tabla VI.3: Concentraciéon de los componentes de acuerdo al disefio de mezcla seleccionado

%Volumen Pseudocomponentes
Tratamiento
% PC % SL % FORSU % PC % SL % FORSU
T1 66,67 6,67 26,67 33,3 33,3 33,3
T2 60 10 30 0 50 50
T3 70 10 20 50 50 0
T4 60 0 40 0 0 100
T5 70 0 30 50 0 50
T6 60 20 20 0 100 0
T7 80 0 20 100 0 0

El resultado del espacio factorial de todas las mezclas posibles es reducido a un subespacio del simplex
original como consecuencia de las restricciones establecidas. La Figura VI.5 muestra la ubicacion de los
puntos en el simplex con los correspondientes porcentajes en volumen equivalente a los que se
muestran en la Tabla VI.3. Cada corrida se realiza por duplicado a fin de determinar el error
experimental. Todos los puntos representan una combinacién factible de los tres componentes. Los
vértices representan puntos en donde uno de los componentes es establecido como su valor maximo,

mientras que los otros se mantienen en sus valores minimos.

PC
80
3 5
20 0

1

6 2 4

20 60 40

SL FORSU

Figura VI.5: Ubicacion de los puntos experimentales en el simplex

El disefio de mezcla propuesto (simplex centroide), permitirda que cada variable analizada pueda ser

ajustada a tres modelos, el modelo lineal, el cuadratico y el cubico especifico.

3.4. Diseiio experimental y acondicionamiento de los reactores

El equipo utilizado para realizar la experiencia es el mismo que el indicado en el Capitulo Ill. Seccion 1, el
cual consiste en la utilizacion de biorreactores de tipo batch de 1 L de capacidad mantenidos en

condiciones mesofilicas (35°C + 1°C).
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El proceso de preparacién del sistema de co-digestion se llevd a cabo en etapas. En primer lugar se
prepararon las mezclas de los sustratos, luego se procedié a medir los pardametros fisico-quimicos de
interés, para finalmente ajustar los parametros tales como pH y ST a los valores adecuados para

asegurar un régimen de funcionamiento estable del proceso.

La Tabla VI.4 detalla las caracteristicas iniciales de las mezclas de sustratos antes de incorporar el
indculo. Se observa en todos los casos, que el valor de pH es ligeramente acido, variando entre 5,76 y
6,19, y que todos los tratamientos presentan valores de la RA de entre 7,32 — 14,16, los cuales resultan
elevados en comparacién con los sugeridos para un proceso estable (0,3-0,4). Mas aun, los valores de ST
se encuentran en el limite de lo que se considera una digestién de tipo hiumeda (5 a 10%), ademas de
observarse elevados valores de DQO. Estas caracteristicas en conjunto podian causar la sobrecarga del
sistema, aumentando la concentracion de los AGV a valores donde se inhiba el proceso y/o se reduzca el

pH del sistema a valores donde ya no pueda recuperarse.

Tabla VI.4: Caracteristicas fisico-quimicas de las mezclas de sustratos sin indculo

Caracteristicas Fisico-quimicas de las mezclas de sustratos

Reactor PC/SL/RSU
pH RA DQO (mg/L) ST (%)
T1 (66,6; 6,6; 26,6) 5,91 11,98+11,93 94.921+1.640 9,64+0,55
T2 (60; 10; 30) 6,19 7,46+2,50 94.760+1.725 9,91+0,59
T3 (70; 10; 20) 6,11 7,54+0,42 95.123+1.143 9,50+0,45
T4 (60; 0; 40) 5,76 14,16+0,06 98.028+1.240 10,13+0,74
T5 (70; 0; 30) 5,95 8,66+0,07 105.113+6.500 10,99+0,60
T6 (60; 20; 20) 5,96 7,32+0,25 81.259 £1.382 8,19+0,44
T7 (80; 0; 20) 5,95 7,55+0,21 95.244+1.467 9,09+0,46

A fin de asegurar que los resultados estén influenciados sélo por las proporciones de cada uno de los
sustratos y evitar problemas de sobrecarga orgdnica, una vez cargados los biorreactores con las mezclas
de sustratos en las proporciones indicadas en la Tabla VI.3, se ajusto el contenido de sélidos totales por
medio de la adicién de agua hasta alcanzar un valor cercano a 5% lo que asegurara el funcionamiento
del proceso en condiciones humedas (mismas condiciones en las que se trabajé en las experiencias
realizadas en el Capitulo IV y V). Posteriormente se controlé que el valor de pH esté cercano a la
neutralidad, adicionando la cantidad necesaria de bicarbonato de sodio. Un procedimiento similar fue
llevado a cabo por Capela et al., (2008), quienes afiadieron agua en los reactores para disminuir el
contenido en ST, micro-macro nutrientes y bicarbonato de sodio y potasio para compensar la alcalinidad

del sistema.

Finalmente, después del acondicionamiento de las mezclas, se agregd el indculo en una relacién (en
unidades de SV) de 3 partes de sustrato por cada parte de indculo. Para la seleccién de la RSI a utilizar

en esta experiencia se consideraron los resultados obtenidos en el Capitulo V, donde si bien la mayor
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produccion de metano fue alcanzada por la RSI 1:1, para la seleccion de la RSI 3:1, se tuvo en cuenta en
primer lugar, que la mayor parte del reactor sea ocupado con la mezclas de sustrato y no de indculo, y
por otro lado, que los reactores que utilizaron como sustrato PC y FORSU no presentaron problemas de
acidificacién ni inhibicidn, solamente el SL presento problemas por acumulacion de AGV en dicha RS, sin
embargo, en esta experiencia este sustrato se encontrara en bajas proporciones (20% en volumen). Por
ultimo, se considerd ademads, que los reactores que utilizaron una RSI de 3:1 presentaron un aumento
mayor en la capacidad buffer al finalizar el proceso y en la remocién de materia organica. La
caracterizacidn fisico-quimica final de cada tratamiento se muestra en la Tabla VIL.5. El volumen final de

biomasa (sustratos + agua + indculo) fue de 670 mL.

Tabla VI.5: Caracterizacion fisico-quimica de los tratamientos

Caracteristicas Fisico-quimicas
Reactor PC/SL/RSU

% SV DQO pH AT RA DQO/Notal
T1 (66,6; 6,6; 26,6) 3,58+0,16  35.199 + 560 7,09 4.676 + 256 2,22 32,9
T2 (60; 10; 30) 3,54+0,16 33.818 £566 7,02 4.416 + 330 2,46 34,6
T3 (70; 10; 20) 3,60+0,15 36.322+142 7,19 5.342+19 1,88 30,3
T4 (60; 0; 40) 3,60+£0,16 35.035+3.061 7,26 4.580 £ 58 1,71 38,0
T5 (70; 0; 30) 3,61+£0,16 34.554+1.213 7,11 5.0396 1,67 33,7
T6 (60; 20; 20) 3,55+0,15 35.426 £ 556 7,36 4.869 + 22 1,55 31,1
T7 (80; 0; 20) 3,58+0,15 38.002 + 542 7,33 4.742+7 1,82 29,5

