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1 CAPITULO 1. INTRODUCCION

En el mundo desarrollado en el que vivimos, los residuos se convierten en un problema de
salud. Los grandes productores de desperdicios se encuentran bajo estrictas regulaciones para
la disposicion de éstos. Toda disposicion de un residuo tiene un costo tanto econémico, como
humano. La digestion anaerobia se ha propuesto como solucidn tratar los residuos de forma
limpia, sostenible y productiva. En cuanto a la resolucion del problema ambiental, la
digestion anaerobia remueve el potencial contaminante de residuos organicos, produce y
captura el biogas, el cual puede ser utilizado como una fuente de energia renovable, ademas
al retener y concentrar los nutrientes en los materiales, los convierte en un fertilizante de alta
calidad. (Pullen et al., 2015).

Los é&cidos grasos volatiles (AGV) son productos intermediarios importantes en la
produccidn de metano, la concentracion de éstos afecta la eficiencia de la fermentacién. Bajo
condiciones estables de operacion, las tasas de produccion y de consumo de AGV son
similares, por lo que se tiene poca acumulacion. Debido a la complejidad del proceso y a la
carga organica en la alimentacion, el proceso puede presentar inestabilidad en los digestores,
teniendo como consecuencia la acumulacion de AGV, que a su vez afectara la cantidad de
microorganismos productores de metano, provocara una caida de pH y consecuentemente en
la tasa de degradacion del acido acético y el rendimiento de metano (Wang et al., 2009).

En la fermentacion de materia organica estan involucradas las acciones de las bacterias
acidogénicas y arqueas metanogénicas, que debido a las diferentes caracteristicas
fisioldgicas, necesidades nutricionales y sensibilidad a las condiciones del medio en las que
se pueden desarrollar, es dificil mantener estabilidad entre los microorganismos acidogénicos
y metanogénicos (Zhang et al., 2008). Debido a estas diferencias, la estabilidad entre estos
microorganismos falla cominmente cuando se lleva a cabo la digestion anaerobia en una sola
etapa, teniendo como consecuencia la acumulacion de acidos grasos volatiles, inestabilidad
en el reactor y bajos rendimientos de metano (Wu et al., 2015).

Diversos autores han propuesto llevar a cabo el proceso de digestion anaerobia en dos etapas
en el cual se separa la etapa fermentativa y la etapa metanogénica. Por ejemplo, Zhao et al.
(2016), estudiaron el efecto de la pre-fermentacion etandlica en la digestion anaerobia,
indicando que el sistema no presentd acidificacion, se incrementaron los rendimientos de
metano en un 49.6% y que las concentraciones de los &cidos volatiles (propionato y acetato)
eran menores, en comparaciéon con un reactor de control el cual no recibié una pre-
fermentacion. Wu et al. (2015), mencionan que la pre-fermentacion alcoholica reduce los
problemas de acidificacion y que a su vez benefician al crecimiento de los metandgenos.

La cinética y los parametros estequiométricos son fundamentales para el modelamiento de
tratamiento anaerdbico de aguas residuales y digestion de lodos. Las ecuaciones del tipo de
Monod y sus modificaciones han sido utilizadas para describir todas las reacciones que
involucran cinética de crecimiento (Yang et al., 2015). En el presente trabajo se aborda la
digestion anaerobia desde un punto de vista cinético, utilizando diferentes modelos para su
descripcion a partir de los resultados de la produccion de metano de reactores anaerobios con
volumen de 400 mL dentro del rango de temperatura mesofilico (35°C). Los reactores
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utilizan como sustratos &cido acetico, etanol, acido lactico, acido butirico, metanol y acido
propidnico, compuestos quimicos que son productos comunes en la etapa de acidogénesis.
Teniendo como proposito el conocer que sustrato es el mas adecuado para buscar una
selectividad hacia la fermentacion de ese compuesto, de manera que el proceso de digestion
anaerobia sea més rapido y se obtenga una mayor remocion de DQO y produccion de metano.

1.1 Objetivo General

Determinar el tipo de fermentacion con la que se logra una mayor rapidez de produccion de
metano, utilizando como sustrato metabolitos intermediarios en el proceso de digestion
anaerobia.

1.2 Objetivos Particulares

Determinar los parametros cinéticos de la digestion anaerobia utilizando teorias de cinética
de reaccion.

Determinar el efecto de la concentracion sobre la rapidez de produccion de metano utilizando
distintos productos de la fermentacion.

Describir las cinéticas de las reacciones de produccién de metano mediante los modelos de
Gompertz, Michaelis — Menten y Haldane

1.3 Alcances

- Las reacciones se efectuaran en reactores anaerobios a una temperatura de 35°C a
escala laboratorio en las instalaciones del Laboratorio de Ingenieria Ambiental (LIA),
ubicado en el edificio 5 del Instituto de Ingenieria, UNAM.

- Se utilizard como in6culo, lodos anaerobios granulares provenientes de un reactor
UASB de la planta de tratamiento de aguas residuales de grupo Cuauhtémoc
Moctezuma-Heineken, Toluca.

- Los sustratos de alimentacion a los reactores anaerobios seran reactivos quimicos de
férmula conocida (&cido acético, acido lactico, &cido butirico, &cido propionico,
metanol y etanol) a diferentes concentraciones.



2 CAPITULO 2. PRINCIPIOS DE DIGESTION ANAEROBIA

2.1 Definicién de Digestién Anaerobia

La digestion anaerobia representa un sistema ecoldgico donde varios grupos de
microorganismos actlian en la conversion de materia organica compleja en metano, diéxido
de carbono, sulfuro de hidrégeno, agua, amoniaco, ademas de nuevas células. La
descomposicion de materia organica se considera usualmente en dos fases; la primera en la
que un grupo de bacterias facultativas y anaerobias mediante el proceso de hidrolisis y
fermentacion, convierten los compuestos organicos complejos como lo son carbohidratos,
proteinas y lipidos, en compuestos mas simples, principalmente &cidos grasos volatiles
(AGV), asi como CO2 y gases de hidrégeno; la segunda etapa consiste en la conversion de
los acidos organicos e hidrdgeno, en metano y dioxido de carbono, llevada a cabo por un
grupo de microorganismos Illamados metan6genos (De Lemos, 2007).

2.2 Etapas de la digestion anaerobia

La figura 2.1 muestra un esquema de la ruta metabolica de la digestion anaerobia a partir de
compuestos organicos de cadena larga, como lo son proteinas, lipidos y carbohidratos, hasta
los productos finales, metano y didxido de carbono.

La degradacion anaerobia de la materia organica es un proceso de varios pasos de diversas
reacciones con la participacion de diferentes grupos microbianos (Henze et al., 2008). Este
proceso ocurre en cuatro etapas sucesivas, las cuales se mencionan a continuacion:

2.2.1 Hidrodlisis

Los microorganismos no son capaces de asimilar materia organica particulada. Por lo tanto,
la primera fase en la digestion anaerobia consiste en la hidrélisis de la materia compleja
(polimeros organicos) a compuestos mas simples (monémeros o dimeros) capaces de cruzar
la barrera celular de ciertos microorganismos para ser degradados. La hidrolisis es llevada a
cabo por exo-enzimas, las cuales son producidas por bacterias acidogénicas. Los productos
de la hidrdlisis son utilizados como sustrato para este tipo de microorganismos (Henze et al.,
2008).

Durante el proceso enzimatico de la hidrélisis, las proteinas son hidrolizadas a aminoacidos,
los polisacaridos a azucares simples y los lipidos a acidos grasos de cadena larga (De Lemaos,
2007).

2.2.2 Acidogénesis

En esta etapa, los productos solubles de la hidrolisis son difundidos dentro de las células
bacterianas a través de su membrana para posteriormente ser fermentados anaerébicamente.
Los productos de la acidificacion comprenden una variedad de compuestos organicos de bajo
peso molecular. Por ejemplo, los &cidos grasos volatiles, como lo son el acetato, propionato



y butirato; metanol, etanol, acido lactico, amoniaco y sulfuro de hidrégeno, asi como
hidrégeno y dioxido de carbono (Mata-Alvarez, 2002; Henze et al., 2008).

