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RESUMEN

El almacenamiento de la fraccidn organica de residuos so6lidos urbanos (FORSU) es una practica comun
en las plantas de biogas. Ahi, el almacenamiento temporal se da a menudo en condiciones no controladas
y durante periodos que pueden ser hasta de varios meses, antes de ser procesada. Como alternativa al
almacenamiento no controlado de la FORSU, en el presente trabajo se propone el ensilado; un método
de almacenamiento controlado que requiere ajustar los parametros del proceso para aumentar o disminuir
los procesos bioquimicos. Durante el ensilado se llevan a cabo procesos de fermentacion que afectan a
la etapa posterior de metanizacion, y sobre los cuales no se reportan estudios para la FORSU. Por lo
tanto, este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del ensilado de la FORSU a diferentes
concentraciones de sélidos y temperaturas sobre la produccion de metano. La FORSU se ensil6 a 20, 35
y 55 °C con concentraciones de sélidos totales de 10, 20 y 28 % durante 15 dias. Posteriormente, la
FORSU ensilada fue sometida a una prueba de metanizacion durante 25 dias para determinar su
produccion de metano a diferentes relaciones sustrato a inéculo (S/1) de 0.5, 1.0 y 1.5. Como valor de
referencia, la FORSU fresca también fue sometida a metanizacién. Para las pruebas de metanizacion se
utilizaron digestatos previamente adaptados a las tres temperaturas y usando FORSU como sustrato.

Independientemente de la temperatura, la produccion de metabolitos durante el ensilado (fermentacion)
aumenta al disminuir la concentracion de solidos. En el ensilado a 35 °C, la fermentacion y su
consecuente disminucion del pH fue mas rapida que a 20 °C. A 35 °C la fase estable del ensilado se
alcanza en 4 dias, mientras que a 20 °C se alcanza en 8 dias. Sin embargo, a 20 °C la acidez es mayor y
por tanto el pH es menor que a 35 °C. A 55 °C la fermentacion de la FORSU solo es significativa en el
ensilado a bajas concentraciones de sélidos. Bajo cualquier condicién de ensilado, los metabolitos de
mayor produccién son el acido lactico, etanol y &cido acético, los cuales, en conjunto, representan mas
del 95 % del total de metabolitos detectados. Durante el ensilado, la pérdida de materia organica asociada
con la produccién de biogas es proporcional al grado de fermentacion que alcanza la FORSU. Las
mejores condiciones de ensilado de la FORSU resultan a 35 °C y 10 % de sélidos totales, ya que, bajo
estas condiciones, la FORSU alcanza el mayor grado de fermentacion y el ensilado requiere el menor
tiempo para alcanzar un pH bajo y estable.

A 20 °C, la metanizacion de la FORSU ensilada y fresca a altas relaciones S/I resulta inhibida por la
acumulacion de acidos grasos volatiles. A 35y 55 °C, la produccion de metano de FORSU ensilada a 10
% de solidos totales es, independientemente de la relacion S/I, mayor entre 5y 29 % que la FORSU
fresca. La produccion de metano aumenta al disminuir la relacion S/I. Durante la metanizacion de
FORSU ensilada y fresca, la concentracion de sélidos durante el ensilado es el pardmetro que determina
la produccién de metano: al disminuir la concentracion de s6lidos durante el ensilado, aumenta la
produccién de metano. La relacion S/I es el parametro que mas influye sobre los tiempos de produccion
de metano, al aumentar la concentracién de in6culo aumenta la produccion de metano. A 55 °C la rapidez
de la produccion de metano a partir de la FORSU ensilada es mayor que a 35 °C. Esto se debe a que la
produccion de metabolitos durante el ensilado a 55 °C es inferior que a 35 °C. A 35 °C la produccion de
metano a partir de FORSU ensilada es mayor que a partir de FORSU fresca para todas las condiciones
de concentracidn de sélidos y relacion S/I evaluadas.

Palabras clave: digestion anaerobia, ensilado, fermentacion, FORSU, produccién de metano
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ABSTRACT

Storage of the organic fraction of municipal solid waste (OFMSW) is a common practice in biogas plants.
There, temporary storage often takes place under uncontrolled conditions and for several days or even
months before being introduced into the reactors. As an alternative to the uncontrolled storage of
OFMSW, silage is proposed in the present work. Silage is a controlled storage method that requires
adjusting process parameters to increase or decrease the biochemical processes. During ensiling,
fermentation processes develop, and they can affect the subsequent methanisation. Concerning OFMSW
silage, no studies were found. Therefore, this work aimed to determine how OFMSW silage at different
solids concentrations and temperatures influences subsequent methane production. OFMSW was ensiled
at 20, 35, and 55 °C with total solids concentrations of 10, 20, and 28 % for 15 days. The ensiled OFMSW
was subjected to a methanization test for 25 days to determine the methane production at different
substrate-to-inoculum (S/1) ratios of 0.5, 1.0, and 1.5. As a reference value, fresh OFMSW was also
tested through methanisation. For the methanisation tests, a digestate previously adapted to substrate and
different temperatures was used as inoculum.

Regardless of the temperature, the production of metabolites during ensiling increases as the solids
concentrations decrease. In the silage at 35 °C, the fermentation and consequent reduction in pH was
faster than at 20 °C. At 35 °C, the stable silage phase (stable, low pH) is reached in 4 days, while at 20
°C, it requires 8 days. At 20 °C, the acidity is higher, resulting in lower pH values than at 35 °C. At 55
°C, OFMSW fermentation is only significant in silage at low solids concentrations. Independently of the
silage condition, the metabolites with the highest production are lactic acid, ethanol, and acetic acid,
which, together, represent more than 95 % of the total detected metabolites. During ensiling, the loss of
organic matter associated with biogas production is proportional to the fermentation degree. The best
silage conditions for OFMSW are at 35 °C and 10 % total solids; under these conditions, OFMSW
reaches the highest fermentation degree, and the silage requires shorter times to reach a lower and stable
pH.

At 20 °C, the methanisation of ensiled and fresh OFMSW at high S/I ratios is inhibited by the
accumulation of volatile fatty acids. At 35 and 55 °C, the methane production from ensiled OFMSW at
10 % total solids results, under all temperatures and S/I ratios, in higher methane production (5 to 29 %)
than from fresh OFMSW. Methane production increases as the S/l ratio decreases. During the
methanisation of ensiled and fresh OFMSW, the solids concentration is the most critical parameter to
determine methane production. Decreasing solids concentration during silage increases methane
production. The S/ ratio is the parameter with the most influence to reduce reaction times so that, as the
inoculum concentration increases, the substrate is transformed more rapidly. At 55 °C, the speed of
methane production from ensiled OFMSW is more significant than at 35 °C because the metabolites
production during silage at 55 °C is lower than at 35 °C. The best temperature condition for the
methanisation of ensiled OFMSW is 35 °C. In this condition of temperature, the methane production
from ensiled OFMSW is higher than from fresh OFMSW for all conditions of solids concentration and
S/l ratios evaluated.

Keywords: anaerobic digestion, fermentation, methane production, OFMSW, silage
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1. INTRODUCCION

En las plantas de digestion anaerobia, el almacenamiento temporal de los residuos es una practica comin
y necesaria debido a diferentes causas: adaptacion a la estacionalidad de la produccion de los sustratos
(residuos agricolas y cultivos energéticos), dispersion de las fuentes de produccién de los residuos,
capacidad limitada de los sistemas de recoleccion y transporte, y a la capacidad limitada de
procesamiento de las plantas (Worrel y Aarne, 2011). EI almacenamiento temporal de residuos también
esta asociado con factores de mercado, ya que en paises con climas muy frios es altamente conveniente
mantener la produccién de biogas durante el invierno, cuando la demanda y el precio de la energia son
mas elevados (Seppéld et al., 2008). En todos los casos de almacenamiento temporal de residuos
organicos se procura evitar la produccion de metano que no pueda ser capturado y que pudiera ser emitido
libremente a la atmosfera.

En el caso de la fraccién organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU), las practicas de
almacenamiento de la FORSU en las plantas de biogds son comunes en Europa, China y otros paises
donde se han implementado procesos industriales de produccién de biogas a partir de residuos organicos
urbanos (Stirmer, 2017; Al Seadi et al., 2008; Qian et al., 2016). EI almacenamiento temporal de los
residuos se realiza desde el momento en que estos son producidos y colocados en contenedores en los
sitios de generacion (viviendas, comercios, espacios publicos, entre otros), donde el material organico
comienza a degradarse (Nilsson et al., 2018). Posteriormente, dependiendo de la capacidad y eficiencia
del sistema de recoleccion (Malinauskaite et al., 2017), el almacenamiento se prolonga hasta que
finalmente los residuos son llevados a las plantas de tratamiento (Figura 1.1). Ahi, el almacenamiento
temporal se da a menudo en condiciones no controladas y durante periodos que pueden ser incluso de
varios meses antes de ser introducida en los reactores.

T i o e e o G -
Figura 1.1- Almacenamiento de residuos organicos urbanos en planta de biogas en Leonberg,
Alemania (Gonzalez-Martinez, comunicacion personal).
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Dependiendo del contenido de materia organica, humedad y demés condiciones ambientales en que la
FORSU es almacenada, existe un alto riesgo de actividad microbiana no deseada, lo que ademas de
provocar fuertes emisiones de olores, también puede provocar modificaciones considerables a sus
caracteristicas fisicas, quimicas y reoldgicas (Esposito, 2012), induciendo la pérdida de humedad y de
materia organica, ya sea por los propios procesos de conversion bioldgica o por lixiviacion durante el
almacenamiento (Wu et al., 2016). Asi mismo, durante el almacenamiento, las sustancias facilmente
biodegradables pueden ser rapidamente convertidas en metabolitos fermentativos, los cuales se
acumulan produciendo condiciones de acidez, que deben controlarse adecuadamente para evitar
perturbaciones durante la posterior metanogénesis (Fantozzi y Buratti, 2011).

Una alternativa al almacenamiento no controlado de residuos organicos es el ensilado; una técnica de
almacenamiento utilizada antiguamente para la preservacion de forrajes (Oude et al., 1999) y que
recientemente ha sido utilizada como un pretratamiento bioldgico con el objetivo de mantener con
cambios minimos el contenido de humedad natural y de nutrientes de residuos agricolas y cultivos
energéticos utilizados para producir biogas (Egg et al., 1993; Bochmann y Montgomery, 2013). Durante
el ensilado se producen diversos metabolitos, siendo el 4cido lactico el de mayor produccion (Cavinato
etal., 2017), el cual al acumularse provoca una disminucién del pH que inhibe el crecimiento microbiano
y que al prolongarse por extensos periodos (Seppalé et al., 2008) impide la produccion de metano durante
esta etapa, dando como resultado la conservacidn satisfactoria de nutrientes y de energia (Kalamaras y
Kotsopoulos, 2014).

El ensilado de residuos agricolas para la produccion de biogas es una practica extendida en paises
europeos. En Alemania, pais lider con mas de 8,000 plantas de biogas, los ensilados de residuos agricolas
y cultivos energéticos utilizados para la digestion anaerobia representan el 52 % de la masa tratada, los
estiércoles representan el 43 % y el resto son residuos industriales, agroindustriales y urbanos (DBFZ,
2016). Hay estudios que muestran que el ensilado como etapa de tratamiento previo a la digestion
anaerobia permite mejorar el rendimiento de produccién de metano a partir de sustratos homogéneos
(Pakarinen et al., 2011; Wang, 2010; Herrmann et al., 2011) y que las condiciones de ensilado tienen un
efecto significativo sobre el disefio y la operacién de los reactores, asi como sobre la relacién
costo/beneficio del proceso (Kothari et al., 2014; Zupanci¢ y Grilc, 2012). Ademas, si el ensilado se
realiza sin aditivos quimicos, se considera un método particularmente amigable con el medio ambiente
para mejorar el potencial de metano de la biomasa lignocelulosa, ya que ademas de su bajo costo y de su
pequefio requerimiento de energia, no deja residuos en comparacién con los pretratamientos fisicos y
quimicos (Kafle y Kim, 2013).

El ensilado de la FORSU previo a la metanogénesis implica la separacion fisica de la digestion anaerobia
en dos etapas (hidrdlisis — fermentacion y metanogénesis), permitiendo ajustar las condiciones operativas
de cada una de ellas para optimizar las actividades metabdlicas especificas de cada etapa y finalmente
aumentar la energia obtenida de la FORSU a través de la produccion de metano (Schievano et al., 2014).

El ensilado como un método de almacenamiento controlado requiere ajustar los parametros del proceso
para aumentar o disminuir los procesos inherentes. Para que el ensilado sea efectivo, la acidificacion
inicial rapida es la clave, y uno de los principales pardmetros operativos es la concentracion de solidos
(Zhou et al., 2018), dada su relacién con la biodisponibilidad del agua en el medio y su efecto sobre la
dinamica microbiana y la cinética de las reacciones (Garcia-Bernet et al., 2011). Un impacto
comunmente reportado es que una mayor concentracion de sélidos totales (ST) ralentiza el crecimiento
bacteriano y, en consecuencia, conduce a una fermentacion limitada, afectando la conservacion del
sustrato. También se ha informado que la baja concentracion de sélidos puede dar lugar a la formacién
de lixiviados durante el ensilado, produciendo pérdidas de nutrientes y energia, provocando una
contaminacion severa en los cuerpos receptores y problemas de manejo de efluentes (Kung et al., 2018).
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Otro pardmetro critico para un ensilado exitoso es la temperatura, dado su efecto sobre la actividad
enzimatica y la degradacién térmica de compuestos organicos complejos (Buffiere et al., 2018). A bajas
temperaturas, la fermentacion lactica puede no ser tan eficiente si no hay suficientes sustratos facilmente
degradables. Si la fermentacion se desarrolla a temperaturas mas bajas, el metabolismo de las bacterias
se ralentiza hasta un punto en el que no se puede lograr la hidrdlisis. Es fundamental que la temperatura
no se convierta en un obstaculo para la hidrdlisis y que se pueda producir suficiente acido lactico como
clave para la conservacion del sustrato (Teixeira Franco et al., 2016).

Existen pocos estudios sobre como la concentracion de solidos y la temperatura durante el ensilado
afectan la produccion posterior de metano. Esto ha limitado la comprension de como estas dos variables
afectan los procesos bioquimicos de la fermentacion durante el ensilado y, por tanto, la produccion de
metano a partir de los productos del ensilado (Teixeira Franco et al., 2016). En lo que a la FORSU se
refiere, hasta ahora no se reportan estudios sobre que sucede durante su ensilado, ni de como los
parametros considerados claves pueden ser controlados para lograr un ensilado efectivo y de calidad que
permita conservar e incluso mejorar el potencial de produccion de metano de la FORSU. El adecuado
control de las condiciones de ensilado de la FORSU puede conducir a lograr significativos beneficios en
cuanto a aumentar la eficiencia de la digestion anaerobia de FORSU previamente ensilada.

Considerando que la eficiencia de la digestion anaerobia se determina con base en la cantidad de metano
producido en un intervalo de tiempo y en relacidn con la energia potencialmente recuperable del propio
sustrato, el aumento de la produccion de metano en un tiempo mas corto es la meta mas importante para
aumentar la eficiencia general del proceso. Esto se logra mediante la variacion de dos pardmetros
principales: la relacién sustrato a indculo (S/1) y la temperatura. En la metanizacién de un sustrato
previamente ensilado, la cantidad de sustrato con relacion a la cantidad de indculo metanogénico es
considerada el factor principal que impulsa el inicio de las reacciones durante el arranque del proceso,
ya gue permite que el sistema asimile la produccidn inicial de metabolitos de la fermentacién (Motte et
al., 2013), pudiéndose prevenir sobrecargas que pueden afectar a los microrganismos metandgenos.
Respecto al efecto de la temperatura sobre la metanogénesis, se ha reportado que la metanizacion a altas
temperaturas se ve favorecida debido a que la tasa de crecimiento especifica de los microorganismos es
maés alta (Fernandez-Rodriguez et al., 2013), aumentando asi la tasa de degradacion de los sustratos y
reduciendo los tiempos de retencion en los reactores (Krause et al., 2018).

Siendo la FORSU un sustrato heterogéneo y complejo, el presente trabajo de investigacion esta dirigido
a determinar qué sucede con los procesos de conversion bioquimica y la biodegradabilidad durante su
ensilado en plantas de biogas y cuéles deberian ser las condiciones mas adecuadas en que el ensilado
debe llevarse a cabo para un mayor aprovechamiento energético de la FORSU. El objetivo principal de
este estudio fue determinar los efectos del ensilado de la FORSU a diferentes concentraciones de solidos
y temperaturas sobre la produccion de metano. Adicionalmente, durante la etapa de metanizacion, se
evalud el efecto de la concentracion relativa de microorganismos metanogénicos (relacion S/I) sobre la
produccién de metano a partir de la FORSU.

Hipotesis

Durante el ensilado de cultivos energéticos se procura que la fermentacion se lleve a cabo de una manera
rapida para que, al aumentar la produccion de acidos organicos, el pH disminuya y los procesos
microbioldgicos se reduzcan al minimo y no degraden el material de una manera indeseada. Para el
ensilado de la FORSU se desea alcanzar un alto grado de fermentacidn con la minima pérdida de material
organico por produccion de CO.. Asi mismo, se procura aumentar el grado de fermentacion y asi
aumentar la solubilizacion de las sustancias que, posteriormente, se pueden utilizar para producir metano.
Por estas razones, las hipotesis que se plantean tienen dos aspectos: el concerniente a la fermentacion
durante el ensilado y la de la metanizacion de los productos de la fermentacion.
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Durante el ensilado, el grado de fermentacion de la FORSU incrementa al disminuir la
concentracion de solidos y al aumentar la temperatura.

La produccion de metano a partir de la FORSU ensilada aumenta al disminuir la concentracion
de sustrato, ya que disminuye la acumulacién de metabolitos y la probabilidad de una inhibicion.

Objetivo general

Determinar el efecto de la concentracion de solidos y temperatura durante el ensilado de la fraccién
organica de residuos sélidos urbanos sobre la produccion de metano.

Objetivos especificos

1.

Determinar el efecto de la concentracion de solidos y la temperatura sobre la fermentacién
durante el ensilado de la FORSU.

Determinar el efecto del ensilado sobre la biodegradabilidad de la FORSU, medida como el
potencial de produccién de metano.

Determinar el efecto de la relacién sustrato a indculo y la temperatura sobre la produccion de
metano a partir de FORSU previamente ensilada.

Evaluar la eficiencia de produccion de metano a partir de FORSU previamente ensilada con
respecto a la produccion de metano de FORSU fresca.
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2. RESIDUOS SOLIDOS ORGANICOS URBANOS

La Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (DOFM, 2015) de México, define
los residuos sélidos urbanos (RSU) como “los generados en las casas de habitacion, que resultan de la
eliminacion de los materiales que utilizan en sus actividades domésticas, de los productos que consumen
y de sus envases, embalajes o empaques; los residuos que provienen de cualquier otra actividad dentro
de establecimientos o en la via publica que genere residuos con caracteristicas domiciliarias, y los
resultantes de la limpieza de las vias y lugares publicos”.

En cuanto a los residuos organicos, la Ley de Residuos Sélidos del Distrito Federal (GDF, 2019) los
define como “todo residuo sélido biodegradable”. Por su parte, la Directiva 2008/98/CE (EUR-Lex,
2018) de la Comunidad Europea hace una definicion mas amplia de la fraccion organica de residuos
solidos urbanos (FORSU), también denominada como bio residuos: “la porcion de residuos
biodegradables de jardines y parques, residuos alimenticios y de cocina procedentes de hogares,
restaurantes, servicios de restauracion colectiva y establecimientos de consumo al por menor, y residuos
comparables procedentes de plantas de transformacion de alimentos sélidos”.

En dependencia de las caracteristicas sociales, econémicas, culturales y geogréficas, la FORSU puede
llegar a representar entre un 50 y 70 % en peso de los residuos s6lidos municipales (RSM) (Braguglia et
al, 2017). Segun el Banco Mundial (2018), la proporcién de la FORSU esta principalmente influenciada
por los niveles de ingresos de los paises, los cuales a su vez reflejan patrones variados de consumo. Los
paises de altos ingresos generan relativamente menos alimentos y residuos verdes, con un 32 % del total
de desechos; mientras que los paises de ingresos medios y bajos generan 53 y 56 % de desperdicios
alimenticios y verdes, respectivamente.

El Banco Mundial también reporta que, a nivel mundial, en el afio 2016 se generaron aproximadamente
2,010 millones de toneladas de residuos s6lidos urbanos, de los cuales 231 se produjeron en América
Latina y el Caribe. En México, segun datos de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT, 2020), la generacién de residuos sélidos urbanos es de 120,128 toneladas por dia, de los
cuales el 46.42 % corresponde a la fraccién organica.

Segln la Agencia Europea del Medio Ambiente (EEA por sus siglas en inglés), en el afio 2020, en el
continente europeo se procesaron 17 millones de toneladas de FORSU en plantas de digestion anaerobia,
lo cual representa el 47 % de los bioresiduos producidos cada afio. En México y el resto de Latinoamérica
menos del 1 % de los residuos se tratan mediante biodigestién (Banco Mundial, 2016). Lo anterior indica
que la FORSU continda siendo un recurso valioso con un enorme potencial de aprovechamiento para la
produccion de energia y otros subproductos. Sin embargo, para lograrlo hace falta abordar diversos
desafios, entre ellos: reducir la brecha entre la investigacion a escala de laboratorio y su transferencia a
una escala industrial, optimizar los parametros operacionales de produccién, maximizar los rendimientos
y eficiencia de los procesos, y disminuir los costos de produccién (EEA, 2020).
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2.1 Caracteristicas de la FORSU

La FORSU es un sustrato altamente heterogéneo cuya composicion puede variar ampliamente en funcién
de los héabitos de consumo, la region geografica, tamafio de poblaciones, condiciones climaticas y
estacionales, desarrollo socioeconémico y sistemas de recoleccion. La caracterizacion de la FORSU es
primordial para su uso en la recuperacion de energia por medio de la digestion anaerobia, ya que, de su
composicidn fisica, quimica y reoldgica dependera la formulacion de los esquemas de clasificacion y
recoleccion, la seleccion del tipo de tecnologia de aprovechamiento, los pardmetros operacionales y
finalmente, la calidad del biogas y digestato producidos (Campuzano y Gonzalez-Martinez, 2016,
Hongyu et al., 2019).

2.1.1 Caracteristicas fisicas

Segun Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016), entre los principales pardmetros que caracterizan
fisicamente a la FORSU estan: tamafio de particula, densidad, contenido de humedad y reologia. Estos
parametros estan a su vez influenciados por factores de diversa indole que definen las condiciones en
gue la FORSU llega a las plantas de biogas. La recoleccién de la FORSU ha ganado una importancia
creciente como un factor determinante en la conveniencia del uso de la FORSU como sustrato en la
industria del biogéas (Nilsson et al., 2018). Lo anterior se debe a que, el tratamiento anaerobio de la
FORSU se ha hecho posible gracias a la introduccion de la separacién en la fuente como una fraccion
biodegradable limpia. Por tanto, si la FORSU no es separada en la fuente, es necesario un paso de
preclasificacion para eliminar compuestos no aptos para la digestién anaerobia, lo que implica un
aumento significativo en el costo del tratamiento y en la calidad del proceso (Appels et al., 2011).

» Tamafo de particula

Por la naturaleza de produccion y composicion heterogénea de la FORSU, a menudo se encuentra una
distribucion muy variada del tamafio de particulas. En esquemas de procesamiento biolégico como la
digestion anaerobia de la FORSU, la reduccidn del tamafio de particula es una operacion estandar (Zhang
et al., 2019), donde el tamafio éptimo de la particula depende de cada proceso implementado.

En general, la reduccién del tamafio de particula de un residuo ocasiona el consiguiente aumento del area
superficial y con ello mejora la eficiencia general de la bioconversion del sustrato, y es determinante en
la calidad del digestato (Karthikeyan y Visvanathan, 2013).

El tamafio de las particulas no debe ser demasiado grande pues podria provocar una obstruccion en los
reactores y dificultar que los microorganismos lleven a cabo su digestion. Las particulas méas pequefias,
por otra parte, proporcionarian una gran area superficial para adsorber el sustrato que daria como
resultado una mayor actividad microbiana y, por tanto, una mayor produccion de biogas.
Adicionalmente, un pretratamiento fisico tal como la trituracion o la molienda podria reducir
significativamente el volumen de digestor requerido sin disminuir la produccion de biogas (Gashaw,
2014; Yadvika et al., 2004); pero la reduccion excesiva del tamafio puede causar la acumulacién de
acidos grasos volatiles (AGV), disminuyendo la produccion de metano (Cesaro y Belgiorno, 2014).

Kayhanian y Hardy (1994) identificaron al tamafio de particula como un pardametro importante en el
desempefio del proceso de digestion anaerobia de la FORSU. Sus resultados indicaron que la tasa de
produccion de metano era inversamente proporcional al tamafio medio de particula. Ademas,
concluyeron que la reduccion del tamafio de particula también reduce las dificultades de manipulacion
del material. Sin embargo, dependiendo del contenido de humedad, la trituracion de los residuos puede
conducir a la compactacion de los residuos y a un menor contenido de humedad 6ptimo (Hartmann y
Ahring, 2006).
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> Densidad

La densidad es un pardmetro estrechamente relacionado al tamafio de particula y el contenido de
humedad de la FORSU, el cual a menudo es utilizado para realizar calculos y analizar el comportamiento
de la digestién anaerobia (Campuzano, 2015). En procesos con alto contenido de sélidos, la densidad del
sustrato puede afectar la distribucion de microorganismos en el medio, especialmente en las etapas de
hidrolisis y acidogénesis. La baja densidad ayuda a mantener buenos niveles de porosidad, mejorando la
transferencia de masa y manteniendo una comunidad microbiana activa, por lo tanto, para evitar una alta
compactacion, el valor adecuado de densidad debe ser inferior a 1000 kg/m? (Petchsri et al., 2004). Segln
revision de literatura especializada realizada por Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016), la densidad
de la FORSU varia entre 328 y 1052 kg/m®.

> Humedad

El contenido de humedad del sustrato es un parametro clave para la seleccion y operacion de las
tecnologias de digestion anaerobia (himeda o seca), ya que se relaciona con el volumen requerido de los
reactores y el manejo de los digestatos, ademas de afectar el transporte, la difusion y la cinética de las
reacciones del proceso (Forster, 2005; Garcia-Bernet et al., 2011). Segun recopilacién de valores de
humedad de la FORSU en 43 ciudades de diferentes paises realizada por Campuzano y Gonzalez-
Martinez (2016), la humedad de la FORSU varia entre 62 y 85 %.

Con respecto a la distribucion del agua contenida en la FORSU, Garcia-Bernet et al. (2011) aplicaron
técnicas analiticas para determinar la distribucion del agua en el sustrato y digestatos de plantas que
tratan FORSU. Los resultados muestran que el agua esta presente bajo 2 formas diferentes: el agua libre
(la parte de agua que se puede eliminar por filtracion) y la parte intersticial (presente en la estructura
capilar de la materia organica). Asi mismo concluyeron que la estructura capilar cambia con la
degradacion microbiana, y que la fraccion de agua capilar fue mas importante en los digestatos que en
los residuos iniciales.

> Reologia

La reologia es un pardmetro con una influencia muy importante sobre las diversas etapas de
procesamiento de la FORSU mediante la digestion anaerobia (Campuzano, 2015). La reologia se aplica
a un fluido que tiene una estructura compleja, tal como la FORSU, y su comportamiento de flujo no se
puede caracterizar solamente por la viscosidad (Yang et al., 2018). Seglin Cao et al. (2016) el
comportamiento reoldgico de un fluido se ve influenciado por la concentracion de sélidos, temperatura
y la distribucion de los tamafios de las particulas (granulometria). Hasta ahora, los estudios de reologia
relacionados con la FORSU se centran en los digestatos producidos y no en la FORSU fresca. Esto se
debe a la necesidad de optimizar el disefio y el funcionamiento de los procesos de mezcla y bombeo de
digestatos para su recirculacion o transporte (Cao et al., 2016).

2.1.2 Caracteristicas quimicas

La FORSU es un sustrato bastante heterogéneo y, por tanto, los parametros que la caracterizan
quimicamente también lo son, influenciando las estrategias para su manejo y el rendimiento de los
procesos de tratamiento. En la digestion anaerobia de la FORSU, a menudo resulta dificil establecer con
claridad la influencia de las caracteristicas quimicas sobre el rendimiento de metano, al no poderse
establecer comparaciones con resultados de rendimientos generados a partir de sustratos con
caracteristicas tan variadas. En respuesta a esta problematica, Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016)
recopilaron y homogeneizaron informacion sobre las caracteristicas quimicas de la FORSU de 43
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ciudades de 22 paises, incluyendo México. Los valores promedios con base en peso himedo obtenidos
por Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016) se muestran en la Tabla 2.1.

Con un valor promedio de pH = 5.2 + 0.95, la FORSU resulta ser un sustrato acidificado, como
consecuencia de los procesos de degradacién que tienen lugar desde que los residuos son producidos en
los sitios de generacion (Nilsson et al., 2018). Asi mismo, la baja relacion de sélidos volétiles con
respecto a los solidos totales (SV/ST) de la FORSU en comparacion con otros sustratos organicos
complejos tratados mediante digestion anaerobia, tales como el ensilado de maiz (SV/ST = 0.87) y paja
de trigo (SV/ST = 0.94) (Wang, 2010; Labatut et al., 2010), indica un alto contenido de material inerte.

Tabla 2.1 Caracteristicas quimicas de la FORSU. Adaptado de Campuzano y Gonzalez-Martinez

(2016)

Parametro Valor Unidades
pH 5.2+0.95 -
Solidos totales (ST) 27.2+7.6 %
SVIST 0.85+0.09 -
Fasforo total (Pr) 1.7+£25 o/kg
Nitrégeno total (Nv) 79154 o/kg
Demanda quimica de oxigeno (DQQO) 332 + 122 g/kg

De acuerdo con los valores de nitrogeno y fésforo mostrados en la Tabla 2.1, 1a FORSU es un sustrato
pobre en el contenido de nutrientes, por lo que la codigestion de FORSU con sustratos ricos en nutrientes
es una alternativa muy difundida para superar los inconvenientes de la monodigestion de la FORSU
(Mata-Alvarez, 2014; Esposito et al., 2012; Hartmann et al., 2002). El contenido de fosforo y nitrégeno
es un importante indicador de la viabilidad de un sustrato para la digestién anaerobia, dado su papel en
el balance nutricional requerido en el proceso (Hussain et al., 2015).

Con respecto a la DQO, este parametro presenta una alta variabilidad en sus valores, la cual esta
principalmente asociada a las dificultades en el manejo de las muestras y la heterogeneidad del sustrato.
Al igual que el contenido de sélidos volatiles, la DQO es un indicador del contenido de materia organica
del sustrato, por lo que su relacién resulta atil para determinar el potencial de produccion de metano del
sustrato.

2.1.3 Composicion bromatoldgica

El conocimiento de la composicion de la FORSU en cuanto a su contenido de carbohidratos, proteinas,
lipidos vy lignina resulta esencial, pues de la influencia de cada una de estas fracciones dependera el
potencial de degradacion bioldgica del sustrato (Nielfa et al., 2015; Hartmann y Ahring, 2006). Segln
Campuzano y Gonzélez-Martinez (2016), la FORSU esta compuesta principalmente de carbohidratos,
representando esta fraccion el 55.5 + 10.1 % de los sélidos volatiles, seguido de grasas con 17.5 + 6.6
17.7 %, proteinas: 17.7 + 5.5 % y lignina en un 9.7 + 5.3 %. La fraccién lignoceluldsica representa el
37.6 % de los solidos volatiles de la FORSU, siendo estos componentes los de mas dificil biodegradacion
y, por tanto, pueden influir considerablemente sobre el potencial de produccion de metano.