De la Tabla VI.5 se observa que el contenido en SV se mantuvo entre 3,54 y 3,61 no presentando
diferencias significativas entre los valores al 95% de confiabilidad (p-valor=0,9988). En la tabla también
se muestran los valores finales de la relacién DQO/Nrotal para cada uno de los tratamientos, solamente el
tratamiento T7 con un valor de 29,5 (DQO = 38.002 * 542 mg/L), se encuentra ligeramente por debajo
del limite inferior del rango 30/1-40/1, establecido previamente. El pH se encuentra en torno a la
neutralidad (7,02 T2 — 7,36 T6), mientras que los valores de la AT estdn por encima de 3.000 mg
CaCOs/L, valor sugerido por Molina et al., (2009) y VoR et al., (2009), establecido como necesario para
asegurar la estabilidad del proceso y evitar caidas en los valores de pH ocasionados por la formaciéon de
los AGV (Gerardi, 2003). El valor de la RA disminuyé notablemente (en promedio la reduccién fue de un
78%) con respecto a los valores de las mezclas informado en la Tabla VI.4 (sin indéculo y sin
acondicionamiento), revelando la accién sinérgica de la dilucién, de la incorporacién del inéculo y de la

adicion de un tampdn como es el bicarbonato de sodio.
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4. Analisis de los resultados

4.1. Produccion de metano y eficiencia del proceso en términos de remocion
de materia organica

El proceso de DA tuvo una duracidon aproximada de 70 dias. De igual manera que en los capitulos
anteriores, la performance del proceso sera analizada en funcién de la produccién acumulada de biogas
y metano, asi como la remocién de materia organica en unidades de SV. Dichos valores se muestra en la
Figura VI.6. Los tratamientos que producen la mayor cantidad tanto de biogds como de metano
corresponden a los reactores T1, T2 y T6 (293,9 mL CH4/g SV en promedio), no presentandose
diferencias significativas entre sus valores al 95% de confiabilidad. En contraste, los reactores con la
menor productividad tanto de biogds como de metano corresponden a los reactores T3, T5 y T7 con una
produccion promedio de metano de 252,9 mL CH4/g SV. Por su parte, la remocién de la materia
organica expresada en unidades de SV varié en el rango 51,7 (T7) - 62,8% (T4), aunque a excepcion del
tratamiento T7 todos los demds no presentan diferencias significativas entre ellos al 95% de

confiabilidad.
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Figura VI.6: Produccidn acumulada de biogds, metano y remocién de SV en los tratamientos T1 a T7
Para un determinado pardmetro, iguales letras indican que no hay diferencias significativas entre sus valores medios
al 95% de confiabilidad.

Teniendo en cuenta la produccién de metano alcanzada por el PCy la FORSU en la RSI 3:1 del Capitulo V,
la cual fue de 241mL/g SV, y 330mL/g SV respectivamente, se puede observar que la produccién de
metano para las mezclas fue mayor que la del PC. En este sentido, la produccion final alcanzada por los
tratamientos T7 (80, 0, 20) y T4 (60, 0, 40) fue de 4,1% y 12,9% mayor que el obtenido para el PC solo,
indicando la influencia de agregado de FORSU sobre las mezclas. Por otro lado, se puede analizar el

efecto del SL sobre el proceso comparando la producciéon de metano de los tratamientos T3 (70, 10, 20)
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y T6 (60, 20, 20) con T7 (80, 0, 20), resultando en un aumento de la produccidon de metano de 2,6% y
17,6% al aumentar la concentracion de SL de 0 a 10% y de 0 a 20% respectivamente. En funcién de estos
resultados, se puede verificar que la utilizacién de los co-sustratos, tanto de SL como de la FORSU, dio

como resultado un aumento en la produccion de metano.

Del andlisis de la Figura VI.6, no se puede observar una relacidn entre la produccién de metano y la
remocion de materia organica. Sin embargo, si se analizan estos parametros en funciéon de la
concentracion de PC en el reactor (Figura VI.7), se verifica una tendencia decreciente tanto en la
remocion de materia organica como en la produccidon de metano a medida que aumenta la
concentracion de PC en el reactor. Esto es el resultado de que los co-sustrato utilizados (SL y FORSU)
presentan tanto un elevado contenido de materia organica de facil degradacién, como un elevado

potencial de produccién de metano, tal como se demostré en el Capitulo V.
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Figura VI.7: Remocién de materia orgénica (% SV) y produccidn de metano en funcién del contenido de
PC en el reactor
Con el objetivo de verificar cdmo evoluciond el proceso, al final del mismo se midieron los valores de pH
y alcalinidad (AT, AP y Al), a partir de los cuales se determind la RA. Los valores de pH y de la RA para los
distintos tratamientos se muestran en la Figura VI.8, donde se observa que la RA se mantuvo en el rango
recomendado de 0,3-0,4, por lo cual se puede indicar que no se produjo acidificacion durante el proceso
en ninguna de las mezclas analizadas. Por su parte, los valores de pH al final del proceso se encuentran

en torno a la neutralidad, manteniéndose en el rango 7,5-8,0.
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Figura VI.8: RAy pH de los tratamiento al finalizar el proceso anaerdbico
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4.2. Estudio cinético: Ajuste de la produccion de metano a la Ec de Gompert

En la Figura VL9, se muestra la produccién acumulada de metano (mL/g SV) obtenida
experimentalmente para cada tratamiento (puntos) como valor medio para las repeticiones realizadas y
el ajuste de los datos a la ecuacién de Gompertz (linea llena), junto con el coeficiente de determinacidn
(R2) para el ajuste, mientras que en la Tabla VI.6 se muestran los parametros del ajuste. En todos los
casos el coeficiente de determinacién (R2) resultd superior a 99%, e indica la bondad del ajuste de los

datos experimentales al modelo aplicado.
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Figura VI.9: Ajuste de la ecuacidon de Gompertz a los datos experimentales

En general se observa que los valores de P (produccidn final de metano) obtenidos mediante la ecuacién
de Gompertz subestiman los valores de produccidn final obtenidos experimentalmente, sin embargo, la

mayor diferencia es del orden de 6,6%, la cual se da en el tratamiento T7 (80, 0, 20), cuyo valor de R? es
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menor al de los demas y es ligeramente superior al 99%. En los restantes tratamiento el error no supera
el 2,8%. El tratamiento T6 (60, 20, 20) es el que presenta el mayor valor de P (303,4 £ 9,7 mL/g SV) y es
seguido por los tratamientos T2 (60, 10, 30) y T1 (66,67; 6,67, 26,67), indicando que la mayor
produccion es alcanzada por aquellos reactores que en su composicion tienen tanto SL como FORSU en
mayor proporcion. En contraste los que presentan un menor valor de P corresponde a los tratamientos
T3, T5 y T7, que son aquellos que tienen en su composicion 30% y 20% de los co-sustratos (SL y FORSU).
Un analisis de la influencia de los co-sustratos sobre la produccion de metano fue realizado en la seccion

4. 1 de este capitulo.

La velocidad de generacion de metano en la fase exponencial (Rm) para los distintos tratamientos puede
ser comparada con los valores obtenidos en el Capitulo V seccion 4.5 (Modelado de la produccion de
metano). Para los sustratos en forma individual y para la RSI 3:1, se observé un aumento de la velocidad
en el sentido PC, SL, FORSU con valores de 6,20, 8,08 y 9,80 mL/g SV dia respectivamente. Se verifica
que el reactor que presenta la menor velocidad de produccion de metano corresponde al tratamiento
T7 (80, 0, 20) con una velocidad de 6,9 * 0,5 mL/g SV dia, valor que es esperable teniendo en cuenta que
corresponde al reactor con la menor concentracidn de co-sustratos. Se verifica ademds, un aumento en
las velocidades de produccién de metano del 30,4% al aumentar la concentracién de la FORSU de 20
(T7) a 40% (T4). El tratamiento T2 (60, 10, 30) presenta el mayor valor de Rm, y corresponde a un valor
mayor del que podria esperarse en funcién de los valores encontrados para las velocidades individuales,

pudiendo ser el resultado de una interaccion sinérgica entre los distintos sustratos.