Los microorganismos fermentativos son usualmente designados como acidificadores o
acidogénicos, debido a que transforman compuestos neutros como los azlcares y proteinas
en &cidos grasos volatiles y acido carbdnico, principalmente. Por lo tanto, el proceso es
nombrado acidogénesis (Henze et al., 2008).

2.2.3 Acetogénesis

Durante esta etapa, los acidos grasos de cadena corta diferentes al acetato, asi como lactato,
etanol, metanol, son convertidos en acetato, hidrogeno y dioxido de carbono por bacterias
acetogénicas. EI metabolismo de este tipo de bacterias es inhibido por la concentracion de
hidrégeno (De Lemos, 2007).

De acuerdo con Henze et al. (2008) estudios llevados a cabo en transformaciones
acetogénicas dan a conocer el requerimiento de una relacion estrecha entre los
microorganismos acetogénicos productores de hidrégeno y microorganismos metanogénicos
consumidores de hidrogeno. Debido a que varias reacciones en esta etapa son desfavorables
termodinamicamente, se requiere de bajos niveles de hidrégeno en el medio.

Ademas del efecto inhibitorio en los acetégenos, la formacion de hidrogeno provoca el
incremento del pH en medio acuoso. Sin embargo, el hidrogeno presente puede ser
consumido mediante dos formas: a través de microorganismos metanogénicos, los cuales
convierten el hidrégeno y el didxido de carbono en metano; y a través de la formacion de
acetato mediante microorganismos homoacetogénicos. (De Lemos, 2007)

2.2.4 Metanogénesis

La metanogénesis es la fase final en el proceso general de la degradacion de compuestos
organicos en metano y didxido de carbono. Es sélo en esta etapa cuando la demanda quimica
de oxigeno del influente se convierte a una fase gaseosa que deja el sistema reactante (Henze
et al.,, 2008). Los metandgenos son anaerobios obligados, con un espectro de sustratos
pequefio, algunos solo pueden utilizar sustratos tales como metilaminas, metanol, formato,
hidrégeno, diéxido de carbono o mondxido de carbono (De Lemos, 2007).

Tanto el grupo de microrganismos acetoclésticos como los hidrogenotréficos son de alta
importancia en el curso de la digestion anaerobia, debido a que son responsables del consumo
de hidrégeno producido en anteriores fases, manteniendo un pH en el medio acuoso,
favorable para las reacciones de produccion que efectlan las bacterias acidogénicas y
acetogénicas (Mata Alvarez, 2002).



2.2.5 Metandgenos

Los metanogenos cumplen dos funciones primordiales en los sistemas anaerobios, producen
gas con baja solubilidad (metano) que permite la remocién de carbén del ambiente y ademas
mantienen una presion suficientemente baja de Hz, que permite un medio adecuado para las
bacterias encargadas de la fermentacion y produccion de acidos para producir mas productos
solubles, como el acido acético (Henze et al., 2008).

De acuerdo con su afinidad por el sustrato, asi como el grado de produccion de metano, los
microorganismos metanogénicos son divididos en dos grupos principales (De Lemos, 2007):

» Metandgenos acetoclasticos

Son aquellos que utilizan acetato para la formacién de metano. Estos son
responsables entre un 60 y 70% de toda la produccion de metano.

» Metandgenos hidrogenotroficos

Son aquellos que so6lo utilizan hidrégeno y didxido de carbono para la
produccién de metano.
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Figura 2.1 Esquema de los pasos de biodegradacion de materia organica compleja (Mata-Alvarez,
2002)



3 CAPITULO 3. FACTORES QUE AFECTAN LA DIGESTION
ANAEROBIA

3.1 Latermodinamica de las reacciones involucradas en la digestion anaerobia

Los &cidos grasos volatiles (AGV), principalmente, acetato y propionato, son compuestos
intermediarios en la ruta metabolica. Generalmente la rapidez de produccion de AGV esta
relacionada con su rapidez de consumo y su acumulacion. Sin embargo, los desequilibrios, a
menudo, son encontrados durante la operacion o reinicio de los digestores por la complejidad
del proceso y las variaciones en la carga organica, teniendo como consecuencia, la
acumulacién de AGV y disminucion de pH (Zhang et al., 2008)

Los compuestos con un alto peso molecular son definidos como sustancias complejas, esto
quiere decir que son mas dificiles de degradar que las moléculas mas pequefias. La facilidad
de degradacién puede estar relacionada con la ruta metabdlica que sigue el sustrato. Por
ejemplo, la glucosa que es un compuesto mas complejo puede ser convertida a una variedad
de intermediarios, los cuales incluyen al propionato, acetato, butirato, lactato y etanol. En
consecuencia, varios intermediarios, también deben ser degradados mediante reacciones de
Oxido-reduccion para una completa conversion de glucosa a metano (Azbar et al., 2001).

Todas las reacciones de dxido-reduccion pueden ser descritas en términos termodinamicos
por el cambio en la energia libre de Gibbs (AG) (Nicholls, 1982). La tabla 3.1, muestra la
variacion de energia libre a un pH de 7, presion de 1 atmdsfera y temperatura de 25°C, para
una gran variedad de reacciones que ocurren en la digestion anaerobia. EI Hz y el CH4 se
encuentran en estado gaseoso, mientras que las otras sustancias estan en disolucion acuosa.

Aunque la conversién de glucosa a propionato produce el mayor cambio en la energia libre
de Gibbs (AG), ver tabla 3.1, a los formadores de acidos de todos los intermediarios, es el
propionato el que presenta una mayor dificultad para la conversion a acetato e hidrégeno. La
conversion de propionato es la mas sensible a la presion parcial del hidrégeno, mientras que
butirato, etanol y lactato son mas tolerantes. Azbar et al. (2001) plantea la hipétesis de que
los compuestos mas complejos presentan mayores dificultades para ser degradados, ya que
involucra una serie mas compleja de reacciones durante la conversion global a metano.

La termodinamica es un aspecto de gran importancia para el entendimiento de la digestién
anaerobia. En la tabla 3.1 se muestran las biorreacciones involucradas en diferentes etapas
del proceso, con sus respectivos AG. En la ausencia de nitratos y sulfatos, las Unicas
reacciones de respiracion son aquellas de bicarbonato a metano o acetato (Mata-Alvarez,
2002). La conversién de propionato a acetato e hidrégeno es la reaccion mas dificil de llevar
a cabo por tener el AG positivo mas alto.

El hidrogeno se considera un intermediario importante, ya que en muchas reacciones es un
producto, pero se requiere mantener presiones parciales bajas de este compuesto para que las
reacciones procedan. La presencia de los consumidores de hidrogeno, es decir, las arqueas
metanogénicas hidrogenotréficas, son necesarias para asegurar la factibilidad termodinamica
y por lo tanto la conversion de todas las reacciones que producen hidrogeno. Por ejemplo, al



considerar las reacciones de oxidacion del propionato, asi como del butirato, las reacciones
son termodinamicamente imposibles, pero pueden llevarse a cabo si el acetato e hidrégeno
(los productos) son removidos del medio; estos productos pueden ser consumidos por los
microorganismos acetogénicos e hidrogenotroficos, respectivamente (Mata-Alvarez, 2002).