2.2 Biodegradabilidad de la FORSU
El contenido de materia orgénica, medido en términos de solidos volatiles, es un indicador primario de

la biodegradabilidad de un sustrato (Raposo et al., 2011). Con base en el valor de la relacion de sélidos
volatiles a sélidos totales (SV/ST), la FORSU es considerada un sustrato de alta biodegradabilidad pues,
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de acuerdo con Pavan et al. (2000?), un sustrato es susceptible de ser biodegradado cuando la relacion
SVI/ST es mayor a 0.7.

La caracterizacion elemental de los sustratos es otro enfoque de medicidn de la biodegradabilidad de los
compuestos organicos. Con base en el contenido de ciertos elementos (C, H, O, Ny S) y considerando
gue el sustrato sera transformado completamente por los organismos anaerobios, es posible estimar la
produccion de CHa4, CO2 y NH3 (Raposo et al., 2011; Symons and Buswell, 1933). Con base en reportes
de analisis elemental de FORSU de 14 ciudades de 8 paises, Campuzano y Gonzélez-Martinez (2016)
determinaron que, como porcentaje del peso himedo, la formula estequiométrica de la FORSU es
Cus.6Hs.6N2.9S0.3.

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es otro parametro usado comunmente para medir el contenido
organico total de los sustratos (Raposo et al., 2011). La DQO puede ser utilizada para la prediccion de
la produccién de metano, mediante la produccion tedrica de 350 NmL de metano por gramo de DQO
(McCarty, 1964). Posteriormente, la produccion de metano se relaciona con las tasas de degradacion de
la fraccion organica del sustrato. Asi mismo, la relacion de la DQO con los SV puede proveer mas
informacién sobre la biodegradabilidad de un sustrato, de modo que la relacion DQO/SV proporciona
informacién sobre la cantidad de oxigeno requerido para oxidar un gramo de sélido volatil. Para la
FORSU de Ciudad de México, Campuzano y Gonzélez-Martinez (2015) reportan una relacién DQO/SV
de 1.36.

Finalmente, una de las técnicas mas populares y rutinarias realizadas en la academia y la industria para
determinar la biodegradabilidad de la biomasa es la prueba de potencial bioquimico de metano (PBM)
(Filer et al., 2019; Koch et al., 2019). El valor promedio del potencial de produccién de la FORSU de
27 ciudades reportado por Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016) es de 415 + 137.7 NL/kgsv. Para la
Ciudad de México, Campuzano y Gonzélez-Martinez (2015) reportan un potencial de produccion de
metano de 541 + 14 NL/kgsv (referido a los SV alimentados). La alta variabilidad en el valor de PBM se
debe tanto a la variacion en la composicion fisica y quimica de la FORSU como a las diversas
condiciones experimentales en las que la prueba se lleva a cabo, pues aln sigue habiendo falta de
estandarizacion de las técnicas (Filer et al., 2019; Campuzano y Gonzélez-Martinez, 2016).
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3. ENSILADO

El ensilado es un método de preservacion basado principalmente en una fermentacion espontanea de
acido lactico en condiciones anaerobias (Oude et al., 2000), en la que bacterias epifitas fermentan los
carbohidratos solubles en agua produciendo &cido lactico, &cido acético, etanol y otros productos
menores (Bolsen et al., 1996). Debido a la produccidn de acidos, el pH del material ensilado disminuye
y se inhiben los microorganismos que pueden producir la pérdida de materia organica (p.e. produccion
de CO, y CH,) y nutrientes del sustrato ensilado (Oude et al., 2000). Por tanto, la acidificacion inicial
rapida es la clave para controlar el crecimiento de microorganismos competidores de las bacterias del
acido lactico (BAL), los que continuaran creciendo hasta que se haya logrado una concentracion
inhibitoria de acidos no disociados y un pH suficientemente bajo.

3.1 Bioquimica del ensilado

En un ensilado ideal, las bacterias homolacticas usan los carbohidratos solubles para el crecimiento y
producen solo &cido lactico, lo que resultaria en un proceso bioquimico esencialmente sencillo (Kung et
al., 2018). Sin embargo, en la préactica el ensilado es un proceso que puede volverse complejo cuando se
involucran interacciones entre las muchas especies microbianas que dan como resultado una gran
variedad de productos finales (Rooke y Hatfield, 2003). Con base en las principales transformaciones
bioquimicas, el proceso de ensilado comlnmente es dividido en cuatro fases (Figura 3.1):

Fase 1.- Fase aerobia inicial. Esta fase normalmente dura las pocas horas en que el O atrapado en el
sustrato mantiene la respiracion de los microorganismos (Figura 3.1) y se acompafia de la generacion de
calor, diéxido de carbono y agua (Tabla 3.1). Otras enzimas vegetales permanecen activas. Las proteasas
inician la descomposicion de proteinas en aminoacidos, y las carbohidrasas aumentan la cantidad de
carbohidratos solubles disponibles para la fermentacion. Los microorganismos aerobios obligados y
facultativos como mohos, levaduras y algunas bacterias permanecen activos, siempre que el pH se
mantenga cercano al valor de pH del sustrato fresco (Oude et al., 2000). Esta etapa se puede acortar
mediante una trituracion fina y buena compactacion del sustrato (McDonald et al., 1991).

Fase 2.- Fase de fermentacion principal. Esta fase comienza una vez que se ha agotado el O, y dura
dependiendo de las propiedades del sustrato y las condiciones de ensilado. En esta etapa los
microorganismos anaerobios facultativos y obligados, como las enterobacterias, clostridios, ciertos
bacilos y levaduras compiten con las BAL por los nutrientes que se liberan cada vez mas de las células
y tejidos del sustrato (Figura 3.1). Los signos externos de fermentacion son la produccién de biogas,
efluentes liquidos y la reduccion de la masa del ensilado (Tabla 3.1). En un ensilado exitoso los cambios
microbianos durante esta fase son principalmente la desaparicion de enterobacterias y el desarrollo de
una poblacion de BAL dominante. La velocidad de este cambio est4 estrechamente relacionada con la
produccion de acido lactico y la rapidez en la disminucion del pH hasta valores en un rango de 3.5a 5.0
(Oude et al., 2000).
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Fase 3.- Fase de fermentacion estable. Esta etapa llega con la disminucion de la intensidad de la
fermentacion. Solo las enzimas tolerantes a los acidos continlan activas, causando una lenta hidrélisis
de carbohidratos estructurales y de almacenamiento. Esto proporciona el suministro continuo de
carbohidratos solubles que compensan su inevitable reduccion durante los periodos prolongados de
almacenamiento. La poblacion de BAL generalmente experimenta una reduccion logaritmica debido a
la inhibicion del bajo pH y los productos de fermentacion. Varias especies de levaduras altamente
tolerantes a los &cidos sobreviven este periodo en un estado casi inactivo, junto con los bacilos y
clostridios, que entran en un estado de latencia formando endosporas.

Fase 4.- Fase aerobia final. Esta etapa corresponde al periodo de alimentacién del ensilado, en la cual
se da la carga y transporte del ensilado para la alimentacion de los biodigestores. Durante el movimiento
del ensilado, el O, puede acceder en cantidades suficientes para iniciar el crecimiento de
microorganismos indeseables. En particular, estos incluyen las levaduras y las esporas o conidios de
ciertos mohos, asi como las bacterias del acido acético, que a menudo son responsables del inicio de la
inestabilidad aerobia. Estos microorganismos comienzan a multiplicarse en presencia de aire y
contribuyen al calentamiento, y a los principales cambios quimicos del ensilado, indicados por una
reduccidn del acido lactico y un aumento del pH.

T‘: Oxigeno pH
- = Enterobacterias — BAL
... H y .
le:::g:i:;‘s Bacterias
indeseables

Fase Fase principal Fase estable Fase
aerobia aerobia

Figura 3.1 Cambios tedricos en el contenido de oxigeno, pH y poblaciones microbianas durante el
ensilado

Duniére et al. (2013)

Si bien las fases anteriormente descritas se consideran el caso normal de ensilado, dos condiciones
pueden poner en peligro el éxito del proceso:

1. La falta de carbohidratos fermentables o su utilizacion ineficiente que pudiera prevenir una
concentracion suficientemente rapida y alta de &cidos no disociados a un pH bajo en el ensilado.
Esto puede conducir a una fermentacion secundaria en la que los azUcares residuales, asi como
los acidos lactico y acético formados inicialmente sean fermentados a acido butirico por
clostridios, aumentando el pH. Durante la fermentacion secundaria los aminoécidos se fermentan
en aminas y NHs.
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2. Un periodo de llenado prolongado o un sellado retrasado del silo que generalmente resulta en
una poblacion de levadura alta. Siempre que haya suficientes sustratos como acido lactico y
carbohidratos solubles en agua, el acceso renovado al aire generalmente causara una
multiplicacion inmediata de la microflora no deseada, con las correspondientes pérdidas aerobias
mencionadas en la fase 4.

Como se muestra en la Tabla 3.1, las rutas de fermentacidn por las que se producen etanol y acetato
implican la pérdida de carbono como CO,. También se da la produccion de metabolitos acidos que tienen
un pKa mas alto (pKa &cido acético = 4.74, pKa del &cido propiénico = 4.88) que el del &cido lactico
(pKa = 3.86) y, por tanto, no logran la acidificacion deseable en el ensilado (Rooke y Hatfield, 2003).

Tabla 3.1 Metabolismo de carbohidratos durante el ensilado. Adaptado de Pahlow (1991)

Proceso Microorganismaos Productos
BAL Acetato, lactato, H.O,, CO,, otros.
Respiracion BAA Acetqto .
(aerobio) Mohos CO,, H,0, micotoxinas
Levaduras CO,, H,O
Bacterias aerobias COgy, H,0, toxinas
BAL Acetato, lactato, etanol, CO,, manitol, glicerol, otros.
Levaduras Etanol, CO;

Fermentacién

(anaerabio) Clostridios Butirato, Hz, CO>
BAP Propionato, CO2, H,O
Enterobacterias Acetato, etanol, lactato, CO,, butanodiol, otros.

BAL = bacterias del acido lactico, BAA = bacterias del acido acético, BAP = bacterias del acido propiénico

3.2 Microbiologia del ensilado

Existe diversa literatura en la que la microbiologia del ensilado para la alimentacién animal se encuentra
ampliamente descrita. Si bien dichas referencias son esenciales para entender de manera general los
procesos bioquimicos durante el ensilado, su uso como base tedrica en el ensilado para la produccion de
biogés requiere de ciertas precauciones. Mientras en el ensilado para la alimentacion animal el principal
interés esta puesto sobre la digestibilidad de las proteinas, la palatabilidad y la ingesta de materia seca
(Egg et al., 1993); en el ensilado para la produccién de biogas, el objetivo principal es preservar la
méaxima cantidad posible de carbono que posteriormente pueda transformarse en metano (Teixeira
Franco et al., 2016).

Los microorganismos asociados al sustrato a ensilar juegan un papel fundamental en la definicion de los
procesos de fermentacién y la calidad del producto ensilado. A menudo el ensilado tiene lugar utilizando
la microflora epifita del sustrato, la cual esta compuesta por una mezcla compleja de microorganismos
formada principalmente por bacterias, levaduras y mohos; en la que la distribucion inicial de sus
poblaciones depende principalmente de la composicion fisica del sustrato, el contenido de humedad, la
madurez de las especies vegetativas y su proceso de corte (Bolsen et al, 1996). Por lo general, al
comienzo del ensilado los nutrientes del contenido celular solo se liberan por corte mecénico o laceracion
del sustrato, creando a menudo condiciones poco uniformes en la distribucion microbiana en el sustrato
(Daeschel et al., 1987). Posteriormente, a medida que la disponibilidad de oxigeno es escasa y se reduce
el pH, la diversidad de los microorganismos epifitos disminuye (McAllister et al., 2018).

Las clases tipicas de microorganismos y el rango de sus poblaciones en el ensilado se muestran en la
Tabla 3.2. Como es de esperarse, las poblaciones dominantes son microorganismos aerobios o aerobios

8



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM
e @
facultativos. A menudo, las bacterias del &cido lactico, de las que depende principalmente el ensilado,
tienen un orden de magnitud menor en poblacién que otros grupos de microorganismos.

Tabla 3.2 Distribucion tipica de poblaciones microbianas iniciales en el ensilado. Pahlow et al. (2003)

Grupo Poblacion (UFC/gsustrato)
Bacterias aerobias totales Mayor a 10,000,000
Bacterias del acido lactico (BAL) 10 — 1,000,000
Enterobacterias 1000 — 1,000,000
Levaduras 1000 — 100,000
Mohos 1000 — 10,000
Clostridios (endosporas) 100 - 1,000
Bacilos (endosporas) 100 - 1,000
Bacterias del &cido acético (BAA) 100 - 1,000
Bacterias del &cido propiénico (BAP) 10 - 1000

UFC = unidades formadoras de colonias

3.2.1 Bacterias del acido lactico

En funcion de su capacidad para producir acido lactico como producto primario, los miembros de varios
géneros se describen colectivamente por el término “bacterias del acido lactico”. Seis géneros se asocian
regularmente con el ensilado: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y
Streptococcus. Las bacterias del &cido lactico (BAL) a menudo estan separadas por los dos tipos basicos
de fermentacidn que pueden ocurrir simultaneamente durante el ensilado. Un proceso homofermentativo,
que produce principalmente acido lactico, y el otro heterofermentativo, donde se forman productos
adicionales como etanol o acetato, asi como CO,. En términos de produccion de acido y de pérdida de
energia, la primera via es mas eficiente que la contraparte heterolactica (Pahlow et al., 2003). La
fermentacion heterolactica podria potenciar la formacion de metano, al producirse acido acético
(Vervaeren et al., 2010), aunque podria también aumentar las pérdidas de materia organica por la
produccién de CO, (McDonald et al., 1991).

Las bacterias del acido lactico generalmente necesitan carbohidratos como fuentes de energia y carbono,
y son organismaos con requisitos extremadamente selectivos para poder adaptarse a sustratos organicos
complejos como la FORSU. La temperatura para el crecimiento varia desde 5 a mas de 50 °C, con
Optimas entre 25 y 40 °C; siendo esta una propiedad relevante para hacer ensilado en climas célidos. El
pH 6ptimo para el crecimiento esta entre 5y 6.

3.2.2 Enterobacterias

Las especies de enterobacterias que a menudo se encuentran en el ensilado se definen como organismos
Gramnegativos, en forma de baston y a menudo maviles. Son facultativos, poseen catalasa y reducen el
NOs. Algunos de ellos fermentan la glucosa en una mezcla de acidos, incluido el acido acético y el acido
férmico con alcohol; otros producen butanodiol. Pueden descarboxilar y desaminar aminoacidos y
pueden utilizar componentes nitrogenados de compuestos organicos como sustancias respiratorias que
producen energia (Pahlow et al., 2003).

Las enterobacterias epifitas pueden alcanzar niveles superiores de poblacion que las BAL,; sin embargo,
los valores minimos para enterobacterias son a menudo 100 veces més altos que los de las BAL. Las
enterobabacterias suelen ser los primeros organismos bacterianos que se encuentran en sustratos secos,
teniendo ademas la capacidad de crecer a bajas temperaturas, aunque la temperatura 6ptima para su
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crecimiento es més alta que la de la mayoria de las BAL en el ensilado (Pahlow et al., 2003). En general,
esto indica la naturaleza menos exigente de las enterobacterias en comparacidn con otros grupos epifitos
relevantes en el sustrato fresco. No obstante, el nUmero de enterobacterias disminuira sustancialmente al
iniciar el ensilado, debido a su escasa capacidad de multiplicarse a valores de pH por debajo de 4.5
(Muck, 2010).

La presencia de enterobacterias en el ensilado es indeseable, puesto que, debido a su naturaleza anaerobia
facultativa, pueden competir con las BAL por los nutrientes antes y después del ensilado. También son
responsables de gran parte del NH; formado a partir de la degradacién de proteinas y de la reduccion de
NOs, aumentando asi la capacidad de amortiguacion de del sustrato ensilado y contrarrestando la
disminucién rapida del pH (Spoelstra, 1987). EI nimero de enterobacterias y su tasa de disminucion en
el ensilado pueden servir como buenos indicadores de la calidad del ensilado. La disminucion de
enterobacterias en el ensilado refleja la presencia combinada de buenas condiciones del proceso:
disponibilidad de nutrientes y agua, conversion eficiente de esos nutrientes a productos de fermentacion
y un pH bajo por la produccion de acido lactico (Muck, 2010).

3.2.3 Levaduras

Las levaduras son microorganismos eucariotas, heterétrofos, que crecen principalmente como células
individuales, pero muchas también pueden producir pseudo o verdadero micelio (Pahlow et al., 2003).
Las levaduras juegan un papel importante en el deterioro aerobio del ensilado. En condiciones
anaerobias, muchas especies pueden fermentar activamente azlcares como glucosa, maltosa y sacarosa.
Los principales productos de fermentacion de las levaduras son etanol y CO2, pero pequefias cantidades
de &cidos grasos volatiles (AGV) y de lactato también puede formarse anaerobiamente por levaduras
(McDonald et al., 1991). Los ambientes &cidos anaerobios, como los ensilados, son en principio hostiles
para las células de levadura. Se sabe que los &cidos grasos de cadena corta como los &cidos propiénico
y acético inhiben las levaduras a un pH bajo. Los &cidos grasos de cadena corta no disociados mas
prevalentes a pH bajo son claramente mas inhibitorios para las levaduras que los &cidos disociados
(EKlund, 1983). Esto se debe al hecho de que estas moléculas no disociadas pueden difundirse en la
célula y reducir el pH intracelular al liberar iones H*.

Las levaduras también son importantes porque algunas especies pueden crecer en condiciones
anaerobias, fermentando azlcares en etanol. Cuando los ensilados mantienen niveles sustanciales de
azUcares después de que las bacterias del &cido lactico son inhibidas por un pH bajo, las levaduras pueden
desarrollarse y son la presunta causa de la mayoria de los ensilados con alto contenido de etanol (> 20
g/kgst) (Pahlow et al., 2003). El rango de temperatura para el crecimiento 6ptimo de las levaduras se
encuentra entre 25 y 30 °C (Walker y Walker, 2018).

3.2.4 Clostridios

El género Clostridium comprende bacterias grampositivas, formadoras de endosporas. Los clostridios
generalmente derivan su energia de la fermentacién de compuestos organicos como los carbohidratos y
las proteinas. Aungue su tolerancia al oxigeno varia ampliamente, los clostridios son anaerobios y sus
efectos sobre la calidad del ensilado generalmente ocurren mucho después de que las bacterias del acido
lactico han dejado de crecer activamente en el ensilado (Pahlow et al., 2003).

Tal como se muestra en la Tabla 3.3, las especies de clostridios mas importantes en el ensilado se dividen
en tres grupos por los principales compuestos que fermentan: clostridios proteoliticos que fermentan
principalmente amino&cidos, el grupo Clostridium butyricum que fermenta carbohidratos y C.
tyrobutyricum que fermenta algunos azucares, pero, lo que es mas importante, fermenta acido lactico.
Los clostridios proteoliticos producen varios compuestos en la catabolizacion de aminoacidos; los mas

10



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM
importantes son: el amoniaco, las aminas y el didéxido de carbono (Muck, 2010). Los productos primarios
del grupo C. butyricum y C. tyrobutyricum son &cido butirico, acido acético, hidrégeno y didxido de
carbono, por lo que la actividad metabolica de organismos clostridiales conduce a grandes pérdidas de
materia orgénica y pobre recuperacion de energia (Pahlow et al., 2003). Las posibilidades de una
fermentacidn clostridial se pueden minimizar mediante el ensilado con concentracion de solidos totales
por encima de 30 % e induciendo una produccién rapida de acido lactico porgue los clostridios son
intolerantes tanto a la presion osmética alta como al pH bajo (Kung et al., 2018). Clostridium
tyrobutyricum es la especie clostridial mas estudiada en los ensilados, debido a su capacidad de fermentar
lactato, lo cual contrarresta las fermentaciones de acido lactico. La fermentacion del acido butirico
realizada por C. tyrobutyricum puede describirse como:

2 4cido lactico—1 acido butirico+2H, + 2CO, Ecuacion 3.1

Tabla 3.3 Principales caracteristicas de clostridios predominantes en ensilados. Adaptado de Pahlow et

al. (2003)

Caracteristicas Grupo proteolitico!  C. butyricum  C. tyrobutyricum
Sustrato que utiliza:
Carbohidratos Si Si Si
Proteinas Si No No
Monosacaridos Variable Mucho Poco
Lactato Poco No Si
pHZ: Mayor a 5 Entre 4.5y 5.0 Entre 4.2y 45
Productos:
Acido butirico Si Si Si
Acido acético Si Si Si®
Etanol Si No No
AGYV de cadena ramificada* Si No No
NHs Si No No
Aminas Si No No

! clostridios que combinan propiedades proteoliticas y sacaroliticas. Pueden fermentar un nimero limitado de azticares.? pH minimo que permite
el crecimiento. Bajo nivel de actividad de agua y elevados niveles de acidos incrementa el pH minimo que permite el crecimiento. ° requiere
del acido acético.* Isobutirico e isovalérico.

El efecto negativo de una fermentacion por Clostridium tyrobutyricum es, en primer lugar, por la
produccién de acido butirico, el cual, al ser un 4cido mas débil que el &cido lactico, conduce a un aumento
del pH. Asi mismo, la produccion de H, y CO, resulta en pérdidas de energia y materia organica.

3.2.5 Bacterias del acido propio6nico

Dentro de este género, las propionibacterias clasicas o lacteas son las que se han aislado tradicionalmente
de los productos lacteos y se han encontrado en los ensilados y fermentaciones vegetales (Woolford,
1975). Como su nombre lo indica, el acido propionico es el principal producto final de la fermentacién,
pero también pueden producir grandes cantidades de acetato y, en menor medida, CO; y &cidos organicos
como el &cido férmico o el &cido isovalérico (Cumminsy Johnson, 1992). La ecuacion de la fermentacion
es la siguiente:

2 écido lactico—1 acido propidnico+1 acido acético+ 2CO, Ecuacion 3.2
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El hecho de que se puedan encontrar pequefias cantidades de acido propionico en muchos ensHados no
necesariamente indica que estén presentes las propionibacterias, puesto que las bacterias como
Clostridium propionicum y Selenomonas ruminantium también producen acido propionico como el
principal producto final de la fermentacién, y muchas otras pueden excretar pequefias cantidades de
propionato (Merry y Davies, 1999).

Dado que el acido propionico no disociado es un potente inhibidor de levaduras y mohos, puede mejorar
efectivamente la estabilidad aerobia del ensilado (Rooke y Hatfield, 2003). Por lo tanto, ha habido algin
interés en usar propionibacterias como inoculantes en los ensilados. El hecho de que las bacterias del
acido propidnico metabolicen una cierta cantidad de acido lactico en lugar de azlcares para la formacion
de propionato no parece representar un problema en la mayoria de los ensilados.

3.2.6 Bacterias del acido acético

El acido acético es el &cido que tipicamente se encuentra en la segunda mayor concentracion en los
ensilados, oscilando entre el 1 y el 3 % de la materia seca, siendo su concentracion inversamente
proporcional al contenido de materia seca (Kung et al., 2018). La produccion de &cido acético implica
una pérdida adicional de CO, lo que reduce la recuperacion de materia organica en aproximadamente 1
% en promedio (Muck, 2010). Si bien los &cidos grasos volatiles son buenos inhibidores de levaduras y
mohos (Moon, 1983), el &cido acético no es un inhibidor tan bueno como los acidos grasos de cadena
mas larga, pero es mas efectivo que el acido lactico.

El efecto del acido acético sobre el crecimiento de hongos esté relacionado con la concentracion no
disociada en solucién. Por lo tanto, una concentracion dada de acido acético se vuelve mas inhibitoria
para las levaduras y los mohos a medida que disminuye el pH del ensilado. Desafortunadamente, la
fermentacion bacteriana del acido lactico rara vez baja el pH lo suficiente y produce suficiente acido
acético para evitar que las levaduras y los mohos puedan crecer.

3.3 Condiciones para el ensilado

El proceso de ensilado como proceso bioldgico es bastante dinamico, con varias etapas sucesivas que se
desarrollan en entornos y con microorganismos competitivos (Teixeira Franco et al., 2016). Diversos
factores pueden afectar las rutas de fermentacion que tienen lugar durante el ensilado, y que pueden ser
optimizados a fin de obtener un ensilado de calidad que pueda proporcionar el maximo rendimiento
energético de los sustratos.

3.3.1 Caracteristicas del sustrato

Entre los pardmetros criticos del ensilado, las caracteristicas bioquimicas del sustrato deben considerarse
como la prioridad para un ensilado exitoso, pues es lo que primordialmente orienta el curso de la
fermentacion y también tiene un impacto importante a la hora de definir las demés condiciones de
ensilado. En general, las caracteristicas ideales de un sustrato para lograr un ensilado efectivo son:
contenidos de humedad relativamente bajos, alto contenido de carbohidratos accesibles (solubles en
agua) y baja capacidad de amortiguacion (Teixeira Franco et al., 2016). Ademas, la microflora epifita
del sustrato desempefia un papel crucial en el curso del ensilado, de tal modo que, si las BAL estan
presentes en una cantidad suficiente y en un rango adecuado de contenido de humedad, fermentaran los
carbohidratos solubles, acidificando el medio y estabilizando el ensilado si el sustrato posee una baja
capacidad de amortiguamiento (Rooke y Hatfield, 2003).
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3.3.2 Tamafio de la particula

Con respecto al efecto de este pardmetro sobre el ensilado, se reporta que la reduccién del tamafio de
particula puede conducir a una fermentacion lactica mas rapida y por lo tanto a una rapida estabilizacion
del ensilado y a menores pérdidas de materia organica (Teixeira Franco et al., 2016).

El objetivo principal de la reduccion del tamafio de la particula es aumentar la superficie accesible para
las enzimas hidroliticas (Kala¢, 2012). Herrmann et al. (2011) demostraron que, en general, reducir el
tamafo de la particula mejora las condiciones de fermentacion mediante la liberacion adicional de
sustratos facilmente fermentables, lo que conduce a una fermentacion lactica més intensa y reduce las
pérdidas de materia organica. Ademas, se ha reportado que en el ensilado con particulas de pequefio
tamano se reduce el riesgo de deterioro aerobio al permitir mayores densidades y limitar la cantidad de
oxigeno atrapado en el ensilado (Rooke y Hatfield, 2003). Herrmann et al. (2011) también evaluaron el
rendimiento de metano a partir de sustratos ensilados con diferentes tamafios de particulas, reportando
gue, para una alta formacion de metano es recomendable cortar los cultivos a tamafios de particulas de 7
- 8 mm. No obstante, solo en un tercio de los casos, la mayor produccién de metano compensoé el costo
adicional de la reduccidn del tamafio.

3.3.3 Densidad

La densidad se asocia con la porosidad y el flujo de oxigeno en el ensilado (Weinberg y Ashbell, 2002),
de manera tal que, a mayor densidad la porosidad disminuye y por tanto el flujo de oxigeno en el ensilado
es més lento, reduciendo asi las pérdidas debidas al deterioro aerobio (Muck et al., 1988). Si bien el
oxigeno inicialmente atrapado en el silo puede agotarse en cuestion de horas, existe el riesgo de un
deterioro aerobio en las fases posteriores del ensilado, si no se mantienen las condiciones anaerobias que
las BAL necesitan para proliferar y dominar la comunidad microbiana (Pitt, 1986). Para limitar el ingreso
de oxigeno al ensilado, la densidad es un parametro considerado crucial.

3.3.4 Humedad

Un efecto cominmente reportado de la humedad en el ensilado es que una mayor concentracion de
solidos totales (ST) retrasa el crecimiento bacteriano, conduciendo a una fermentacién mas restringida
y, por lo tanto, afectando negativamente la conservacion del sustrato. (Kung, 2018). Sin embargo, los
microorganismos involucrados poseen diferentes niveles de tolerancia a la humedad. Mientras los
clostridios son particularmente sensibles a la disponibilidad de agua (actividad de agua a.) y requieren
condiciones himedas para su desarrollo activo (Teixeira Franco et al., 2016), las BAL son capaces de
fermentar la biomasa en un amplio rango de concentracién de solidos totales (Rooke y Hatfield, 2003).
Segun Teixeira Franco et al. (2016), la concentracion de sélidos guarda una estrecha relacién con la
acidez del ensilado, de modo que a menor concentracion de solidos el valor del pH requerido para la
estabilidad anaerobia del ensilado es menor (Tabla 3.4).

La actividad del agua (aw) es un pardmetro relacionado con el contenido de agua de un sustrato (Tabla
3.4), y es indicativo del agua disponible para el crecimiento de microorganismos y la actividad
enzimatica durante su conservacion (Lanigan, 1963). Los microorganismos necesitan cierta cantidad de
agua disponible para vivir, y las reacciones se dan en medio acuoso. La actividad del agua toma valores
entre 0y 1, y cuanto mas se aleja de 1 (valor para el agua pura), mas dificil es la actividad bioldgica.

La concentracidon de sélidos junto con la densidad también se asocia a la formacion de lixiviados durante

el ensilado, lo cual ademas de producir pérdidas de nutrientes y energia, también puede ocasionar serios
problemas de contaminacion y manejo del efluente. En el ensilado para la produccién de biogas, las
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pérdidas por lixiviacion pueden evitarse utilizando el propio efluente como cosustrato en la digestion
anaerobia (Egg, 1993). En otros casos, cuando la concentracion de sdlidos del sustrato es baja se utilizan
técnicas de reduccién de la humedad como la desecacion quimica y el tratamiento térmico (Rooke y
Hatfield, 2003). Segun Teixeira Franco et al. (2016), el ensilado en un rango de 25 — 30 %sr conduce a
una fermentacion menos extensa, evita la produccion de efluentes y disminuye la pérdida de materia
organica.

Tabla 3.4 Valor de pH estables y actividad de agua (aw) en ensilados segln la concentracion de
sOlidos. Adaptado de Weissbach (1996)

Y%ost (Kgst/Kgsustrato) Actividad de agua aw (-) pH ()

15 0.985 4.10
20 0.980 4.20
25 0.975 4.35
30 0.971 4.45
35 0.966 4.60
40 0.961 4.75

3.3.5 Temperatura

En términos generales, el ensilado se prefiere una temperatura moderada de 20 a 30 °C. A temperaturas
mayores a 37 °C se han reportado efectos perjudiciales de la temperatura sobre la estabilidad aerobia de
los ensilados y también se afecta la calidad del ensilado debido a una fermentacion mas extendida
(Weinberg et al., 2001; Kim y Adesogan, 2006) y una mayor fermentacion clostridial (McDonald et al.
1991). El aumento de la temperatura de ensilado tiene como consecuencia un mayor dominio de
clostridios y enterobacterias, ya que tienen una temperatura 6ptima de crecimiento mas alta que las BAL
(Rooke y Hatfield, 2003).

Por debajo de 20 °C, la fermentacion lactica puede no ser tan eficiente si no se dispone de suficiente
sustrato facilmente fermentable, por lo que, es necesario mantener un cierto nivel de temperatura para
superar la barrera inicial de hidrélisis y que las BAL puedan disponer de material organico soluble
(Teixeira Franco et al., 2016).

3.3.6  Uso de aditivos

Los aditivos en el ensilado pueden ser utilizados con diversos propdsitos, a partir de los cuales pueden
clasificarse como: aditivos estimulantes de la fermentacién, aditivos inhibidores de la fermentacion,
aditivos inhibidores del deterioro aerobio, nutrientes y absorbentes (McDonald, 1991).

Los estimulantes de la fermentacion son los aditivos més utilizados ya que sus beneficios para la
preservacion son en general reconocidos, por lo que la mayoria de los estudios sobre el uso de aditivos
en ensilados para la produccion de biogas apuntan a este tipo (Teixeira Franco et al., 2016). Entre los
estimulantes mas conocidos hay varios tipos de enzimas, fuentes de carbohidratos o inoculantes de BAL
(Kalag, 2012).