El tercer y Ultimo parametro obtenido corresponde a la fase de retardo (A), el cual brinda informacién
sobre el tiempo transcurrido desde el inicio de la experiencia hasta el inicio de la fase exponencial. De la
Tabla VI.6 se observa que la fase de retardo varia entre 6,0 + 1,0 dias para el tratamiento T4y 10,5+ 0,8
dias para el tratamiento T2. Estos valores son superiores a los obtenidos para los sustratos individuales,
que mostraron valores de la fase de retardo de 5,80, 3,60 y 7,33 dias para el PC, la FORSU y el SL
respectivamente. En funcion de los valores individuales y de los obtenidos para los distintos
tratamientos de co-digestion, se observa un efecto sinérgico que aumenta los valores de la fase de
retardo en mayor medida de lo que se podria esperar a partir de las fracciones individuales. La presencia
de un medio mas heterogéneo que por un lado favorece una mayor produccion de metano como
consecuencia de una mayor variedad de nutrientes, por otro, el sistema necesita tiempos de adaptacion
mayores, aumentando por lo tanto los valores de la fase de retardo. A diferencia de los valores de P y
Rm, en donde fue posible encontrar alguna relaciéon entre la adicion de los co-sustratos y el valor de
dichos parametros, en el andlisis la fase de retardo, no fue posible encontrar una tendencia clara en los

datos.
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Tabla VI.6: Parametros de la Ecuacion de Gompertz

Produccién final de metano (mL/g SV Parametros Cinéticos de Gompertz

afadidos)
Reactor
Rem A
Experimental P % error i i R?
(mL/gr SV/dia) (dias)
T1 297,545,1 297,8+8,2¢ 1,7% 9,2+0,5 8,4+0,8° 99,5417
T2 293,9+7,0 300,1+7,9¢ 2,1% 9,6+0,5¢ 10,5+0,8¢ 99,6094
T3 257,642,3 263,3+7,2° 2,2% 8,8+0,5° 8,5+0,9° 99,4797
T4 272,346,0 276,1+7,9¢ 1,4% 9,0+0,6 6,0+1,0° 99,3478
T5 250,3+4,7 253,7+5,9° 1,4% 8,7+0,5° 7,8+0,8b¢ 99,5924
T6 295,243,8 303,4+9,7¢ 2,8% 8,9+0,6° 6,8+1,0%° 99,3739
T7 250,946,5 267,4+12,4°¢ 6,6% 6,9+0,5° 7,1+1,3%5¢ 99,0068

Del andlisis preliminar de los parametros de la ecuacién de Gompertz se observa que el tratamiento T6
(60, 20, 20) corresponde al de mayor produccién final de metano (P), mientras que el tratamiento T2
(60, 10, 30) maximiza tanto la velocidad de generacién de metano (Rm) como la fase de retardo (A), en
contraste el tratamiento T4 con la composicion (60, 0, 40) es el reactor que presentd la menor fase de
retardo, aunque presenta valores de P y Rm intermedios entre los demas reactores. Por lo tanto, si lo
que se busca es optimizar el sistema maximizando las variables P y Rm y minimizando la fase de retardo
(M), es necesario hacer uso de una herramienta tal como la metodologia de superficie de respuesta, que
permita hacer una analisis mas amplio de estos parametros en toda la zona de estudio de forma que

podamos encontrar una composicién que permita satisfacer todas las condiciones impuestas.

4.3. Estudio cinético: Analisis de los parametros de Gompertz mediante la
metodologia de superficie de respuesta

Las variables que se obtienen del ajuste de la ecuacion de Gompertz (P, Rm y A) definen pardmetros
propios del proceso de DA tales como el tiempo necesario para la adaptacién de las bacterias al nuevo
ambiente o fase de retardo (A), la maxima velocidad de crecimiento de las bacterias en el medio
especifico (Rm) asi como la produccién final de metano (P) de cada mezcla en particular. El poder
analizar estas variables a través de la metodologia de superficie de respuesta permitira investigar la
influencia de cada una de los sustratos individuales sobre los parametros del proceso, identificando
ademds, si se presentan efectos sinérgicos o antagdnicos que aumenten o disminuyan los valores de los

parametros cinéticos mas de lo que se deberia esperarse en funcion de las fracciones individuales.

4.3.1. Seleccion del modelo mas adecuado

Las variables de respuesta (P, Rm, y A) fueron ajustadas a los modelos lineal, cuadratico y cubico
especifico, disponibles de acuerdo al disefio de mezclas seleccionado (simplex centroide). En la Tabla
V1.7, se muestran los valores del error estandar de la regresion (S), y los coeficientes de determinacidn,

R?, R? (ajustada) y R? (pronosticado), asi como la suma de cuadrados estimados (PRESS) para cada uno

Estudio de la cinética de la digestion anaerdbica de residuos orgdnicos y agroindustriales



ANALISIS DE LA CO-DIGESTION DEL PC, SLy FORSU

de los modelos, los cuales son utilizados para determinar aquel que mejor ajuste a los datos
experimentales. Tal como se indico en la seccion 3. 1. 3. del presente capitulo, el modelo que presente
los menores valores de Sy PRESS y el valor mas alto de R? (pronosticado) serd el que represente el mejor
ajuste. En base a este analisis, el modelo cubico especifico resulta el mas adecuado para ajustar a los
parametros P y A, mientras que el modelo cuadrdtico lo es en relacidn a la variable Rm. De acuerdo con
Olivato et al., (2013) un valor de R? mayor a 0,7 indica un buen ajuste a los valores experimentales. Tal
como se observa de la Tabla VI.7, todos los valores de R? se encuentran por encima del 90%, y la
capacidad predictora del modelo - que se puede analizar a través del valor de R? (pronosticado)-
presenta valores de 64,40% para A, 74,63% para Rm y 91,19% para P, lo que indica que los modelos
seleccionados son adecuados para realizar predicciones para otras composiciones que se encuentren
dentro del simplex, pero que no hayan sido realizadas experimentalmente. El valor de R? (pronosticado)
para A no es tan elevado como para las demas variables analizadas, sin embargo, teniendo en cuenta los

demas pardmetros estadisticos, se considera que el modelo es apropiado para el anélisis.

Tabla VI.7: Resumen estadistico de los modelos aplicados para ajustar los parametros de la ecuacién de
Gompertz (P, RmyA)

Error estandar L. Ajuste de la Reg.resién Suma de
Modelo de la regresion Regresion regresion estimada Cuaf:lrados
S R® R? (ajustado) RZ. estimada
(pronosticado)* PRESS*
P
Lineal 13,88 56,70 48,83 38,82 2995,97
Cuadrdtico 11,85 77,05 62,71 47,51 2570,33
Cubico especifico 3,93 97,80 95,91 91,19 431,39
Rm
Lineal 0,53 69,04 63,42 41,61 5,72
Cuadrdtico 0,29 92,93 88,51 74,63 2,49
Cubico especifico 0,31 93,20 87,36 72,78 2,67
A
Lineal 1,57 4,04 0,00 0,00 47,38
Cuadrético 0,76 83,71 73,52 54,15 13,01
Cubico especifico 0,60 91,11 83,49 64,44 10,09

* Valores estimados mediante Minitab 15.