Tabla 3.1 Reacciones importantes en la fermentacion en ausencia de sulfato y nitrato (Azbar, 2001)

Reaccion AG (KJ/mol)

CeHy20¢ + 3H,0 — 3CH, + 3HCO3 + 3H* -404

Acetato como intermediario
C6H12 06 + 4H20 - 2acetato™ + ZHCOS_ + 4H* + 4H2 -206 (FH)

2acetato” + 2H,0 - 2CH4 + 2HCO3 62(MA)

Etanol como intermediario
CoH,206 + 2H,0 — 2etanol + 2HCO3 + 2H™ -226 (FH)

2etanol + 2H,0 — 2Acetato™ + 2H" + 4H, +19 (AS)

Lactato como intermediario

CoH,,06 — 2lactato™ + 2H™ -198 (FH)
2lactato™ - 2acetato™ + 2HCO3 + 2H™' + 4H, -8.4(AS)
3lactato™ — 2propionato” + acetato” + HCO3 + H* -165 (FH)
2lactato™+ 2H,0 - butirato™ + 2HCO3 + 2H, -56(FH)

Butirato como intermediario
CoH,206 + 2H,0 — 2butirato” + 2HCO3 + 3H' + 2H, -255(FH)

Butirato™+ 2H,0 - 2Acetato” + H™ + 2H, +48(SA)

Propionato como intermediario
CeH1206 + 2H,0 — 2propionato™ + 2H,0 + 2H* -358 (FH)

2propionato” + 2H,0 — 2acetato” + 2HCO3 + H* + 6H, +152 (AS)

Acetato a CH,

2acetato” + 2H,0 —» 2CH4 + 2HCO3 -62(MA)
Hza CH4
4H, + HCO; + HT - CH, + 2H,0 -136(MH)

FH: Bacteria fermentativa hidrolitica; AS: Bacteria sintréfica acetogénica; MA: Bacteria
metanogénica acetocldstica; MH: Bacteria metanogénica hidrogenotréfica.




En el aspecto termodinamico, el propionato sélo puede ser convertido a acetato si la presion
parcial de H en el reactor anaerobio esta entre 10~* atm y 107° atm, esto puede ser
observado en la Figura 3.1. Lo que concuerda con Lettinga et al. (1996) que menciona que
para que un digestor metanogénico opere de manera apropiada, la presion parcial del
hidrégeno no debe exceder del valor de 10~* atm y usualmente es cercanaa 10~° atm. Bajo
estas condiciones, el propionato, butirato y etanol comienzan a degradarse y liberan energia
al medio. Como puede ser observado, el cambio en la energia libre de las reacciones
bioquimicas, la cantidad de energia remanente para las arqueas metanogénicas, depende del
producto final de la fase acida (Pypin et al., 1981)

T T T T T | |
EtOH + H,0=HAc+2H,

4 Hy+ CO=CH+ 2 H,O w—

- \ CH.+ CO,
A B _
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Presidn parcial de hidrégeno, atm. Log[H;]

Figura 3.1 Efecto de la presion parcial de Hz en (/G en la conversion de algunos productos
intermediarios (Azbar, 2001)

3.2 Estabilidad del reactor en el proceso de digestion anaerobia

El pH, la alcalinidad y la concentracion de los acidos grasos volatiles, deben ser considerados
como un unico indicador de estabilidad de la digestion anaerobia. Ademas, los valores de
estos parametros tienen que ser evaluados junto con la produccion de biogas y su
composicion expresada en porcentajes de metano y dioxido de carbono; con el proposito de
obtener una vasta informacion acerca de la estabilidad del proceso (Mata-Alvarez, 2002).

3.2.1 pH

El pH da informacion referente a la estabilidad del medio, debido a que su variacion depende
de la capacidad amortiguadora del medio en si mismo. Las variaciones en el pH estan



relacionadas con las variaciones de las especies quimicas involucradas en la cadena trofica
del proceso de digestion anaerobia (Mata-Alvarez, 2002)

En el rango de pH de 6.5 a 7.5 el proceso anaerobio es generalmente estable, el valor del pH
es basicamente determinado por la concentracion del CO- en el medio y por lo tanto por la
presion parcial de su fase gaseosa. La operacion de un reactor anaerobio con un pH debajo
de 6.5 0 mayor de 8 puede causar una significante disminucion en la tasa de produccion de
metano. Ademas, cambios bruscos pueden ser adversos Yy la recuperacion dependera del tipo
de dafio y los microorganismos afectados (De Lemos, 2007).

De acuerdo con De Lemos (2007), el pH afecta el proceso de digestion anaerobia de dos
maneras:

- Directa: Afectando la actividad de las bacterias
- Indirecta: Afectando la toxicidad de un nimero de compuestos

Las bacterias acidogénicas tiene un crecimiento 6ptimo en un pH de 5-6, con una mayor
tolerancia a valores de pH mas bajos. El control importante esta en eliminar el riesgo de
inhibicidn de las bacterias metanogénicas. Durante la digestion anaerobia de los residuos
solidos, el crecimiento de las bacterias acidogénicas y los metandgenos presentan grandes
diferencias entre su crecimiento (De Lemos, 2007)

De acuerdo con Li et al. (2020), las tasas de crecimiento de las bacterias acidificadoras llegan
a tener valores de diez a veinte veces mayor comparado con los microorganismos
metandgenos. Estas diferencias agravan el desequilibrio entre las especies de
microorganismos a tasas altas de carga organica, causando una acumulacion severa de acidos
grasos volatiles que provocan la disminucion del pH, creando un ambiente desfavorable para
la actividad microbiana encargada de la produccion de metano.

Los microorganismos tienen un crecimiento 6ptimo en el rango entre pH de 6.6 y 7.4, aunque
la estabilidad puede ser alcanzada en la formacion de metano en un rango amplio, entre 6 y
8, valores debajo de 6.0 y mayor de 8.3 deben ser evitados, debido a los efectos de inhibicion.
El pH 6ptimo depende de los microrganismos presentes en el proceso de digestion, asi como
el tipo de sustrato. Las bacterias productoras de acido son menos sensibles al pH que los
metanogenos (De Lemos, 2007).

Aungque la determinacion del pH es (til, resulta absolutamente deficiente o pobre por si sola.
Se debe de relacionar con otros parametros como alcalinidad, concentracion de AGV,
produccion de biogés y su composicion. El pH da informacion acerca de un proceso inestable
con un tiempo de retraso; cuando se registra un pH desfavorable para el proceso de digestién
anaerobia, el medio ya habra perdido su estabilidad. La variacion de pH es mas lenta que la
variacion de alcalinidad, por esta razon cuando los cambios en el pH son observados, la
alcalinidad del sistemay por lo tanto la capacidad amortiguadora, ya se habra perdido (Mata-
Alvarez, 2002).
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3.2.2  Alcalinidad

De acuerdo con Mata-Alvarez (2002), la alcalinidad se define como la capacidad de un medio
para neutralizar un acido. Dicho de otra manera, es la capacidad para amortiguar los cambios
de pH causados por la adicién o incremento de acidos en el medio. Resulta de la presencia
de calcio, magnesio, sodio, potasio o amonio y en el caso de la digestion anaerobia, la
presencia de los AGV, acido carbonico, fosfatos, boratos y silicatos.

Los principales factores que afectan el pH en el proceso anaerdbico son el acido carbénico y
los &cidos volatiles. En un rango de pH entre 6.0 y 7.5, la capacidad de los sistemas
anaerobicos depende casi completamente del sistema &cido carbonico/alcalinidad, la cual, en
equilibrio con la disociacion del &cido carbdnico, tiende a regular la concentracion del ion
hidrégeno. Las variaciones de pH son causadas por una disminucion de la actividad
metanogénica, causada por un aumento de la carga organica o de la concentracion de los
acidos grasos volatiles, causando un desarrollo desbalanceado de las cadenas troficas (De
Lemos, 2007).

La relacion entre la alcalinidad y los &cidos volatiles durante la digestion anaerobia esta
basada en la capacidad de la alcalinidad del sistema para neutralizar los acidos formados en
el proceso y el amortiguamiento del pH en el caso de acumulacion de los acidos volatiles.
Ambos, la alcalinidad y los acidos volatiles derivan primeramente de la descomposicién de
los compuestos organicos durante la digestion (De Lemos, 2007).