Otros aditivos de mucho uso son los inhibidores de la fermentacidn, cuyo propdsito es minimizar las
pérdidas de materia seca y energia mediante la inhibicion de la actividad bioldgica de los
microorganismos degradantes a través de la disminucion del pH. Al fomentar una rapida fermentacién
lactica, el ensilado entra en una fase estable mas rapidamente (Herrmann et al., 2011).
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3.4 Parametros de efectividad del ensilado

341 pH

El comportamiento del pH durante el ensilado se ve afectado por la capacidad amortiguadora del sustrato,
de modo que, en sustratos con alta capacidad amortiguadora requerira mas acido para reducir su pH
(Kung, 2018). Un ensilado que alcanza un pH suficientemente bajo para evitar fermentaciones
secundarias con produccion de acido butirico y otros acidos grasos voléatiles se define como un ensilado
estable (Pahlow et al., 2003). Tal como se muestra en la Tabla 3.4, los valores de pH necesarios para un
ensilado estable estan en funcidn de la actividad del agua (aw) a una determinada concentracién de sélidos
totales.

En términos de la efectividad del ensilado, una rapida disminucién del pH es deseable, ya que a valores
de pH bajos y si se mantienen las condiciones anaerobias, el crecimiento de todos los microorganismos
incluidas las bacterias del &cido lactico se ven inhibidas y el ensilado tarda menos en alcanzar la fase
estable (McAllister y Hristov, 2000). Esto limita las pérdidas de materia organica y energia, y permite
conservar el potencial de metano del sustrato ensilado.

3.4.2 Pérdidas de materia organica

La reduccién de las pérdidas de materia organica durante el ensilado de un sustrato es esencial para el
uso econdmico y sostenible del biogéas (Herrmann et al., 2011). La pérdida de materia organica puede
producirse por los procesos bioquimicos de la fermentacion o por lixiviacion durante el ensilado
(Buffiére et al., 2018). Por lo tanto, en un sistema cerrado donde el lixiviado no es extraido, las pérdidas
de materia organica se asocian exclusivamente a los procesos fermentativos (Tabla 3.5).

Tabla 3.5 Pérdidas de materia organica y energia segun rutas de fermentacion. Adaptado por Borreani

et al. (2018)
. cdia (0
Organismos Tipo de Sustrato Productos Pérdida (/osus"aw),
fermentacion SV Energia

BAL Homolactica  Glucosa 2 lactato 0 0.7
BAL Heterolactica  Glucosa 1 lactato, 1 etanol, 1 CO, 24 1.7
BAL Heterolactica 3 fructosa 1 lactato, 1 acetato, 2 manitol, 1 CO; 4.8 1
Enterobacterias 2 glucosa 2 lactato, 1 acetato, 1 etanol, 2 CO; 17 111
Clostridios 2 lactato 1 butirato, 2 CO», 2H; 51.1 18.4
Levaduras Glucosa 2 etanol, 2CO; 48.9 0.2

*BAL: Bacterias del acido lactico

El dominio répido de las BAL en la fermentacion es necesario para lograr bajas pérdidas de materia
organica, pues el desarrollo lento de las BAL causa una velocidad de fermentacion lenta y produce una
caida lenta del pH que permite la actividad de microorganismos no deseados (Scudamore y Livesey,
1998). En cuanto a la ruta de formacién de &cido lactico, si bien la fermentacion heterolactica tiene
ventajas en cuanto a la produccion de metabolitos intermedios para la posterior metanogénesis
(Herrmann, 2011; Vervaeren et al., 2010), esta via se asocia con mayores pérdidas de materia seca que
la homolactica (McDonald et al., 1991). Segun Kung (2010), en un ensilado efectivo las pérdidas totales
de materia seca deben situarse por debajo del 12 %. Sin embargo, segun Borreani et al. (2018), en
sistemas de ensilado para la produccion de biogas, las pérdidas de materia organica pueden limitarse por
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debajo del 20 % y el potencial de metano se puede conservar casi por completo o incluso aumentar en
algunos casos.

3.4.3  Produccion de biogéas

La produccion de biogas durante el ensilado es un pardmetro de suma importancia dado que este
representa la pérdida de material organico soluble y de energia del sustrato (McAllister y Hristov, 2000).
La formacion del biogas dependera de los procesos bioquimicos producidos durante el ensilado, pues
ademas de los metabolitos principales pueden dar lugar a la formacién de subproductos como el diéxido
de carbono e hidrégeno (Luo et al., 2011) que son liberados del medio en forma de biogés.

Tal como se muestra en la Tabla 3.5, cuando las fermentaciones heterolécticas tienen lugar o cuando
microorganismos diferentes a las BAL estan activos en el ensilado, la pérdida en forma de CO; es grande.
Adicional a las pérdidas de materia organica por la produccion de CO,, cuando en el ensilado hay
actividad clostridial, la produccion de hidrégeno tiene lugar, siendo esta la principal razén de pérdida de
energia (Borreani et al., 2018).
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4. DIGESTION ANAEROBIA DE FORSU

La digestion anaerobia (DA) es un proceso microbioldgico que consiste en la degradacion, en ausencia
de oxigeno, de un material organico complejo (Khalid et al., 2011). Siendo uno de sus productos finales
el metano, la DA ofrece muchas ventajas en lo que respecta al aprovechamiento energético de los
residuos organicos (André et al., 2017), permitiendo ademas la destruccion de patdégenos (condiciones
termofilicas) y la produccién de digestato (Asia y Oladoja, 2006). El digestato es un subproducto
formado de materia organica bastante estable y con alto potencial de su uso como mejorador de suelos o
biofertilizante (Mata-Alvarez et al., 2000).

En cuanto a la fraccion organica de los residuos sélidos municipales (FORSU), la digestion anaerobia se
observa como una solucién factible para su aprovechamiento energético (Dhar et al., 2015), tanto asi que
se considera uno de los desarrollos tecnoldgicos mas exitosos e innovadores observados durante las dos
Gltimas décadas en el dmbito de la gestién de residuos (De Baere y Mattheeuws, 2015). Entre las
principales ventajas que han impulsado la expansién la DA de la FORSU, se cuentan: su bajo consumo
de energia, baja produccién de lodos, menores requerimientos de espacio, reduccion en el volumen de
residuos y la produccién de bio fertilizantes y acondicionadores de suelos (Adekunle y Okolie, 2015).

Segun De Baere y Mattheeuws (2015), solo en Europa se han construido 244 instalaciones que tratan la
FORSU, lo que representa una capacidad acumulada de 7,750,000 toneladas por afio de materia organica,
lo que a su vez constituye el 25 % de los residuos s6lidos municipales dispuestos en el continente.

4.1 Bioquimica de la digestion anaerobia

Durante la digestién anaerobia las transformaciones bioquimicas que se llevan a cabo pueden separarse
en cuatro etapas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. Los microorganismos que
llevan a cabo las reacciones de degradacion en cada una de estas etapas difieren ampliamente con
respecto a su fisiologia, necesidades nutricionales, cinética de crecimiento y sensibilidad a las
condiciones ambientales (Adekunle y Okolie, 2015).

a) Hidrdlisis

Esta etapa se produce cuando los polimeros organicos complejos son reducidos a simples moléculas
solubles por enzimas extracelulares. Las proteinas, lipidos y carbohidratos se hidrolizan en aminoécidos,
acidos grasos de cadena larga y azucares, respectivamente (Li et al., 2011). Una vez reducidos, estos
compuestos organicos mas simples se convierten en la fuente de energia o de carbono para los diferentes
grupos de microorganismos que llevan a cabo la etapa siguiente. Por tal razon, la hidrolisis es considerada
la etapa limitante en la digestion anaerobia de sustratos complejos (Mata-Alvarez et al., 2000).
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Figura 4.1 Proceso de degradacién de material organico a través de la digestion anaerobia. Adaptado de
Lietal. (2011).

b) Acidogénesis

Los mondmeros producidos en la fase hidrolitica son consumidos por dos grupos de bacterias: anaerobias
y facultativas. Estos grupos de microrganismos degradan los monosacéridos y aminoécidos en una
mezcla de &cidos organicos de cadena corta (acido valérico, acido butirico, &cido propionico y &cido
aceético), hidrogeno y dioxido de carbono (Adekunle y Okolie, 2015; Batstone et al., 2002).

c) Acetogénesis

En esta etapa los acidos organicos producidos en la acidogénesis son convertidos en acetato, hidrogeno
y dioxido de carbono por grupos acetogénicos que utilizan como sustrato los acidos grasos de cadena
maés larga (Batstone et al., 2002) y otros compuestos que no pueden ser usados directamente por las
arqueas metanogénicas.

d) Metanogénesis

Esta es la etapa final, donde una variedad de arqueas metanogénicas consumen acetato, diéxido de
carbono e hidrégeno para producir metano (Li et al., 2011). El hidrégeno producido en la acetogénesis
es consumido por grupos de organismos metanogenicos hidrogenofilicos, y el acetato por grupos
metanogénicos acetoclasticos (Batstone et al., 2002). A menudo la metanogénesis es el foco de muchos
estudios de DA debido tanto a su sensibilidad a la inhibicién por acidos intermedios, asi como también
a que en esta etapa se dan las reacciones bioquimicas mas lentas en todo el proceso (Li et al., 2011; Al
Seadi et al., 2008).
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4.2 Termodindmica de la digestion anaerobia

Las relaciones que existen entre los grupos de microorganismos en la digestién anaerobia son complejas
y cada interaccion es esencial para el bienestar de todo el proceso (Hinds, 2015). Las relaciones
sintroficas entre microorganismos, en la cual un organismo depende de la actividad de otro, forman parte
de la complejidad de la actividad microbiana. Un ejemplo de una relacion sintréfica en la cadena
alimentaria anaerobia es la asociacion entre las bacterias productoras de hidrégeno y las arqueas
metanogénicas que consumen hidrégeno (Gerardi, 2003).

Durante la acetogénesis, la produccidn de hidrégeno incrementa la presion parcial de este gas, por lo que
es requerido que las arqueas hidrogenotrdficas, realicen la conversion del gas hidrogeno a metano y
evitar asi que la presion parcial de hidrogeno alcance niveles que resulten inhibitorios para el
metabolismo de las bacterias acetogénicas.

En la tabla 4.1 se muestra que las reacciones acetogénicas son termodinamicamente desfavorables, es
decir, que no se llevaran a cabo bajo condiciones estandares, ya que el cambio en la energia libre de
Gibbs (AG®) durante la reaccioén es positivo y, por tanto, se requiere energia adicional para que las
reacciones se produzcan (Henze et al., 2008).

Tabla 4.1 Estequiometria y cambio en la energia libre de Gibbs (AG®) para algunas reacciones
acetogenicas en condiciones estandares. Henze et al. (2008)

Compuesto Reaccion AG® (KJ/mol)
Lactato CH3;CHOHCOO" + 2H,0 —» CH3COO + HCO3 + H* + 2H; -4.2
Etanol CH3CH20H + H,0 —» CH3COO + H* + 2H; +9.6
Butirato CH3CH,CH,COO™ + 2H,0—» 2CH3COO + H* + 2H, +48.1
Propionato CH3CH,COO" + 3H,0 —» CH3;COO + HCO3 + H* + 3H; +76.1
Metanol 4CH30H + 2CO, —» 3CH3COOH + 2H, -2.9
Hidrégeno-CO, 2HCOjs + 4H; + H* —» CH3COO" + 4H,0 -70.3

La relacion sintrofica entre las bacterias productoras de hidrégeno y las arqueas que consumen hidrégeno
garantiza la produccion de &cidos volatiles como una fuente importante de energia y carbono para la
metanogénesis (Al Seadi et al., 2008; Hinds, 2015). Con frecuencia, este equilibrio es tan delicado que
resulta dificil alcanzarlo, lo que conduce un bajo rendimiento en la produccion de metano debido a la
inestabilidad del proceso (Demirel y Yenigiin, 2002).

4.3 Tipos de reactores anaerobios
4.3.1 Segun el modo de alimentacion

Con base en el modo de alimentacidn, los reactores para la digestion anaerobia pueden ser clasificados
como continuos y discontinuos.

Alimentacién continua: el sustrato se agrega y se extrae del digestor sin intermitencia. Dado que el
sustrato fresco se agrega continuamente, todas las reacciones involucradas en la generacién de biogés
ocurren a una velocidad cuasi constante (Chaudhary, 2008).

Alimentacién discontinua (batch o en lote): los reactores son llenados con el sustrato, con o sin mezcla

de indculo, y luego es sometido al proceso de degradacion durante un periodo determinado. Este proceso
se realiza sin afadir sustrato adicional hasta que el proceso de degradacion se haya completado.
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4.3.2 Segun el contenido de humedad en la alimentacion

Con base en el contenido de humedad, los procesos utilizados para la digestién anaerobia de residuos
solidos pueden distinguirse principalmente dos tipos: seca o de alto contenido de sélidos (mayor a 15%)
y hiimeda o de bajo contenido de sélidos (menor a 15%) (Di Maria et al., 2017). Si bien ambos procesos
presentan numerosas ventajas (Tabla 4.1) y han sido aplicados ampliamente, el proceso de digestion
anaerobia seca (DAS) es méas popular hoy en dia entre los investigadores y en procesos a escala industrial
(Kothari et al., 2014). Segun proyecciones hechas por De Baere y Mattheeuws (2012) para el afio 2015,
en Europa la digestion seca representaria aproximadamente el 70 % de la capacidad instalada.

4.3.2.1 Digestion anaerobia humeda

La digestion anaerobia humeda ha resultado atractiva debido a su simplicidad y a su similitud con la
tecnologia usada durante décadas para el tratamiento de lodos producidos en plantas de tratamiento de
aguas residuales. El reactor mas utilizado en este proceso es el reactor de tanque continuamente agitado
(CSTR por sus siglas en inglés) (Verma, 2002). En el reactor CSTR el sustrato se introduce a una
velocidad proporcional a la velocidad del efluente eliminado. El sustrato es agitado continuamente y se
mezcla completamente cuando se instala una agitacién mecéanica o hidréaulica (reciclaje de liquidos) o
una mezcla neumatica (inyeccion de biogas) (Li, 2015).

Antes de alimentar los sustratos en el digestor anaerobio himedo, el material de alimentacion se
condiciona al contenido de s6lidos apropiado agregando agua de proceso segin sea necesario. La adicion
de agua en exceso es visto a menudo como la principal desventaja del proceso de digestion himeda
(Luning et al., 2003).

Tabla 4.2 Ventajas y desventajas de los sistemas de digestion seca y himeda. Adaptado de

Campuzano (2015).

Tecnologia Ventajas Desventajas

= Facil mezcla Mayor consumo energético

=  Equipo de bombeo sencillo Mayor produccion de digestato liquido

=  Altatasa de difusion En los equipos de bombeo puede haber

S =  Dilucién de compuestos problemas de operacién y abrasion por la

Digestion o . .
hameda inhibitorios presencia de arena, piedras, huesos o

Codigestién con 0 agua
residual o lodos para ajustar
el contenido de ST

plésticos

Mayor sensibilidad para desestabilizarse
por altas cargas y a inhibirse por rapida
difusion

Digestion seca

Minima produccién de
efluente liquido

Reactores de menor tamafio
Tratamiento con cargas
organicas mas altas

Menor consumo de agua y
energia

Baja tasa de difusion de acuerdo con el
grado de mezcla

Requiere equipo especial para el manejo de
los residuos (bombas para trabajo pesado)
Mayores tiempos de reaccion

Menor estabilidad en condiciones
termofilicas

Puede no lograrse un mezclado adecuado

4.3.2.2 Digestion anaerobia seca
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Los reactores utilizados en procesos de digestion anaerobia seca generalmente usan agitadores
mecanicos, a fin de lograr una mezcla completa en los reactores. Esto ayuda a que los sustratos
alimentados tengan suficiente contacto con la poblacién microbiana, por lo que el tratamiento previo o
la mezcla antes de la alimentacion son necesarios para garantizar que el indculo activo esté presente en
todo el reactor (Li, 2015).

Como uno de los principales inconvenientes de la digestion anaerobia seca se menciona que, a un
contenido de sdlidos mayor al 30 %, la transferencia de masa estd fuertemente limitada y como
consecuencia puede producirse la acidificacion del reactor. Asi mismo, presentan menor rendimiento de
biogas debido a problemas de obstruccion que no permiten un correcto percolado (Mata-Alvarez, 2003),
y por variacion temporal y espacial de la comunidad microbiana (Zupanci¢ y Grilc, 2012). Los digestores
discontinuos secuenciales y en fases intentan superar estas desventajas (Rapport et al., 2008). Algunos
de los procesos a nivel comercial que emplean sistemas en lote son: BioFerm, BEKON, HELECTOR,
KompoFerm y RosRoca - digestion seca. En algunos casos se emplean sistemas en dos etapas: en la
primera utilizan un sistema en lote y en la segunda un sistema en continuo (Biopercolat y GICON)
(Campuzano, 2015).

Tabla 4.3 Tecnologias de digestion anaerobia seca. Waltenberger y Kirchmayr (2013), Wellinger
(2013), Abbasi-Gliendouz et al. (2012).

Tipos de - Clasificacion Algunas tecnologias
Caracteristicas generales ,
reactores comerciales
e Concentracion de sélidos entre e Digestor de ¢ DRANCO
20y 40 %. percolacion e VALORGA
e Debido a la alta viscosidad de la Digestor flui K
. i i00 pistn. ) igestor flujo . ompogas
Continuos mezcla el flujo es tipo piston oiston © Linde KCA
e Silo digestor con o ATF
recirculacién e Dranco
externa
e Requiere recirculacion para e Digestor de e Bekon
mantener la humedad y la percolacion e Bioferm /Eggersmann
) ) temperatura e Loock
Discontinuos o Flexibilidad para expansion de e 3A-Process
(tipo garaje o la planta
en lote) Se operan en lotes para e Digestor de Ratzka
mantener constante la retencion

produccion de biogés

Digestor pile up

BAG Budissa Ratzka

4.3.3 Segun configuracion de la planta
4.3.3.1 Procesos en una etapa

En este tipo de plantas hay un solo digestor en el que se carga el sustrato periodicamente y en el cual se
llevan a cabo todas las reacciones de la digestion anaerobia (De Baere, 2000; Jain et al, 2015). Los
digestores de una etapa son sencillos de disefiar, construir y operar, y generalmente son menos costosos.
Forster (2005) afirma que, si los procesos en una etapa son operados en condiciones ideales, se puede
obtener un rendimiento bioldgico tan eficiente como el de los sistemas de dos etapas. Una de las
desventajas de este proceso es que la carga organica esta limitada por la capacidad de los organismos
metanogénicos para tolerar la repentina disminucion del pH que resulta de la rapida produccion de &cidos
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durante la acidogenesis (Rapport et al., 2008). Desde la década de los 90 en Europa se ha incrementado
el numero de plantas para el tratamiento de residuos solidos municipales que operan en una fase. En el
afio 2012, el 93 % de las plantas de digestion anaerobia instaladas operaban con una sola fase (De Baere
etal., 2012).

4.3.3.2 Proceso en dos etapas

En los procesos de dos etapas se busca, a través de la separacion fisica de los reactores, establecer
condiciones éptimas para la etapa de fermentacidon (hidrdlisis-acidogénesis-acetogénesis) y para la
metanogénesis, optimizando asi las actividades metabolicas especificas y, en ultima instancia,
maximizando la generacién de metano (Schievano et al., 2014). Esta configuracion de los reactores
también implica la separacion de la ecologia natural y el metabolismo del consorcio de microorganismos
responsables del proceso de digestion anaerobia. De alli que para la primera etapa la tasa limitante es la
hidrdlisis y para la segunda la velocidad del crecimiento celular (De Baere, 2000; Luongo Malave’ et
al., 2014).

Un proceso de dos etapas 0 multi etapas es una estrategia para aumentar el rendimiento global del proceso
en términos de estabilidad, eficiencia de degradacion tanto en la fase de fermentacién como de
metanogénesis y, por tanto, en términos de recuperacion total de energia. Esto se logra a través de la
aplicacién de condiciones diferentes a los reactores en cada etapa (Rapport et al., 2008).

Segun Campuzano (2015) a nivel comercial solamente el 7 % de las plantas de digestion anaerobia de
FORSU realizan un proceso multietapas. Si bien esta tecnologia cuenta con ventajas, la complejidad y
los costos de construccion y funcionamiento de sistemas comerciales de mdltiples etapas no han
permitido su expansion. Se contabilizan al menos 6 tecnologias a nivel comercial con procesos de
digestion anaerobia en dos etapas (BTA, Linde-KCA-Dresden, Biopercolat, BiogasNord y Krieg &
Fischer) operando en configuraciones seca — seca y seca — himeda, con temperaturas de operacién tanto
mesofilicas como termofilicas, y con tiempos de retencion entre 13 y 60 dias (Campuzano, 2015; Rapport
et al., 2008).

4.4 Parametros operacionales

El importante desarrollo tecnoldgico de la DA de FORSU ha dado lugar a la aparicion de un gran nimero
de opciones especializadas para la implementacion del proceso. Segun Campuzano (2015), existen al
menos 40 tecnologias s6lo para el tratamiento de la FORSU.

Con la creciente demanda de energia renovable y la implementacion de normativas de proteccién
ambiental, la digestién anaerobia ha atraido considerable atencion dentro de la comunidad cientifica, lo
gue ha repercutido en el desarrollo de diversas tecnologias a escala laboratorio y a escala comercial (Mao
et al., 2015). Las tecnologias de DA varian segln los pardmetros en los que operan (caracteristicas del
sustrato, concentracion de solidos, temperatura, indculo, tiempos de reaccion y las caracteristicas del
sustrato que utilizan), los cuales, ademas de definir la conveniencia de su uso, también definen su
clasificacion.

441 Caracteristicas del sustrato

Es dificil realizar una comparacion directa del rendimiento en la produccion de biogés a partir de la
FORSU ya que los datos de rendimiento para tipos especificos de residuos a menudo son producidos
bajo una gran variedad de condiciones que afectan significativamente el rendimiento de la DA, medido
como el rendimiento de arranque, el rendimiento de biogas y la relacion de conversion de sélidos totales
y volétiles (Ajay et al., 2011; Li et al., 2011). También la presencia de impurezas y de componentes de
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gran tamafo en la FORSU puede conducir a una mayor complejidad en el comportamiento bioldgico y
en los costos del proceso (Zupanéi¢ y Grile, 2012). En general, las marcadas diferencias en las
caracteristicas fisicas, quimicas y bromatoldgicas de FORSU, ya sea por su fuente de generacién,
condiciones ambientales e incluso en las mismas &reas geograficas, tienen un efecto significativo sobre
el disefio y la operacidn de los reactores, la calidad de los productos, la fisiologia bacteriana y la relacion
costo/beneficio del proceso (Kothari et al., 2014; Zupanci¢ y Grilc, 2012).

Bolzonella et al. (2006) hicieron una comparacion del rendimiento en la produccion de biogés de dos
reactores de digestiébn anaerobia seca a gran escala operando en las mismas condiciones, pero
alimentados con residuos s6lidos organicos municipales separados en la fuente y con separacion
mecénica. Los resultados indican que el reactor que trata la fraccion de residuos organicos separados en
la fuente y el reactor que trata la FORSU separada mecanicamente generaron unos 200 y 60 m2 de biogas
por tonelada de residuos tratados, respectivamente, mientras que la produccion especifica de metano fue
de unos 400 y 130 NL/kgsv, respectivamente. Otros autores también han evaluado la biodegradabilidad
de la FORSU separada en la fuente y separada mecénicamente. Forster- Carneiro et al. (2008) reportan
una mayor biodegradabilidad para FORSU separada en origen con una remocion del 45 % de sélidos
volétiles, mientras que para la FORSU separada mecénicamente la remocion de sélidos volatiles fue de
56 %. En cuanto a produccion de biogas, para la FORSU separada en la fuente se muestra una produccion
casi 5 veces superior a la FORSU separada mecanicamente. Estos resultados son atribuidos por los
autores a la acumulacion de AGV durante la entapa inicial de la operacion del reactor alimentado con
FORSU separada en la fuente, lo cual produjo disturbios en la produccion de biogas.

44,2 Humedad

El contenido de humedad es un parametro clave para la seleccion y operacion de las tecnologias de
digestion. En la digestion anaerobia seca, este parametro es alin mas determinante pues, aunque un
proceso con alto contenido de sélidos muestra ventajas en cuanto a reactores de menor volumen y una
mayor concentracion de biomasa activa, a nivel operativo estos sélidos son dificiles de manejar, bombear
y mezclar, ademas de afectar el transporte, la difusion y la cinética de las reacciones del proceso (Forster,
2005; Garcia-Bernet et al., 2011). Los consorcios de microorganismos anaerobios para la produccion de
biogéas requieren un ambiente con una actividad de agua de (aw) > 0.91 (Rockland y Beuchal, 1987).

Producto de las variaciones en las caracteristicas fisicas propias de la FORSU, a una escala comercial es
dificil mantener los mismos niveles de humedad durante todo el proceso de digestion. A menudo a escala
industrial, el contenido de humedad del reactor se ajusta mediante la adicion de agua dulce o la
recirculacion de digestato liquido. Los operadores deben adaptar la cantidad de liquido agregado de
acuerdo con los pardmetros mecanicos, reoldgicos y bioldgicos del sustrato a alimentar (Le Hyaric et al.,
2012).

443 Temperatura

En la digestion anaerobia, la temperatura es una variable significativa ya que determina el
comportamiento de los principales parametros del proceso. Muchos investigadores han informado sobre
los efectos de la temperatura en la comunidad microbiana, cinética del proceso, solubilidad de los gases,
la produccion de metano y la estabilidad de los reactores (Khalid et al., 2011; Mata-Alvarez, 2003;
Ferndndez et al., 2010).

La digestion anaerobia mesofilica ha sido predominante principalmente porque presenta menores
requerimientos de energia y en este rango los microrganismos son menos sensibles a los cambios de
temperatura, tolerando fluctuaciones de hasta = 3 °C (De Baere y Mattheeuws, 2012; Zupan¢i¢ y Grilc,
2012). La DA en condiciones termofilicas en las Gltimas dos décadas se ha perfilado como una tecnologia
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con un considerable crecimiento debido esencialmente a las siguientes ventajas (De Baere et al., 2012;
Mao et al; 2015, Al Seadi et al., 2008):

Mayor velocidad de las reacciones bioldgicas y quimicas,

aumento en el crecimiento especifico maximo de los microorganismos,

mayor capacidad de carga,

disminucién en la solubilidad de los gases favoreciendo la transferencia de la fase liquida a la
fase gaseosa,

reducidos tiempos de retencion,

disminucién de la viscosidad, lo que mejora la difusion de materiales disueltos,

baja tasa de generacién de lodos

produccion de biogas con tasas de 30 0 50 % mayores que la digestién mesofilica.

VVVY VVVY

Si bien la mayoria de las principales tecnologias de digestion anaerobia se encuentran disponibles para
operar tanto en condiciones mesofilicas como termofilicas, en Europa la instalacion de plantas digestion
anaerobia de FORSU en condiciones termofilicas ha experimentado un considerable aumento hasta
alcanzar el 40 % del mercado (Campuzano, 2015; De Baere y Mattheeuws, 2012). Este aumento se ha
justificado principalmente a los altos rendimientos en la produccion de biogés y a que la mayor demanda
de energia en el proceso termofilico se justifica por el mayor rendimiento de biogds (De Baere y
Mattheeuws, 2012).

444 |Inéculo

En la digestion anaerobia, la adicidn del inéculo (biomasa activa) busca mejorar la hidrélisis de la materia
organica y acelerar la velocidad de produccion de biogas creando condiciones éptimas para los
consorcios microbianos metanogeénicos, evitando la inhibicion del proceso debido a la alta acumulacion
de AGV (Schievano et al., 2010).

La fuente del in6culo empleado para el arranque de reactores anaerobios es un factor primordial, pues
de ella depende si el in6culo posee una actividad microbiolégica adecuada, una suficiente capacidad para
aclimatarse a las caracteristicas del residuo, una alta capacidad para adaptarse a cambios de temperatura
y una elevada capacidad de tamponamiento del medio. Dado que la composicion de los inéculos varia
en magnitud y proporcion con el tiempo y con las condiciones de funcionamiento del reactor, la puesta
en marcha del proceso no puede considerarse concluida hasta que no se produzca la aclimatacién
completa del indculo, es decir, cuando se alcancen condiciones estables de operacion para el nuevo
sustrato (Karthikeyan y Visvanathan, 2013).

Si bien existen diversas fuentes de in6culo utilizadas para la digestion de residuos sélidos tales como
estiércoles, rimen bovino, lodos de plantas de aguas residuales, lodos anaerobios granulares y ensilados
(Hosseini et al., 2019; Forster-Carneiro et al., 2008), en las plantas de digestion anaerobia de FORSU la
practica mas comun para establecer y mantener un proceso estable es la recirculacion de digestatos
solidos (ST > 15%) o liquidos (posterior a la separacion de sélidos, ST < 15%) (Lin y Li., 2017;
Schievano et al., 2010).

La principal justificacion de la inoculacion mediante la recirculacion de los digestatos es que al ser un
indculo generado a partir del propio residuo, este se encuentra aclimatado y por tanto contiene una
poblacion mixta de bacterias y arqueas ya adaptadas (Karthikeyan y Visvanathan, 2013). La velocidad
de crecimiento de los metandgenos acetoclasticos es baja, resultando en tiempos de duplicacion de varios
dias o inclusive mayores. Estas velocidades de crecimiento extremadamente bajas explican el por qué
los reactores anaerobios requieren un periodo de puesta en marcha muy largo cuando el inéculo no se
encuentra adaptado (Henze et al., 2008)
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4.45 Tiempo de retencion hidraulica

El tiempo de retencién hidraulica (TRH) es el tiempo promedio que el sustrato alimentado permanece
dentro del reactor antes de salir (EI Achkar et al., 2017). EI TRH desempefia un papel importante en la
digestion anaerobia puesto que de él depende que los microorganismos dispongan de su tiempo
especifico para consumir el sustrato y sintetizar los productos. Si el proceso no se puede mantener en un
TRH adecuado, se producird una actividad metabolica desfavorable y productos indeseables (Neshat et
al., 2017). Para TRH largos se necesita un tamafio grande de digestor y ademas se puede provocar la
muerte de microorganismos debido a la escasez de nutrientes. En contraste, los TRH cortos pueden
resultar en la inhibicion por acumulacion de AGV o al lavado de microorganismos y consecuentemente
en un bajo rendimiento de metano (Neshat et al., 2017).

4.4.6 Tiempo de retencion de solidos

El tiempo de retencion de sélidos (TRS) o tiempo de retencion celular (TRC) se define como el periodo
que la biomasa activa (in6culo) permanece en el reactor, y determina la eficiencia de consumo del
sustrato y la dindmica de la poblacién microbiana y las rutas metabdlicas. Su valor 6ptimo puede variar
dependiendo de factores como las caracteristicas de los residuos, el tipo y disefio del reactor, las
condiciones ambientales dentro del digestor y los microorganismos implicados en el proceso (Ajay et
al., 2011). En reactores anaerobios que operan con mezcla completa y en reactores de flujo pistén, el
TRS es igual al TRH, lo que significa que la relacion TRS/TRH es igual a 1.0. Para que la retencion de
la biomasa se considere efectiva, la relacion TRS/TRH debe ser superior a 3.0 (Burke, 2001).

Un aumento en TRS permite un mayor tiempo de contacto entre el sustrato y los microorganismos, pero
requiere una alimentacion mas lenta o un mayor volumen del reactor. En reactores continuos el tiempo
de retencion debe ser suficientemente largo para asegurar que la cantidad de microorganismos
eliminados con el efluente (digestato) no sea mayor que la cantidad de microorganismos reproducidos
(Burke, 2001). Un TRS corto proporciona un buen caudal de sustrato, pero un menor rendimiento de
biogas. Por lo tanto, es importante adaptar el TRS a la velocidad de descomposicion especifica de los
sustratos usados (Al Seadi et al., 2008).