4.3.2. Analisis de regresion para P, Rmy A

La funcion polinomial que representa a la superficie de respuesta y que relaciona el valor de las
variables P, Rm y A con las diferentes proporciones de los sustratos de la mezcla, tendra coeficientes que
analizan la influencia de los componentes puros (Bi), de la combinacidn de las mezclas de dos
componentes (Bi) y del efecto mds complejo que se analiza a través de la interaccion entre los tres
componentes (Bik). El sigho de cada coeficiente brindard informacién sobre su influencia en la variable

de analisis, pudiendo presentar un efecto sinérgico si el signo es positivo, o antagdnico si el signo es
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negativo. La significancia de cada coeficiente sera determinada mediante los estadisticos t-valor y el p-
valor, siendo mas significativo a mayor magnitud de t-valor y a menor p-valor (Yetilmezsoy et al., 2009).
En la Tabla VI.8 se muestran los coeficientes de los modelos para los tres parametros analizados, y se
incluye ademas, el coeficiente de regresién, el coeficiente de regresidon ajustado y el p-valor del
modelo’. Del andlisis de este Gltimo pardmetro se puede corroborar que los modelos seleccionados son
adecuados para ajustar a los datos experimentales (Liu etal.,, 2004; Sen y Swaminathan, 2004;

Yetilmezsoy et al., 2009).

Tabla VI.8: Coeficientes de regresion para los modelos cubico especifico (P, A) y cuadratico (Rm)

P (mL/g SV) Rm (mL/g SV dia) A (dias)
Término
Coef EScoef t-valor p-valor i Coef EScoef t-valor p-valori Coef EScoef t-valor p-valor
B1 267,6 2,776 * * 6,87 0,2073 * * 7,16  0,4245 * *
B2 303,4 2,776 * * 8,87 0,2073 * * 6,75 0,4245 * *
B3 276,1 2,776 * * 9,06 0,2073 * * 5,98 0,4245 * *
B12 -88,3 13,597 -65 0,000 :3,52 0953 3,69 0,006 @ 6,23 2,0795 3 0,020
Bis -72,5 13,597 -533 0,001 {291 0,953 3,05 0016 @ 497 20795 239 0,048
Bas 41,1 13,597 3,02 0,019 {242 0953 254 0,035 1653 20795 795 0,000
B123 776,8 95,664 8,12 0,000 -35,32 14,6303 -2,41 0,046
R2=97,7977 %; R2=92,9269 %; R?=91,1098%;
R? (agjustado) = 95,9101 % R? (adjustado) = 88,5062% R? (adjustado) = 83,4896%
p-valor = 0,0000 p-valor = 0,0002 p-valor = 0,0022

*Los coeficientes estdn expresados en pseudocomponentes
1: PC, 2: SL, 3: FORSU
Del andlisis de los valores obtenidos para Bi se verifica que tanto el SL como la FORSU son los sustratos
que ejercen la mayor influencia sobre la producciéon de metano (P) con 303,4 y 276,1 mL/g SV en
comparacion con el PC (267,6 mL/g SV). Estos valores pueden ser comparados con los valores
obtenidos para P en los sustratos individuales del Capitulo V seccién 4.5. El valor individual de P para PC
fue de 253,7 mL/g SV comparable al valor de esta experiencia, mientras que el valor obtenido para
FORSU fue de 342 mL/g SV, ligeramente superior al estimado por este modelo. Por su parte para el SLy
la RSI 3:1 se habia corrobord inhibicidn del proceso y por lo tanto el valor obtenido de P no es util para
realizar ninguna comparacidn, sin embargo, se puede calcular un valor teniendo en cuenta la reduccién
en el valor de P que se alcanzd para los otros dos sustratos al aumentar la RSl de 1:1 a 3:1, la cual fue en
promedio de 35,5+1,8%, tomando en consideracion esta reduccién y la produccién de SL para la RSI 1:1,
el valor estimado de P para el SL seria de 293,2mL/g SV, comparable al obtenido por el modelo cubico
especifico para P. Los valores de los coeficientes individuales para Rm fueron de 6,87 mL/g SV dia para el

PC, de 8,87 mL/g SV dia para el SL y de 9,06 mL/g SV dia para la FORSU, los que se encuentran en el

orden de los obtenidos para los sustratos individuales del Capitulo V, cuyos valores fueron de 6,20, 8,08

7 Las tablas de ANOVA para cada uno de los modelos se muestran en el Anexo Seccién 2.4
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y 9,80 mL/g SV dia para el PC, SL y FORSU respectivamente. Por su parte el valor de la fase de retardo
(A), obtenido para la co-digestidon de 7,16, 6,75 y 5,98 dias superan los valores obtenidos en forma

individual, los cuales fueron de 5,80, 7,33, y 3,62 para el PC, el SL y la FORSU respectivamente.

El andlisis de las mezclas binarias para P evidencia efectos tanto de tipo sinérgicos (B23= 41,1mL/g SV)
como antagonicos (B12= -88,3, B13=-72,5mL/g SV), siendo todos significativos para el modelo (p<0,05)
(Tabla VI.8). El analisis de estos coeficientes, sugiere que las mezclas binarias de PC con SL o con FORSU,
disminuiran la produccidn de metano con respecto a la obtenida teniendo en cuenta la los sustratos
individuales. Desde el punto de vista operativo, esto podria ser el resultado de un cierto grado de
acidificacién o de formacion de AGV, lo que generaria una reduccion en la produccion de metano por un
cierto grado de inhibicion del proceso. Ademas de los coeficientes binarios, también se debe analizar en
este caso el coeficiente ternario que tiene en cuenta la interaccidn entre los tres sustratos Bi23y cuyo
valor es de 776,8 mL/g SV (p-value=0,0000), lo cual indica que, la produccién de metano de las mezclas
de los tres sustratos sera mayor que la obtenida para los fracciones individuales como resultado de un
efecto sinérgico de gran importancia, este aumento podria estar relacionado con una mayor
disponibilidad de nutrientes para las bacterias lo cual resulta en una mayor produccién de metano que
la de los sustratos individuales. De acuerdo con Pagés-Diaz et al., (2014) la heterogeneidad en los
sustratos serd capaz de proveer los nutrientes y elementos trazas que las bacterias necesitan, dando
como resultado que diferentes tipos de microorganismos crezcan dentro del reactor estimulando el

proceso, lo que se verifica en los efectos sinérgicos observados.

Del analisis de las mezclas binarias para Rm, se observa que cualquiera de ellas presenta efectos
sinérgicos sobre el modelo, B12= 3,52, B13= 2,91y B23= 2,42 mL/g SV dia, todos significativos (p < 0,05),
aunque el coeficiente de mayor importancia corresponde al coeficiente B12 que analiza la interaccion
entre el PC y el SL esto es, la mezcla generara metano a una velocidad mayor que la de los sustratos
individuales como resultado de los efectos sinérgicos. Estos resultados sugieren que la utilizacién de una
mezcla de los tres sustratos seleccionados representa una alternativa adecuada ya que permitird
aumentar no sélo la produccién de metano, sino también su velocidad de generacion, lo que se explica
en la accidn especifica que ejercen sustratos de facil biodegradabiliad y de alto contenido organico como

la FORSU y el SL.

Con respecto a la fase de retardo, se identificaron todos efectos sinérgicos para los coeficientes binarios,
donde el mas significativo corresponde a la interaccién entre el SL y la FORSU (B2 = 16,53 dias), esto
dard como resultado que las mezclas binarias presentaran fases de retardo mayores que la esperada por
la de los sustratos individuales. Solamente el coeficiente ternario B3 = -35,32 presenta un efecto
antagonico sobre la fase de retardo del sistema, aunque es menos significativo que los demads
coeficientes como se observa de su p-valor (0,046). Esto podria ser el resultado de que al haber en el
sistema una gran heterogeneidad de residuos, las bacterias necesitaran tiempos de adaptacion

superiores para comenzar a utilizar todos los sustratos disponibles en el sistema.
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La graficas de superficie de respuesta proveen una representacién del modelo como una funcién de
cualquiera de los componentes (sustratos), en donde la altura de la superficie representa el valor
predicho de la variable (Pagés-Diaz et al., 2014). La representacién de la superficie de respuesta asi
como de la grafica de contorno como una funcion de las proporciones de las mezclas se muestra en la
Figura VI.10 para los tres parametros analizados, junto con las ecuaciones polinomiales que describen

dichas superficies y cuyos coeficientes fueron analizaron previamente (Tabla VI.8).