Como resultado de la reaccion de alcalinidad con los acidos volatiles producidos en el
sistema, la alcalinidad de bicarbonatos es convertida en la alcalinidad de &cidos volatiles,
debido a que los acidos volatiles son mas fuertes que los bicarbonatos. Sin embargo, la
capacidad amortiguadora de la alcalinidad de los acidos volatiles esta situado en el rango de
pH de 3.75 y 5.75, por lo que tiene menos importancia en la digestion anaerobia. En la
practica, para obtener la alcalinidad de bicarbonato, la porcién correspondiente a la
alcalinidad de los &cidos volatiles debe ser restado del total de la alcalinidad (Foresti,1994)

En el monitoreo de reactores anaerobios, la verificacion sistematica de la alcalinidad adquiere
una mayor importancia que la evaluacion del pH, debido a la escala logaritmica del pH,
indicando que cambios pequefios en el pH, implican un consumo de gran cantidad de
alcalinidad, por lo tanto, la reduccion de la capacidad amortiguadora en el medio (Mata-
Alvarez, 2002)

Rypley et al. (1996) proponen una metodologia para determinar las porciones de alcalinidad
de bicarbonato y de alcalinidad de acidos grasos volatiles, la titulacion de una muestra se
Ileva a cabo en dos fases:

- Titulacion hasta un pH de 7.5, llamada alcalinidad parcial, practicamente equivalente
a la alcalinidad por bicarbonatos.

- Titulacion hasta un pH de 4.3, llamada alcalinidad intermedia, practicamente
equivalente a la alcalinidad de los &cidos volatiles.

11



El valor de la relacion entre estas dos etapas de titulacion hace referencia a la estabilidad del
reactor. Para valores mayores a 0.3 indica perturbaciones en el proceso de digestion
anaerobia, mientras que para el caso contrario indica estabilidad.

3.2.3 Temperatura

La digestion anaerobia puede ser llevada a cabo en un amplio rango de temperaturas, desde
rangos psicrofilicos alrededor de 10°C hasta temperaturas termofilicas sobre los 70°C. La
temperatura tiene influencia sobre la cinética y la termodindmica de las reacciones
anaerobias. En general, la metanogénesis es fuertemente influenciada por este parametro, asi
como la rapidez de degradacion y el incremento del rendimiento (Mata — Alvarez, 2002).

De acuerdo con Baere (2000), han sido identificados dos rangos 6ptimos con la maxima
actividad de degradacién alrededor de los 35°C en el rango mesofilico y alrededor de 55°C
en el rango termofilico. Una gran cantidad de tratamientos de residuos solidos es llevada a
cabo sélo en estos dos rangos de temperatura.

Aun cuando la cinética de las reacciones es mas rapida y los rendimientos son mas grandes
en condiciones termofilicas, quedan pendientes varias interrogantes como si los beneficios
superan las ventajas, tales como el adicionar calor a los digestores, la pobre calidad del
sobrenadante y la inestabilidad del proceso. Las condiciones dptimas dependeran del tipo de
sustrato, concentracion, biodegradabilidad y tipo de sistemas usados (Mata-Alvarez, 2002).

3.2.4 Acidos Grasos Volatiles

La abundancia de los acidos grasos volatiles varia en el proceso de digestién anaerobia,
dependiendo de la alimentacion. Entre el total de AGV producidos, las fracciones de &cido
acetico, acido propionico, acido butirico y acido valérico, se encuentran entre un rango de
30-75%, 5-30%, 10-30%, 2-30%, respectivamente. Los acidos orgéanicos no volatiles como
el acido lactico y piravico estan presentes en trazas (Yang et al. 2015).

Es de gran importancia conocer el umbral superior de las concentraciones de AGV para la
produccién de metano en la digestién anaerobia; ya que a altas concentraciones ocurre una
disminucion del pH e inhibicion de los metanogénos, mientras que a bajas concentraciones
no existe un efecto negativo (Grady et al., 1999).

Es importante resaltar, que no es la concentracién absoluta de los AGV lo que determina el
decaimiento del proceso, pero si su rapido incremento. Esto significa que la cadena tréfica
va hacia los organismos acidogénicos en vez de ir hacia los metanogénicos. Este valor es
generalmente expresado en términos de acido acético o concentracion de DQO (Mata-
Alvarez, 2002).

El incremento de los acidos organicos se debe principalmente a la tasa de carga organica.

Este aumento es generalmente amortiguado por la alcalinidad del sistema, de manera que las
variaciones de pH sean pequefias.
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4 CAPITULO 4. MODELOS CINETICOS

4.1 Teoria cinética de Michaelis — Menten

La cinética de Michaelis-Menten esta caracterizada bajo el postulado de que una enzimay
un sustrato participan en equilibrio con un complejo enzima-sustrato, el cual no es afectado
por la formacion del producto, durante el periodo en que la rapidez inicial de reaccion es
medida (Ainsworth,1977).

Para una reaccion enzimatica irreversible, sin importar si uno o mas productos sean formados,
el mecanismo es el siguiente:

E+S——ES—%2 yE4+P

K_1

La rapidez de reaccion o variaciones dependientes del tiempo para cada uno de los reactantes
es expresada mediante las siguientes ecuaciones:

% = —Jy [SI[E] + (k_1)[ES]
% = Ky [SIE] + (k. + kp)[ES]
d|ES

) — alsIE) — &, + k) (ES)
dip] _
= k,[ES] =v

Bisswanger (2017) muestra una simulacion de la rapidez de reaccion de cada reactante,
asumiendo constantes apropiadas. En esta simulacion, la cual es mostrada en la figura 4.1, se
diferencian tres fases:

1) Fase inicial rapida o estado pre-estacionario: En donde la concentracién del complejo
[ES] es formada instantaneamente, mientras que la cantidad de enzimas libres
decrecen. Ademas de una formacion de producto muy baja.

2) Fase media: donde el consumo y formacion de sustrato y producto, respectivamente,
son los mas altos, mientras que [ES] y la cantidad de enzimas libres permanecen casi
constantes.

3) Fase de agotamiento: donde la cantidad de sustrato se agota y por lo tanto [ES] decae
y la rapidez de formacion de producto tiende a 0.

Si el equilibrio del complejo enzima-sustrato y sus componentes es mucho mas rapido que la
formacion de producto, es decir k; = k_; > k,, tanto la produccion del sustrato como la
del producto, proceden de forma lineal (cinética de orden cero), mientras que la
concentracion de [ES] permanecera casi constante, debido a una formacion y consumo de
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[ES] en balance. Esta fase puede ser considerada como un estado de cuasi-equilibrio, la cual
se mantiene por un periodo limitado de tiempo y se designa como estado pseudoestacionario.

Estado Agotamiento del sustrato
Pseudoestacionario
T~
o Primer
E orden
‘Cc
§
s |2
-.O
g[8 [S]
© =}
s |®
c
S |®
g |
Q
(@]
Primer orden
0

Tiempo

Figura 4.1 Variacion de las concentraciones de los reactantes de una reaccion enzimatica
(Bisswanger, 2017)

Cuando la rapidez de reaccidn se encuentra en estado pseudoestacionario, la formacion del
producto depende directamente de la concentracion de complejo enzima-sustrato, en el cual
los cambios de [E]y [ES] con respecto al tiempo pueden ser considerados como 0 (Valsaraj,
2018), es decir:

[E] [ES] .
2 =k [SIE] + (s + k)D[ES] =0y 222 = ky[SI[E] — (k1 + k) [ES] = 0;
entonces

k{[S1[E] = (k_q + kz)[ES]

Considerando que la concentracion inicial de la enzima es igual a la concentracion de la
enzima libre y la enzima que forma el complejo enzima-sustrato:

[E]o = [E] + [ES]

Sustituyendo [E], y despejando [ES] la ecuacién queda:
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k1[S1[E]o
ki[S]+k_1+k,

[ES] =

Sustituyendo la anterior expresion en la ecuacion de rapidez de formacion del producto, se
obtiene una ecuacion en funcion de las constantes de rapidez y la cantidad de sustrato.

d[P] k,[E]o[S]
v =2 g, [ES] =
dt —k‘lkj k2 4 1s]

Las constantes de rapidez individuales no son obtenidas directamente, por lo que son
convertidas en constantes cinéticas. La expresion (k_, + k,)/k, incluye tres constantes de
rapidez que son combinadas en una, la cual lleva por nombre la constante de Michaelis y
Menten (K,,,). La cantidad de enzima inicial permanece constante durante la reaccion, de
manera que k,[E], es remplazada por una constante cinética, designada como V.., siendo
la rapidez maxima por unidad de concentracion que se puede tener, ésta es alcanzada cuando
todos los sitios activos de las enzimas participan en la reaccion (Bisswanger, 2017).