En la digestion anaerobia de FORSU un enfoque alternativo ha sido recircular el digestato como inéculo,
permitiendo asi un tiempo de retencion de sélidos mas largo en el digestor y reduciendo el potencial de
biogas del digestato resultante. Esto es especialmente benéfico en las plantas a gran escala con bajos
tiempos de retencién de s6lidos pues en el digestato no recirculado puede permanecer una cantidad
sustancial (25 — 30 %) del potencial de metano, lo que puede causar emisiones de gases de efecto
invernadero durante su acumulacion a cielo abierto (Estevez et al., 2014).

4.5 Parametros de control del proceso

La digestion anaerobia es un proceso complejo donde pequefios cambios en las condiciones de operacion
0 en las caracteristicas mismas del sustrato pueden provocar alteraciones en el equilibrio entre los grupos
de microorganismos resultando en un proceso inestable o en su fallo total (Mei y Peng, 2016).

Si bien en los digestores anaerobios el control del proceso a menudo es dificil debido a las numerosas
condiciones operacionales interrelacionadas y a que los cambios en una condicion pueden afectar directa
o indirectamente a otros (Gerardi, 2003), existen ciertos pardmetros de control que son utilizados como
indicadores del estado del proceso. Los indicadores comunes para el monitoreo del proceso de biogés
son: la tasa de produccion de biogas, composicion del biogas, pH, alcalinidad y los acidos grasos volatiles
(Mata-Alvarez, 2003).
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451 pH

De manera general, el valor de pH mide concentracion de acidos en un medio (Kothari et al., 2014). Su
determinacion es sumamente importante para el control y operacion de reactores, dado que tiene una
gran influencia en el metabolismo microbiano y afecta la disociacion de algunos compuestos de
importancia (amoniaco, sulfuro, &cidos organicos) para el proceso (Forster, 2005; Al Seadi et al., 2008).

El rango de pH considerado para la digestion anaerobia es relativamente amplio y el valor de pH 6ptimo
varia con los diferentes sustratos, las técnicas de digestion y las poblaciones microbianas involucradas
en el proceso (Zhai et al, 2015). Para un éptimo proceso de digestién anaerobia, diversos autores
recomiendan valores de pH cercanos al neutro, pues en esas condiciones la mayoria de las arqueas
metanogénicas pueden desarrollarse favorablemente. Adekunle y Okolie (2015) reportan que para la
mayor produccion de biogés el rango dptimo debe ser de 6.7 a 7.5. Al Seadi et al. (2008) por su parte
indican que la formacion de metano ocurre dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5.5 a 8.5,
con un intervalo 6ptimo entre 7.0 — 8.0 para la mayoria de los metandgenos.

En reactores de una etapa, donde se logra un proceso equilibrado, es decir que las arqueas metanogénicas
convierten los productos de la fermentacion a la misma velocidad a la que se forman metano y dioxido
de carbono, el pH del medio se estabiliza en valores ligeramente alcalinos (7.4 - 8.5) dependiendo de la
temperatura de trabajo (Forster, 2005). Para las bacterias fermentativas, un rango de pH de 4.0 a 8.5 es
adecuado (Braguglia et al., 2017) El hecho de que los microorganismos acidificantes son activos
inclusive a pH bajo (4.0), significa que cuando la capacidad metanogénica del sistema se sobrepasa el
reactor se acidificara a un pH de 4.0 0 5.0 (Henze et al., 2008).

4.5.2 Alcalinidad y capacidad bufer

La alcalinidad de una sustancia es su capacidad para neutralizar acidos y constituye la suma de todas las
bases titulables. La alcalinidad total es la suma de la alcalinidad bicarbonatica o alcalinidad parcial (AP)
y laalcalinidad por AGV o alcalinidad intermedia (Al) (Forster, 2005). La capacidad bufer o la capacidad
de neutralizar acidos, representa para los digestores anaerobios la habilidad que estos tienen para resistir
cambios de pH sin comprometer la estabilidad del proceso. Esta capacidad estd dada tanto por la
alcalinidad bicarbonatica como por productos en el medio que pueden reaccionar con el gas carbénico
para producir alcalinidad bicarbonatica (Cajigas et al., 2005).

El exitoso funcionamiento de un reactor anaerobio depende de una adecuada relacion entre la alcalinidad
bicarbonatica y la alcalinidad por AGV, ya que un reactor anaerobio puede presentar una alta alcalinidad
total, pero una baja alcalinidad bicarbonatica. Esto significaria que su capacidad de amortiguamiento de
pH no es suficiente y por tanto puede sufrir una acidificacion. Una relacién Al/AP entre 0.10 y 0.40 es
recomendada (Martin-Gonzalez et al., 2013), es decir que se requiere que al menos el 60 % de la
alcalinidad total sea bicarbonatica.

El indice alfa (o) definido como la relacion entre la alcalinidad debida a los AGV vy la alcalinidad total
es usualmente empleada para el control de la estabilidad del proceso. Se ha encontrado que valores entre
0.20 y 0.30 garantizan un buen funcionamiento del reactor. Mientras que valores menores a 0.20 indican
subalimentacién y mayores a 0.35, principios de acidificacion (Rojas, 1987).

45.3 Inhibidores

En la digestion anaerobia, a menudo se encuentran sustancias inhibidoras que son consideradas como la
causa principal de la interrupcion o falla los reactores (Chen et al., 2008). La presencia de inhibidores
puede deberse a que estan contenidos en los sustratos o a que son producidas durante el proceso mismo
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de la digestion anaerobia (Mata-Alvarez, 2003). Una sustancia es considerada un inhibidor cuand
provoca un cambio adverso en la poblacién microbiana o la inhibicién del crecimiento bacteriano. La
inhibicién suele estar indicada por una disminucion de la tasa de estado estacionario de produccion de
gas metano y la acumulacion de &cidos organicos (Kroeker et al., 1979).

Los &cidos grasos volatiles (AGV) se reportan a menudo como la principal causa de inhibicion de la
digestion anaerobia. La generacion anaerobia de AGV se logra a través de una serie de reacciones
bioquimicas catalizadas por bacterias acidogénicas y acetogénicas (Zhou et al., 2017). Los AGV son
productos intermedios en la digestion anaerobia y son los precursores de la produccién de biogas (Huang
etal., 2016).

Los microorganismos anaerobios, especialmente los metanégenos, son sensibles a la concentracion de
acidos en el digestor y su crecimiento puede ser inhibido por condiciones acidas, por lo tanto, se debe
evitar su acumulacion excesiva (Kothari et al., 2014). Si la tasa de produccion de AGV es mayor que la
tasa de consumo por las arqueas metanogénicas (las cuales tienen una tasa de crecimiento mas lenta)
ocurre una acumulacién de AGV en el reactor que provocaria su acidificacion si no hay capacidad bufer
suficiente para neutralizarlos, y solo volverd a funcionar adecuadamente con adicion externa de
alcalinidad (Hartmann y Ahring, 2006; Pezzolla et al., 2017).

En la digestidn anaerobia de la FORSU, la produccion de AGV es alta y rapida, debido a alto contenido
de compuestos facilmente biodegradables, por lo que es mayor el riesgo de la acidificacion del medio y
una inhibicion de la fase metanogénica (Fantozzi y Buratti, 2011). Algunos trabajos de investigacion se
han realizado para demostrar que a pesar del pH inicial muy bajo durante la fase acido/acetogénica y de
la concentracién muy elevada de AGV que generalmente causan la inhibicién e inestabilidad de la fase
metanogénica, un proceso de digestion en dos fases y la recirculacion continuada de digestato pueden
ayudar a disminuir la concentracién de AGV y ademas mejorar el tamponamiento del pH a lo largo del
tiempo (Lee et al., 2014; Silva et al., 2013).

4.5.4 Producciény composicion del biogas

En un proceso estable, la cantidad de biogas producido y su composicién también debe ser estable. Este
indicador junto a las concentraciones de AGV Yy alcalinidad estan estrechamente ligados y su
interrelacion puede dar una vision certera de la estabilidad del proceso (Mata-Alvarez, 2003):

e cuando la concentracion de AGV es baja (<1000 mgpgo/L) y la produccién de biogas es alta,
con un contenido de didxido de carbono alrededor del 25 — 33 %, el proceso es estable y la
cadena tréfica esta correctamente equilibrada;

¢ cuando la concentracion de AGV en el medio y el contenido de didxido de carbono en el biogas
aumentan simultaneamente, el proceso se va a alterar y los microorganismos acidificantes
prevalecen sobre los metanogénicos; por lo tanto, los AGV se estan acumulando en el medio;

e cuando aumenta la concentracion de AGV y la produccion de biogas disminuye, se puede estar
ante una inhibicién o problemas de toxicidad.

4.6 Cinética de la digestion anaerobia

El modelado de la digestion anaerobia, basado en estudios cinéticos, permite predecir el efecto de las
variables sobre el rendimiento del proceso. Por ello, el desarrollo y parametrizacion de los modelos
ajustados a resultados experimentales es de suma importancia (Fdez.-Gielfo et al., 2011). Los modelos
que resultan de los estudios cinéticos son una herramienta de prediccion y disefio de los procesos, y
también son muy Utiles para comprender los mecanismos inhibidores de la biodegradacion de un sustrato
(Khanal, 2008; Sajeena Beevi et al., 2015).
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Segun Ferndndez-Rodriguez et al. (2013), la cinética de la digestion anaerobia se puede establecer
mediante modelos matematicos con base en la tasa de crecimiento de microorganismos, la utilizacion
del sustrato y la formacion de productos, y es posible interrelacionarlos por diferentes coeficientes. Para
el estudio cinético de la digestion anaerobia de FORSU se han aplicado y estudiado diversos modelos.
Los modelos cinéticos de primer orden, de Romero, Gompertz modificado y tipo Monod destacan entre
los de mayor aplicacion (Fernandez-Rodriguez et al., 2013; Campuzano, 2015, Nielfa et al., 2015;
Fernandez et al., 2010; Sajeena Beevi et al., 2015; Viéitez et al., 2000).

El modelo cinético de primer orden es muy facil de usar ya que proporciona una base simple para
comparar el rendimiento estable del proceso en condiciones practicas (Sajeena Beevi et al., 2015). Se ha
observado un mejor ajuste para la digestion anaerobia de sustratos complejos donde la hidrolisis es la
etapa limitante (Fernandez et al., 2010).

El modelo cinético de Romero ha sido utilizado para la modelacion de la digestion anaerobia seca de
FORSU vy se basa en la hipotesis de que el proceso microbioldgico puede representarse como una
reaccion auto catalitica como consecuencia de la capacidad de reproduccion de los microorganismos
(Fernandez-Rodriguez et al., 2013).

El modelo modificado de Gompertz describe la densidad celular durante los periodos de crecimiento de
los microorganismos en términos de tasas de crecimiento exponencial y duracién de la fase de latencia
(Amiri et al., 2017), lo cual ha permitido un mejor ajuste en procesos anaerobios que han experimentado
alguna perturbacion o inhibicion (Kothari et al., 2014). EI modelo modificado de Gompertz supone que
la produccion de biogas es proporcional a la actividad microbiana (Nielfa et al., 2015)

El modelo cinético tipo Monod establece que el crecimiento celular es una funcion de la disponibilidad
de un sustrato limitante (Monod, 1949) y ha sido utilizado para predecir la formacién de metano y
determinar los parametros cinéticos de la degradacion de FORSU en reactores anaerobios (Campuzano,
2015) y en rellenos sanitarios (Viéitez et al., 2000). Una de las limitaciones que presenta el modelo tipo
Monod es que no tiene en cuenta el hecho de que los microorganismos utilizan parte del sustrato para su
mantenimiento (Muloiwa et al., 2020).

El modelo de Tessier, también conocido como modelo exponencial, es similar al tipo Monod y ha sido
reportado con un buen ajuste en la modelacion de la produccién de biomasa y bioenergia a partir de
subproductos agricolas (Choi y Lee, 2019), en la produccion de etanol (Ahmad et al., 2011) y otros
productos de fermentacion (Muloiwa et al., 2020).

A concentraciones de sustrato bajas y muy altas, el modelo tipo Monod y el modelo de Tessier guardan
una gran similitud. Sin embargo, cuando ocurre la transicion de la dindmica de baja concentracion de
sustrato a alta concentracién de sustrato, el modelo Tessier establece un aumento mas rapido de la
velocidad de crecimiento especifica, debido a la relacion exponencial entre la velocidad de crecimiento
y la concentracion de sustrato (Kong, 2017; Villadsen et al, 2001). Lo anterior se explica en que el
modelo de Tessier si tiene en cuenta la energia de mantenimiento para la actividad celular, lo que
significa que la tasa maxima de crecimiento se reducird cuando la concentracion de sustrato sea menor
y los microorganismos compitan por los recursos (Wang y Witarsa, 2016).
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5. METODOLOGIA

En las plantas de digestion anaerobia de la FORSU, el almacenamiento temporal en condiciones no
controladas y por periodos extensos es una practica muy comun, pudiendo incidir sobre la produccion
de metano. El almacenamiento no controlado de la FORSU implica un alto riesgo de deterioro por la
actividad microbiana no deseada, el cual induce a la reduccién del contenido de los compuestos organicos
susceptibles de ser transformados a metano. Ademas de los propios procesos de conversion bioldgica de
la FORSU durante el almacenamiento no controlado, la lixiviacion también puede convertirse en una
causa de la merma del contenido organico (Wu et al., 2016). Como alternativa, el presente trabajo
propone el ensilado como un método de almacenamiento controlado para la conservacién del potencial
de produccion de metano de la FORSU. La metodologia que aqui se describe esta orientada a determinar
las mejores condiciones para el ensilado de la FORSU que permitan mejorar su aprovechamiento
energético mediante la produccion de metano.

La metodologia se desarroll6 en tres etapas (Figura 5.1). La Etapa 1 correspondié al ensilado de la
FORSU, en la cual se evaluaron dos parametros del proceso: temperatura y concentracion de sélidos. El
objetivo de esta etapa fue determinar las condiciones de temperatura y concentracion de sélidos que
permiten el ensilado mas efectivo mediante una rapida y suficiente acidificacion de la FORSU. En la
Etapa 2, el trabajo experimental estuvo dirigido a la produccion de digestatos de la FORSU con el
objetivo de utilizarlos como in6culos metanogénicos adaptados al sustrato y a las diferentes temperaturas
propuestas. La Etapa 3 consistio en la metanizacion de la FORSU previamente ensilada a diferentes
temperaturas y concentraciones de sélidos (Etapa 1) utilizando los in6culos metanogénicos previamente
aclimatados (Etapa 2). El objetivo de esta ultima etapa fue, mediante una prueba de metanizacién,
determinar la efectividad del ensilado para aumentar la produccion de metano de la FORSU. En la etapa
3, se evalud ademas el efecto la temperatura y la relacion sustrato a indculo (S/1) sobre la produccion de
metano, con el fin de establecer las mejores condiciones de metanizacion para lograr la mayor eficiencia
en la produccion de metano a partir de la FORSU ensilada comparada con la FORSU fresca.

Para determinar el tiempo de ensilado (Etapa 1) de la FORSU se llevo a cabo un experimento, en el cual
se fermenté FORSU fresca. El tiempo en que la FORSU alcanzé un estado estable de fermentacion se
establecié como la duracidn de la etapa de ensilado. La duracion de la prueba de metanizacion (Etapa 3)
se determing a partir de los experimentos de aclimatacion de los in6culos, desarrollados en la Etapa 2.

Previo al desarrollo de las etapas descritas en la Figura 5.1, una muestra representativa de la FORSU fue
recolectada en una estacion de transferencia de la Ciudad de México. La muestra fue caracterizada y
almacenada en condiciones adecuadas para su posterior uso en los experimentos de las diferentes etapas.

5.1 Muestreo y caracterizacion de la FORSU

Para la obtencién de las muestras de la FORSU se seleccion6 la Estacién de Transferencia de residuos
solidos de la alcaldia de Coyoacan en la Ciudad de México. Segun el Inventario de Residuos Solidos de
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la Ciudad de México elaborado por la Secretaria de Medio Ambiente (SEDEMA, 2018), en el afio 2017
la Alcaldia de Coyoacan registrd la mayor eficiencia en la recoleccion selectiva de la FORSU en la
Ciudad de México, con un 75 %. La Alcaldia de Coyoacan hace una recoleccion separada de la FORSU
en los domicilios y la transporta la estacion de transferencia los martes, jueves y sabados; lo cual fue
considerado para definir el dia de muestreo. La muestra recolectada fue utilizada para el desarrollo
experimental descrito en la Figura 5.1.

. Variables
SR L e Temperatura Concentracion de solidos
. . 20 °C
Fermentacion de FORSU a dlferente§_ 35 °C 10, 20y 28 %sr
temperaturas y concentraciones de solidos. 55 °C

Arreglo experimental

Concentracién de sélidos (%ost)

10 20 28
20 RI R2 R3
Temperatura 35 R4 RS R6
(°C) )
55 R7 RS R9
* Para cada temperatura los reactores fueron operados por duplicado
Etapa 2. Produccion de indculo para Variables
metanizacion Temperatura Relacion S/1
Generacion de digestatos de FORSU 20 °C 05,10y15
adaptados a diferentes temperaturas para su 35°C Osv-sustrato/
uso como indculo metanogénico. 55 °C Osv-Inéeulo
o . Variables
Etapa 3. Metanizacion de ensilados Temperatura Relacion S/1
Metanizacién de los ensilados de FORSU a 20 °C 05,10y15
diferentes temperaturas y relacion 35°C Osv-sustrato/
sustrato/in6culo (S/1). 55 °C Osv-Indeulo

Arreglo experimental

Concentracion de solidos
durante el ensilado (%osT)

10 20 28
Relaci 0.5 R1 R2 R3
elacion
. 5
ST 1.0 R4 R R6
1.5 R7 R8 RO

* A cada temperatura se implement6 el mismo arreglo experimental. No se realizd duplicado.

Figura 5.1- Metodologia general

5.1.1 Recoleccién y almacenamiento

Para la recoleccion de la muestra se cumplio con el procedimiento recomendado en la Norma Mexicana
NMX-AA-015-1985: Método de cuarteo para residuos solidos municipales (ver también ASTM D5231-
92, 2016). Se muestrearon 11 camiones, obteniendo de cada uno un peso aproximado de 200 Kkg.
Posteriormente, el total de la muestra se mezcld6 completamente usando un cargador frontal y palas.
Terminada la mezcla se realiz6 el proceso de cuarteo, repitiéndose dos veces para reducir la cantidad a
aproximadamente 200 kg. Luego se procedié al empaque de las muestras en bolsas plasticas, especiales
para congelar alimentos, con sellado hermético. EI empacado se realizé de forma manual (Figura 5.2) a
fin de poder separar materiales plasticos, metales, piedras y madera, los cuales son considerados
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elementos contaminantes de la FORSU. Las bolsas conteniendo la FORSU fueron rotuladas y
posteriormente almacenadas a - 20 °C, con el propdsito de minimizar el riesgo de alteraciones a las
propiedades fisicas y quimicas.

Pesaje de muestras por
camion

Empagque y sellado
de bolsas

8| Homogenizacién de la FORSU

Figura 5.2 Muestreo y recoleccion de la FORSU
5.1.2 Caracterizacion de la FORSU

Considerando la heterogeneidad en la composicion de la FORSU vy la presencia de residuos de gran
tamarfio, y para garantizar su homogeneidad, esta fue inicialmente triturada utilizando una licuadora
industrial, marca International, modelo LI-5. Posterior a la trituracion, la FORSU fue extrudida
utilizando un molino de carne marca Advance RH, modelo MOLAI — 22, con didmetro de orificio del
cedazo de 8 mm (Figura 5.3). Una vez homogenizada la muestra se realizo la determinacion de los
siguientes pardmetros: Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), carbohidratos solubles en agua (CSA),
solidos totales (ST) y sélidos volatiles (SV), pH, &cidos grasos volatiles (AGV) y nitrégeno amoniacal
(N-NHya). Los métodos analiticos utilizados se detallan en el capitulo 5.8.

5.2 Fermentacion de FORSU

El objetivo de este experimento fue determinar el comportamiento de la hidrolisis y acidificacion de la
FORSU durante su almacenamiento por un tiempo prolongado. Esto sirvi6 para determinar el tiempo en
que la FORSU alcanza un estado estable durante la fermentaciéon. Dicho tiempo fue posteriormente
utilizado como parametro para establecer la duracion de las pruebas de ensilado de la FORSU.

La fermentacion se realiz6 durante 45 dias utilizando un reactor de vidrio de 2,000 mL, con 1500 mL de
volumen de reaccién. El reactor fue alimentado con FORSU fresca, con una concentracion de sélidos de
28 %. El reactor, ademéas se mantuvo a una temperatura de 35 °C, sin mezcla mecénica y sin ajuste de
pH. Cada tres dias se extrajo una muestra del contenido del reactor y se determinaron los siguientes

31



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM

parametros: pH, DQO soluble, sélidos totales, solidos volatiles y AGV. Los métodos analiticos utilizado
para cada determinacion se detallan en el capitulo 5.8.

FORSU fresca | Molino de carne | FORSU extrudida

Caracterizacion Almacenamiento

a-20°C

3

| Licuadora industrial | FORSU licuada

Figura 5.3 Preparacion de FORSU para caracterizacion y trabajo experimental
5.3 Ensilado
5.3.1 Preparacion de muestras

Aproximadamente 30 kg de la FORSU fueron triturados y extrudidos siguiendo el procedimiento
descrito en el capitulo 5.1.2. De ese lote ya homogenizado se tom6 la muestra de FORSU para la
realizacion de cada experimento.

5.3.2 Condiciones de ensilado

Segun lo planteado en la Figura 5.1, el procedimiento experimental que aqui se describe se realizo a tres
temperaturas: 20, 35 y 55 °C. La temperatura de 20 °C fue seleccionada considerando la temperatura
media anual de la Ciudad de México. La razon de esta temperatura es la posibilidad de realizar el ensilado
a temperatura ambiente (caso comln de almacenamiento de FORSU antes de ser procesada para
produccion de biogas). Las temperaturas de 35 y 55 °C fueron seleccionadas considerando que estos
valores se reportan como Optimos para obtener las tasas mas altas de degradacion anaerobia en
condiciones mesofilicas y termofilicas (Mata—Alvarez, 2003). Con la variacion de la temperatura se
desea determinar el efecto de este parametro sobre la hidrdlisis, la velocidad y el grado de fermentacién
de la FORSU durante el ensilado, asi como sobre la composicién de los metabolitos producidos y su
influencia en la posterior metanizacion.
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A cada temperatura se operaron 6 reactores discontinuos (Figura 5.4) durante 15 dias, utlllzando frascos
de vidrio de 1000 mL con un volumen de reaccion de 800 mL. El tiempo de ensilado de 15 dias se
determind a partir de los resultados del experimento descrito en el capitulo 5.2. Tres reactores fueron
conectados a un equipo contador de biogas (Bioprocess Control) y otros 3 reactores fueron utilizados
como sacrificio para la extraccion de muestras. Los reactores conectados al contador de biogas no fueron
abiertos durante los 15 dias de ensilado y su contenido no fue mezclado. En los reactores de sacrificio
solo se realiz6 mezcla al momento de extraer las muestras. Diferentes concentraciones de sélidos fueron
analizadas: 10, 20 y 28 %sr, correspondiendo el 28 %sr a la concentracion de sélidos inicial de la FORSU
fresca. Para ajustar las otras concentraciones se agreg6 agua de la llave. Dado que la concentracion de
solidos se relaciona directamente con la disponibilidad de agua en el medio para la actividad microbiana
(Le Hyaric et al., 2011; Garcia-Bernet et al., 2011), la variacion de este parametro durante el ensilado se
realizé con el objetivo de determinar su efecto sobre la cinética y el grado de fermentacién que la FORSU
puede alcanzar durante el ensilado. Los valores de la concentracion de sélidos evaluados se determinaron
considerando un rango (10 — 28 %sr) suficientemente amplio para obtener resultados extrapolables. La
fermentacion durante el ensilado se Ilev6 a cabo con los microorganismos nativos contenidos en la
FORSU y el pH no se ajustd en ninglin momento.

Reactores conectados a
contador de biogas

Reactores para
muestreo
= Contador de
Salida de biogas biogas
hacia contador
Baiio de agua

Figura 5.4 Equipo utilizado para ensilado de la FORSU
5.3.3 Parametros de monitoreo

De los reactores de sacrificio, diariamente se extrajeron muestras después de realizar un intenso
mezclado manual del contenido en cada reactor. Para cada muestra se determing el pH, s6lidos totales y
volatiles, DQO soluble, AGV, alcoholes (etanol y metanol) y acido lactico. Los métodos analiticos
utilizados para cada determinacion se describen en el capitulo 5.8. Los solidos volatiles se corrigieron
utilizando los factores de volatilizacion propuestos por Porter y Murray (2001). Para 105 °C, el factor de
volatilizacion fue de: 0.394 para acido lactico, 0.937 para AGV totales y 1.0 para alcoholes totales. A
partir de los valores obtenidos de DQO soluble y metabolitos totales (AGV + alcoholes + &cido lactico)
se calculd el grado de fermentacion (1), el cual indica la fraccion de los compuestos organicos solubles
convertidos a metabolitos de procesos fermentativos y se calcula relacionando la DQO equivalente de
los metabolitos totales con la DQOs del sustrato (Ecuacion 3):
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_ [DQoEq—metabolitos totales] -100

= Ecuacion 5.1
f [DQOso1uble]

5.3.4  Prueba de potencial bioquimico de metano

A fin de determinar el efecto del ensilado sobre la biodegradabilidad de la FORSU, medida como el
potencial de produccion de metano, los productos del ensilado obtenidos a las diferentes temperaturas y
concentraciones de solidos fueron sometidos a la prueba de potencial bioquimico de metano (PBM)

Para realizar la prueba de PBM se utiliz6 el Automatic Methane Potential Test System (AMPTS I1) de la
empresa Bioprocess Control, Suecia. El equipo consta de un bafio de agua, mediante el cual se mantuvo
una temperatura constante de 35 °C. Para la reaccion se utilizaron frascos de 500 mL con un volumen
efectivo de 400 mL. En cada frasco se adicionaron 8 gsv de indculo, el cual consistié en lodos anaerobios
granulares de un reactor UASB utilizado para el tratamiento de aguas residuales de la Cerveceria Modelo
en la Ciudad de México. Los lodos se mantuvieron almacenados en el laboratorio a una temperatura de
4 °C y previo a su uso, fueron centrifugados a una velocidad de 3700 rpm durante 7 minutos. El
sobrenadante fue desechado para evitar la presencia de sustancias disueltas exdgenas.

Para determinar la produccién de metano enddgena del in6culo, también se operd un reactor que contenia
solo indculo. La proporcion sustrato a indculo fue de 1:4, para lo cual se adiciond 2 gsv de cada producto
ensilado como sustrato y 8 gsv de indculo. Posteriormente, a cada frasco se afiadié 1 mL de solucion de
micronutrientes y 100 mL de solucion bufer de fosfatos 0.4 M y se afiadi6 agua del grifo hasta alcanzar
el volumen de reaccion de 400 mL. Para garantizar condiciones anaerobias se realizé el desplazamiento
del aire del espacio de cabeza de los frascos mediante N> durante 30 segundos.

Los frascos fueron puestos en incubacion con agitacion mecanica mediante el acople de motores de
mezcla. Para realizar la medicion del biogas el equipo cuenta con un dispositivo de registro (contador de
biogas) al cual se conect6 cada frasco mediante una manguera. Diariamente, por cromatografia, se
determind el contenido de metano en el biogas. Se calculé el valor del PBM y se expresé en términos de
volumen de metano producido en condiciones normalizadas (NL) por unidad de masa de sustrato (SV).
La duracién de la prueba se determiné con base en la recomendacion de Holliger et al. (2016), quienes
consideran que la maxima produccion de metano se alcanza cuando los valores de metano acumulado
no cambian mas del 1 % en promedio de tres dias consecutivos.

5.4 Aclimatacion y produccion de indculos

Para que un in6culo (biomasa activa) sea efectivo se requiere que este se encuentre adaptado tanto al
sustrato como a las condiciones de funcionamiento del reactor, principalmente a la temperatura (Capitulo
4.4.4). En las plantas a gran escala de digestion anaerobia de FORSU, una préctica comln es utilizar el
digestato de lotes previamente digeridos (digestato) como indculo (Schievano et al., 2010). La principal
justificacion de la inoculacion mediante digestatos es que, al ser generado a partir del propio residuo, se
encuentra aclimatado y, por tanto, contiene una poblacion mixta de bacterias y arqueas ya adaptadas
(Karthikeyan y Visvanathan, 2013).

Para seguir el concepto de temperatura, la metanizacion se realizé también a las mismas tres temperaturas
en que se realizd el ensilado (20, 35 y 55 °C). A cada temperatura se operararon tres reactores
discontinuos utilizando frascos de vidrio de 2,000 mL, cada uno con un volumen de reaccion aproximado
de 1,500 mL. Los reactores fueron alimentados con FORSU fresca en una relacion sustrato a indculo
(S/1) de 0.33, 0.5 y 1.0 con base en solidos volatiles. Como fuente de microorganismos para iniciar la
adaptacion se utilizaron lodos anaerobios granulares de un reactor UASB que trata las aguas residuales
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de la Cerveceria Modelo en la Ciudad de México que opera a 35 °C. Los lodos se mantuvieron
almacenados en el laboratorio a una temperatura de 4 °C y previo a su uso, fueron centrifugados a una
velocidad de 3,700 rpm durante 7 minutos, y el sobrenadante fue desechado para evitar la presencia de
sustratos exdgenos disueltos. Durante la operacion de los reactores no se realiz6 mezcla mecénica ni se
ajustd el pH. El control de la temperatura se realiz6 a través de un bafio de agua.

Para considerar la estabilidad de los reactores y la viabilidad del digestato para su uso como inéculo se
consideraron los siguientes criterios en la operacion del reactor:
a) pHentre 7.0y 8.0 (Al Seadi et al., 2008).
b) Relacion de alcalinidad de bicarbonato a alcalinidad total (indice o) superior a 0.6 (Martin-
Gonzélez et al., 2013).
¢) Concentracion de AGV por debajo de 1.5 g/kg de digestato (Saveyn y Eder, 2014) y
d) Concentracion de metano estable mayor a 60 % en el biogés (Schievano et al., 2008).

A las tres temperaturas, los reactores fueron monitoreados con los siguientes pardmetros: pH, alcalinidad,
solidos totales y volatiles, concentracién de AGV y nitrégeno amoniacal. Se realizé la cuantificacién de
biogas utilizando un contador automatico de biogas y, por cromatografia, se determiné el contenido de
metano en el biogas. Antes de utilizar el digestato para las pruebas de produccion de metano, este se
mantuvo bajo las mismas temperaturas sin alimento durante 6 dias.

5.5 Metanizacion de FORSU ensilada

Conforme al objetivo de este trabajo, esta etapa consistié en llevar a cabo pruebas de metanizacion de la
FORSU ensilada y asi determinar el efecto del ensilado sobre la produccion de metano, utilizando como
comparacion la produccion de metano de la FORSU fresca. La prueba de metanizacién consistio en
mezclar FORSU ensilada y fresca con los digestatos previamente adaptados al sustrato y a las mismas
temperaturas evaluadas en la etapa de ensilado (20, 35y 55 °C) (Capitulo 5.4).