Del analisis de los graficos se observa que tanto la produccién final de metano (P) como la velocidad de
produccion de metano (Rm) aumentan hacia el vértice donde se encuentra la mayor proporcién de SLy
FORSU, es decir, donde la concentracién de FORSU es del 30 al 40% y el SL se encuentra presente en
valores de aproximadamente 10-20%. Lo cual evidencia el hecho de que estos co-sustratos presentan
una elevada carga organica y un mayor potencial de produccidon de metano que el PC. Por su parte el
valor de Rm aumenta al disminuir la fraccion de PC en las mezclas, lo que demuestra que la utilizacion
de los co-sustratos aumenta no solo la produccién final de metano, sino también la velocidad de
generacion. El grafico de la fase de retardo, muestra que la heterogeneidad de los sustratos redunda en
mayores tiempos de adaptacion, tal como se evidencia de la grafica de superficie para este parametro.
Resultados similares fueron encontrados por Callaghan et al., (1999) quien estudié la produccién de
metano de purines de vacunos en co-digestion con diferentes tipos de residuos organicos indicando que
la produccidn especifica de metano se ve favorecida por la utilizacidon de residuos de frutas y vegetales
de mas facil degradacion. Por su parte, Kavacik y Topaloglu, (2010) quienes analizaron la co-digestion de
SL y los efluentes de los tambos, encontraron que este proceso permite degradar eficientemente un
residuo como el SL que si bien es portador de un alto contenido de materia de facil biodegradacion

presenta el inconveniente de tender a la acidificacion.

De los resultados encontrados en este estudio en particular, se pudo verificar la funcionalidad tanto del
SL como del FORSU como co-sustratos para mejorar la produccion de metano del PC utilizando un
disefio de mezcla que resulté adecuado para atenuar la caracteristica desfavorable del SL como son la
facil acidificacion y rapida produccidon de AGV, asi como la posibilidad de compensar la carencia de
nutrientes del PC, aumentando su relacion DQO/N. Permitiendo de esta manera producir metano en
mayor cantidad y a una mayor velocidad, ademas de poder tratar anaerdbicamente sustratos que de

otra manera seria de dificil tratamiento y producirian la inestabilidad del proceso.
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P(mL/g SV) = 267,6x, + 30,4x, + 276,4x5 — 88,3x1x, — 72,5x,x3 + 41,1x,%5 + 776,8x1x,X3 Ec. VI.15
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Figura VI1.10: Superficie de contorno (izquierda) y superficie de respuesta (derecha) de las variables P,
RmyA
1: PC, 2: SL, 3: FORSU
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4.3.3. Analisis de los errores del modelo

Tal como fue indicado en la seccion 3. 1. 5. de este capitulo, es necesario analizar los residuos del
modelo para chequear la adecuacién del mismo, ya que un modelo de regresién probablemente
produzca resultados pobres o equivocados a menos que sea un ajuste adecuado (Montgomery, 2004). Si
el modelo es adecuado, la distribucién de los residuos no debe presentar patrones observables lo cual
se analizard mediante las graficas de probabilidad normal de residuos, |la grafica de residuos versus
valores ajustados, |a grafica de residuos versus orden y el histograma de residuos. En la Figura VI.11, se
muestran los graficos de los errores de los residuos para cada uno de los ajustes realizados obtenidos

mediante el programa minitab 15.
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Figura VI.11: Grafica de los residuos para la variable P, Rm y A

En todos los casos los puntos de los errores se distribuyen lo suficientemente cerca de linea en la grafica
de probabilidad normal, no observandose ningln sesgo en los datos, asegurando la distribucién normal
de los datos. Del histograma de residuos no se observa ninguna tendencia de los errores ni ningin punto
atipico como una barra separada de los demas puntos. Ademas, los datos se distribuyen en todos los
casos aleatoriamente alrededor del cero, en grafica de residuos en funcién de los valores ajustados y en
grafico de residuos en funcion del orden de los datos lo que significa que la varianza de los errores es
constante y que no existe correlacién de los datos. En funcién de estos resultados, se puede concluir
gue los modelos seleccionados, esto es el modelo cubico especifico para (P y A) y el cuadratico para Rm

ajustan correctamente los datos experimentales.
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4.4. Estudio cinético: Optimizaciéon

Los disefios de mezclas son utilizados como un método eficiente para obtener valores de prediccion o
para optimizar una variable de respuesta, esto implica la seleccion de una combinacidon de componentes
que maximice y/o minimice una o mas pardmetros respuesta (Pagés-Diaz et al., 2014). En funcion de las
graficas de superficie de respuesta obtenidas para cada una de las variables que se muestran en la
Figura VI.10, se puede deducir que cada una producird un dptimo en diferentes combinaciones de
sustrato, y por lo tanto se decide llevar a cabo una optimizacidén conjunta, utilizando la metodologia de
deseabilidad compuesta, teniendo en cuenta que el impacto de cada una de las variables sobre la

respuesta de optimizacion es la misma, es decir, todas son consideradas como igualmente importantes.

Para la realizacion de la optimizacion se utilizé el programa Statgraphics Centrurion XVI. En primer lugar
se seleccionaron los valores limites (minimos y maximos) que definirdn un rango de valores de la
respuesta, a partir de los cuales se determinaran los valores de deseabilidad de la optimizacion.
Statgraphics utiliza como limites los valores minimos y maximos observados experimentalmente para

cada variable respuesta, los cuales se muestran en la Tabla VI.9.

Tabla VI.9: Limites maximos y minimos utilizados para realizar la optimizacion de P, Rmy A

Variable Respuesta Minimo (observado) Maximo (observado)
P (mL CHa/g SV) 250,293 305,464
Rm (mL CH,/g SV dia) 6,48289 9,77604
Fase de retardo A (dias) 5,55613 11,2514

El procedimiento de optimizacion generara una composicion de mezcla éptima, para el cual las variables
daran una respuesta con una deseabilidad maxima. La Figura VI.12, muestra la variacién de la
deseabilidad en todo el simplex. El mayor valor se encuentra en el vértice donde la concentracidn de SL
es de 20%. Al alejarse de este vértice la deseabilidad disminuird, mientras que la menor deseabilidad se
encuentra en el vértice cuya composicidn corresponde a 80% PC, 0% SL y 20% FORSU, esto es

corresponde al vértice donde la utilizacién de los co-sustratos es minima.
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Figura VI.12: Grafica de deseabilidad para la optimizacion

La composicidon 6ptima que maximiza la deseabilidad corresponde al vértice del simplex donde la
composicién es de 60% PC, 20% SL y 20% FORSU. Los valores de la variable de respuesta para esta
composicién se muestran en la Tabla VI.10 mas la desviacion estandar al 95% de confiabilidad que
define los limites mdaximos y minimos de cada pardmetro. La deseabilidad compuesta para esta

optimizacién resulté 0,81952.