La ecuacion en términos de constantes cinéticas queda expresada de la siguiente manera:

v = Vinax[S]
Km + [S]
l l l
Viax [=] ti:anpo [S11=] voZZ:nen km[=] voZ:nen

Valsaraj et al. (2017) consideran que la ecuacion de Michaelis-Menten es caracterizada por
dos constantes:

- La constante de Michaelis K,, ; la cual esta relacionada con la constante de
disociacién, indica la afinidad del sustrato con la enzima, a valores bajos de K,,,
mayor afinidad.

- Vmax; lacual es la rapidez de avance maximo por unidad de concentracion de enzima.

De la ecuacion pueden ser obtenidas directamente K, ¥ Vinax-

Gréaficamente, la ecuacion de Michaelis-Menten representa una seccion de una hipérbola
rectangular (Bisswanger 2017), ver la figura 4.2. En donde se tienen tres corolarios:

- Cuando el valor de la concentracion del sustrato es mucho menor que el de la
constante de Michaelis, la ecuacién puede quedar expresada como:

Vmax [S]
K

Esta ecuacion resultante describe una linea recta que describe una cinética de primer orden,
es decir, es linealmente dependiente de la concentracidn del sustrato.
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- Sin embargo, cuando la concentracion del sustrato es mucho mayor a la constante
cinética Km, la ecuacion se reduce a:

V= Vnax = KZ[E]O

Esta ecuacién es independiente de la concentracion del sustrato, caracteristica de una
reaccion de cinética de orden 0.

- Por otra parte, cuando la concentracion del sustrato tiene el mismo valor que la
constante de Michaelis-Menten, la rapidez de reaccién es igual a la mitad de la rapidez
maxima que se puede alcanzar.

b = -

rimol m~>s ™)
<
%

Pendiente = V0 [S1/ K

[S]UZ = I{'IH

[S] (molm™3)

Figura 4.2 Representacion esquematica de la curva hiperbolica de tasa de consumo de sustrato de
acuerdo con cinética de reaccion de Michaelis y Menten (Valsaraj y Melvin, 2018).
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4.2 Meétodos para obtencion de constantes cinéticas de Michaelis-Menten

De acuerdo con Ainsworth (1977), la principal dificultad al encontrar constantes cinéticas
recae en la definicion de V;,,,. Debido al comportamiento asint6tico de la ecuacion de
Michaelis-Menten, el acercamiento de la rapidez de formacion de producto a su valor limite
es muy lento; por lo que se prefiere transformar la ecuacion para ser representada de una
forma lineal y obtener constantes cinéticas.

La grafica de Eddie

En 1942 Eadie al realizar una multiplicacion cruzada de los términos de Michaelis-
Menten obtuvo la siguiente ecuacion:

VK + V[S] = Vipax[S]

Al transferir el primer término a la a la derecha y dividirlo, la ecuacién queda, ver
figura 4.3:

La gréfica de Lineweaver-Burk

En 1934 Lineweaver y Burk obtuvieron una ecuacion invirtiendo la ecuacion de
Michaelis Menten y agruparon sus términos en la forma de una linea recta, ver figura
4.3:

La gréafica de Hanes

En 1932 Hanes obtuvo una transformacién al multiplicar la ecuacién lineal de
Lineweaver-Burk por la concentracién del sustrato, dando como resultado la
ecuacion, ver figura 4.3:

[S]_ K, IS]

v Vmax Vmax

17



KtV

e [} 1V

1/v

_”Km e—1/V

v/ [5] 1/ [s] [S]

Figura 4.3 De izquierda a derecha se presentan las graficas de Eadie, Lineweaver-Burk y Hanes.

La grafica de Eisenthal-Cornish-Bowden

Esta gréfica representa un método grafico diferente. Se obtiene a partir de una
modificacion en la ecuacion de Michaelis-Menten a una ecuacion lineal con variables
imaginarias V,,,, como ordenada y K,, como abscisa, mientras que v y [S] son
constantes. (Eisenthal R et al, 1974)

14
Vnax = Km*t=tv
max m [S]

Se trazay se extrapolan lineas rectas con cada uno de los datos de v y [S] para obtener
un patrén de lineas como resultado con una intercepcién en comdn, las coordenadas
(x,y) de la intercepcion, corresponderan a los valores de K,,, ¥ V;,4. Debido a la
dispersion de datos, se tendra mas de una interseccién para todos los valores de
rapidez y concentracion, por tanto, las constantes cinéticas son obtenidas del valor
promedio de todas las coordenadas (X,y) de cada una de las intercepciones, ver figura
4.4,
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Figura 4.4 Gréfica de Eisenthal-Cornish-Bowden

Regresion no lineal

De la misma manera que con una regresion lineal, la regresion no lineal permite determinar
los valores de los parametros que minimizan la suma de los cuadrados de las distancias de
los puntos de una curva, con el objetivo de minimizar el residual de la suma de los cuadrados
(Liraetal., 2013).

En comparacion con los métodos lineales, mediante este método se pueden determinar
simultaneamente varios parametros cinéticos. Ademas, se tiene una menor restriccion en la
eleccion de las variables controladas, y por lo tanto disminuyen las desviaciones estandar y
aumenta la precision al estimar los parametros cinéticos, debido a que no es necesario realizar
transformaciones lineales a las variables en donde los datos se limitan a un intervalo lineal.
El ajuste mediante regresion no lineal, se debe resolver realizando iteraciones matematicas
de la ecuacidn de velocidad. Actualmente, el procedimiento iterativo se realiza con la ayuda
de un software especifico, en el que se proporciona una estimacion inicial del valor de cada
parametro, para posteriormente ajustar esos valores para mejorar el ajuste a la curva de datos
(Liraetal., 2013).

Lira (2013) en su estudio de comparacion de diferentes métodos de andlisis cinéticos,
concluye que el método lineal y el no lineal, no son métodos y propone que una forma de
realizar el andlisis cinético de una enzima, es utilizar ambos de manera complementaria.

4.3 Modelo de Gompertz

El modelo de Gompertz es bien conocido por ser utilizado en varios aspectos de la biologia,
como lo es el crecimiento en animales, plantas y bacterias. La primera aplicacién de este
modelo fue por Benjamin Gompertz en 1825, la funcion original era usada para describir
distribucion de edades en poblaciones de seres humano, esta ha sufrido modificaciones a
través del tiempo (Tjerve et al., 2019).
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Diferentes re-parametrizaciones han surgido respecto al modelo original de Gompertz,
muchas de las encontradas en la literatura son mas utiles que otras, debido a la facilidad en
la interpretacion de sus parametros, asociandolos a un significado biologico. Zwietering et
al. (1990) propusieron una modificacion, mejor conocida como “El modelo de Gompertz
modificado”, siendo actualmente, uno de los modelos méas comunes para el describir el
crecimiento microbiano (Tjgrve et al., 2019).

Varios autores han utilizado el modelo de Gompertz modificado en estudios cinéticos de la
produccién de biogas. Por ejemplo, Hongguang et al. (2019) lo emplean al ajustar datos
acerca de la digestion anaerobia mixta de cerdos muertos y desperdicios de cerdos, para
analizar el efecto de la proporcion de cerdos muertos en la fermentacion. Hongguang et al.
(2019) utiliza el modelo basandose en la previa experiencia de Li et al. (2011) quienes
utilizan este modelo para el estudio de la fermentacion de biogas en residuos solidos urbanos,
encontrando que el cambio de produccién acumulada de gas, tenia una buena correlacién con
el modelo.