Ademas de la temperatura, la relacion S/I (sélidos volatiles del sustrato a sélidos volatiles de indculo)
también fue evaluada como un parametro operacional de la metanizacion. Las relaciones S/I evaluadas
en este trabajo se determinaron con base en referencias de estudios similares. Di Maria et al. (2012)
reportan que en la digestion anaerobia de FORSU a escala industrial, generalmente se aplican relaciones
S/l bajas (0.3 - 0.5 en base seca) a fin de maximizar la cinética de reaccion y evitar riesgos de fallas del
proceso. Karthikeyan y Visvanathan (2013) reportan que en la digestion anaerobia seca de FORSU es
posible operar reactores por lotes alimentados con porcentajes de indculo que oscilan entre 10 y 60 % de
la masa total por digerir. Por su parte, Motte et al. (2013) reportan uso de relaciones S/l entre 2 y 6
durante la operacién de reactores a escala de laboratorio. Tomando en cuenta lo anterior, se evaluaron
relaciones S/I en un rango amplio (0.5 - 1.5) que permitiera llegar a resultados concluyentes. Al final de
la prueba de metanizacion, como principales resultados se obtuvo: el efecto del ensilado sobre la cantidad
de metano producido por unidad de masa y la rapidez de su produccion; las mejores condiciones de
temperatura y relaciones S/l para obtener la mayor produccion de metano a partir de la FORSU ensilada.

Durante las pruebas de metanizacién no se controlé el pH (sin solucion bufer), no se afiadieron
micronutrientes y no hubo mezcla mecénica en los reactores. La no adicién de solucién bafer fue con el
objetivo de evaluar la capacidad de los indculos adaptados para amortiguar las caidas de pH en el sistema.
El no establecer mezcla durante la metanizacion fue para determinar la viabilidad de la llevar a cabo la
metanizacién como un proceso simple, al reducir el uso de elementos mecanicos y el consumo adicional
de energia. En esta etapa del trabajo experimental se operaron 18 reactores (Tabla 5.1) en modo
discontinuo utilizando frascos de 500 mL con un volumen variable de reaccion. Como primer paso, en
todos los frascos se afiadieron 10 gsv de indculo metanogénico (digestato) aclimatado (Capitulo 5.4).
Posteriormente, con cada uno de los 3 productos (10, 20 y 28 %sr) obtenido del ensilado de la FORSU
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(Capitulo 5.3), se alimentaron 3 reactores con 5, 10 y 15 gsv de FORSU previamente ensilada. De esta
forma se ajustaron las relaciones de sustrato a inéculo (S/1) a 0.5, 1.0 y 1.5 para cada producto del
ensilado, resultando en la operacion de 9 reactores con FORSU ensilada (Tabla 5.1). Otros 9 reactores
fueron alimentados siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito, pero utilizando como
sustrato la FORSU fresca o sin ensilar (Tabla 5.1). Esto con el fin de establecer un punto de comparacién
y asi determinar el efecto del ensilado sobre la produccién de metano. No se operaron réplicas de los
reactores.

Tabla 5.1 Arreglo experimental para la prueba de metanizacién para cada una de las temperaturas
seleccionadas (20, 35y 55 °C)
Relacion S/l en _ Concentracién de sélidos durante el ensilado (%sr)

la metanizacion 10 20 28

FORSU 0.5 R1 R2 R3
ensilada 1.0 R4 R5 R6
15 R7 R8 R9

FORSU 0.5 R10 R11 R12
f 1.0 R13 R14 R15

resca

15 R16 R17 R18

El in6culo metanogénico utilizado fue digestato previamente adaptado a la FORSU y a la temperatura
correspondiente. Para determinar la produccion de metano enddgena de los digestatos, también se
operaron reactores conteniendo solamente digestatos sin mezcla y control de pH. Los reactores fueron
incubados durante 25 dias a las temperaturas respectivas. Diariamente se tomaron muestras de biogas y
por cromatografia se determind el contenido de metano. El tiempo de 25 dias para la prueba de
metanizacién se determiné a partir de los resultados del experimento de aclimatacion del inéculo a 35
°C descrito en el Capitulo 5.4.

5.6 Andlisis estadistico

Se utilizé la herramienta de andlisis estadistico Solver de Excel para el andlisis estadistico. Se realizaron
analisis de regresion mdltiple para predecir el comportamiento de las variables dependientes
consideradas en las diferentes etapas experimentales. Los analisis de varianza (ANOVA) del andlisis de
regresion fueron utilizados para determinar las diferencias significativas de los resultados experimentales
y para determinar la influencia de las diferentes variables independientes. Se consideré un nivel de
confianza del 95 %.

5.7 Modelacion cinética

La cinética de produccion de metabolitos durante el ensilado y la produccion de metano fue analizada
mediante los modelos de Monod y Tessier (Capitulo 4.6). La utilizacion de los modelos de Monod
(Ecuacion 5.2) y Tessier (Ecuacion 5.3) se basé principalmente en que ambos modelos permiten
relacionar el consumo de sustrato con formacion de productos a través de los coeficientes de
rendimiento (Fernandez-Rodriguez et al., 2013) y en las referencias de su uso para la modelacion de
procesos bioquimicos en los que se ha utilizado sustratos complejos.

— HmaxS Ecuacion 5.2
Ks+S
S
U= Umax <1 — eKT> Ecuacion 5.3
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Donde

MUmsx = tasa maxima de crecimiento de microorganismos
S = concentracion de sustrato

Ks = constante de saturacion media
K+ = constante de velocidad

5.8 Métodos analiticos

Los métodos utilizados para determinar los pardmetros de caracterizacion de la FORSU y de monitoreo
de los procesos de las diferentes etapas experimentales se presentan en la Tabla 5.2. Para las
determinaciones de DQO, NH,, carbohidratos y AGV la FORSU y digestatos, las muestras fueron
diluidas afadiendo un volumen conocido de agua destilada, siendo tratadas como muestras de aguas

residuales.
Tabla 5.2 Métodos analiticos
Parametro Meétodo Principio
pH APHA-4500 B Medicion con potenciémetro.
S6lidos totales (ST) APHA-2540 B %g\génetrla. Solidos secados a una temperatura de
Solidos volatiles Gravimetria. Muestra secada a 105 °C e incinerada a
(SV) APHA-2540 E 550 °C.
Demanda quimica de APHA-5220 D Fotometria. Digestion acida por reflujo cerrado a 150
oxigeno (DQO) °C durante 2 horas. Lectura a 600 nm.
DQO soluble APHA-5220 D Muestra previamente filtrada utilizando filtros de
celulosa de 0.45 pm.
Nitrégeno amoniacal ~ APHA-4500-NH; C  Destilacion por arrastre de vapor y titulacion con
(N-NH.) y 4500-NH;3 E H>SO,4 0.02N.

Carbohidratos
solubles

Método de fenol-
acido sulfirico
(Dubois et al., 1956)

Determinacion colorimétrica cuantitativa de azlcares
y sus derivados metilicos, oligosacéaridos y
polisacaridos.  Muestra  previamente  filtrada
utilizando filtros de celulosa de 0.45 pum. Lectura a
490 nm.

Acidos grasos
volétiles (AGV) y
alcoholes (etanol y
metanol)

Cromatégrafo de gases (HP 5890 GC System)
equipado con detector de ionizacién de llama (FID),
columna Stabilwax - DA, con hidrégeno como gas de
arrastre. Muestra previamente filtrada utilizando
filtros de celulosa de 0,22 um.

Acido lactico (AL)

Borshchevskaya et
al., 2016

Determinacion espectrofotométrica del producto
coloreado de la reaccion de iones lactato con cloruro
de hierro (111) a 390 nm. Muestra previamente filtrada
utilizando filtros de celulosa de 0.45 um. Lectura a
390 nm.

Alcalinidad parcial
(AP) e intermedia
(Al)

Martin-Gonzalez et
al., 2013

Titulacion con acido sulfurico 0.1 N de pH de la
muestra hasta pH de 5.75 para APy de 5.75 a 4.3 para
Al.

Contenido de CHs y
CO2en biogas

Cromatdgrafo de gases (SRI 8610c) equipado con
detector de conductividad térmica, columna de acero
inoxidable empaquetada con gel de silice (8600-
PK1A), helio como gas de arrastre con flujo de 20
mL/min. La temperatura del detector fue de 150 ° C.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion de la FORSU

6.1.1 Caracterizacion fisicoquimica

La Tabla 6.1 muestra que la FORSU es un sustrato con alto contenido de solidos (28 %sr) y, del total de
materia seca, el 80 % corresponde a sélidos volatiles, lo cual indica un alto contenido relativo de materia
organica. La relacion de SV/ST es superior a los valores reportados por otros autores (Tabla 6.1) que han
caracterizado la FORSU de la Ciudad de México recolectada en la misma Estacion de Transferencia.
Esto indica que la FORSU utilizada en este estudio posee una mayor fraccion de compuestos susceptibles
de ser aprovechados para la produccién de biogas.

La FORSU es también un sustrato originalmente acido, con un pH de 5.2 y una concentracion de AGV
de 36 gooo/kgsv, lo cual refleja el efecto de degradacion de sus componentes organicos desde que son
producidos en los sitios de generacion (Nilsson et al., 2018) hasta que la muestra fue obtenida en la
estacion de transferencia. Segun la Tabla 6.1, los valores de pH y AGV solo son reportados por Ossa
(2020), con valores similares a los obtenidos en este trabajo.

Tabla 6.1 Caracteristicas de la FORSU de la Ciudad de México

Parametro Unidades trngjo 88;%) Fl(%ig))a Car(ggtljé)a no
pH - 5.2 5.3 NR NR
Solidos totales (ST) g/kg 275+2.0 278+3.0 291+3.1 297 +4.0
Solidos volatiles (SV) a/kg 221+2.0 206+3.6 228 +3.0 223+4.1
SVIST - 0.80 0.74 0.78 0.75
DQO a/kgsv 1427 +13 187112 1294 + 60 1363 + 15
DQO/SV - 1.58 1.90 1.29 1.37
DQO:s a/kgsv 540 + 53 NR NR NR
CSA gooolkgsv 275+6 NR NR 274
AGV Upoo/Kgsv 36+3 44+0.1 NR NR

NR = no reportado, CSA = carbohidratos solubles en agua. La DQO equivalente de CSA y AGV se determind con
base en la DQO tedrica para cada compuesto. La DQO tedrica fue calculada con la ecuacion general de Rittmann
y McCarty (2001).

Al igual que el contenido de sélidos volatiles, la DQO es un pardmetro que comunmente se utiliza para
caracterizar el contenido organico total de un sustrato, y es Util para predecir la produccion de metano.

38



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM (
— ‘¥
Sin embargo, para sustratos sélidos, la DQO es poco reportada debido a la complejidad en el manejo de
las muestras asociado a la heterogeneidad de la FORSU (Campuzano, 2015). En este trabajo, la DQO de
la FORSU es de 1427 + 13 g/kgsv, situandose en el rango de valores mostrados en la Tabla 6.1. La
relacion de la DQO con la concentracion de sélidos volatiles de la FORSU (gogo/gsv) obtenida en este
estudio es de 1.58, lo cual resulta inferior a lo reportado por Ossa (2020) y mayor a lo que reportan
Figueroa (2018) y Campuzano (2015).

De la DQO total de la FORSU, el 38 % es soluble (540 g/kgsv) y a su vez, el 51 % (275 gpqo/kgsv de la
DQO soluble (DQOs) corresponde a carbohidratos solubles en agua (CSA). Si bien estos Gltimos son de
suma importancia, ya que corresponden a la fraccion de sustrato primario disponible para la
fermentacion, a menudo el contenido de CSA no es un parametro determinado en la caracterizacion de
la FORSU. Para la FORSU de la Ciudad de México, solamente Campuzano (2015) determiné el
contenido de carbohidratos, encontrando una concentracion de carbohidratos solubles de 274 gogo/kgsv
siendo similar al valor de CSA en este estudio.

Dasgupta y Chandel (2020) reportan un contenido de CSA del 195 g/kgst en la FORSU de la ciudad de
Bombay, India; siendo un valor similar al encontrado en la FORSU de la Ciudad de México (206 g/kgsr).
Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016), recopilaron datos de CSA de la FORSU en 6 ciudades de
diferentes paises, registrandose valores en un rango de 5.9 a 22 %sy, equivalentes a 18.7 y 67 g/kgsr,
respectivamente. Estos valores se encuentran muy por debajo de lo medido en este estudio y lo reportado
por Dasgupta y Chandel (2020).

Comparada con otros sustratos comunmente ensilados para la produccion de biogas, la FORSU posee
un contenido de CSA similar al maiz, pasto y sorgo, los cuales poseen valores de CSA en rangos de 87
a 301, 29 a 210 y 100 a 200 g/kgsr, respectivamente (Adesogan y Newman, 2014; Zhou et al., 2016;
Souza et al., 2010). El alto contenido de CSA en la FORSU resulta benéfico para el ensilado, puesto que
se garantiza la disponibilidad de carbohidratos fermentables para los microorganismos y, por tanto, una
rapida y alta produccidn de &cidos que reduzcan el pH en el ensilado.

6.1.2 Biodegradabilidad

Se determind la biodegradabilidad anaerobia de la FORSU de la Ciudad de México mediante la prueba
de potencial bioquimico de metano (PBM), resultando en un valor de 318 NL/kgsy. Este valor es inferior
al reportado por Campuzano y Gonzalez-Martinez (2015), quienes para FORSU de la Ciudad de México
registraron un potencial de producciéon de metano de 541 + 14 NL/kgsv. Esta notable diferencia se
atribuye a la variacion en las caracteristicas del sustrato y de las condiciones experimentales en que se
realizé la prueba (28 %sr en este estudio). Campuzano y Gonzalez-Martinez (2015) realizaron la prueba
de PBM en condiciones humedas, con FORSU a 3.5 %st. Asi mismo, el valor de PBM de la FORSU en
este estudio se encuentra por debajo del valor promedio de 415 + 137.7 NL/kgsv reportado por
Campuzano y Gonzalez-Martinez (2016) para 27 ciudades de 12 paises. Sin embargo, se encuentra
dentro de la desviacion tipica de los valores reportados.

Tal como es tipico en las curvas de PBM de la FORSU reportada por otros autores, la curva en este
estudio (Figura 6.1) mostr6 un comportamiento diduxico, con una primera fase exponencial de
produccion de metano durante los primeros dos dias (m = 75 NL/kgsv-d). Esta etapa se estabilizo al dia
5, acumulando en este periodo el 60 % del metano producido durante toda la prueba. De acuerdo con
Campuzano (2015), la produccion de metano en esta etapa se lleva a cabo por el consumo de la fraccion
de la FORSU fécilmente asimilable por los microorganismos.
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Figura 6.1 Potencial de produccion de metano de la FORSU

Después de una fase estacionaria entre los dias 5 y 11, en la que los microorganismos se adaptan a la
fraccion de sustrato de mas dificil biodegradacion (Campuzano, 2015), se observa una segunda fase
exponencial produccién de metano entre los dias 11y 13 (m = 24 NL/kgsy-d) y se estabiliz6 hasta el dia
17, habiéndose producido el 98 % del metano. A partir de entonces, la curva de produccion de metano
tuvo un comportamiento asintético con una produccioén diaria menor al 1 % acumulado (Holliger et al.,
2016) y, por tanto, la prueba fue detenida.

Con base en la prueba de PBM, la FORSU posee una biodegradabilidad anaerobia cercana a otros
sustratos comunmente ensilados para la produccion de biogas. Herrmann et al. (2011) determinaron el
potencial de produccion de metano para el maiz (329.9 NL/kgsv), sorgo (317.1 NL/kgsv), pasto forrajero
(293.3 NL/Kgsv) e hibrido de trigo y centeno (339.5 LN/kgsy). Comparado con los demas sustratos, el
maiz ha sido de mayor uso en la digestion anaerobia gracias a que tiene el mayor rendimiento de materia
seca por area cultivada (Mazurkiewicz et al., 2019). No obstante, la produccidn de biogas basada a partir
del maiz esta siendo cuestionada debido a la aglutinacién de las plantas de biogas junto con la alta
cantidad de digestato y la contaminacion resultante de las aguas superficiales y subterraneas, la emision
de gases contaminantes y los efectos perjudiciales del cultivo de maiz en la degradacién de los suelos
(Herrmann, 2012). En este contexto, la utilizacion de la FORSU para la produccién de biogas presenta
ventajas en cuanto a su disponibilidad en grandes cantidades, bajo costo y que no compite con el uso
alimentario como es el caso del maiz (Tyagi et al., 2018).

6.2 Fermentacion de FORSU

Tal como se muestra en la Figura 6.2, durante el almacenamiento de la FORSU se mostraron dos fases
bien definidas de fermentacion: una fermentacion principal o activa donde se transforman los
compuestos orgéanicos de facil biodegradacion, y una fermentacion secundaria o estable que corresponde
con la fermentacion de compuestos orgéanicos de dificil biodegradacién. La fase de fermentacion
principal se caracteriz6 por una rapida produccion de AGV y como consecuencia, una rapida
disminucién del pH y la disminucion del contenido de materia organica (SV) asociada a la pérdida de
carbono en el biogés producido durante la fermentacion.

El pH registrd una rapida disminucion hasta un valor de 4.1 al dia 6, estabilizandose posteriormente en
valores cercanos a 4.3 durante el resto del experimento. EI comportamiento inicial del pH es adecuado
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para fines del ensilado de la FORSU, puesto que se crean condiciones de acidez suficientes ipara
garantizar la inhibicion de microorganismos indeseables durante el ensilado (Wang et al., 2010).
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Figura 6.2 pH, AGV y sdlidos volatiles durante el almacenamiento de la FORSU

Con respecto a la produccion de AGV, durante todo el periodo de almacenamiento se observd un
incremento sostenido de la concentracién de AGV, registrandose durante los primeros 15 dias las
mayores tasas de produccion. Por lo tanto, a partir de estos resultados, se definid el tiempo del5 dias
como el parametro a utilizar en los posteriores experimentos de ensilado de la FORSU. Asi mismo, se
determind prescindir del uso de inéculo en el ensilado, considerando que la fermentacion de la FORSU
se produjo de manera efectiva por la microflora nativa.

6.3 Ensilado

6.3.1 Hidrdlisis

La Figura 6.3 muestra que, en todos los casos de temperatura (20, 35 y 55 °C) y concentracién de sélidos
(10, 20 y 28 %sr), la DQO soluble (DQOs) disminuye rapidamente desde el primer dia de ensilado. Esto
se asocia a que, el oxigeno en el medio se agotd con mucha rapidez y, posteriormente el ensilado entré
en la fase principal o de mayor intensidad de fermentacion, en la cual el sustrato soluble es utilizado en
gran medida para el crecimiento de los microorganismos (Duniére et al., 2013, reduciendo la fraccion de
DQO soluble transformada a compuestos organicos.

A las tres temperaturas, a la menor concentracion de solidos (10 %sr), se produjo la mayor disminucion
de la DQOs. Sin embargo, a 35 y 55 °C la disminucion fue mas rapida que a 20 °C. Dicho
comportamiento es consecuencia de que, tanto a bajas temperaturas como en condiciones de baja
disponibilidad de agua (alta concentraciones de sélidos), el crecimiento microbiano es mas lento (Kung,
2018). Segun Abbassi-Guendouz et al. (2012), a altas concentraciones de sélidos, la transferencia de
masa y el acceso de los microorganismos al sustrato es restringido, limitando el crecimiento celular.

Después de alcanzar un valor minimo de DQOs a 20 y 35 °C, para todas las concentraciones de solidos
se registré un aumento de la fraccion soluble hasta estabilizarse durante el resto del tiempo de ensilado.
Zhou et al. (2018) indican que, bajo condiciones de mucha acidez en el medio (valores de pH menores
a5.0), laactividad de la mayoria de los microorganismos hidroliticos es inhibida y, por tanto, el aumento
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de la DQOs se asocia a la actividad de las enzimas acido tolerantes (Figura 6.4). Segln Oude et aI
(2000), en ensilados ya acidificados, las enzimas acido tolerantes son las responsables de la hidrdlisis de
carbohidratos estructurales y de almacenamiento.
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Figura 6.3 Comportamiento de la DQO soluble durante el ensilado de la FORSU

A 55 °C, la disminucion de la DQOs a altas concentraciones de sélidos fue considerablemente menor
que la registrada para 20 y 35 °C. Esto sugiere un efecto combinado de la temperatura y la concentracion
de sélidos sobre la actividad microbiana. De acuerdo con Weinbgerg et al. (2001), el crecimiento de la
mayoria de las bacterias acidolacticas y levaduras se ve fuertemente restringido a temperaturas mayores
a 40 °C. A su vez, las altas concentraciones de s6lidos limitan la accesibilidad de los microorganismos
al sustrato. En el ensilado a 10 %s, inicialmente la DQOs mostré una disminucién en su valor similar a
la registrada a 20 y 35 °C. Sin embargo, no se registré un posterior aumento, tal como sucedié a las
temperaturas mas bajas. Este comportamiento se explica en que, a una temperatura de 55 °C, la actividad
de los microorganismos hidroliticos se reduce drasticamente y a que, la temperatura no es lo
suficientemente alta para producir una hidrélisis térmica del material particulado. De acuerdo con lo
reportado por Buffiere et al. (2018), para lograr una considerable desintegracion térmica de la materia
organica son necesarias temperaturas por encima de los 80 °C.

Finalmente, en todos los casos de temperatura y concentraciones de solidos estudiadas, a partir del dia 6
el ensilado la DQOs registrd valores relativamente estables. La alta variabilidad de la DQOs en esta fase
se atribuye a la heterogeneidad del sustrato y la complejidad de en el manejo y andlisis de las muestras.

6.3.2 Fermentacion

6.3.2.1 pH y produccién total de metabolitos

La Figura 6.4 muestra el comportamiento del pH y la produccién de metabolitos totales (acido lactico,
alcoholes y AGV) durante el ensilado de la FORSU a diferentes concentraciones de solidos y
temperaturas.

Ensilado a 20 °C. Segun lo mostrado en la Figura 6.4, a esta temperatura el pH disminuy6 de manera
constante durante los primeros 8 dias y luego se estabiliz6 en valores cercanos a 4. Se observaron valores
de pH mas altos a concentraciones de sélidos mas altas. Durante los primeros 10 dias, la produccion total
de metabolitos (como DQO) aument6 hasta alcanzar 220 gooo/kgsv para 20 y 28 %ST, mientras que para
10 %sr la produccion de metabolitos supero los 300 gogo/Kgsy.
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Ensilado a 35 °C. A esta temperatura el pH disminuy6 rapidamente durante los primeros dos dias y
luego se mantuvo estable cerca de 4 hasta el dia 15. Al igual que con el ensilado a 20 ° C, los valores de
pH aumentaron con la concentracion de sélidos. A 20 y 28 %sr la produccion de metabolitos aumentd
rapidamente durante los primeros tres dias para alcanzar valores de aproximadamente 220 gogo/Kgsv,
similar al ensilado a 20 ° C. Solo para el 10 %sr la produccion de metabolitos continué aumentando hasta
el dia 6, para luego disminuir a valores entre 300 y 340 gbqo/kgsv hasta el final del experimento. En el
ensilado a 35 °C la disminucion del pH fue més rapida con respecto a 20 °C, debido a que, por efecto de
una mayor temperatura la velocidad de las reacciones fermentativas es mayor.

Ensilado a 55 °C. El pH disminuy6 lentamente de 5.5 hasta valor minimo de 5.0 para 20 y 28 %sr. Para
10 %sr el pH disminuy6 durante los primeros tres dias y se estabilizo en valores cercanos a 4.5. Similar
a las otras dos temperaturas, la concentracion de sélidos mas baja muestra la mayor produccion de
metabolitos. Sin embargo, la produccién de metabolitos para 20 y 28 %st fue baja en comparacidn con
las otras dos temperaturas, con valores estables entre 20 y 30 gpgo/kgsv. Lo anterior indica una
fermentacion limitada debido a que, a 55 °C no todos los microorganismos que componen la microflora
nativa del sustrato pueden mantenerse activos (He et al., 2012).
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Figura 6.4 pH y produccion de metabolitos (productos fermentativos)

Dado que el pH no fue controlado en ningun caso, a todas las temperaturas se registré una disminucién
del pH. A 20y 35 °C, la caida del pH a valores por debajo de 4.0 fue causada por una mayor produccion
de acido lactico, cuyo valor de pKa es 3.86. En la Figura 6.4 puede observarse la relacion de la
disminucién del pH con la temperatura y la concentraciéon de sélidos del ensilado. A 20 y 35 °C; se
observa que, independientemente de que las concentraciones al final del ensilado son similares a las dos
temperaturas, a 20 °C el valor del pH fue mas bajo que a 35 °C. Dicho comportamiento puede explicarse
en que, a temperaturas mas bajas aumenta la solubilidad del CO; producido durante la fermentacion,
contribuyendo asi con la disminucién del pH en el medio. EI mismo efecto es informado por Weinberg
et al. (2001), quienes ensilaron maiz y trigo a 37 y 41 °C y encontraron que, a temperaturas mas bajas,
la fraccion de CO; soluble en el agua aumentd y el pH result6 en valores mas bajos. Con respecto a la
concentracion de sélidos, el pH disminuy6 mas en los ensilados con la menor concentracién de sélidos,
lo cual se corresponde con produccion de metabolitos més alta. Segun Garcia-Bernet et al. (2011),
cuando la concentracion de sélidos es baja, la disponibilidad del agua en el medio aumenta, aumentando
con ella la actividad microbiana y, por tanto, la produccién de metabolitos.

En cuanto a la efectividad del ensilaje, una rapida disminucion del pH es deseable. A valores de pH bajos
y, si se mantienen las condiciones anaerobias, el crecimiento de todos los microorganismos, incluidas
las bacterias del &cido lactico (BAL) es inhibido y el ensilado entra en una fase estable méas rapidamente
permitiendo la conservacion de los sustratos (McAllister y Hristov, 2000). Con base en lo anterior puede
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sefialarse que, de las condiciones evaluadas durante el ensilado de la FORSU, a temperatura media (35
°C) y bajas concentraciones de sélidos (10 %sr) el ensilado es més efectivo, ya gque se alcanzan més
rapidamente las condiciones de acidez necesarias para preservar el sustrato.

6.3.2.2 Grado de fermentacion (ny)

A partir de la DQO soluble (Figura 6.3) y de las concentraciones de metabolitos totales (Figura 6.4) se
procedi6 a calcular el grado de fermentacion en cada uno de los ensilados. El grado de fermentacién
representa la fraccion de compuestos solubles del sustrato que son transformados mediante procesos
fermentativos. Este pardmetro es importante para evaluar el consumo y disponibilidad del sustrato
soluble durante el ensilado y, por tanto, la posibilidad de que los procesos fermentativos continten
teniendo lugar. Segun lo mostrado en la Figura 6.5, a 20 °C la fase principal de fermentacion se extendid
hasta el dia 8, representando los metabolitos de la fermentacion aproximadamente el 90 % de la DQOs
en los ensilados con 10 y 20 %sr. Para 28 %sr el grado de fermentacién no superé el 80 %.
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Figura 6.5 Grado de fermentacion (n¢) de la FORSU

A 35 °C, la fase principal de fermentacion se produjo durante los dos primeros dias, observandose que
en este periodo que los metabolitos, producto de la fermentacion, representaron casi la totalidad de la
DQOs. Al igual que a 20 °C; el mayor grado de fermentacion se registr6 para 10 y 20 %sr. A partir del
dia 2, el grado de fermentacion a 10 %sr se mantuvo relativamente estable por encima de 90 %, mientras
que para 20 y 28 %sr, disminuy6 manteniéndose variable entre 60 y 80 %. Lo anterior es indicativo de
que, a las mayores concentraciones de solidos, la transferencia de masa se ve afectada, limitando el
contacto entre microorganismos, enzimas y sustrato. Un comportamiento similar al de este trabajo es
reportado por Gameiro et al. (2016), quienes evaluaron la influencia de la concentracion de sélidos y la
alcalinidad sobre la fermentacion de la FORSU. La fermentacidn se realizé a 25 °C y a concentraciones
de solidos de 5, 8 y 10 %. Los autores concluyeron que el grado fermentacion estd fuertemente
influenciado por la concentracion de solidos y que el aumento del contenido de ST condujo a una
disminucién del grado de fermentacion.

A 55 °C, solamente para 10 %sr se registrd un aumento considerable del grado de fermentacion,
alcanzando un poco mas del 80 % al dia 4. Para 20 y 28 %sr el grado de fermentacion no super6 el 30
%, indicando tanto la actividad fermentativa estuvo muy limitada tanto, por la temperatura como por las
altas concentraciones de sélidos.

Antes y al final del experimento se determind la concentracion de carbohidratos solubles en agua (CSA)
en la FORSU (Tabla 6.2). A 20y 35 °C, en todos los ensilados se detect6 un remanente de CSA entre el
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3y 8% de la concentracion inicial. Solamente para 20 °C y 10 %st no se detectaron CSA en el producto
ensilado. EI hecho de que a 20 y 55 °C se lograron altos grados de fermentacion y que adicionalmente
se encontraron CSA residuales en los ensilados, indica que la concentracion inicial de carbohidratos
fermentables en la FORSU es suficiente para garantizar el crecimiento microbiano durante la fase
principal de fermentacion y que la actividad hidrolitica de las enzimas acido tolerantes fuera posible. Al
comparar entre 20 y 35 °C, es notorio que, aunque a ambas temperaturas se alcanzan remociones de CSA
similares, los grados de fermentacion fueron mayores a 35 °C que a 20 °C (Figura 6.5). Lo anterior indica
que a 20 °C solamente la fraccion de CSA fue fermentada, mientras que a 35 °C tanto los carbohidratos
como otros compuestos solubles (lipidos y proteinas) también fueron utilizados como sustrato para la
fermentacion.

Tabla 6.2 Carbohidratos solubles en agua (CSA) antes y después del ensilado

Concentracion Grado de CSA (gboo/kgsv) Variacion
Temperatura  desdlidos ~ fermentacion — FORSU Antes FORSU después o
(Yos7) (M9 del ensilado del ensilad (%)
10 82 244 0 -100
20°C 20 68 252 12 -95
28 66 262 18 -93
10 95 249 12 -95
35°C 20 78 251 8 -97
28 69 261 12 -95
10 75 249 277 +11
55°C 20 29 251 262 +4
28 28 261 270 +3

El valor del grado de fermentacion (ns) corresponde al final del ensilado.

Contrario a lo observado a las temperaturas mas bajas, a 55 °C la concentracién de CSA registré un
aumento para todas las concentraciones de sélidos, siendo el mas significativo a 10 %sr. Resultados
similares reportan Kim y Adesogan (2006) quiénes luego de ensilar maiz a diferentes temperaturas
encontraron que a mayor temperatura la concentracion de CSA residuales fue mayor. Dicho incremento
es atribuido a que, a temperatura mas alta la fermentacion es reducida por la disminucién de bacterias
acido lacticas activas. Colombatto y Mould (2004) encontraron que, el aumento de la temperatura de 20
a 40 °C durante el ensilado de maiz redujo el contenido de compuestos lignocelulésicos y aumento el
contenido de carbohidratos solubles, lo cual se corresponde con los resultados encontrados en este
estudio.

6.3.2.3 Cinética de la fermentacién

La produccion de metabolitos totales (Figura 6.6) fue ajustada utilizando los modelos de Tessier y
Monod. A fin de determinar la constante de velocidad de fermentacion (produccion de los metabolitos
totales), el ajuste se realizd para la fase de produccion exponencial de metabolitos para las diferentes
temperaturas y concentraciones de solidos evaluadas.
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Figura 6.6 Ajuste de los modelos de Tessier y Monod para produccién de metabolitos totales

En la Tabla 6.3 se muestran los valores de las constantes de velocidad para cada modelo y su respectivo
coeficiente de correlacion (R?), observandose que en todos los casos los datos experimentales tienen un
mejor ajuste con el modelo de Tessier. Esto se debe a que, a diferencia del modelo tipo Monod, el modelo
de Tessier si tiene en cuenta la energia de mantenimiento para la actividad celular, lo cual implica que a
medida que la concentracion de sustrato disminuye y los microorganismos compiten por él, la produccion
de los metabolitos disminuye. Esta es la razén por la cual, en el segmento de transicion de alta a baja
concentracion, la curva del modelo de Tessier se encuentra siempre por debajo de la curva del modelo
tipo Monod.