Tabla VI.10: Valores de las variables para la composicion éptima

Variable Respuesta Prediccion* Limite Inferior Limite Superior
P (mL CHa/gr SV) 303,353 296,79 309,916
Rm (mL CHa/gr SV dia) 8,86774 8,38965 9,34583
Fase De retardo A (dias) 6,75063 5,74692 7,75434

*Deseabilidad = 0,81952

Mediante el procedimiento de optimizacion lo que se obtuvo fue una composicién de sustratos que
optimizo las tres variables analizadas (P, Rm y A). Tomando los valores limites y maximos obtenidos para
cada uno de los pardmetros de la (Tabla VI.10) se realizara una grafica de contorno superpuesta, con el
objetivo de obtener una zona de optimizacion mds que solo un punto éptimo. La Figura VI.13, muestra
la region blanca que queda definida por lo puntos A (61,2; 18,7; 20,1), el punto B (61,7; 17,5; 20,8) y C
(60,1; 18,6; 21,3) con deseabilidades de 0,772, 0,745 y 0,780 respectivamente, menores que la obtenida

para la concentracién optimizada, pero que asegura una respuesta adecuada al 95% de confiabilidad.
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Figura VI.13: Grafica de contorno superpuesta para los limites de las variables respuesta
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5. Conclusiones

En este capitulo se estudid el proceso de co-digestién anaerdbica del PC utilizando dos co-sustratos SLy
FORSU en los rangos (60, 80); (0, 20); (20; 40) respectivamente. El proceso fue llevado a cabo en

biodigestores de tipo batch bajo régimen mesofilico observandose:

e Dentro de los rangos estudiados, la utilizaciéon de una mayor concentracién de los co-sustratos
que son portadores de elevada carga orgdnica y de facil biodegradabilidad permitié generar
una mayor cantidad de metano y remover mayor porcentaje de materia orgdnica.

e La ecuacién de Gompertz demostrd ser un modelo adecuado para analizar la produccion
acumulada de metano en el proceso de co-digestion bajo diferentes concentraciones de co-
sustratos.

e Del andlisis de los parametros de la ecuacién de Gompetz se observo

o La utilizaciéon de co-sustratos en la DA de PC, favorece una mayor produccidn de
metano como consecuencia de la presencia de una mayor variedad de nutrientes,
aunque requiere tiempo de adaptacion al sistema mayores que si se encontraran con
un sistema mas homogéneo. Como tendencia general pudo observarse que a mayor
concentracion de co-sustrato, los pardmetros cinéticos de la ecuacién de Gompertz
esto son P y Rm fueron mas altos, mientras que no pudo observarse una tendencia
clara en los valores de la fase de retardo en funcién de la adicion de los diferentes
sustratos.

e De los resultados encontrados en este estudio en particular, se pudo verificar la funcionalidad
tanto del SL como del FORSU como co-sustratos para mejorar la produccién de metano de PC
utilizando un disefo estadistico de tipo mezcla, a fin de establecer composiciones de sustratos
que resulte adecuado para atenuar la caracteristica desfavorable del SL como son la facil
acidificacién y rapida produccién de AGV, como la posibilidad de compensar la carencia de
nutrientes del PC, balanceando la relacion DQO/N. Permitiendo de esta manera producir
metano en mayor cantidad y a una mayor velocidad, ademas de poder tratar sustratos que de
otra manera seria de dificil tratamiento y llevarian el proceso a un fracaso.

e La cinética del proceso de co-digestion fue analizada mediante un disefio de experimento de
tipo simplex centroide de tipo restringido y en donde se analiz6 mediante la metodologia de
anadlisis de superficie la influencia de cada sustrato sobre los parametros de la ecuacién de
Gompertz. Los resultados mostraron que:

o la utilizacion de los co- sustratos mejord la produccién final de metano (P) con
respecto a las fracciones individuales, como resultado de la observacion de efectos
sinérgicos, lo que se explica a través de la heterogeneidad en los sustratos que provee

los nutrientes que las bacterias necesitan, estimulando el proceso.
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o El valor de la velocidad de generacion de metano (Rm) pudo ajustarse a un modelo
cuadratico, donde las interacciones entre los sustratos mostraron ser sinérgicas, por lo
tanto la mezcla de los sustratos analizados presentaran velocidades de produccion de
metano mayores a las esperadas a través de las fracciones individuales.

o La fase de retardo (A) fue ajustada a un modelo cubico especifico, en donde la
existencia en el sistema de sustratos de diferentes caracteristicas resulta en tiempos
de adaptacion mayores en comparacion a los sustratos individuales.

El método estadistico empleado corresponde a una herramienta valiosa para el analisis de
problemas de tipo bioldgico donde la utilizacion de sustratos de diferentes caracteristicas
puede generar interacciones sinérgicas o antagonicas que de otra manera serian de dificil
identificacidn. Permite ademads, predecir la respuesta de una variable bajo otras condiciones de
proceso con un grupo acotado de experimentos, ademas de optimizar el mismo.

Esta metodologia permitido encontrando una composicién de sustratos que optimizo todos los
parametros estudiados. Ademas, la gréfica de contorno superpuesta fue una herramienta util
para encontrar una zona de composicion éptima y no sélo una composicion puntual.

En funcion de los resultados observados, donde la optimizacidn del proceso sugiere que la zona
correspondiente a uno de los vértices del simplex optimiza todos los parametros cinéticos,
deberian realizarse otros estudios tendientes a verificar si una zona menos restringida, que
implique la utilizacién de una mayor proporcidén de co-sustratos permite mejorar ain mas los

parametros analizados.
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CONCLUSIONES

Considerando los objetivos que fueron planteados al comienzo de la presente tesis, y teniendo en
cuenta el los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo de la misma, a continuacion se detallan las

principales conclusiones encontradas:

En una primera etapa, donde se identificé y analizé la utilizacién de un inéculo como un factor de gran

influencia sobre la productividad de metano en condiciones mesofilicas se observé que:

La utilizacion de un indculo en el proceso anaerdbico, aumenta no sélo la produccion de

biogas, sino también su contenidos de metano.

e No todos los indculos interactian con el sustrato de igual manera, sino que algunos son
mejores promotores del proceso lo que se verifica en la velocidad de generacién de metano y
en el consumo de productos intermedios de reaccion, estos son los acidos grasos volatiles
(AGV).

e Los lodos de depuradora y el PC digerido, demostraron mejor capacidad que el rumen para
actuar como indculos en la DA del PC. Ambos lograron una mayor remocion de materia
organica (cerca del 50% en términos de VS y DQO) y la mas alta productividad de metano,
alcanzando un valor de 250 mL CHa/g VS.

e Del analisis de la concentracidn de los AGV, se pudo determinar que la etapa metanogénica fue

el paso limitante de la velocidad global de proceso, verificado por el rapido crecimiento en su

concentracién tanto como por la mayor permanencia de estas concentraciones en el digestor a

lo largo del tiempo de proceso.