Cardenas-Cleves et al. (2017) en su estudio de mejora del potencial bioquimico de metano
en la digestion anaerobia, utilizan el modelo de Gompertz para ajustar el Potencial
Bioguimico de metano y analizar la relacion que existe en diferentes relaciones de
desperdicio alimenticio y estiércol de cerdo. EI modelo de Gompertz modificado se utiliza
bajo la premisa de que la produccion de CH4 es proporcional a la actividad microbiana (Nielfa
et al., 2015).

Basandose en la experiencia de investigaciones previas relacionadas con la produccion de
metano, citadas anteriormente, el modelo de Gompertz modificado puede ser utilizado para
describir la produccién acumulativa de metano durante la digestion anaerobia de distintos
sustratos a diferentes concentraciones de Demanda Bioguimica de Oxigeno (DQO).

Debido a que el modelo de Gompertz y sus diferentes re-parametrizaciones son aplicadas en
diferentes tipos de crecimiento, el significado de sus parametros depende del tipo de datos
que se esté analizando, para el caso de la produccion de biogas, el modelo queda de la
siguiente manera:

PM = PM,,,, €Xp {— exp [ (L—t)+ 1]}

Rpyax€
PM,p,0x
PM: Produccion acumulada de metano

PMmax: Produccion maxima acumulada de metano cuando el tiempo tiende a infinito
t: Tiempo en el que se registra la produccién de metano

Rmax: Rapidez maxima de produccion de metano o tasa de crecimiento absoluta

L: Tiempo de latencia

e: Base del logaritmo natural e = 2.718
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4.4 Inhibicion por sustrato

McKee (2014), en su libro de Bioquimica, clasifica la inhibicion enzimatica en tres tipos
principales:

- Inhibicion competitiva, en donde el sustrato y el inhibidor compiten por el mismo
sitio de la enzima; la actividad de la enzima disminuye al aumentar Km sin que
cambie Vmax

- Inhibicion no competitiva, donde el inhibidor se une a un sitio diferente del sitio
activo, el valor de Vmax decrece, mientras que el valor de Km permanece constante

- Inhibicion acompetitiva, ocurre cuando el inhibidor s6lo se une al complejo — enzima
sustrato y no a la enzima libre mas observable a altas concentraciones de sustrato.
Este efecto es reflejado por el descenso de Vimax Y Km.

Bisswanger (2017), clasifica a la inhibicidn por sustrato como acompetitiva, en donde a altas
concentraciones de sustrato, la rapidez de reaccion disminuye en vez de ir hacia una rapidez
maxima. Este fendbmeno es atribuido a una segunda molécula de sustrato que se une al
complejo enzima — sustrato e inhibe la reaccion; el segundo sitio de unién puede ser el sitio
de unién del producto de la enzima.

La molécula de sustrato adicional unida evita la formacion de producto por parte de la
primera molécula de sustrato. En la figura 4.5 se muestran los equilibrios de las reacciones
enzimaticas, donde la molécula de sustrato inhibitoria s6lo puede unirse al complejo enzima
— sustrato y acta como inhibidor acompetitivo (Bisswanger, 2017):

E+S ;_-.—1\ ES }‘_2* E+P
S
e
ESS

Figura 4.5 Equilibrio de inhibicion acompetitiva por sustrato

Los tres tipos de inhibicion pueden ser expresados mediante un cambio en los dos
coeficientes de la ecuacion de rapidez, que puede ser arreglada de la siguiente manera (Mata
— Alvarez, 2002):
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1
V = Vnax —KM

1+

En la inhibicion acompetitiva, la rapidez maxima se ve afectada de la siguiente manera:

1
v:Vmax—
l

Siendo “I” la concentracion del inhibidor y “Ki” el coeficiente de inhibicion.

Cuando la sustancia inhibitoria es el mismo sustrato, se sustituye la concentracion del
inhibidor por la del sustrato, quedando la ecuacion:

Ju=y

v = Vmax 1 + & + i

S 7K,
En el caso de realizar los anteriores ajustes en la ecuacion empirica de crecimiento de
microorganismos de Monod, la cual tiene el mismo comportamiento que la cinética
enzimatica de Michaelis — Menten y posee la misma forma, la ecuacion resultante
conformaria la expresion de Haldane (1930):

HUmax

K=K, . S
S 4 =

4.5 Cinética de Haldane-Andrews

Estudios de simulacién realizados por John F. Andrews (1968), muestran que el resultado de
la inhibicion por sustrato en colonias de reactores por lotes es un incremento en el tiempo de
latencia, mientras que en un reactor continuo es en inestabilidad del proceso

Una cantidad amplia de autores (Driessen & Anterveld, 2002; Swaen, 1997; Van Laak, 2011)
han utilizado la ecuacion de Monod con resultados satisfactorios. Andrews (1968) reporta
gue con esta ecuacion se ha encontrado un ajuste razonable para los datos de crecimiento de
colonias, incluso para sistemas de colonias mixtas tales como los usados en procesos
bioldgicos para el tratamiento de residuos.

De acuerdo con Valsaraj (2018), la ecuacion de Monod es una expresion empirica que declara
que, si la concentracion de nutriente alcanza un alto valor, la rapidez de crecimiento
especifico se estabiliza. Sin embargo, esta ecuacion no es valida para aquellos sustratos que
limitan el crecimiento microbiano a bajas concentraciones y que lo inhibe a altas
concentraciones.
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La funcion propuesta por Haldane para la inhibicidn de enzimas a concentraciones altas de
sustrato, es utilizada para ilustrar el comportamiento dindmico de los microorganismos al
utilizar un sustrato inhibitorio. Esta funcién que incorpora los efectos de inhibicion a altas
concentraciones es de especial valor en proceso biolégico utilizados para el tratamiento de
residuos que contienen, fenoles, nitrato, amonio, acidos grasos volatiles, etc., conocidos por
su efecto inhibitorio para varios microorganismos encargados de metabolizarlos
(Andrews,1968).

La funcion de inhibicion es expresada de la siguiente manera (Andrews,1968):

et
- K, S
I+3+x,

~

Donde:

u : Tasa de crecimiento especifica

A

fi : Tasa maxima de crecimiento especifico en la ausencia de inhibicion

K: Constante de saturacién, numéricamente igual a la concentracién mas baja de sustrato a
la cual la tasa de crecimiento especifico es igual a la mitad del crecimiento especifico maximo
en la ausencia de inhibicion

K;: Constante de inhibicion, numéricamente igual a la concentracion mas alta de sustrato a
la cual la tasa de crecimiento especifico es igual a la mitad del crecimiento especifico maximo
en la ausencia de inhibicion.

S: Concentracién de sustrato limitante
La tasa maxima de crecimiento alcanzable, debido a los efectos de inhibicion es obtenida de

la primera derivada de la ecuacion de Haldane e igualarla a 0, la cual puede ser expresada de
la siguiente manera (Andrews,1968):

>

Amax = W

Ki
pmax=p 1+2KsKi0.5
Donde:
Amax: Tasa maxima de crecimiento especifico alcanzable en la presencia de inhibicion

La concentracion de este sustrato S,,, a esta tasa maxima de crecimiento puede ser obtenida
mediante la siguiente ecuacion:

Sm = (Ks * Ki)o's
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5 CAPITULO 5. METODOLOGIA

En este capitulo se describe cada una de las etapas experimentales de acuerdo con el diagrama
presentado en la figura 5.1. Se tendra un experimento de potencial bioguimico de metano con
corridas correspondientes a los sustratos en sus distintas concentraciones, para
posteriormente aplicar las teorias cinéticas y finalmente darles una interpretacion. La
experimentacion consiste en la medicidn de produccién de biogas en reactores bioldgicos por
lotes, utilizando como sustrato, compuestos quimicos de férmula conocida a diferentes
concentraciones.