Para todas las temperaturas, los valores de las constantes de velocidad muestran una relacion
proporcional con la concentracion de sélidos; cuando aumenta la concentracion de sélidos aumenta
también la constante de velocidad de produccién de los metabolitos. Lo anterior se explica en que, si
bien a mayores ST las concentraciones maximas de metabolitos totales fueron menores, la produccién
diaria fue mayor.

Respecto a la temperatura, las constantes de velocidad de produccién de metabolitos también mostraron
un aumento proporcional a la temperatura; a mayor temperatura, mayores valores de las constantes de
velocidad. Este es un efecto esperado, dado que con el aumento de la temperatura las reacciones
bioldgicas y quimicas se producen con mayor rapidez (Al Seadi et al., 2008).

Para describir mejor la relacion de la temperatura y las constantes de velocidad de fermentacion de la
FORSU se hizo uso de la ecuacién de Arrhenius.
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Donde E = energia de activacion (KJ/mol)
A = frecuencia de colision entre las particulas o factor pre exponencial
K = constante de velocidad
R = constante de los gases ideales (0.00831 KJ/mol-K)
T = temperatura (°K)

Tabla 6.3 Constantes de velocidad de produccion de metabolitos totales

Concentracion Modelo
Temperatura (°C) de sélidos Tessier Monod
(%s7) K (d?) R? Ks (d) R?
10 0.280 0.8771 35 0.8216
20 20 0.359 0.9262 2.3 0.8810
28 0.416 0.8864 2.2 0.8354
10 0.674 0.9976 1.0 0.9868
35 20 0.812 0.9377 0.8 0.8888
28 1.111 0.7582 0.5 0.6842
10 0.586 0.9957 1.3 0.9771
55 20 1.176 0.9595 0.4 0.9387
28 1.620 0.9667 0.2 0.9735

Con la linealizacion de la ecuacion de Arrhenius se determind la energia de activacion para la
fermentacién de la FORSU a las diferentes concentraciones de solidos. En la ecuacién linealizada, la
pendiente de la recta representa el término (-E/R), mientras la ordenada al origen representa el InA,
permitiendo también determinar el valor de la frecuencia de colision.

E\1 .,
InK = (— E) pm + InA Ecuacién 6.2

A partir de los valores de temperatura de ensilado y las constantes de velocidad obtenidas con el modelo
de Tessier se procedio a la linealizacion de la ecuacién de Arrhenius. Se utilizaron las constantes de
velocidad obtenidas del modelo de Tessier puesto que fue el modelo al que mejor se ajustaron los datos
experimentales. Los valores de los términos InK y 1/T calculados para la linealizacién de la ecuacién de
Arrhenius se muestran en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 Valores de InK'y 1/T para linealizacion de la ecuacion de Arrhenius

Temperatura UT (K K (dY) InK
°C °K 10 %st 20 %st 28 Yost 10%sr 20 %st 28 Y%st
20 293 0.00341 0.280 0.359 0.416 -1.3 -1.0 -0.9
35 308 0.00324 0.674 0.812 1111 -04 -0.2 0.1
55 328 0.00304 0.586 1.176 1.620 -0.2 0.2 0.5
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Los términos InK y 1/T de la ecuacién de Arrhenius y las respectivas lineas de tendencia para la
diferentes concentraciones de solidos en las que se ensilé la FORSU se muestran en la Figura 6.7. A
partir de la ecuacién de la recta para cada concentracion de solidos se calcularon los valores de la energia
de activacion y la frecuencia de colision para las tres concentraciones de sélidos a las que fue ensilada
la FORSU (Tabla 6.5).

De la Figura 6.7 puede observarse que a mayor concentracion de sélidos aumenta la pendiente de la linea
de tendencia, lo cual resulta en una mayor energia de activacion para las reacciones de fermentacion
(Tabla 6.5) y una menor frecuencia de colision entre el sustrato y los microorganismos. Dicho fenémeno
es consistente con lo reportado por diversos autores (Garcia-Bernet et al., 2011; Abbassi - Guendouz et
al., 2012) en cuanto a que, a altas concentraciones de sdlidos, la transferencia de masa se ve limitada y
se dificulta el acceso de los microorganismos al sustrato.
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Figura 6.7 Linealizacién de la ecuacion de Arrhenius para diferentes concentraciones de sélidos

Tabla 6.5 Energia de activacion y frecuencia de colision para reacciones de fermentacion de la FORSU

%ost -E/R InA E (KJ/mol) A (KJ/mol)
10 -2769.2 8.3257 23.0 0.4718
20 -3215.3 10.049 26.7 0.4334
28 -3675.5 11.798 30.5 0.4052

Finalmente, se graficaron los valores de la energia de activacion y de concentracion de sélidos (Figura
6.8) a fin de obtener un modelo que permita predecir la energia de activacion requerida para la
fermentacion de la FORSU en funcién de la concentracion de sélidos durante el ensilado.

El modelo obtenido de la Figura 6.8 indica que la energia de activacion para la fermentacion de la
FORSU guarda una relacion lineal con la concentracion de sélidos, de modo tal que, a menor
concentracion de sélidos disminuye la energia requerida para que les reacciones de fermentacion se
produzcan. Dicha relacion se sustenta en que, a menor concentracion de sélidos, el agua en el medio
actlia como un agente diluyente que permite un aumento en la interaccion (frecuencia de colision en la
ecuacion de Arrhenius) entre las particulas de sustrato y los microorganismos, dando lugar a una mayor
rapidez de la fermentacion.
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Figura 6.8 Relacién de la energia de activacion y la concentracion de solidos durante la fermentacion
de la FORSU

6.3.2.4 Produccidn de metabolitos
> Acido lactico

El &cido lactico (AL) fue el principal metabolito producido a las tres temperaturas, indicando el dominio
de las bacterias del &cido lactico (BAL) en la comunidad microbiana nativa de la FORSU. La mayor
concentracion de &cido lactico se registrdé a la menor concentracion de sélidos (10 %st) en las tres
temperaturas, con concentraciones maximas de 230, 240 y 115 goqo/kgsv (SV alimentados), para 20, 35
y 55 °C, respectivamente (Figura 6.9). Si bien, a 20 y 35 °C se alcanzaron concentraciones maximas de
acido lactico similares, es notorio el efecto de la temperatura sobre una mayor rapidez de produccion a
35 °C que a 20 °C. Lo anterior indica que, aunque la temperatura influyd sobre las tasas de produccién
del &cido l4ctico, en todos los casos la fermentacion lactica fue predominante el ensilado.

En la FORSU fresca el acido lactico representa el 61 % de los metabolitos totales. Posteriormente, para
cada condicion de ensilado la concentracion de acido lactico fue variable (Figura 6.9), variando también
la fraccion representada por este metabolito respecto a la concentracion de metabolitos totales (Figura
6.4).
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Figura 6.9 Produccion de acido lactico (AL)
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A 35 °C, la concentracion de &cido lactico al 10 %sr alcanzé su valor méximo de 240 gogo/kgsy al dia 6
y posteriormente registrd una disminucion en su concentracion variando entre 200 y 215 gpqo/kgsy hasta
el final del ensilado. Dicha disminucion es asociada con una fermentacion butirica, en la cual dos moles
de 4cido lactico son necesarias para producir 1 mol de acido butirico: 2 4cido lactico — 1 acido butirico
+ 2H, + 2CO.. Esta fermentacion tiene un efecto negativo sobre la calidad del ensilado debido a que, en
primer lugar, por la produccion de acido butirico, el cual al ser un acido méas débil que el &cido lactico
conduce a un aumento en el pH. Asi mismo, la produccion de H, y CO; resulta en pérdidas de energia y
materia organica. Segun Pahlow et al. (2003) los efectos de la actividad de los clostridios sobre la calidad
del ensilado generalmente ocurren mucho después de que las bacterias del acido lactico han dejado de
crecer activamente en el ensilado; lo cual, en el presente estudio explica la disminucién del &cido lactico
al final del tiempo de ensilado.

A 55 °C la produccion de &cido lactico fue considerablemente inferior que a 20 y 35 °C, debido a que a
temperaturas mayores a 50 °C el crecimiento de las BAL es fuertemente restringido (McDonald et al.,
1991). El rango 6ptimo de temperatura para el crecimiento de las LAB varia entre 27 y 38 ° C (Yamamoto
et al., 2011). El efecto de una menor produccion de acido lactico a temperaturas altas también es
reportado por Kim y Adesogan (2006), quienes al ensilar maiz a 40 y 20 °C registraron que a la mayor
temperatura la produccién de acido lactico se redujo mas del 40 %.

Con respecto a la concentracion de sélidos, a 20 °C la produccidn de &cido lactico aument6 a las menores
concentraciones de sélidos. Por su parte, a 35 y 55 °C, la produccién de &cido lactico para las
concentraciones de sélidos de 20 y 28 %sr resultd en valores similares entre si. Contrario a los resultados
de este estudio, Kim y Adesogan (2006) reportan que, durante el ensilado de maiz a 40 °C, con el
aumento de la concentracion de solidos de 30 a 35 %, la produccién de cido lactico disminuy6 10 %.

Si bien el 4cido lactico es un metabolito viable para la formacién de metano, la metanizacién de un
sustrato previamente sometido a una fermentacion lactica puede verse inhibida debido al bajo valor de
pH y a que, durante la metanogénesis el acido lactico puede ser facilmente convertido a propionato, el
cual es un metabolito con alto potencial inhibitorio de la actividad metanogénica (Wang et al., 2014).

> Etanol

El etanol constituyd la segunda mayor fraccién de metabolitos producidos a las tres temperaturas, aunque
con variaciones en el comportamiento con respecto a la concentracion de sélidos en el ensilado (Figura
6.10).

A 20 °C, la mayor produccion de etanol se registro el dia 7 para la FORSU con 28 %sr. La concentracion
méaxima fue de 100 gogo/Kkgsv, ¥ se mantuvo constante hasta el dia 15. Segun Chandler (1988), bajo las
condiciones de menor humedad, la actividad de las levaduras se ve favorecida con respecto a las bacterias
(Chandler, 1988), lo cual explica la mayor produccion de etanol a 28 %sr. Para 10 y 20 %sr, las
concentraciones mas altas se alcanzaron el dia 12 y 8, respectivamente, con valores de 60 gogo/kgsv.
Dicho comportamiento se asocia con que a 20 °C la disminucion del pH fue gradual dando lugar al
crecimiento de levaduras y, por tanto, la produccién de etanol fue posible a partir de dos rutas
fermentativas: 1) Fermentacion heterolactica, donde, ademas de acido lactico, también se producen
etanol y acido acético. 2) Fermentacion alcohdlica, cuyo principal metabolito es el etanol. Con respecto
a la actividad de las levaduras en los ensilados, Zhou et al. (2016) reportan que aun a bajos pH, las bajas
temperaturas favorecen indirectamente la supervivencia de la levadura al permitir un metabolismo mas
lento y una permeabilidad reducida de la membrana celular a los &cidos organicos, protegiéndolas de ser
inhibidas.
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A diferencia de los resultados a 20 °C, la produccion més alta de etanol a 35 °C se registré el dia 4 con
105 gooo/kgsv a la concentracion de sélidos mas baja (10 %st). Al comparar entre las temperaturas de
20y 35 °C, es notable que, a la mayor temperatura, la fase principal de produccion de etanol se produjo
durante los primeros 3 dias de ensilado independientemente de la concentracion de sélidos, mientras que
a 20 °C fue de 5 dias para 28 %st y de 13 dias para 10y 20 %sr. Al igual que 20 °C, a 35 °C, la produccién
de etanol puede asociarse tanto a una fermentacion heterolactica como una alcohélica. Aunque se sabe
que los ambientes acidos anaerobios, como los ensilados, son en principio hostiles para las células de
levadura, Pahlow et al. (2003) informa que, incluso a valores de pH bajos y siempre que haya
disponibilidad suficiente de carbohidratos solubles, algunas especies de levaduras pueden desarrollarse,
siendo la causa de la mayoria de los ensilados con alto contenido de etanol.

A 55 °C, debido a la inactivacion de las levaduras a esta temperatura, la produccion de etanol fue
significativa solo en el ensilado a 10 %st, con una concentracion maxima de 31 gooo/kgsv. Ese valor es
50 % menor al registrado a 20 °C y 70 % menor al de 35 °C. Segin Walker y Walker (2018), el rango
Optimo de temperatura para el crecimiento de las levaduras se encuentra entre 25 y 30 °C. Estos
resultados concuerdan con las conclusiones de McDonald et al. (1991) quienes reportan que por encima
de 40 °C la mayoria de las levaduras se inactivan.
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Figura 6.10 Produccidn de etanol

La produccion de etanol en grandes cantidades durante el ensilado tiene efectos positivos para la
produccion de metano. Seguin Zhao et al. (2016), durante la metanizacion, el etanol tiene un alto potencial
para evitar el consumo de la alcalinidad del sistema y, por tanto, su capacidad amortiguadora, ya que una
fraccion importante del carbono del sustrato se convierte en etanol y no en AGV. Por su parte, Wu et al.
(2015) afirman que, termodindmicamente, una fermentacion orientada a la produccion de etanol permite
a los microorganismos metanogénicos una mejor recuperacién energética.

> Acidos grasos volatiles

El comportamiento en la produccion de AGV totales fue variable para las tres temperaturas (Figura 6.11).
En todos los casos se detecto acido acético y propionico, mientras que el &cido butirico solo fue detectado
en el ensilado a 10 %sr y 35 °C. Para todas las concentraciones de solidos evaluadas el &cido acético fue
el tercer metabolito con la mayor concentracion después del &cido lactico y el etanol.

A 20 °C, de los tres AGV probados, solo se detectd acido acético en las tres concentraciones de sélidos

evaluadas y no se observaron diferencias significativas entre ellas. Se observaron concentraciones de 19,
18 y 21 gooo/kgsv para los reactores con 10, 20 y 28 %sr, respectivamente. Estas concentraciones
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representan entre el 6 y el 8 % de los metabolitos totales producidos, bastante superiores a los valores
entre el 1y el 3 % reportados para ensilados por Kung et al. (2018).

A 35 °C, se detectaron concentraciones de acido acético més altas que a 20 °C. La concentracion méas
alta de &cido acético fue 50 gooo/kgsv a 20 %st, mientras que a 10y 28 %sr, las concentraciones maximas
fueron 33 y 22 gooo/kgsv, respectivamente. A 20 %sr se not6d una segunda fase de produccion de &cido
acético, la primera durante los primeros dos dias de ensilado y la segunda a partir del dia 7. Mientras la
primera fase se asocia con una fermentacion heterolactica, la segunda fase se asocia con la acetogénesis
a partir de etanol y acido lactico, dado que mientras la concentracion de acido acético aumenté el cido,
las de etanol (Figura 6.10) y &cido lactico (Figura 6.9) disminuyeron. A partir del dia 6 se detect6 &cido
propidnico a 10y 20 %sr, en ambos casos aumentando su concentracion a 5 gogo/kgsv al dia 15. El hecho
de encontrar pequefias cantidades de acido propionico en el ensilado no necesariamente indica que su
produccién se deba a la actividad de propionibacterias, ya que bacterias como Clostridium propionicum
también producen &cido propidnico como el principal producto final de la fermentacion, y muchas otras
bacterias también pueden excretar pequefias cantidades de propionato (Pahlow et al., 2003). Se ha
reportado que a valores de pH por debajo de 4.8, las bacterias propidnicas son inhibidas (Pahlow y Honig,
1993), el cual es el caso del presente estudio. El acido butirico se detecté solo al 10 %sr, con un maximo
de 4.0 gogo/kgsv. La presencia de &cido butirico se asocia con un proceso de fermentacion butirica usando
como sustrato el &cido lactico, y es un indicador de actividad de clostridios en el ensilado.
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Figura 6.11 Produccion de AGV

A 55 °C, el acido acético fue el tnico AGV detectado. Se registraron concentraciones variables de este
acido solo en el ensilaje al 10 %sr, siendo la maxima concentracion de 23 gogo/kgsv. En este caso, la
produccion de acido acético se asocia solamente con una fermentacion heteroléctica, ya que, a esta
temperatura las bacterias del acido acético son inhibidas (McDonald et al.,1991). El acido propionico no
fue detectado en el ensilado a 55 °C, debido a las condiciones de temperatura y acidez que no favorecen
su produccion. La temperatura éptima de crecimiento para las bacterias propionicas oscila entre 25 y 32
°C, y el pH Optimo esta entre 6.5y 7.0 (Gautier, 2014).
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6.3.2.5 Rapidez de produccion de metabolitos

Las tasas maximas de produccion de metabolitos totales y de los tres metabolitos primarios se evaluaron
en funcion de la concentracion de sélidos y la temperatura de la fermentacion durante el ensilado. A
partir de las curvas de produccién, se calcularon las velocidades iniciales maximas para los metabolitos
totales, &cidos acético y lactico, y etanol (Figura 6.12). La mayoria de las velocidades méas altas se
detectaron al comienzo de cada reaccion.

La produccién de metabolitos totales presenta tasas similares a 20 y 55 °C (25 - 45 gpgo/Kgsv-d), mientras
que, a 35 °C, las tasas aumentan significativamente a valores entre 85 y 130 gpoo/kgsv-d, donde
claramente, las tasas aumentan inversamente proporcional con la concentracion de sélidos. Para el acido
lactico, las tasas muestran valores cercanos a 20 gogo/kgsv-d a 20 °C y aumentan tres veces a 35 °C. A
55 °C, los valores de velocidad disminuyen a aproximadamente 35 gooo/kgsv-d. Las tasas de produccién
de etanol son bajas a 20 °C, aumentan de 20 a 35 gpgo/kgsv-d a 35 °C y disminuyen a 55 °C (menores a
20 gogo/kgsv-d). Para el acido acético, las tasas de produccion de acido acético a 20 y 55 °C son casi
nulas, pero, a 35 ° C, alcanzan valores entre 42 y 55 gogo/kgsv-d, lo que indica una clara preferencia de
los microorganismos por 35 °C.
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Figura 6.12 Tasas méaximas de produccién de metabolitos

Para los metabolitos totales y los individuales, las tasas de produccién son mayores a 35 °C y varian
inversamente proporcional con la concentracion de solidos. El aumento de las tasas de produccion
méxima de los metabolitos no presenta un crecimiento lineal con respecto a la temperatura, pues a 55 °C
resultan fuertemente disminuidas en comparacion con 35 °C. Este comportamiento refleja el efecto tipico
de la temperatura sobre la actividad enzimatica, en la que por encima de una temperatura éptima (35 °C
en este caso), se produce la desnaturalizacion o inactivacion de las enzimas (Daniel y Danson, 2010).
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6.3.3  Pérdida de materia orgéanica

De acuerdo con Buffiére et al. (2018), la pérdida de materia organica en los ensilados puede producirse
por los procesos bioquimicos de la fermentacion o por lixiviacién durante el ensilado. Dado que el
presente estudio se realiz6 en un sistema cerrado, donde el lixiviado no fue extraido, las pérdidas de
materia organica se asocian exclusivamente a los procesos fermentativos. Segun el proceso fermentativo
llevado a cabo, ademés de los metabolitos principales, también tiene lugar a la formacion de
subproductos como el dioxido de carbono e hidrégeno (Luo et al., 2011), los cuales son liberados en
forma de biogaés.

En la Tabla 6.6 se muestra la pérdida de materia orgéanica (SV), durante el ensilado de la FORSU en
funcidn de la temperatura y la concentracion de solidos. A 20 °C las pérdidas de materia organica fueron
mayores a 10 %sr (13 %), mientras que entre 20 y 28 %sr no se registraron grandes diferencias, con
pérdidas de 5y 3 %, respectivamente. Este comportamiento es coherente con el grado de fermentacion
(Figura 6.5) alcanzado durante el ensilado, de modo que la pérdida de materia organica es proporcional
al grado de fermentacion. A 35 °C, la pérdida de materia organica tuvo un comportamiento diferente al
de 20 °C, siendo mayor la pérdida de materia organica a 20 %sr con 21%, seguida de 10 y 28 %sr; con
reducciones de SV del 10y 6 %, respectivamente.

Tabla 6.6 Reduccion de solidos volatiles durante el ensilado

Concentracion  Reduccion de SV

Temperatura (°C) de s6lidos (%) (%)
10 13
20 20 5
28 3
10 10
35 20 21
28 6
10 4
55 20 0
28 0

La produccién de metabolitos a 20 como a 35 °C se asocia con fermentaciones heterolactica y alcohdlica.
Segln Borreani et al. (2018), en ambas rutas fermentativas se producen pérdidas de materia organica por
la produccion de CO,. Dichos autores afirman que cuando tienen lugar fermentaciones heterolacticas y
alcohdlicas, las pérdidas de materia organica (SV) pueden alcanzar entre 24 y 49 %, respectivamente.
Kung (2018) plantea que, en un ensilado efectivo las pérdidas totales de materia seca deben situarse por
debajo del 12 %, el cual es el caso para la mayoria de los ensilados en este estudio. A 55 °C, solo se
report6 pérdida de materia organica (4 %) para 10 %sr, lo cual es consistente con el hecho de que solo a
esa concentracion de solidos se produjeron procesos fermentativos.

Segln Borreani et al. (2018), ademas del pH, las pérdidas de materia organica (medidas como sélidos
volétiles) y la produccién biogés son los principales parametros utilizados para determinar la efectividad
del ensilado. Por lo tanto, es posible relacionar la reduccion acumulada de sélidos volatiles (Tabla 6.6)
y la produccién acumulada de biogas (Figura 6.13). Segun la Figura 6.13, a 20 °C la produccion de
biogas mostré inicialmente una fase de latencia de 2 dias, lo cual corresponde con la lenta produccion
inicial de metabolitos y por consiguiente una lenta disminucion del pH en ese mismo periodo. La
produccion especifica de biogas al final del periodo de ensilado resulté proporcional a la concentracion
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de solidos, con valores de 18, 13 y 6 NL/kgsy (SV alimentados) para 28, 20 y 10 %sr. Asi mismo, la
rapidez de produccion de biogas tuvo un comportamiento proporcional a la concentracion de sélidos,
registrandose una mayor rapidez de produccion a la mayor concentracién de sélidos. El hecho de que a
20 °C la produccion de biogés no sea proporcional a la reduccién de SV se justifica en que a bajas
temperarutas el CO; producido tiene una mayor solubilidad (Diamond y Akinfiev, 2003) y, por tanto, la
fraccion medida como biogas disminuye.

En el ensilado a 35 °C, la produccion de biogés igualmente present6 una fase de latencia pero con menos
duracion que a 20 °C. En este caso el tiempo de latencia fue proporcional a la concentracion de sélidos,
registrando una menor duracién a la menor concentracién de solidos. En cuanto a la produccién
especifica de biogas, el mayor valor se registro a 20 %sr con 20 NL/kgsv mientras que a 10 y 28 %sr la
produccién fue de 16 y 14 NL/kgsv, respectivamente. La rapidez de produccion de biogas a 35 °C resultd
similar para las tres concentraciones de solidos, y mucho mayor a la rapidez registrada a 20 °C. Este
comportamiento corresponde con lo observado en los valores de pH y de DQOs los cuales, a 35 °C,
mostraron una rapida disminucion producto de una mayor rapidez de fermentacion. A 55 °C, debido a la
baja intensidad de la fermentacion durante todo el tiempo de ensilado, la produccion de biogés fue
considerablemente mas baja que a 20 y 35 °C. En este caso las curvas de produccion no muestran una
fase de latencia y la produccion especifica de biogas fue inversamente proporcional a la concentracion
de sélidos.
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Figura 6.13 Produccion de biogas durante el ensilado

6.3.4 Potencial bioquimico de metano de los ensilados

Todos los ensilados de la FORSU a las diferentes temperaturas y concentraciones de sélidos fueron
sometidos a la prueba de potencial bioquimico de metano (PBM). A los 21 dias de la prueba, para todas
las condiciones de ensilado, el valor del PBM resulté menor que el de la FORSU fresca (Figura 6.14). A
20 °C, el PBM de la FORSU ensilada registrd6 una reduccién inversamente proporcional a la
concentracion de sélidos, con valores de 9, 13y 26 % para 28, 20 y 10 %sr, respectivamente. Para la
FORSU ensilada a 35 °C la mayor pérdida de PBM se registré a 20 %sr con una reduccion del 15 %,
mientras que para 10 y 28 % la reduccion fue del 3 %. A 55 °C la reduccion del PBM fue del 4 % para
la FORSU ensilada a 28 %sr y de 7 % para 10 y 20 %st. Es importante notar que, a 55 °C, durante los
primeros 15 dias de la prueba de PBM la produccion especifica de metano para 10 y 20 %st fue mayor
que para la FORSU fresca, lo cual indica que con el ensilado es posible incrementar el potencial de
metano en tiempos de reaccion cortos.
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Figura 6.14 PBM de la FORSU ensilada y fresca

En todos los casos se observo un comportamiento diadxico en las curvas de produccion de metano, con
una fase de mas rapida produccién al inicio de la prueba (primeros 3 dias), donde los compuestos solubles
y de maés facil degradacion fueron convertidos a metano. Una segunda fase de rapida produccién de
metano se registré aproximadamente a partir del dia 9. En esta segunda etapa, la produccién de metano
se realiza a partir de la fraccion de la FORSU de mas dificil biodegradacion.

Si bien la reduccion del potencial de metano de un sustrato ensilado se produce tanto por la pérdida de
materia orgénica (CO2) como de energia (H>), la pérdida de materia organica es considerada el principal
factor que determina la preservacion del PBM de sustratos ensilados. Pakarinen et al. (2008), afirman
gue, a menor pérdida de SV, mayor preservacién del PBM. En este estudio, al relacionar la reduccion
del PBM de la FORSU ensilada (Figura 6.14) con la reduccion de la materia organica (Tabla 6.6) durante
el ensilado es evidente que a mayor reducciéon de SV mayor fue la reduccién del PBM de la FORSU
ensilada, con respecto a la FORSU fresca.

De la Figura 6.14 se obtiene que a 20 °C se incrementa la pérdida del PBM de la FORSU ensilada, a
pesar de que a esta temperatura se registraron las menores reducciones de materia organica. Esto
contradice lo afirmado por Borreani et al. (2018), quienes afirman que, en sistemas de ensilado para la
produccion de biogas, las pérdidas de materia organica pueden limitarse por debajo del 20 % vy el
potencial de metano con se puede conservar casi por completo o incluso se puede aumentar respecto al
potencial de metano del sustrato fresco.

Contrario a los resultados de este trabajo, diversos autores (Madhukara et al., 1993; Hermann et al.,
2011; Lehtomaéki, 2006, Pakarinen et al., 2008) han observado incrementos en un rango de 25 — 42 %
del potencial de metano de diversos cultivos energéticos, a pesar de reportar pérdidas de sélidos volatiles
entre el 18 y 35 %. Segun Kreuger et al. (2011) dichos resultados se deben a que los rendimientos de
produccion de metano se han calculado con base en solidos volétiles sin corregir la pérdida de los
compuestos volatiles durante su determinacion, lo cual da lugar a un célculo basado en una masa de
solidos inferior a la que realmente existe, y por tanto se produce la sobre estimacion de los rendimientos
de metano.

6.4 Aclimatacion y produccién de indculos

Con el objetivo de contar con un digestato adaptado a la FORSU y a las diferentes temperaturas de
operacion se procedio a realizar su aclimatacion. La aclimatacion tuvo como principal objetivo, que la
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biomasa metanogeénica se encuentre adaptada al tipo de sustrato y la temperatura. Para la aclimatacion
de los digestatos de la FORSU se utilizd, como in6culo, lodos granulares de un reactor UASB operado
a 35 °C. Las caracteristicas del indculo se muestran en la Tabla 6.7. Los lodos presentaron un valor de
pHy AGV dentro de los rangos considerados adecuados para la metanogénesis. Asi mismo, el 87 % de
la materia seca correspondio a la fraccion de sélidos volatiles (considerados como la biomasa activa).

Tabla 6.7 Caracteristicas del in6culo

Parametro Unidades Lodos anaerobios
pH - 8.1
Sélidos totales a/kg 119
Solidos volatiles o/kg 104
DQO g/kg 269
AGV gHAc/kg 1.3
N-NH4 g/kg 4.1

6.4.1 Aclimatacion del digestato a 20 °C

El proceso de aclimatacién se llevd durante 50 dias, dividido en dos etapas. Se inicié la alimentacidn
diaria de FORSU, durante 18 dias (Etapa 1), con una carga organica (CO) de 2.0 kgsv/m?*-d a fin de evitar
la falla del sistema por sobrealimentacion. Una vez alcanzada la estabilidad del proceso en la nueva
temperatura de operacion, se incrementé la CO a 3.0 kgsv/m?-d (Etapa 2), manteniéndose la operacion
del reactor en estas condiciones durante otros 32 dias.

6.4.1.1 pH, alcalinidad y AGV

Iniciada la operacion del reactor, el valor de pH registrd una ligera disminucion (Figura 6.15), indicando
una acumulacion de AGV. Una vez que el indculo se adaptd a la temperatura (dia 8) el valor del pH
aumentd y se estabiliz6 en aproximadamente 8.0, sin observarse un efecto por el posterior aumento en
la carga organica.

Respecto al indice alfa (a), definido como la relacion de la alcalinidad bicarbonatica sobre la total, desde
el dia 0 hasta el dia 39 registrd una constante disminucién hasta alcanzar un valor minimo de 0.42, lo
cual se corresponde con la acumulacion de AGV registrada para este mismo periodo (Figura 6.15). A
partir del dia 40, el indice o mostrd una recuperacion hasta alcanzar un valor de 0.5. En cuanto a los
AGV, su concentracion inicialmente aument6 debido a la falta de adaptacion de los microorganismos a
las nuevas condiciones de temperatura. No obstante, una vez iniciada la adaptacion (dia 8) los AGV
acumulados empezaron a ser consumidos. Cuando se aumentd la carga organica se produjo una segunda
etapa de acumulacion de AGV ya que, al alimentarse el reactor con mayor cantidad de sustrato, la tasa
de produccion de AGV resultd mayor a la capacidad de los microorganismos para consumir los AGV
producidos. Diez dias después del aumento de la carga organica (dia 29), la velocidad de acumulacién
de los AGV fue disminuyendo hasta que, al dia 39, la tasa de consumo de AGV fue mayor que la de
produccion, registrandose una disminucion de la concentracion de AGV.

El comportamiento del pH y los AGV con respecto a la variacion en la carga orgénica registrado en este
trabajo coincide con el reportado por Ossa-Arias y Gonzalez-Martinez (2021) quienes operaron reactores
semicontinuos alimentados con FORSU. Después de variar las cargas organicas (1.2, 2.0 y 3.0), los
autores reportan que, si bien la concentracion de AGV aumento con la carga organica, el pH no se vio
afectado. Esto se explica en que, la alta solubilidad del CO; a bajas temperaturas (Lettinga et al., 2001),
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y la presencia de NH,4 en bajas concentraciones (Morozova et al., 2020), permiten mantener la capacidad
bufer del sistema al tener lugar la formacion de (NH4).COs (Liu et al., 2009).

1.0 1 CcO=20kgsvim®d ! CO = 3.0 kgsv/m?d [ 10
TR=100d : TR=70d
0.8 - I - 8
! 2
! £
! 3
0.6 1 L 6 &
- T
s | p 2o
% 0.4 4 —e—Indice a : [ 4 @ =
= pH I 5
——AGV ! -
0.2 ! p 2
4 1
0.0 T T T I T T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (d)
Figura 6.15 pH, indice alfa (o) y AGV en reactor a 20 °C

6.4.1.2 Produccién de metano

La Figura 6.16 muestra que inicialmente el cambio brusco de temperatura (de 35 a 20 °C) del in6culo
tuvo un efecto sobre el contenido de metano al provocar una disminucion del 60 al 50 % de metano en
el biogés. Luego, el contenido de metano en el biogas incrementé en la medida en que los
microorganismos fueron adaptandose a las nuevas condiciones del medio, estabilizandose en un valor
aproximado de 60 %. Contrario al cambio de temperatura, el cambio en la carga organica no produjo
variaciones significativas en la concentracion de metano, pues al aumentar de 2.0 hasta 3.0 kgsy/m®.d,
la concentracion de metano en el biogas se mantuvo alrededor de 60 %. Este comportamiento también
es reportado por Ossa-Arias y Gonzalez-Martinez (2021), quienes al aumentar la carga organica desde
1.2 hasta 3.0 kgsv/m?*-d, registraron concentraciones de metano superiores al 60 % para todas las cargas
evaluadas.