En una etapa posteriormente, se profundizé en el estudio de la influencia de la concentracidn de inéculo
sobre purin de cerdo (PC), suero de leche (SL) y la fraccidon organica de los residuos sélidos urbano

(FORSU) como sustratos, encontrando que:

e a mayor concentracion de indculo en el reactor, mejor es la evolucidn del proceso,
entendiéndose como tal una mayor produccién de metano (y biogas) y una mayor velocidad de
generacion del mismo, lo cual es el resultado del agregado al sistema de una mayor carga de
bacteria metanogénicas.

e Eltipo de sustrato utilizado determina la evolucidn del proceso, tanto como la produccidn final
de metano, siendo la FORSU el sustrato que mostré la mayor capacidad de produccion de
metano entre todos los residuos estudiados, tendencia que se mantiene para las diferentes
relaciones sustrato/inéculo (RSI) estudiadas.

e La evolucién de la concentracion de los AGV durante el proceso demostré depender
fuertemente del sustrato; mientras que el para PC la concentracién disminuyd desde el inicio
del proceso para todas las RSI estudiadas, en FORSU y en SL se evidenciaron incrementos
durante la primera semana siendo este aumento mayor con la disminucién de la concentracion

de indculo en el reactor. Esto es el resultado de que la utilizacion de una mayor cantidad de
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inéculo, implica la adicidn al reactor de una mayor concentracion de bacterias metanogénicas,
gue son capaces de consumir mas rapidamente los AGV formados, de lo contrario, tienen a
acumularse, y si este aumento es sustancial puede inhibirse el proceso, tal como se evidencid

para el SL con las mas altas RSI (3:1y 6:1).

Del analisis de la cinética del proceso de produccidon de metano se determiné que:

e El modelo cinético de Gompertz, ajusté mejor los datos experimentales, que el modelo de
primer orden, principalmente a bajas concentraciones de indculo, donde la fase de retardo del
proceso aumenta, y por lo tanto el modelo de primer orden comienza a fallar, debido a que no
es capaz de predecir esta etapa del crecimiento microbiano.

e Paratodos los sustratos se observd que las velocidades de produccién de metano aumentan al
aumentar la concentracidon de indculo en el sistema, aunque este aumento depende del

sustrato y de las caracteristicas de degradabilidad del mismo.

En términos generales es fundamental asegurar un proceso de DA que alcance un régimen de
produccion de metano permanente y estable y en un corto periodo de tiempo para lo cual es

indispensable:

e Conocer la composicion fisico-quimica de cada sustrato en términos de materia organica (SV,
DQO), nutrientes (nitrégeno total, nitrdgeno amoniacal), pH y alcalinidad.
e Identificar los indculos mas adecuados para los sustratos a tratar por DA.

e Determinar la mejor relacién sustrato/indculo que optimice la produccion de metano.

En la dltima etapa de la tesis se estudié la DA simultanea de tres sustratos previamente analizados, esto

es PC, SLy la FORSU, y su influencia sobre la produccién de metano, encontrando que:

e dentro de los rangos estudiados, la utilizacion de una mayor concentracién de co-sustrato
portador de elevada carga organica de facil biodegradabilidad produjo una mayor cantidad de
metano en comparacién con la produccién a partir de la DA individual de PC; aumentando la
remocién de materia organica.

e Los diferentes tratamientos realizados fueron analizados mediante el modelo de Gompertz
encontrando, que la mayor variedad de nutrientes favorece una mayor producciéon de metano,
como consecuencia de que las bacterias presentes en el sistema tendran una mayor variedad
de sustratos para alimentarse, aunque esta mayor variedad de nutrientes influye
negativamente sobre los tiempo de adaptacion de las bacterias (fase de retardo) requiriéndose
tiempos mayores, que si se encontraran con un sistema mds homogéneo.

e La cinética del proceso de co-digestidon fue analizada mediante la metodologia de analisis de

superficie de respuesta, lo que permitié encontrar que la composicion (60% PC, 20% SL, 20%
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FORSU) optimiza la cinética del proceso. Ademas, permitié identificando la influencia de cada
sustrato sobre los pardmetros cinéticos, y las interacciones entre los sustratos que afectan a
dichos parametros.

e El método estadistico empleado constituye una herramienta valiosa para el andlisis de
problemas de tipo bioldgico donde la utilizacion de sustratos de diferentes caracteristicas
puede generar interacciones sinérgicas o antagdnicas que de otra manera serian de dificil
identificacion. Permite ademads, predecir la respuesta de una variable bajo otras condiciones de

proceso con un grupo acotado de experimentos, ademas de optimizar el mismo.

De los resultados encontrados en este estudio en particular, se pudo verificar la funcionalidad tanto del
SL como del FORSU como co-sustratos para mejorar la produccidon de metano de PC. Sin embargo, dada
la tendencia de estos sustratos a la acidificacion, es necesario establecer las concentraciones de co-

sustrato que el sustrato base (PC), podra soportar sin sobrecargar el proceso.
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CONSIDERACIONES A FUTURO

En cuanto a los trabajos a realizar en el futuro, deberia incluir la sistematizacién de pardmetros de
control de proceso y la estandarizacién de protocolos para la generacion de bioenergia a partir de la DA.
Para poder implementar dicho protocolo, serd necesario disponer de una base de dato que informe
sobre caracteristicas fisico-quimicas de sustratos e indculos, pero que a la vez brinde informacién sobre

el potencial de produccidn de biogas (metano).

El trabajo realizado durante esta tesis podra servir como un inicio para la elaboracion de dicha base de
datos. En principio, el SL utilizado como co-sustrato, presenta varios problemas para su utilizacién en el
proceso anaerdbico, como por ejemplo la elevada acidez; pero, en base a sus caracteristicas quimicas,
podria pensarse su utilizacion como co-sustrato de un residuo que presente problemas de elevada

alcalinidad como por ejemplo los estiércoles de gallina.

Otro de los puntos a analizar podria incluir el analisis del acondicionamiento de los sustratos, verificando
si dicho pretratamiento puede influir sobre el proceso. En este sentido, el acondicionamiento podria
modificar algun pardmetro que a posteriori beneficiaria el proceso anaerdbico, como por ejemplo,
disponer de un PC previamente digerido, con una alcalinidad mas elevada que el PC fresco, podria

disminuir las necesidades de adicion de agentes buffer externos.

Otro de los puntos sobre los que se deberia avanzar seria hacia el desarrollo de indculos de disefio, que
sean capaces de proveer la carga bacteriana especifica que permita amortiguar deficiencias particulares
en cada sustrato. A su vez, estos indculo deberian desarrollarse con el objetivo de acelerar la etapa de
degradacion, sobre todo en residuos cuya hidrélisis sea la etapa limitante del proceso, pero que a su vez,
presente un aporte de bacterias metanogénicas adecuada para que la etapa metanogénica no se

encuentre limitada.
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ANEXO

1. Anexo Capitulo V

1.1.

Tabla de ANOVA analisis de la composicion del biogas

Andlisis de la varianza para el % de metano

Fuente Suma de Cuadrados |(GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Efectos Principales

A:Sustrato 0,067273 2 0,0336365 13,39 0,0020

B:S/I 0,220012 2 0,110006 43,80 0,0000

Interacciones

AB 0,0778587 4 0,0194647 7,75 0,0055

Residuos 0,0226045 9 0,00251161

TOTAL (Corregido) 0,387749 17

Influencia del sustrato

Método LSD (95% confiabilidad)

Sustrato Cantidad |LS Mean |LS Sigma Grupo homogéneo

SL 6 0,595 0,0204598 |X

PC 6 0,603 0,0204598 |X

FORSU 6 0,7285 0,0204598 X

Contrastes Sig.  |Diferencias +/- Limites

FORSU - PC * 0,1255 0,0654545

FORSU - SL * 0,1335 0,0654545

PC-SL 0,008 0,0654545

* denota diferencias significativas.

Influencia de la relacién S/I

Método LSD (95% confiabilidad)

Sustrato Cantidad LS Mean LS Sigma Grupo homogéneo

6 6 0,524167 0,0204598 X
6 0,612333 0,0204598 X

1 6 0,79 0,0204598 X

Contrastes |Sig. |Diferencias +/- Limites

1-3 * 0,177667 0,0654545

1-6 * 0,265833 0,0654545

3-6 * 0,0881667 0,0654545

* denota diferencias significativas.