Se utilizaron como sustrato, los componentes intermediarios mas comunes y que tienen una
gran importancia termodinamica en la etapa de fermentacion de la digestion anaerobia. Estos
compuestos fueron &cido aceético, acido lactico, acido propionico, acido butirico, metanol y
etanol.

Preparacion de las disoluciones Montaje de reactores

030600 12 15 O/L (Indculo, disolucion buffer v
(0.3,0.6,09,12,1.5)gDQ disolucién nutritiva)

h J
Inyeccion (1 mL de disolucion)
¥
arrangue de medicion

h 4

Medicion de producciéon y »
composicidn de biogas

No

hd

LAlcanzd la estabilizacion?

5i
v

Desmontar reactores

h 4

Medicién de parametros analiticos
(pH. DQO, alcalinidad)

l

Obtencion de parametros cinéticos
(Michaelis — Menten, Gompertz, Haldane)

Figura 5.1 Diagrama de procedimiento experimental

Se realizo6 una prueba previa utilizando metanol como sustrato, con el objetivo de determinar
las concentraciones adecuadas de las disoluciones para llevar a cabo la experimentacién de
manera que la produccién de metano fuese detectable para el equipo de medicion. Se utilizé
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este compuesto debido a que, por la informacion termodinamica y su estructura, se supuso
que se tendria una rapidez de produccién de biogas mas baja que cualquier otro sustrato.

Se observo que para concentraciones menores a 0.3 gDQO/L, la produccion de metano no
era detectable en la misma proporcidén que para concentraciones mas altas, por lo que se
decidi6 que las concentraciones dentro del reactor fueran de 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 y 1.5 gDQOIL,
para que ademas de ser detectable para el equipo, el cambio en la rapidez de produccion de
biogas influenciada por la concentracién, sea observable y cuantificable con precision.

5.1 Preparacion de disoluciones

Las disoluciones fueron preparadas de manera que la concentracion de cada sustrato fuese de
0.3-1.5gDQOI/L dentro del reactor, partiendo de que se inyectaria 1 mL de cada disolucion.
Para evitar la propagacion de error en los instrumentos, se realiz6 una disolucién madre por
cada compuesto en un matraz aforado de 50 mL, la cual una vez inyectando 1 mL al reactor,
tendria una concentracion de 1.5 gDQO/L. A partir de la disolucion madre, se realizaron en
matraces aforados de 25 mL, las disoluciones que tendrian concentraciones de 0.3-1.2
gDQOI/L en el reactor.

A continuacion, se presenta el calculo ejemplo para la preparacion de disoluciones del acido
acetico, que tendran concentracion de 0.3 — 1.5 gDQO/L en cada reactor:

Se calcula la demanda quimica de oxigeno para este compuesto, considerando la siguiente
reaccion:

CHsCOOH + 20, - 2H,0 + 2C0,

Para oxidar 1 mol de 4cido acético o bien 60 g de acido acético, se requieren 2 mol o
equivalente a 64 g de Oxigeno, por lo que se establece la siguiente relacion:

g HAc
g0,
Partiendo del hecho de que el volumen de trabajo sera de 400 mL y que al reactor se le

inyectara 1 mL de disolucion, se calcularon los gramos de compuesto que debe haber en cada
reactor:

0.9375

gbQo
gDQO enelreactor = 0.4 L * <0.3 T) = 0.6 gde DQO

g HAc

2

g HAc en el reactor = 0.6 gDQO * <0.9375 ) = 0.5625 g HAc.

Deben de estar 0.5625 g HAc en 1 mL de la disolucidn que se va a inyectar, es decir, se
. ., . ., HA
requiere que la concentracion de la disolucién sea 0.5625 ——2————— por lo que se
mL de disolucion
calcula la concentracion inicial del reactivo:
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Cireactivo = Pureza del reactivo * preqctivo

. . g soluto g disolucion gHAc
Cireactivo = 0.999 ————  « 1.05 - — = 1.04895 -
g disolucion mL de disolucion mlL dis

Se realiza el célculo para preparar una disolucién madre de 100 mL

g HAc «50
. — mL
mlL de disolucion =26.81mL

gHAc
1.04895 L dis

0.5625
VZ =

Se agregara 26.81 mL del reactivo original a un matraz y se realizara el aforo a 50 mL

Para el céalculo del volumen a tomar para las preparar las disoluciones de otra concentracion
se realiza a partir de la concentracion de la disolucion madre

Por ejemplo para una concentracion inicial de 0.x gDQOI/L, se requiere tener 0.1125 g de
HAC en un mililitro o en otras palabras una concentracién de 0.1125

g HAc .
: ——* 25 mL
mlL de disolucion —5mlL

gHAc
0.5625 L dis

0.1125
V2 =

5.2 Lavado de lodos

Se realiza el lavado de los lodos anaerobios con el objetivo de remover los posibles
metabolitos que éstos puedan contener debido a su origen, y de esta manera, asegurar que el
estudio realizado contemple solo la accion del sustrato de nuestro interés. Tal procedimiento
consiste en agregar agua destilada a una cantidad de lodos para su posterior centrifugacion a
una rapidez de 3600 RPM durante 7 minutos; una vez terminada la centrifugacion, se retira
el sobrenadante, en el cual es supuesto que se han separado distintos metabolitos que pudieran
estar presentes. Este procedimiento se repite tres veces a la misma cantidad de lodos y se
realiza hasta obtener la masa de lodos requerida para toda la experimentacion.

5.3 Equipo utilizado para la medicion de biogas producido

El equipo utilizado para la medicion de produccion de biogas mediante el proceso de
digestion anaerobia es el sistema AMPTS, ver figura 5.2, por sus siglas en inglés, de la marca
Bioprocess Control, el cual consta de los siguientes componentes:

1.- La unidad de incubacién de muestras; con capacidad de pruebas de hasta 15 reactores

hechos de vidrio con un volumen de 500 mL, los cuales cuentan con puertos de alimentacion
y de muestreo, asi como un agitador de rotacion lenta (10-200 RPM) para mezclar el medio.
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Ademas de un recipiente en el que se proporciona un bafio de agua para el control de
temperatura de los reactores.

2.- Dispositivo de medicién de volumen de gas; el volumen de gas liberado se mide usando
un dispositivo de medicion de flujo de gas humedo, el cual cuenta con un arreglo de 15 celdas
que funciona mediante el principio del desplazamiento del liquido y flotabilidad.

3.- Software de medicion del gas; un sistema de adquisicion de datos, el cual ofrece
mediciones en tiempo real que cuantifica la produccion acumulativa de biogas.

Contador de

e g

. Software

Figura 5.2 Sistema Automatico de Prueba de Potencial de Metano (AMPTS, por sus siglas en
inglés)

5.4 Montaje de los reactores

Los reactores utilizados en la experimentacién son frascos de vidrio con un volumen de 500
mL.

El montaje del reactor se lleva a cabo con la preparacion del indculo, el cual tiene los
siguientes componentes:

- 102.4 g de lodos anaerobios provenientes de una planta cervecera, caracterizados
como 8g de sélidos volatiles

- 100 mL de una disolucion buffer de fosfatos de pH 7.0

- 1 mL de disolucién nutritiva

- Agua potable

El agua potable es utilizada para completar un volumen de trabajo de 400 mL en cada reactor.
La eleccion de utilizar este tipo de agua en vez de agua destilada, es debido a su contenido
de sales que podria beneficiar el crecimiento microbiano y que junto con la disolucién
nutritiva ayuda a evitar el rompimiento celular. Una vez se tengan todos los componentes del
inéculo en el reactor, se homogeniza la mezcla.
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Posteriormente, se introducen los agitadores en cada reactor y se sellan herméticamente con
una tapa que contiene un puerto de salida, el cual es conectado al medidor del biogés. Los
reactores se sumergen parcialmente (asegurandose de que se cubra la parte del indculo) en
un recipiente de agua de temperatura controlada a 35°C, esta temperatura se encuentra en el
rango mesofilico, el cual es 6ptimo para el crecimiento de microorganismos involucrados en
el proceso de digestion anaerobia.