Al aumentar la carga de 2.0 a 3.0 kgsv/m?®-d, con tiempo de retencién de 100 y 70 dias, la produccién de
metano se redujo de 273 a 258 NL/kgsv. Este comportamiento es consistente con lo observado por Marti-
Herrero et al. (2018), quienes, al evaluar la operacion de un reactor de flujo pistén con recirculacién de
digestato, operado a 21 °C y alimentado con desechos de frutas y verduras, registraron que, al aumentar
la carga organica de 0.56 hasta 1.06 kgsv/m3-d y disminuir el tiempo de retencion hidraulica desde 164
hasta 87 dias, respectivamente, la produccion de metano se redujo desde 146 hasta 112 NL/kgsy. Se sabe
que la disminucién de la temperatura de operacion durante la digestion anaerobia conduce a una
disminucién en las tasas maximas de crecimiento especifico y utilizacion del sustrato (Lettinga et al.,
2001). Esto implica que en condiciones psicrofilicas las reacciones quimicas y biolégicas se producen
mas lentamente que en condiciones mesofilicas, por lo que, para alcanzar un proceso estable a bajas
temperaturas se requiere de mayor tiempo de reaccion y bajas cargas organicas.
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Figura 6.16 Contenido y produccién de metano durante la adaptacién del in6culo a 20 °C

La disminucién de la produccion de metano por el aumento de la carga orgéanica también ha sido
reportada por Ossa-Arias y Gonzalez-Martinez (2021) quienes operaron reactores semicontinuos a 20
°C alimentados con FORSU, reportando para CO de 1.2, 2.0 y 3.0 kgsv/m?-d, producciones metano de
387, 330 y 306 NL/Kkgsv, respectivamente. Rajagopal et al. (2016) evaluaron el efecto de la carga
organica sobre la produccion de metano durante la codigestion anaerobia de residuos de alimentos y
estiércol de vaca en reactores discontinuos operados a 20 °C. Al evaluar cargas organicas desde 1.4 hasta
4.2 kgsv/m®-d, registraron reducciones en la produccién de metano desde 457 hasta 401 NL/kgsy. Los
valores significativamente mayores de produccion de metano reportadas por Ossa- Arias y Gonzalez
Martinez (2021) y Ragajopal et al. (2016), comparados con Marti-Herrero et al. (2018), son atribuidos
por los autores al uso de indculo adaptado al sustrato y a la temperatura.

6.4.2 Aclimatacion de digestato a 35 °C

Durante 48 dias, 3 reactores discontinuos fueron alimentados con FORSU fresca (28 %sr) en relaciones
sustrato a indculo (S/1) de 0.33, 0.50 y 1.00, con base en solidos volatiles. Un cuarto reactor fue utilizado
como testigo conteniendo solamente in6culo.

6.4.2.1 pH, alcalinidad y AGV

En los reactores con las menores relaciones S/I (0.33 y 0.50) el pH, el indice alfa (o) y los AGV, se
mantuvieron estables durante todo el experimento (Figura 6.17), indicando una capacidad metanogénica
suficiente del in6culo inicial al consumir rapidamente los AGV, previniendo su acumulacion y evitando
la caida del pH.
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Figura 6.17 pH, indice alfa (o) y AGV en los reactores a 35 °C

Para el reactor con relacién S/I = 1.00, el pH disminuy6 hasta 6.6 al dia 6, por efecto de la rapida
produccién de AGV asociada con una mayor cantidad de sustrato en comparacién con los reactores con
una menor relacién S/I. Este efecto coincide con lo reportado por diversos autores (Motte et al., 2013;
Lin y Li, 2017; Girotto et al., 2017; Kawai et al., 2014), quienes, al evaluar diferentes relaciones S/I
durante la digestion anaerobia, han registrado un aumento en la concentracion de AGV cuando la relacién
S/l aumenta. Al dia 13 se alcanz6 una concentracion maxima 10 gnac/KQpigestato, para luego empezar a
disminuir de manera sostenida hasta 1.6 grac/KObigestato al final del experimento.

6.4.2.2 Produccién de metano

La Figura 6.18 muestra que la produccion especifica de biogas fue mas rapida para los reactores con
menor concentracion de sustrato (S/I = 0.33 y 0.50), habiéndose obtenido al dia 22 aproximadamente el
95 % del metano total producido durante el experimento. Para la relacion S/l = 1.00 se registré una
prolongada fase de latencia, de modo tal que la fase exponencial de produccion de metano se produjo
entre los dias 30 y 39. La produccion de metano al final del experimento fue de 280, 311y 237 NL/kgsv
para las relaciones S/I: 0.33. 0.50 y 1.00, respectivamente. La relacion no lineal entre la relacién S/l y la
produccién de metano obtenida en este estudio coincide con lo reportado por Zhou et al. (2011), quiénes
estudiaron el efecto de la relacion S/1 sobre la produccion de metano a partir de residuos de frijoles. Los
autores evaluaron relaciones S/I con valores en un rango de 0.1 a 3.0, registrando la mayor produccion
de metano para las relaciones S/l entre 0.6 y 0.9.

Resultados opuestos reportan Kawai et al. (2014) y Lin y Li (2017), quienes evaluaron la influencia de
la relacién S/1 sobre la produccion de metano a partir de residuos de alimentos, observando que la
produccion 6ptima de metano se registro a las relaciones S/I més bajas evaluadas. Con respecto a las
conclusiones contradictorias sobre el efecto de la relacion S/I sobre la produccion de metano, Lesteur et
al. (2010) afirman que cada sustrato tiene una relacion S/I dptima, la cual depende de la produccion
potencial de AGV del sustrato y la capacidad amortiguadora del sistema.
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Figura 6.18 Contenido y produccion de metano durante la adaptacion del digestato a 35 °C

En este estudio, la mayor produccion de metano a la relacion S/I = 0.50 fue posible gracias a las
condiciones de pH y alcalinidad adecuadas para la metanizacién y al balance entre la cantidad de sustrato
alimentada y la biomasa metanogénica activa. La baja produccién de metano para la relacion S/I = 0.33
puede relacionarse con un decrecimiento de los microorganismos por agotamiento del sustrato (Le
Hyaric et al., 2011), mientras que para S/I = 1.0, la alta concentracién de sustrato dio lugar a la
acumulacién de AGV, limitando seriamente la actividad metanogénica durante el arranque del proceso.
Al igual que en este trabajo, diversos autores reportan una disminucién de la produccion de metano a
partir de residuos sélidos municipales, asociada a una acumulacion de AGV al aumentar las
concentraciones de sustrato hasta un nivel en el que la capacidad metanogénica es sobrepasada
(Fernandez et al., 2018; Motte et al., 2013; Kawai et al., 2014; Liny Li, 2017).

6.4.3 Aclimatacion de digestato a 55 °C

La estrategia de aclimatacién consistié en el aumento de temperatura en un solo paso, con el fin de evitar
el rango de temperatura en el cual se desfavorece el desarrollo de microorganismos anaerobios (42 a 47
°C) (Bouskova et al., 2005) vy, a la vez, lograr el rapido establecimiento de la comunidad microbiana
termofilica (Cecchi et al., 1993). Al igual que a 20 y 35 °C, para la aclimatacién del indculo a 55 °C,
inicialmente fueron operados 3 reactores discontinuos alimentados con FORSU fresca (28 %sr) en
relaciones sustrato a indculo (S/1) de 0.33, 0.50 y 1.00. Sin embargo, debido a los procesos de inhibicién
presentados en todos los casos durante los primeros dias, se inicié nuevamente el arranque de un solo
reactor mediante alimentacion semi continua. Aqui se presentan los resultados del segundo
procedimiento.

El tiempo total de operacién del reactor fue de 120 dias (Figura 6.19). Una vez aumentada la temperatura,
se inici6 la alimentacion diaria del reactor con una carga organica (CO) de 1.0 kgsvym?3-d y un tiempo de
retencion (TR) de 100 dias (Etapa 1), resultando en una rapida disminucion del indice o, provocada por
la acumulacion de AGV, hasta situarse por debajo del valor considerado adecuado (indice o > 0.6) para
la actividad metanogénica. El dia 18 se detuvo la alimentacion (Etapa 2) para evitar una mayor
acumulacién de AGV y mejorar la actividad metanogénica. Después de 24 dias de detenida la
alimentacion, tanto el pH como el indice oo mostraron una recuperacion en su valor y, por tanto, se reinicid
la alimentacion diaria del reactor con una carga organica de 0.5 kgsv/m3-d, la cual se mantuvo durante
30 dias (Etapa 3) hasta que el proceso fue estable ante la nueva carga organica. Posteriormente, la CO se
aument6 a 1.0 kgsvym®-d, manteniéndose durante 20 dias (Etapa 4). Finalmente, considerando las
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condiciones estables en las que operaba el sistema, se aumentd la carga organica a 2.0 kgsv/m?-d (Etapa
5), con la cual se operod el reactor durante 30 dias adicionales. En todas las etapas, el reactor fue
alimentado con FORSU con 7 %sr, para lo cual la FORSU fresca fue diluida afiadiendo agua del grifo.
El objetivo de la dilucion fue el de disminuir el riesgo de falla del reactor por la acumulacion de
compuestos inhibitorios como los AGV y el amoniaco (Ghanimeh et al., 2012; Rajagopal et al., 2013).

6.4.3.1 pH, alcalinidad y AGV

La Figura 6.19 muestra que, durante los primeros 18 dias, el reactor fue alimentado con una carga
organica de 1.0 kgsv/m3-d y un tiempo de retencion (TR) de 100 dias, resultando en una rapida
disminucion del indice o provocada por la rapida acumulacion de AGV (10 gpoo/KQpigestaro). COMO
consecuencia, se detuvo la alimentacién para dar lugar al consumo de los AGV acumulados y mejorar
asi la actividad metanogénica. Después de 24 dias de detenida la alimentacion, tanto el pH como el indice
o mostraron una recuperacion en su valor hasta valores de 8.2 y 0.71, respectivamente, y la concentracion
de AGV disminuydé hasta 2.9 gooo/Kgpigestao. Dichas condiciones, consideradas Optimas para la
produccion de metano, permitieron registrar al final de esta etapa una produccion de metano de 250
LN/kgsv (Figura 6.20).
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Figura 6.19 pH, indice alfa (o) y AGV en el reactor a 55 °C

Una vez alcanzadas condiciones consideradas adecuadas para la metanogénesis, se inicié nuevamente la
alimentacion con una carga organica mas baja (0.5 kgsv/m*-d) que la inicial y manteniendo el TR = 100
dias. Esta etapa tuvo una duracion de 28 dias, manteniéndose estables los parametros de operacion: pH
= 8.3, indice a. = 0.73, AGV = 2.2 gpoo/KQbigestato Y produccion de metano de 329 NL/kgsv. Dado que las
condiciones de estabilidad se mantuvieron, se incrementé la carga organica hasta 1.0 kgsv/m3.d y se
disminuy6é el TR a 50 dias. Si bien inicialmente se observé una disminucioén en la alcalinidad
bicarbonatica, los pardmetros de monitoreo se mantuvieron estables después de 20 dias: pH = 8.2, indice
a = 0.69, AGV = 2.5 gpogo/Kgpigestato Y 12 produccion de metano aumentd a 350 NL/kgsv. En la ultima
etapa, con una duracion de 30 dias, se aumento la carga orgéanica a 2.0 kgsv/m?-d y se disminuy6 el TR
a 25 dias. Tras el aumento de la carga organica, el pH empez6 una leve disminucion hasta terminar en
8.0 al final de la etapa. El indice a disminuy6 hasta 0.58 al dia 18 de la etapa, mientras que los AGV se
fueron acumulando hasta alcanzar una concentracion méxima de 5.9 goqo/Kgbigestaro- A partir del dia 18
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de la etapa, inici6 un acelerado consumo de los AGV y, por tanto, un aumento en el indice a, registrando
valores finales de 1.6 gogo/KQbigestato Y 0.71, respectivamente. La produccion de metano en esta etapa

aumento con respecto a las etapas anteriores, alcanzandose 389 NL/Kgsvy.
6.4.3.2 Produccion de metano

La estrategia del aumento stbito de temperatura para la aclimatacién de indculos termofilicos ha sido
reportada por diversos autores (Ossa-Arias y Gonzélez-Martinez, 2021; Bouskova et al., 2005;
Bolzonella et al., 2003; Ahring et al., 2003). Al igual que en este trabajo, dichos autores reportaron una
acumulacién inicial de AGV, y la disminucion de la produccién de metano, como consecuencia de la
reducida comunidad microbiana termofilica presente en el indculo inicial. La operacion estable de los
reactores se alcanzé en un periodo de entre 28 y 30 dias, una vez que los microorganismos terméfilos ya
presentes en el indculo se convirtieron en la comunidad dominante en la nueva temperatura (EI-Fadel et
al., 2013).

El efecto de la carga organica sobre la operacion de reactores termofilicos alimentados con FORSU
también ha sido estudiado por varios autores, reportando que, a bajas cargas organicas, la produccién de
metano aumenta al aumentar la carga. Ossa-Arias y Gonzélez-Martinez (2021), reportan un aumento de
la produccion de metano de 300 a 314 NL/kgsv cuando aumentaron la carga de 0.6 a 1.0 kgsy/m®-d
durante la operacion de un reactor semicontinuo termofilico alimentado con FORSU. Fernandez-
Rodriguez et al. (2014) operaron un reactor de tanque agitado semicontinuo termofilico para el
tratamiento de FORSU con 20 %sr, variando la carga organica desde 4.8 a 20 kgsv/m?-d, observando
que entre 4.8 y 13 kgsv/m®-d, la produccién de metano aumenta al aumentar la carga organica. Angelidaki
et al. (2006) evaluaron el aumento progresivo de la carga organica durante el arranque de un reactor
termofilico alimentado con FORSU separada en la fuente. La carga organica fue aumentada
gradualmente desde 1.7 hasta 15 kgsv/m?-d, registrandose un aumento de la produccién de metano cada
vez que la carga organica fue incrementada.
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Figura 6.20 Contenido y produccion de metano durante la adaptacion del digestato a 55 °C

6.4.4 Caracteristicas de digestatos aclimatados
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En la Tabla 6.8 se muestran las caracteristicas de los digestatos aclimatados a las diferentes temperaturas
Para las tres temperaturas, los digestatos cumplieron con los criterios descritos en el capitulo 5.4.1 para
ser considerados como in6culos metanogénicos, excepto en el contenido de AGV para 20 y 55 °C, ya
que se excedi6 la concentracion recomendada de 1.5 gogo/KObigestato (Saveyn y Eder, 2014). No obstante,
todos los digestatos se obtuvieron de reactores operando en condiciones estables.

Tabla 6.8 Caracteristicas de digestatos aclimatados

Temperatura (°C)

Parametro Unidades

20 35 95
pH - 7.7 8.3 8.0
Sélidos totales g/kg 120 104 26
Sélidos volatiles a/kg 89 75 18
SV/ST - 0.74 0.72 0.69
indice alfa (a) - 0.61 0.78 0.71
Contenido de metano % 69 70 71
DQO g/Kgsv 307 128 870
AGV gDQO/ngigestato 2.0 1.3 16
N-NH, a/kgsv 12.8 18.9 30

6.5 Metanizacion de la FORSU ensilada

En este capitulo se muestran los resultados de la prueba de metanizacion a la que fueron sometidos los
productos obtenidos del ensilado de FORSU. La prueba se desarrollé incubando distintas relaciones
sustrato a inéculo S/I (0.5, 1.0 y 1.5). Los sustratos son los digestatos acidos que resultaron de la
fermentacion de FORSU ensilada a diferentes temperaturas (Capitulo 6.3) y los indculos son los
digestatos metanogénicos obtenidos durante la adaptacion de FORSU a las tres diferentes temperaturas
(Capitulo 6.4). Durante la prueba de metanizacién se manejaron las mismas temperaturas que durante el
ensilado y la adaptacion de FORSU a metanogénesis (20, 35 y 55 °C); no se controlé el pH y no hubo
mezcla mecénica en los reactores. Antes de introducir los materiales a los reactores bajo las relaciones
S/l indicadas, se mezclaron adecuadamente.

6.5.1 Metanizacién a 20 °C

En la Tabla 6.9 se muestran los valores de pH resultantes de la mezcla de FORSU ensilada y fresca con
el in6culo metanogénico. Para las mezclas con FORSU ensilada en las relaciones S/I mas altas (1.0 y
1.5), se registraron valores de pH en un rango de 4.8 a 5.9, correspondiendo los valores més bajos a las
mezclas con FORSU ensilada a 10 %sr, lo cual se relaciona al mayor grado de fermentacion alcanzado
durante el ensilado (Figura 6.5). Las condiciones de pH acido se mantuvieron durante los 25 dias de la
prueba, lo que se evidenci6 en valores finales de pH inferiores a 6.0. Para las mezclas con FORSU fresca,
el pH inicial result6 en valores ligeramente alcalinos (Tabla 6.9), con excepcion de la mezcla a 28 %sr
y relacion S/1 = 1.5, cuyo pH inicial fue de 6.9. Sin embargo, al final de la prueba de metanizacion se
midieron valores de pH inferiores a 6.0, lo cual tuvo como consecuencia que tanto para la FORSU
ensilada como para la FORSU fresca, la metanogénesis resultara inhibida por el bajo pH. Segin Cecchi
(2003), la digestion anaerobia de FORSU es estable en un rango de pH de 6.7 a 7.5. Zhai et al. (2015)
reporta que, a valores de pH inferiores a 6.0 el proceso falla totalmente, lo cual explica el comportamiento
observado en este trabajo, donde la produccién de metano a partir de las mezclas result6 inferior a la del
inoculo (Figura 6.21).

64



INSTITUTO
DE INGENIERIA

Tabla 6.9 Variacion de pH durante la metanizacion a 20 °C

ST en el Relacion FORSU ensilada FORSU fresca
ensilado (%) S/ Inicial  Final Inicial Final
05 7.2 1.5 1.5 1.5
10 1.0 5.2 6.0 7.2 5.3
15 4.8 4.6 7.2 5.0
0.5 7.2 7.6 7.1 7.5
20 1.0 5.4 5.8 7.3 53
1.5 5.2 5.5 7.3 55
0.5 7.2 7.5 7.2 7.5
28 1.0 5.9 5.6 7.0 5.4
1.5 5.3 5.7 6.9 5.7

Tanto para la FORSU ensilada como para la FORSU fresca, solamente para la relacion S/l = 0.5 los
valores de pH iniciales resultaron ligeramente alcalinos, permitiendo la produccion de metano. En todos
los casos la mayor rapidez de produccién de metano se produjo durante los primeros diez dias (Figura 6.
21), excepto para el reactor alimentado con la FORSU ensilada a 10 %sr, para el cual la curva de
produccion de metano presentd su mayor pendiente entre los dias 15 y 21. La larga fase de latencia
observada para este caso, se relaciona con el mayor grado de fermentacion (Figura 6.5) alcanzado para
10 %sr durante el ensilado, lo cual produjo una ralentizacién de la actividad metanogénica durante el
arranque. Independientemente de la fase de latencia observada para FORSU ensilada a 10 %sr, la
produccion de metano al final de la prueba fue similar a las demés concentraciones de solidos.
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Figura 6.21 Produccidn bruta de metano de FORSU ensilada (FE) y FORSU fresca (FF) a 20 °C

Considerando la variacion en los tiempos (tiempo de reaccion) en que puede alcanzarse la maxima
produccion de metano (Pcra) para las diferentes relaciones S/1, se determiné el tiempo de reaccion (T)
usando el criterio recomendado por Holliger et al. (2016). Estos autores consideran que la maxima
produccion de metano se alcanza cuando los valores de metano acumulado no aumentan mas del 1 %
como promedio de tres dias consecutivos. Este andlisis fue hecho para cada reactor restando la
produccion del inéeulo.
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Segun la Tabla 6.10, a 20 °C la produccion de metano (Pcha) en los reactores alimentados con FORSU
ensilada resulté mayor que cuando se alimenté FORSU fresca, siendo el incremento similar (14 — 16 %)
independientemente de la concentracion de sélidos a la que la FORSU fue ensilada. Para la FORSU
ensilada, la produccién de metano mostr6 una tendencia a aumentar con la disminucion la concentracion
de sélidos durante el ensilado, lo cual se explica en que, a menor %sr durante el ensilado, el grado de
fermentacion fue mayor y, por tanto, hubo una mayor disponibilidad de metabolitos para ser
transformados a metano. Lavagnolo et al. (2018) reportan que la fermentacion de FORSU previo a la
metanizacién es positiva dado que permite proporcionar un sustrato rico en metabolitos listos para ser
digeridos por argueas metanogeénicas.

Tabla 6.10 Produccién de metano (Pcrs) a 20 °C

Produccion de CH4 Tiempo de reaccion
STenel  pojacis (NL/Kgsv) ACH. (%) P
ensilado .
(%) n S/l FORSU FORSU Ensilada/ FORSU FORSU
Ensilada Fresca Fresca Ensilada  Fresca
0.5 167 144 +16 22 16
10 1.0 ND ND ND ND ND
1.5 ND ND ND ND ND
0.5 164 144 +14 22 16
20 1.0 ND ND ND ND ND
1.5 ND ND ND ND ND
0.5 156 137 +14 22 16
28 1.0 ND ND ND ND ND
15 ND ND ND ND ND

ACHj, representa la variacién en la produccién de la FORSU ensilada con respecto a la FORSU fresca. ND: no
detectado (La produccion de metano del sustrato fue menor a la del testigo).

En la Tabla 6.11 se compara la produccién de metano durante la digestion anaerobia psicrofilica de
diversos residuos sélidos organicos en diferentes condiciones de proceso. En este trabajo, las maximas
producciones de metano para la FORSU ensilada fueron de 167, 164 y 156 NL/kgsv para 10, 20 y 28
%sr, respectivamente; mientras que para la FORSU fresca la produccion de metano fue de 137, 144y
144 NL/kgsv para 10, 20 y 28 %sr, respectivamente. Estos valores son inferiores a los reportados por
Rajagopal et al. (2016) y Ossa-Arias y Gonzalez-Martinez (2021); lo cual se asocia principalmente con
las bajas cargas organicas y, por tanto, los prolongados tiempos de retencion utilizados en sus reactores.
Marti-Herrero et al. (2018), si bien manejaron largos tiempos de retencion, reportan bajas producciones
de metano en comparacion con Rajagopal et al. (2016) y Ossa-Arias y Gonzalez-Martinez (2021), lo
cual se asocia con que el in6culo metanogénico utilizado por Marti-Herrero et al. (2018) no fue
previamente adaptado a la temperatura.

Al igual que en este estudio, Massé et al. (2015) y Browne et al. (2015) reportan bajas producciones de
metano, como consecuencia de los cortos tiempos de retencidn utilizados. Wang et al. (2019) reportaron
una fuerte disminucion del contenido de metano en el biogés al disminuir la temperatura del reactor de
25 a 20 °C. Los autores reportan que la falta de adaptacion del sustrato a la nueva temperatura de
operacion redujo el crecimiento especifico de los microorganismos metanogénicos, evidenciando la
sensibilidad de estos microorganismos a los cambios bruscos de temperatura.
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Tabla 6.11 Produccion de metano de residuos sélidos orgénicos durante la digestion anaerobia

psicrofilica
Sustrato Tipo de Parametros de Produccion de Referencia
reactor operacion CHa4 (NL/kgsv)
Residuos de alimentos Discontinuo 20°C,CO0=14-4.2, 457 - 401 Rajagopal et al.
y estiércol vacuno secuencial 13 — 37 %st (2016)
20°C,CO=1.2-3.0, Ossa-Arias y
FORSU Semicontinuo 11 — 14 %sr, 387 - 306 Gonzélez-
TRS = 163, 106 dias Martinez (2021)
Desechos de frutas y L 21°C,CO0=2.0-3.0, Marti-Herrero et
verduras Flujopiston o1 164 y 87 dias 146-112 4 (2018)
Estiércol vacunoy paja  Discontinuo 20 °C, TR = 25 dias, 183 Massé et al.
de trigo secuencial 27 %st (2015)
Estiércol vacunoy paja  Semicontinuo 20 °C, TR =20 dias No detectada Wang et al.
de trigo en dos etapas S/1=0.33 (2019)
. . 20 °C, TRH = 25 dias, Browne et al.
Purin de vaca ensilado CSTR 7 %sr 165 (2014)
. . . 20 °C, 10, 20 y 28 %sr,
FORSU ensilada Discontinuo S/l =05, TR = 22 dias 167, 164, 156 e rabajo
° 0,
FORSU fresca Discontinuo 20 = 10, 20y 28 %, 137, 144, 144

S/1 =0.5, TR = 16 dias

Diversa literatura reporta que los metandgenos son mas sensibles a temperaturas mas bajas que otros
microorganismos presentes en un digestor anaerobio. De acuerdo con Lettinga et al. (2001), la
inoculacion de un reactor con biomasa no adaptada a la temperatura de operacién provocara una drastica
caida de la actividad metanogénica, dada la estrecha relacién de la temperatura con las tasas de los
procesos de conversion durante la digestion anaerobia. Ramana y Singh (2000) afirman que, en
condiciones psicrofilicas, el metabolismo microbiano es méas lento que en las mesofilicas o termofilicas,
por lo que se reduce el crecimiento especifico maximo de los microorganismos metanogénicos y las tasas
de utilizacion del sustrato, requiriendo tiempos de reaccion mas prolongados. Asi mismo, se ha reportado
gue la temperatura no solo afecta las tasas de produccion de metano, sino también las vias de produccion
al cambiar la actividad y abundancia de microorganismos (Kotsyurbenko et al., 2007). A medida que
disminuye la temperatura, aumenta la energia libre de Gibbs de degradacion de los AGV, lo que conduce
a una mayor sensibilidad de las bacterias sintréficas a las bajas temperaturas (Dhaked et al., 2010),
reduciendo considerablemente la metanogénesis hidrogenotréfica (Nozhevnikova et al., 2007).

En la Figura 6.22 se muestra la composicion y concentracion de los metabolitos presentes en los
digestatos obtenidos al final de la prueba de metanizacion, tanto para FORSU ensilada como para la
FORSU fresca. Para ambos sustratos, en la relacion S/I = 0.5, para la cual si hubo produccién de metano,
el acido propionico fue el tnico metabolito detectado al final de la prueba de metanizacion. La Solamente
para FORSU fresca con 28 %sr se detectd la presencia de alcoholes.

En los reactores con las relaciones S/l = 1.0 y 1.5, alimentados con FORSU ensilada a 20 y 28 %sr, se
observa que el &cido lactico producido durante el ensilado fue completamente convertido a acido butirico
y &cido acético. Segin Pahlow et al. (2003), los &cidos butirico y acético son productos primarios de la
fermentacion butirica y son un claro indicador de actividad de clostridios. Solamente para la relacion S/I
= 1.5 de la FORSU ensilada a 10 %sr, la concentracién de acido lactico fue mayor en el digestato que en
la mezcla inicial, lo cual indica que el pH resultante de la mezcla inicial fue suficientemente bajo para
inhibir la actividad de clostridios, dando lugar a una prolongacion de la fermentacion lactica durante la
prueba de metanizacion.
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Figura 6.22 Metabolitos en mezclas iniciales (1) y digestatos (F) de la prueba de metanizacién de
FORSU ensilada (FE) y FORSU fresca (FF).

Para la FORSU fresca, en todas las relaciones S/I donde no hubo produccion de metano (S/1 =1.5y 1.0)
se registrd un considerable aumento en las concentraciones de metabolitos de fermentaciones al final de
la prueba de metanizacion. Los AGV fueron los metabolitos més abundantes (butirico, valérico, acético,
propidnico e isovalérico.) En menor medida se detectd etanol. Michel-Savin et al. (1990a) reportan que
durante la digestion anaerobia psicrofilica, la baja tasa de crecimiento celular es un parametro critico
para la estabilidad del rendimiento de produccién de metano. En el caso de la fermentacién butirica
durante la digestién anaerobia, estudios previos han demostrado que la inhibicion por los acidos
producidos (butirato y acetato) es una caracteristica dominante de esta fermentacion (Michel-Savin et
al., 1990b). Otra caracteristica es que la selectividad por butirato (relacion de butirato a acidos totales
producidos) se ve fuertemente favorecida a tasas de crecimiento celular mas bajas (Michel-Savin et al.,
19904, b).

Ademas del efecto de la temperatura, en este trabajo, la actividad de clostridios y la consecuente
produccién de acido butirico en grandes cantidades observada tanto para la FORSU ensilada como para
la FORSU fresca, se asocia con el pH inicial resultante de los sustratos con el in6culo. De acuerdo con
Pahlow et al. (1993), para que la actividad clostridios sea inhibida se requiere un pH menor a 5.0. Por
otra parte, la fuerte acumulacién de AGV detectada para las relaciones S/I mas altas es considerada la
causa de los bajos valores de pH registrados al final de la prueba de metanizacion (Tabla 6.9) y que
provocaron la falla total de la metanogénesis. Tal como se describid antes, a medida que disminuye la
temperatura, la energia libre de Gibbs de degradacion de los AGV aumenta, lo que conduce a su
acumulacion (Dhaked et al., 2010). Hill y Holmberg (1988) observaron que existe una relacion entre la
funcion de las bacterias hidrogenogénicas y la acumulacion de AGV de cadena mas larga, puesto que,
las bacterias acetogénicas, productoras obligadas de H, son capaces de producir acetato, H, y CO- a
partir de &cidos grasos de cadena mas larga. Por razones termodindmicas, la conversion de etanol,
propionato y butirato en acetato por los acetdgenos es factible solo si se consume el hidrégeno producido
(Henze et al., 2008). Dado que a bajas temperaturas el hidrégeno es consumido a tasas muy bajas, la
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degradacion de los AGV de cadena mas larga se ve limitada y su acumulacion puede reducir o impedir
la produccion de metano (Nozhevnikova et al., 2007; Kotsyurbenko et al., 1993). Esto explica también
la predominancia del acido propioénico en los digestatos de FORSU fresca metanizada a una relacion S/I/
=0.5.

6.5.2 Metanizacién a 35 °C

En la metanizacion a 35 °C, el pH inicial de las mezclas (Tabla 6.12) registro valores entre 6.0 y 7.0 para
la FORSU ensilada; mientras que para la FORSU fresca vario entre 7.1 y 7.6. Tanto para la FORSU
ensilada como para la FORSU fresca, el pH inicial fue méas alto para relaciones S/I més bajas. Sin
excepcion, el pH aument6 durante los 25 dias de metanizacion para terminar con valores entre 7.3y 8.2,
lo que indica que no se produjo acumulacién de AGV y que la metanizacion transcurrio sin
perturbaciones. Segun Forster—Carneiro (2005), cuando se logra un proceso equilibrado, las arqueas
metanogénicas convierten los productos de la fermentacion a la misma velocidad con la que se produce
metano y didxido de carbono, el pH del medio se estabiliza en valores ligeramente alcalinos (7.4 - 8.5),
lo cual coincide con los resultados de este trabajo.