1. 2.

1.2.1.

Tablas de ANOVA Anadlisis de metano y biogas

Andlisis de la varianza para Biogas

Andlisis de ANOVA para la produccion acumulada de biogas

Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Efectos Principales
A:Sustrato 106970, 2 53485,2 58,42 0,0000
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B:S/I 140603, 2 70301,5 76,79 0,0000
Interacciones

AB 26272,9 4 6568,22 7,17 0,0070
Residuos 8239,36 9 915,484

TOTAL (Corregido) 282086, 17

Todos los F-ratio se basan en el error cuadrado medio residual.

Influencia del sustrato

Método LSD (95% confiabilidad)

* denota diferencias significativas.

Influencia de la relacién S/I

Multiple Range Tests for Biogas by S/I

Método LSD (95% confiabilidad)

Sustrato Cantidad LS Mean LS Sigma Grupo homogéneo
SL 6 338,333 12,3524 X

PC 6 471,2 12,3524 X

FORSU 6 520,967 12,3524 X

Contrastes Sig.  |Diferencias +/- Limites

FORSU - PC * 49,7667 39,5174

FORSU - SL * 182,633 39,5174

PC-SL * 132,867 39,5174

SRSI |Cantida |LS Mean LS Sigma Grupo homogéneo
d

3 6 376,583 12,3524 X

6 6 385,533 12,3524 X

1 6 568,383 12,3524 X

Contrastes |Sig. |Diferencias +/- Limites

1-3 * 191,8 39,5174

1-6 * 182,85 39,5174

3-6 -8,95 39,5174

* denota diferencias significativas.

1.2.2.

Andlisis de la varianza para CH4

Analisis de ANOVA para la produccién acumulad de Metano

Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Efectos Principales

A:Sustrato 74285,1 2 37142,6 211,28 0,0000
B:S/I 199074, 2 99536,8 566,19 0,0000
Interacciones

AB 30254,8 4 7563,71 43,02 0,0000
Residuos 1582,2 9 175,8

TOTAL (Corregido) 305196, 17

Todos los F-ratio se basan en el error cuadrado medio residual.

Influencia del sustrato

Método LSD (95% confiabilidad)

Sustrato

|Count

[LS Mean LS

Sigma

Homogeneous Groups |
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SL 6 227,45 5,41295 X
PC 6 284,933 5,41295 X
FORSU 6 383,05 5,41295 X
Contrast Sig.  |Difference +/- Limits
FORSU - PC * 98,1167 17,317
FORSU - SL * 155,6 17,317
PC-SL * 57,4833 17,317
* denota diferencias significativas.
Influencia de la relacién S/I
Método LSD (95% confiabilidad)
S/l |Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
6 6 211,817 5,41295 X

6 237,133 5,41295 X

6 446,483 5,41295 X
Contrast Sig.  |Difference +/- Limits
1-3 * 209,35 17,317
1-6 * 234,667 17,317
3-6 * 25,3167 17,317

* denota diferencias significativas.

2. Anexo Capitulo VI
2.1. ANOVA parala produccion de biogas (ml/gr SV)

Andlisis de la varianza para la produccion de biogas

Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Entre los grupos 12594,1 6 2099,02 31,36 0,0001
Dentro de los grupos 468,557 7 66,9367

Total (Corregido) 13062,7 13

Método LSD (95% confiabilidad)

Col_1 Cantidad Valor medio Grupo homogéneo

R7 2 365,99 X

R5 2 384,715 XX

R3 2 387,58 X

R4 2 403,375 X

R6 2 437,725 X

R1 2 441,265 X

R2 2 447,795 X

2.2. ANOVA parala producciéon de Metano (ml/gr SV)

Andlisis de la varianza para CH4

Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Entre los grupos 5118,52 6 853,087 30,76 0,0001
Dentro de los grupos |194,146 7 27,7352

Total (Corregido) 5312,67 13

Método LSD (95% confiabilidad)

Col_1 Cantida |Valor Grupo homogéneo
d medio
R5 2 250,255 |X
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R7 2 250,935 |X
R3 2 257,605 |X
R4 2 272,265 X
R1 2 292,75 X
R2 2 293,87 X
R6 2 295,19 X
2.3. Analisis de ANOVA para los parametros de Gompertz

2.3.1. Parametro P
Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Entre los grupos 4789,28 6 798,213 51,81 0,0000
Dentro de los grupos (107,848 7 15,4069
Total (Corregido) 4897,13 13
Método LSD (95% confiabilidad)
Col 1 Cantida |Valor Grupo homogéneo

d medio

5 2 253,736 (X
3 2 263,412 X
7 2 267,642 XX
4 2 276,072 X
1 2 297,819 X
2 2 299,981 X
6 2 303,353 X

2.3.2. Parametro Rm
Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio |F-Ratio P-Valor
Entre los grupos 9,1306 6 1,52177 15,98 0,0009
Dentro de los grupos |0,666619 7 0,0952313
Total (Corregido) 9,79722 13
Método LSD (95% confiabilidad)
Col_1 Cantida |Valor Grupo homogéneo

d medio

7 2 6,8622 X
5 2 8,73341 X
3 2 8,79001 X
6 2 8,85775 X
4 2 9,04913 XX
1 2 9,15972 XX
2 2 9,60781 X

2.3.3. Parametro A
Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio [F-Ratio P-Valor
Entre los grupos 25,8507 6 4,30844 11,96 0,0022
Dentro de los grupos [2,52243 7 0,360347
Total (Corregido) 28,3731 13

Método LSD (95% confiabilidad)

Col_1 |Cantida |Valor Grupo homogéneo
d medio

4 2 5,98425 (X

6 2 6,75063 [XX

7 2 7,1586 XXX
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7,81461 XX

8,40372 X

8,5121 X

N|W|F|un
NININN

10,4987 X

2. 4.

ANOVA para la superficie de respuesta

2.4.1. P

Fuente

Suma de Cuadrados

GL |Cuadrado Medio

F-Ratio

P-Valor

Modelo Cibico Especifico

4789,28

6 798,213

51,81

0,0000

Error Total

107,848

7 15,4069

Total (Corregido)

4897,13

13

R-squared = 97,7977 percent
R? (adjustado for GL.) = 95,9101 percent
Error Estandar = 3,92516

Error medio absoluto =

2,51157

Durbin-Watson= 2,262 (P=0,6792)
Lag 1 residual autocorrelation = -0,238251

2.4.2.

Rm

ANOVA for Rm [mL CH4/gr SV dia]

Fuente

Suma de Cuadrados

GL

Cuadrado Medio

F-Ratio

P-Valor

Modelo Cuadratico

9,10425

1,82085

21,02

0,0002

Error Total

0,692968

o]

0,0866209

Total (Corregido)

9,79722

13

R2=92,9269 percent

R? (adjustado for GL.) = 88,5062 percent
Error Estandar. = 0,294314

Error medio absoluto = 0,197248
Durbin-Watson = 1,88743 (P=0,4210)

Lag 1 residual autocorrelation = 0,0102391

2.4.3. A

ANOVA for Fase Lag [dias]

Fuente

Suma de Cuadrados

GL |Cuadrado Medio

F-Ratio

P-Valor

Modelo Cibico Especifico

25,8507

6 4,30844

11,96

0,0022

Error Total

2,52243

7 0,360347

Total (Corregido)

28,3731

13

R2=91,1098 percent

R2 (adjustado for GL.) = 83,4896 percent
Error Estandar = 0,600289

Error medio absoluto = 0,359253
Durbin-Watson= 2,48064 (P=0,8059)

Lag 1 residual autocorrelation = -0,306364
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