Tabla 6.12 Variacion de pH durante la metanizacion a 35 °C

STenel Relacién FORSU ensilada FORSU fresca
ensilado (%) S/l Inicial Final Inicial Final
0.5 6.6 8.2 7.6 8.1
10 1.0 6.3 8.1 7.3 8.0
15 6.0 7.3 7.2 8.1
0.5 6.8 8.2 7.6 8.2
20 1.0 6.5 8.1 7.3 8.1
15 6.2 8.2 7.1 8.1
0.5 7.0 8.1 7.6 8.0
28 1.0 6.8 8.1 7.3 8.1
15 6.3 8.0 7.1 8.0

Como era previsible, por su alto grado de fermentacion (Capitulo 6.3.2.2), las mezclas de FORSU
ensilada registraron la mayor disminucion del pH inicial en comparacion con las mezclas con FORSU
fresca. Lo anterior explica el hecho de que, segun la Figura 6.23, las curvas de produccién de CH4a partir
de la FORSU ensilada presenten inicialmente una menor pendiente que las curvas de la FORSU fresca,
lo cual se explica en que, los valores de pH iniciales mas altos para la FORSU fresca favorecieron una
mayor rapidez en la produccion de metano y el consiguiente consumo del sustrato. No obstante, al final
de la prueba de metanizacidn, la produccién de metano para la FORSU ensilada termina siendo mayor
que para la FORSU fresca.

Resultados similares a los de este estudio fueron reportados por Schievano et al. (2014), quienes
determinaron un aumento entre 23 y 43 % en la recuperacion de energia a través de la produccion de
metano en un proceso de codigestion anaerobia de ensilado de maiz y residuos de frutas y verduras en
un proceso de dos etapas. Liu et al. (2006) observaron un aumento del 21% en la produccion de metano
a partir de la digestion de residuos sélidos domésticos en reactores discontinuos operados en dos etapas
(fermentacién—metanizacion). Voelklein et al. (2016) registraron un aumento del 23 % en la produccién
de metano cuando utilizaron ensilados como sustrato para la digestion en dos etapas de un reactor
metanogénico.
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Figura 6.23 Produccidn bruta de metano de FORSU ensilada (FE) y FORSU fresca (FF) a 35°C

En la Tabla 6.13 se muestran los valores de produccion de metano (Pcha) para las diferentes condiciones
de concentracion de s6lidos durante el ensilado y de las relaciones S/1. Al igual que a 20 °C, la produccién
méaxima de metano se determind de acuerdo con el criterio recomendado por Holliger et al. (2016). Los
resultados indican un aumento de entre 5y 29 % en la produccion de metano de la FORSU ensilada con
respecto a la FORSU fresca, siendo mayor el aumento para la FORSU ensilada a 10 %st (17 — 29 %),
mientras que, para 20 y 28 %, el aumento oscila entre 5y 12 %.

Tabla 6.13 Produccién de metano (Pcrs) a 35 °C

Produccion de CH4

0 . .,
Sr;l;ielgc;ecl) Relacion (NL/Kgsy) ACI—P (%) Tiempo de reaccion (d)
(%) S/ FORSU FORSU Ensilada/ FORSU FORSU

Ensilada Fresca Fresca Ensilada Fresca
0.5 431 349 +23 11 6
10 1.0 412 353 +17 11 9
1.5 406 314 +29 17 14
0.5 383 364 +5 10 10
20 1.0 395 353 +12 10 9
15 393 374 +5 13 11
0.5 361 345 +5 10 10
28 1.0 367 349 +5 10 9
15 378 339 +12 12 12

ACHjy representa la variacion en la produccion de la FORSU ensilada con respecto a la FORSU fresca

La mayor produccion de metano a partir de FORSU ensilada es atribuida a que, durante el ensilado
(hidrolisis-fermentacion), se logra mejorar la biodisponibilidad de la fraccion mas dificilmente
biodegradable del sustrato. Este efecto es reportado por Buffiere et al. (2018), quienes investigaron las
condiciones de hidrdlisis durante la codigestion anaerobia de la mezcla de ganado y ensilado de maiz en
sistemas de dos etapas. Reportan que el ensilado mejora significativamente la produccién de metano
dado que aumenta la accesibilidad de los microorganismos al material organico sin provocar
necesariamente su solubilizacion. En cuanto al efecto de la concentracion de soélidos, en la metanizacion
de FORSU ensilada tanto a 20 ° como a 35 °C se observo una clara tendencia de una mayor produccion
de metano a menor %sr durante el ensilado, lo cual indica que el mayor grado de fermentacién alcanzado
durante el ensilado afecta positivamente la produccién de metano. Para la FORSU fresca no es posible
establecer una tendencia ya que a 20 °C la produccién de metano fue igual para 10 y 20 %sr, mientras
que a 35 °C la mayor produccion se registrd para 20 %sr. Al respecto diversos autores (Motte et al.,
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2013; Fernandez et al., 2008; Forster-Carneiro et al., 2008; Dong et al., 2010; Abbassi-Guendouz et al.,
2012; Campuzano, 2015) reportan una mayor produccion de metano a menor concentracion de sélidos
durante la digestion anaerobia de la FORSU. Sin embargo, en sus trabajos, la concentracién de sélidos
fue evaluada como un pardmetro operacional aislado. Motte et al. (2013), evaluaron el efecto simultaneo
de la concentracion de solidos, la relacién S/I y el tamafio de particula sobre la produccion de metano a
partir de paja de trigo, encontrando interaccion negativa entre la concentracion de sélidos y la relacion
S/1, lo cual indica que altas concentraciones de sélidos y altas relaciones S/I son desfavorables para la
produccién de metano.

De la Tabla 6.13 también se observa que para la FORSU ensilada a 10 %sr los tiempos de reaccion son
mayores que para la FORSU fresca, lo cual explica que el alto contenido de metabolitos producto de la
fermentacion presentes en la FORSU ensilada y, por tanto, una transformacion méas lenta de estos a
metano. A 20 y 28 %sr no se observaron diferencias significativas en los tiempos de reaccion para los
dos sustratos. De acuerdo con Dasgupta y Chandel (2020), el tiempo de reaccion durante la prueba de
metanizacion, sirve como una guia para definir el tiempo de retencién para el disefio de los reactores a
gran escala. Esto es especialmente importante considerando que, con el ensilado de la FORSU a 20y 28
%st, €s posible aumentar la produccion de metano sin que los tiempos de retencién aumenten en
comparacion con la FORSU fresca, lo cual mejora la eficiencia del proceso al reducir el volumen de los
reactores.

6.5.3 Metanizacién a 55 °C

La Tabla 6.14 muestra que los valores iniciales de pH para la FORSU ensilada fueron ligeramente
alcalinos, con valores entre 6.9 y 7.5; mientras que para la FORSU fresca, los valores de pH iniciales
fluctuaron entre 7.3 'y 7.7. El hecho de que, a diferencia de la metanizacién a 35 °C, los valores de pH
de las mezclas de FORSU ensilada a 55 °C no disminuyeran considerablemente, se debe a los bajos
grados de fermentacion (Figura 6.5) alcanzados durante el ensilado a 55 °C. Después de los 25 dias de
la prueba de metanizacidn, los valores de pH oscilaron entre 7.8 y 8.1 para la FORSU ensilada y, entre
8.0y 8.2 para la FORSU fresca. Dichos valores de pH indican que, al igual que a 35 °C, durante la prueba
de metanizacion los AGV no se acumularon y que la metanogénesis fue posible sin ninguna perturbacion.

Tabla 6.14 Variacion de pH durante la metanizacion a 55 °C

STenel Relacién FORSU ensilada FORSU fresca
ensilado (%) S/1 Inicial Final Inicial Final
0.5 7.4 8.1 7.6 8.1
10 1.0 7.0 8.1 7.5 8.2
15 6.9 8.0 7.3 8.1
0.5 7.5 8.1 1.7 8.0
20 1.0 7.4 8.0 7.5 8.1
15 7.0 8.0 7.3 8.0
0.5 7.3 8.0 1.7 8.0
28 1.0 7.2 8.0 7.6 8.1
15 7.1 7.8 7.4 8.2

De las curvas de produccion de metano mostradas en la Figura 6.24 se puede observar un
comportamiento igual que para 20 y 35 °C, donde la produccion de metano aumenta al disminuir la
relacion S/1. Sin embargo, la rapidez de produccién si muestra un comportamiento diferente, puesto que,
la mayor pendiente inicial corresponde a las curvas de FORSU ensilada; mientras que a 20 y 35 °C; la
mayor pendiente se observo para la FORSU fresca. Solamente para la relacion S/1 = 1.5, las pendientes
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iniciales de las curvas de produccion de metano resultaron mayores para la FORSU fresca que para la
FORSU ensilada, siendo la curva de FORSU fresca con 10 %sr la que presentd la mayor pendiente
inicial.
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Figura 6.24 Produccidn bruta de metano de FORSU ensilada (FE) y FORSU fresca (FF) a 55 °C

En la Tabla 6.15 se muestra que, a diferencia de la metanizacién a 35 °C, a 55 °C la produccion de
metano a partir de FORSU ensilada solo resultd superior a la FORSU fresca para los ensilados con 10
%sr, Y @ 20 %st con la relacion S/I = 1.5. Lo anterior reafirma el efecto positivo del ensilado sobre la
produccién de metano, de modo que, a mayor grado de fermentacién de la FORSU durante el ensilado,
aumenta la produccién de metano. Para 20 y 28 %sr, la produccion de metano a partir de FORSU fresca
fue mayor que para FORSU ensilada, salvo para 20 %sr con la relacion S/l = 1.5.

Tabla 6.15 Produccién de metano (Pcrs) a 55 °C

Produccion de CH4

esr;l'sﬁgdec! Relacion (NL/Kg) ACH4 (%0) Tiempo de reaccion (d)
(%) S/ FORSU FORSU Ensilada/ FO_RSU FORSU
Ensilada Fresca Fresca Ensilada Fresca
0.5 372 329 +13 8 8
10 1.0 407 340 +20 10 14
1.5 366 320 +14 16 12
0.5 350 354 -1 8 8
20 1.0 348 364 -4 9 10
1.5 377 327 +15 18 15
0.5 343 368 -7 8 8
28 1.0 354 390 -9 9 10
1.5 354 390 -9 15 15

ACHjy representa la variacion en la produccion de la FORSU ensilada con respecto a la FORSU fresca

De la Tabla 6.15 también se observa que para la relacion S/I = 0.5, a pesar de que si hubo diferencias en
la produccion de metano para la FORSU ensilada y fresca, no hubo diferencias entre los tiempos de
reaccion, lo cual indica que, en ambos casos, la cantidad de indculo afiadida fue suficiente para permitir
la rdpida conversion de los compuestos orgénicos a metano. Para las relaciones S/1 = 1.0 y 1.5, los
tiempos de reaccién varian para cada sustrato, pero el comportamiento es opuesto al observado durante
la metanizacién a 35 °C, puesto que a 55 °C los mayores tiempos de reaccion se observaron para la
FORSU fresca. Esto se explica los bajos grados de fermentacion alcanzados a 55 °C (Figura 6.5) y por
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tanto no hubo grandes concentraciones de metabolitos fermentativos en la mezcla inicial de la FORSU
ensilada con el indculo.

6.5.4 Analisis comparativo de las condiciones de metanizacién

6.5.4.1 Produccion de metano

A partir de los datos de produccion-maxima de metano mostrados en las tablas 6.13 y 6.15 se realizaron
andlisis de regresion multiple para la FORSU ensilada y para la fresca, con el fin de establecer la relacion
entre las variables independientes (temperatura, concentracion de sélidos durante el ensilado y la relacién
S/l durante la metanizacion) y su efecto sobre la produccién maxima de metano. Para realizar los anélisis
de regresion maltiple se utilizé la herramienta de analisis Solver del programa Microsoft Excel. Los
datos para 20 °C no se consideraron en el analisis porque no se produjo metano en todas las condiciones
de anélisis. Para el analisis de regresion se establecio un nivel de confianza del 95 %.

En la Tabla 6.16 se muestran los valores p del analisis de varianza (ANOVA) de las regresiones, asi
como los respectivos modelos de regresion y sus coeficientes de correlacion (R?) ajustados. De los
ANOVA se obtuvo que para la FORSU ensilada, la concentracion de sélidos (%sr) durante el ensilado
es el parametro operacional con la mayor influencia para alcanzar una mayor produccion de metano, de
modo que cuando la FORSU es ensilada a bajas concentraciones de solidos es posible producir mas
metano. Esto reafirma el efecto positivo del ensilado mejorando la biodisponibilidad de los compuestos
organicos de la FORSU para la posterior etapa de metanizacion. Para la FORSU fresca, a 35 °C, tanto
para la concentracion de solidos (%st) como para la relacién S/I el valor p resulté mayor a 0.05, lo cual
indica que ninguno de los dos pardmetros es influyente sobre la produccion de metano. Solo para 55 °C
fue posible establecer un modelo de prediccion de la produccién de metano para la FORSU fresca,
resultando que, al igual que para la FORSU ensilada, la concentracién de sélidos (%sr) es el parametro
gue influye significativamente sobre la produccién de metano. Sin embargo, para la FORSU fresca el
efecto de la concentracion de so6lidos sobre la produccién de metano es opuesto que para la FORSU
ensilada. Para la FORSU ensilada la produccion de metano aumenta al disminuir la concentracion de
solidos (%st), mientras que la FORSU fresca la produccién de metano aumenta al aumentar la
concentracion de sélidos (Yosr).

Tabla 6.16 Modelos de regresion para la produccién de metano

Temperatura

(°C) Sustrato  Variable valor-p Modelo R? ajustado
FORSU %osT 0.6447 i 01921
35 Fresca s/ 0.5163
FORSU Yost 9.4E-05 Pcha = -2.647-%st + 0.8111
Ensilada S/l 0.941 442 .44
FORSU Yost 7.1E-03 Pcra = 2.893-%st + 0.6459
- Fresca s/l 0.741 301.97
FORSU Y%ost 0.046 Pcha = - 1.759-%st + 0.3851
Ensilada s/l 0.419 386.49

De los modelos de regresion se puede observar que del ensilado y metanizacion de la FORSU a 35 °C
resulta una mayor produccion de metano que a 55 °C. Estos resultados son especialmente importantes
como base para recomendar un proceso de ensilado y metanizacion de la FORSU a 35 °C, puesto que,
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ademas de permitir una mayor produccion de metano, también presenta la ventaja de menores
requerimientos de energia con respecto al proceso en condiciones termofilicas. Vindis et al. (2009)
afirman que la metanizacién mesdéfila es mas efectiva que la psicrofila o terméfila porque los
microorganismos se adaptan mejor a esta temperatura y logran una mejor hidrolisis que a otras
temperaturas. Asi mismo, a temperaturas medias los microorganismos pueden tolerar variaciones de
temperatura de + 3 ° C sin afectar el proceso (Zupanéi¢ y Grilc, 2012). Segiin De Baere y Mattheeuws,
(2012), debido a que la digestion anaerobia mesofila es més estable y versétil que a otras temperaturas,
la mayoria de las instalaciones que producen metano operan en estas condiciones.

En la literatura se reportan diversos estudios comparativos de la digestion anaerobia en condiciones
mesofilicas y termofilicas para diferentes residuos solidos orgénicos (Tabla 6.17). Contrario a los
resultados de produccién de metano a partir de FORSU fresca en este trabajo, en general, se reporta que
en condiciones termofilicas se mejora la biodegradabilidad de los sustratos, lo cual se refleja en mayores
tasas de produccion de metano y un mayor contenido de metano en el biogas.

Tabla 6.17 Produccidn de metano de residuos sélidos organicos durante la digestion anaerobia
mesofilica y termofilica

Parametrosde  Temperatura Produccion de

Sustrato operacion (°C) CHa (NL/Kgsv) Referencia
. . 34 — 38 %sr, 35 457 - 401 -
Ensilado de maiz S/l =004 55 494 - 611 Vindi et al. (2009)
FORSU 18 %st 37 591 Gallert y Winter (1997)
55 541
* , . -
FORSU 20 iAST, 35 0.0072 Fernandez - Rodriguez
S/1=0.2 55 0.0149 * et al. (2013)
35.8 200 .
0,
FORSU 20 %st 55 240 Cecchi et al. (1993)
35 350, 210, 30 .
0 ) 1)
FORSU 20, 25y 30 %st 55 350,350 75 Li et al. (2014)
Fraccion semi liquida 0 37 790 . .
de la EORSU 18.8 %st 55 900 Micolucci et al. (2015)

* M3cha/gpgo
6.5.4.2 Tiempos de reaccion

Al igual que para la produccién maxima de metano, para los tiempos de reaccion también se realizaron
analisis de regresion multiple para la FORSU ensilada y fresca (Tabla 6.18). Para los dos sustratos y las
dos temperaturas, la relacion S/1 es el parametro que determina el tiempo de reacciéon. Al aumentar la
relacién S/I aumenta el tiempo de reaccion.

A 55 °C se obtuvieron los valores p mas bajos, lo cual indica que a esta temperatura la influencia de la
relacion S/I sobre los tiempos de reaccion es aun més significativa que a 35 °C. De los modelos de
regresion se deduce que a 35 °C los tiempos de reaccion son mayores para la FORSU ensilada que para
la FORSU fresca, mientras que, para 55 °C, no hay diferencias significativas entre los dos sustratos. Esto
se explica en los mayores grados de fermentacidn obtenidos a 35 °C que a 55 °C.

Un comportamiento similar fue reportado por Di Maria et al. (2012), quiénes evaluaron el
aprovechamiento energético de la FORSU procesada en una planta de tratamiento biolégico mecanico
con recirculacion de digestato solido, operada a 35 °C. Los resultados indicaron que para relaciones de
FORSU:in6culo variando desde 1:1 hasta 1:3 (con base en peso humedo), la produccion de energia
aumento de 100 kWh/tonelada a aproximadamente 380 kWh /tonelada. No obstante, desde el punto de
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vista econdmico, se encontrd que la recirculacion del digestato como indculo es rentable en proporciones
desde 1:1.5a1:2.5. Liny Li (2017) evaluaron relaciones sustrato/indculo (S/1) de 1, 2 'y 3, con base seca,
durante la digestién anaerobia de residuos lignocelulésicos. El experimento se llevo a cabo a 55 °C con
22 %sr. La relacion S/I de 1 mostré un mayor rendimiento de metano (hasta un 11.5 %) y productividad
volumétrica significativamente mayores.

Tabla 6.18 Modelos de regresion para los tiempos de reaccion

Temperatura

C) Sustrato Variable  valor p Modelo R? ajustado
(0)
FORSU  Yost 0.664 Toix = 3.67-S/1 + 5.62 0.3610
o Fresca s/l 0.046
(o)
FORSU  %sr 0.098 Tmse = 3.67-S/1 + 10.45 0.5741
Ensilada S/ 0.024
(0)
FORSU  Yost 0.808 T = 6-S/I +5.48 0.6857
- Fresca S/ 4.5E-03
(o)
FORSU %t 0.699 Tmsx = 8.33-S/1 + 3.55 0.7789
Ensilada S/l 1.5E-03

Segun Karthikeyan y Visvanathan (2013), en la digestion anaerobia de la FORSU se requiere una mayor
cantidad de inéculo para un mejor rendimiento de biogas, especialmente para operaciones por lote, con
porcentajes de indculo gue oscilan entre 10 y 60% de la masa total por digerir. Tecnologias a gran escala
como BEKON utiliza el 50% del residuo digerido como in6culo para iniciar un nuevo lote de digestion
en seco. En los procesos DiCOM, el lixiviado procedente de un reactor madurado se utiliza como fuente
de microorganismos para sembrar el siguiente lote. En reactores continuos generalmente se usa el 50-
70% de recirculacion como in6culo (Karthikeyan y Visvanathan, 2013). En un proceso de digestion
anaerobia seca se ha demostrado que las relaciones S/1 de 0.4 — 0.6 (base seca) minimizan los costos de
tratamiento de los digestatos (Di Maria et al., 2012).

6.5.4.3 Cinética de la produccién de metano

Con el fin de determinar el efecto de la temperatura sobre la rapidez de produccién de metano a partir de
FORSU ensilada y fresca metanizada a diferentes concentraciones de sélidos y relaciones S/, se realiz6
el ajuste de los datos experimentales utilizando los modelos cinéticos de Tessier y Monod. Las Figuras
6.25 y 6.26 muestran los ajustes a los modelos cinéticos para la produccion de metano a 35 °C a partir
de FORSU ensilada y FORSU fresca, respectivamente. Las Figuras 6.27 y 6.28 muestran los ajustes a
los modelos cinéticos para la produccion de metano a 55 °C a partir de FORSU ensilada y FORSU fresca,
respectivamente. El ajuste se muestra para los tiempos de reaccion determinados de acuerdo con el
criterio de Holliger et al. (2016). EI metano producido més alla del tiempo de reaccion es considerado
una produccion endégena.

En las figuras también se muestran los coeficientes de correlacion (R?) para los dos modelos cinéticos
empleados, pudiéndose observar que, en todos los casos, el mejor ajuste se obtiene para el modelo de
Tessier. De acuerdo con Wang y Witarsa (2016) el modelo de Tessier, también conocido como el modelo
exponencial, presenta un mejor ajuste que el modelo de Monod, gracias a que tiene en cuenta que parte
de la energia bioquimica se utilizara para mantener funciones celulares distintas del crecimiento celular.
En otros estudios sobre digestion anaerobia de la FORSU (Sajeena Beevi et al., 2015; Campuzano, 2015;
Nielfa et al., 2015) también se ha reportado que el modelo exponencial es Gtil y adecuado para predecir
la produccion de metano.
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En la Figura 6.29 se muestran las constantes de velocidad de reaccion (Capitulo 5.7) obtenidas del ajuste
al modelo de Tessier para FORSU ensilada y fresca a diferentes temperaturas segun la concentracién de
solidos durante el ensilado y la relacion S/I durante la metanizacion. Puede observarse que durante la
metanizacion a altas relaciones S/I, las constantes de reaccion no muestran diferencias significativas
cuando se compara entre temperaturas y entre FORSU ensilada y FORSU fresca. A bajas relaciones S/1,
las constantes de velocidad son mayores a 35 °C que a 55 °C. A 35 °C y relacion S/l = 0.5, la constante
de velocidad es mayor para la FORSU fresca que para la FORSU ensilada, mientras que a 55 °C no se
observan diferencias significativas entre ambos sustratos, lo cual se explica en el grado de fermentacion
(Figura 6.5) alcanzado durante el ensilado a cada temperatura.

o
1.0 q 35°C . 55°C
- . ——S5/1=10.5
- Tm el g-"—" S/=1.0 _ FORSU
0.8 - b ) ensilada
——S/1=1.5-

-®-5/I=03 ] FORSU

0.6 1 i - -S5/1=1.0 © fresca
-& -§T=15-

Constante de velocidad (d)

_ e - .
0.4 e ----—"-"*
0.0 T : ) : : )
0 10 20 30 0 10 20 30
Yost Yogt

Figura 6.29 Constantes de velocidad de produccion de metano

Por otra parte, se observa que, tanto a 35 como a 55 °C, la concentracion de sélidos no tiene un efecto
notable sobre la velocidad de produccién de metano. A 55 °C, se observa un efecto menos pronunciado
de la relacién S/1 y la concentracion de sélidos sobre las constantes de velocidad en comparacién a lo
observado a 55 °C.

A partir de los valores de las constantes de velocidad de produccién de metano para cada temperatura
mostrados en la Figura 6.29 se realizaron analisis de regresion multiple para determinar la interaccion
entre las variables de operacion (concentracion de sélidos durante el ensilado y la relacién S/ durante la
metanizacién) y su efecto sobre las constantes de velocidad (Tabla 16.9).

Tabla 6.19 Modelos de regresion para las constantes de velocidad

Temperatura

°C) Sustrato  Variable valor p Modelo R? ajustado
(0)
FORSU Yost 0.863 K =-0.7-S/l + 1.187 0.9160
- Fresca S/ 8.0E-05
(0)
FORSU Yost 0.539 K = - 0.4-S/1 + 0.659 0.7703
Ensilada S/l 1.8E-03
(0)
FORSU Yost 0.618 K=-0225-5/1+0514  0.9292
- Fresca S/ 4.8E-05
[0)
FORSU Yost 0.368 K=-0257-S11+0562  0.9692
Ensilada S/l 3.9E-06
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Con un nivel de confianza de 95 %, los analisis ANOVA de la regresion (Tabla 6.19) arrojaron que a 35
y 55 °C, para la FORSU ensilada y fresca, la relacidon S/1 es el parametro que determina la rapidez con
la que el metano es producido. Esto se observa también en los modelos de prediccion generados del
analisis de regresién, de modo tal que, a menor relacion S/I aumenta la rapidez de produccion de metano.
Estos resultados son congruentes con los encontrados para los tiempos de reaccién (Tabla 6.18), donde
al aumentar la relacion S/I aumenta el tiempo de reaccion.

Al comparar entre temperaturas, se observa que las constantes de velocidad de produccion de metano a
partir de FORSU ensilada es mayor a 55 °C que a 35 °C. Resultados similares son reportados por
Fernandez-Rodriguez et al. (2013), quienes al comparar la digestion anaerobia mesofilica y termofilica
de FORSU observaron una mayor velocidad de produccién de metano en condiciones termofilicas,
debido a que a mayor temperatura la actividad microbiana se ve favorecida y aumentan las tasas de
degradacion del sustrato (Krause et al., 2018). En este trabajo, para la FORSU ensilada debe considerarse
ademas que a 35 °C se produjo un mayor grado de fermentacion (Figura 6.5) durante el ensilado, lo cual
afecta la velocidad inicial con que los metabolitos acumulados en la etapa fermentativa son
transformados a metano.

Para la produccion de metano a partir de FORSU fresca se observd un comportamiento opuesto al
observado para la FORSU ensilada, ya que la rapidez de produccién de metano resulté mayor a 35 °C
que a 55 °C. Este comportamiento puede asociarse con la mayor relacion de SV/ST del indculo adaptado
a 35 °C (0.72) comparado con el inéculo adaptado a 55 °C (0.69), lo cual implicé una mayor actividad
metanogénica a 35 °C que a 55 °C. Este efecto es reportado por diversos autores (Alibardi y Cossu, 2015;
Browne y Murphy, 2013) quienes obtuvieron valores mas altos de las constantes de velocidad cuando
utilizaron in6culos con una mayor relacion SV/ST.
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CONCLUSIONES

Este trabajo trata sobre la evaluacion del almacenamiento controlado de la FORSU, como proceso de
ensilado, que permita su mayor aprovechamiento para mejorar la posterior produccién de metano. El
trabajo experimental incluyd la evaluacion de diferentes condiciones de ensilado de la FORSU vy de
metanizacién de la FORSU ensilada y fresca, y se desarrollé en tres etapas:

1.

2.

Ensilado de la FORSU. Se evaluaron diferentes temperaturas (20, 35 y 55 °C) y concentracion
de solidos (10, 20 y 28 %sr) con el fin de determinar en cuales de ellas el ensilado es méas
efectivo.

Aclimatacion de inéculos metanogénicos. Se llevo a cabo la adaptacion de microorganismos
en FORSU a tres diferentes temperaturas (20, 35 y 55 °C) para su posterior uso como in6culos
metanogénicos.

Metanizacion de la FORSU ensilada. Utilizando como indculos los digestatos preparados en
la etapa anterior, se evalud la metanizacion a diferentes temperaturas (20, 35y 55 °C) y relacion
sustrato a indculo (0.5, 1.0y 1.5) a fin de determinar con cual combinacién de ellas se logra una
mayor produccion de metano a partir de la FORSU ensilada.

A continuacién, se presentan las conclusiones para cada etapa.

Ensilado de la FORSU

Independientemente de la temperatura de ensilado, el grado de fermentacion de la FORSU
aumenta al disminuir la concentracion de sélidos, lo cual comprueba parcialmente la hipdtesis
planteada para el ensilado de la FORSU.

El &cido lactico es el principal metabolito producido para todas las condiciones de temperatura
y concentracion de sélidos evaluadas. Etanol y acido acético son los metabolitos de mayor
produccion después del acido lactico.

La energia de activacion para la fermentacion de la FORSU durante el ensilado guarda una
relacion lineal con la concentracion de solidos. Al disminuir la concentracion de sélidos
disminuye la energia requerida para que las reacciones de fermentacion se produzcan.

A 20 y 35 °C la FORSU alcanza grados de fermentacion similares. Sin embargo, a 35 °C la
fermentacion ocurre més rpidamente que a 20 °C. A 55 °C la fermentacion de la FORSU solo
es significativa en el ensilado a bajas concentraciones de sélidos.

Durante el ensilado, la pérdida de materia organica asociada con la produccion de biogas es
proporcional al grado de fermentacion que alcanza la FORSU.

Bajo todas las condiciones de ensilado realizadas en este trabajo, el potencial bioquimico de
metano (PBM) de la FORSU ensilada es menor que el PBM de la FORSU fresca. EI menor valor
del PBM de la FORSU ensilada se registra a 20 °C, debido a que a esta temperatura la
fermentacidn ocurre mas lentamente.
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El ensilado de la FORSU resulta ser més efectivo a 35 °C y 10 %sr que, bajo cualquier otra
condicion, ya que, bajo estas condiciones, la FORSU alcanza el mayor grado de fermentacion y
el ensilado requiere el menor tiempo para alcanzar la fase estable.

Aclimatacion de FORSU a diferentes temperaturas para ser usada como in6culo metanogénico

Durante la aclimatacion de FORSU como digestato metanogénico a 20 °C, la produccion de
metano disminuye al aumentar la carga organica debido a la acumulacion de acidos grasos
volatiles.

De las tres temperaturas, a 35 °C la aclimatacion del indculo se lleva a cabo sin incidentes,
observandose una operacion estable de los reactores. Esto se debe a que los microorganismos
usados como in6culo ya estaban adaptados a esa temperatura, aunque no al sustrato.

El aumento subito de temperatura y el aumento gradual de la carga orgéanica es una estrategia
efectiva para la aclimatacion del in6culo termofilico a partir de la FORSU.

El tiempo de aclimatacion de indculos metanogénicos a utilizando FORSU como sustrato,
resulté en 38, 25 y 114 dias para 20, 35 y 55 °C, respectivamente.

A 20y 55 °C, unavez que los reactores alcanzaron condiciones estables de operacion, el aumento
de la carga organica no afectd significativamente el pH y el contenido de metano en el biogas
(mayor al 60 %).

Metanizacion de-FORSU ensilada y fresca

Utilizando como indculo el digestato previamente adaptado, a 20 ° C la metanizacion de FORSU
ensilada y fresca a altas relaciones S/l resulta inhibida por la acumulacion de acidos grasos
volatiles, asociada con el lento crecimiento de los microorganismos metanogénicos.

A 35y 55 °C, la produccion de metano de FORSU ensilada a 10 %sr muestra, bajo todas las
condiciones de temperatura y relacion S/1, una mayor produccion de metano que la de FORSU
fresca. La produccion de metano aumenta al disminuir la relacién S/1, lo cual comprueba la
segunda hipdtesis del este trabajo.

Durante la metanizacion de FORSU ensilada y fresca, la concentracién de solidos es el
parametro determinante para aumentar la produccién de metano. Al disminuir la concentracién
de s6lidos aumenta la produccién de metano.

La relacion S/I es el parametro que mas influye sobre los tiempos de reaccién durante la
metanizacién de FORSU ensilada y fresca. Al disminuir la relacion S/1 disminuye el tiempo de
reaccion.

A 55°C se observa una mayor rapidez en la produccion de metano que a 35 °C para la FORSU
ensilada y fresca. A 55 °C la actividad microbiana se ve favorecida y la produccion de
metabolitos durante el ensilado es menor que a 35 °C.

A 35 °C, la produccién de metano a partir de la FORSU ensilada es mayor que a partir de la
FORSU fresca para todas las condiciones de concentracion de solidos durante la fermentacion
previay relacién S/I durante la metanogénesis.

A 35y 55 ° C, lametanizacion de la FORSU fresca utilizando digestato como indculo resulta en
una produccioén de metano mayor al potencial bioquimico de metano (PBM) de la FORSU fresca
(318 NL/kgsv). Este efecto se debe a que, en los lodos granulares utilizados como in6culo en la
PBM el contenido de materia orgdnica (SV) estd constituido principalmente por
microorganismos, mientras que, en el digestato de la FORSU, ademas de microorganismos
también esta contenida materia orgénica residual no degradada.
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