Para asegurar las condiciones anaerobias, se hace pasar a través del reactor, un flujo de
nitrégeno para desplazar el volumen de cabeza compuesto por aire. Finalmente se activan los
motores de agitacion, verificando la correcta conexion entre cada uno de ellos y que la
agitacion se esté efectuando en cada reactor.

5.5 Inyeccion de disoluciones a los reactivos.

Para agregar el sustrato al inoculo, se optd por inyectar 1 mL de la disolucion de sustrato a
través del puerto de medicion, una vez ya montado el reactor. Se opta por este procedimiento
debido a que, si se agregara el sustrato al in6culo durante el montaje, podria llevar a la pérdida
de informacion valiosa de la produccién de biogas, ya que al momento de agregar el sustrato
al indculo comenzaria a efectuarse la reaccion enzimatica. Ademas, no se tendrian las
condiciones anaerobias necesarias para llevar a cabo la experimentacion de nuestro interés.

Yaque se quiere evitar errores en cuanto al conteo de biogas, también es necesario asegurarse
de que, al momento de la inyeccion del sustrato, se active inmediatamente el contador de
biogas del equipo AMPTS. En la figura 5.3 se puede observar el momento en que es
inyectado 1 mL de sustrato al reactor.

Los datos de produccion de biogas que se obtengan, a los cuales les Ilamaremos datos brutos,
corresponden a la generacién por parte del sustrato y el indculo. Para conocer la produccion
de biogas generado solo por el sustrato, es necesario contar con blancos para cada ronda de
experimentacién. El contenido de los blancos s6lo correspondera a los componentes del
indculo, sin inyeccion de algn sustrato.
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Figura 5.3 Inyeccion del sustrato al reactor

5.6 Medicidn de la produccion y composicion de biogas.

La experimentacion es detenida cuando se alcanza una estabilidad de la produccién de biogas
en los reactores. Para conocer el estado de cada uno de los reactores, se observa diariamente
la produccidn de biogas mediante el software del Sistema Automatico de Prueba del Potencial
de Metano (AMPTS, por sus siglas en inglés), el cual nos proporciona los valores y muestra
una gréfica de volumen de biogéas producido contra el tiempo en el que transcurre la
experimentacion.

Los volumenes de metano fueron calculados al registrar el volumen de biogas acumulado,
acoplado con un analisis realizado en el cromatografo de gases; en dicho analisis se muestra
el porcentaje de nitrégeno, metano y de didxido de carbono. Una vez se tenga la composicion
de biogas, se puede conocer la produccién de metano. La muestra que es inyectada al
cromatografo de gases, es obtenida al extraer parte de la fase gaseosa del reactor con ayuda
de una jeringa a través del puerto de alimentacién, posteriormente se inyectan 0.5 mL de
biogéas al cromatdgrafo de gases.

Se dice que se alcanza una estabilizacion en la produccion de biogds cuando ésta tiene
cambios muy pequefios con respecto al tiempo; ademés de que la pendiente de produccién
de biogas para cada concentracion se empieza a igualar con la del blanco, por lo que se vuelve
util restar los valores de produccién del blanco a los valores de produccion de cada sustrato.
Cuando esta diferencia se mantiene constante a traves del tiempo, se procedera a detener el
contador de biogas y a desmontar los reactores.
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5.7 Medicién de parametros analiticos.

Se realiza la medicion de varios parametros analiticos para determinar el estado del reactor,
posterior al desmontaje. Para esta experimentacion, se realiz6 la medicion de pH, alcalinidad
y contenido de &cidos grasos volatiles.

Una vez realizado el desmontaje de los reactores, se realiza la medicion de pH del contenido
del reactor, utilizando un potenciémetro y agitacion constante.

Para las pruebas de alcalinidad, fue necesario centrifugar el contenido del reactor.
Posteriormente, se tomd un volumen de 20 mL del sobrenadante y se titul6 con una
disolucién de &cido clorhidrico (HCI) de concentracion 0.091 N hasta alcanzar un pH de 5.75,
el cual estd asociado a la alcalinidad de bicarbonatos, posteriormente se realizo la titulacion
hasta alcanzar un pH de 4.3, correspondiente a la alcalinidad debida a los &cidos grasos
volatiles.

Debido a que el contenido de acidos grasos volatiles se mide mediante un cromatdgrafo de
gases, es necesario realizar filtraciones al vacio para obtener la muestra que se inyectara, con
el fin de evitar problemas con los sélidos disueltos y sedimentos. Para este procedimiento,
de igual manera que con el procedimiento de alcalinidad, se centrifuga el contenido de los
lodos en el reactor, se retira el sobrenadante y adicionalmente el sobrenadante es filtrado al
vacio en dos ocasiones, utilizando filtros con tamafio de poro de 0.45 um y 0.25 um,
respectivamente.

5.8 Obtencién de pardmetros cinéticos.

Una vez finalizada la parte experimental, se procede a realizar el andlisis de los datos que se
obtuvieron de las técnicas implementadas y los datos de medicién de los equipos.

Los resultados de produccion de metano asociado al sustrato y al consumo enddgeno son
ajustados mediante la ecuacién del modelo de Gompertz modificado, para obtener los
parametros cinéticos de la actividad metanogénica, tales como el tiempo de latencia, tasa
maxima de produccion y produccién maxima

Se analizé la influencia del sustrato y de la concentracion de cada sustrato en la rapidez de
produccion y la produccion maxima de metano.

Se realiz6 el céalculo de la rapidez de produccion de metano, para posteriormente utilizar el
modelo de Michaelis — Menten y obtener las constantes cinéticas Km y Vmax, para conocer
la afinidad del sustrato y la rapidez maxima de produccion de metano. Para aquellos
compuestos que presentan efectos de inhibicion, se utiliza el modelo cinético de Haldane.

A continuacion, se presenta una matriz de experimentacion, tabla 5.1, donde se resumen los
procedimientos llevados a cabo en la presente metodologia.
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Tabla 5.1 Matriz de experimentacion

Sustrato

Acido Acético

Concentracion inicial (gDQO/L)

Etanol

Acido Léctico

Metanol

Acido Butirico

Acido Propionico

» Preparacién de disoluciones
» Montaje de reactores
» Medicién de la produccion de metano
> Pruebas Analiticas:
- pH
- Alcalinidad
- DQO
» Ajuste de curvas de produccion de metano
» Obtencion de pardmetros cinéticos de acuerdo con el comportamiento

presentado en las curvas de produccion de metano
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6 CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados de la produccion especifica de metano acumulada
y pruebas analiticas (DQO, alcalinidad, pH y AGV) por cada sustrato y cada concentracion
de sustrato. Ademas de sus respectivos andlisis con los modelos de Gompertz, Michaelis-
Menten y Monod, para obtener los pardmetros cinéticos que describan mejor el
comportamiento de cada sustrato en cuanto al volumen acumulado de metano producido.

6.1 Curvas de produccion especifica de metano

El equipo AMPTS, registro valores de volumen de biogas producido en cada reactor en
mililitros normalizados (Nml) (0°C y 1 atm) y mediante un analisis de cromatografia se
determind la composicion de biogas. De esta manera, logramos conocer cual fue la
produccién de metano en cada reactor. Ademas, con el objetivo de presentar resultados
especificos y comparables con otras investigaciones, se considero dividir la produccion de
metano entre los gramos de solidos voléatiles utilizados en cada experimentacion (8gSV),
obteniendo como resultado la produccion especifica de metano con unidades de (Nml/gSV).

En las figuras 6.1 y 6.2, podemos observar las graficas de produccion especifica de metano
generado por parte de la suma de sustrato e inoculo y la produccion por parte del sustrato,
respectivamente, para concentraciones de 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, y 1.5 gDQO/L. Hay que observar
que para los sustratos &cido acético(a) y etanol(b) la cantidad de metano producido que
muestran las curvas es proporcional a las concentraciones de sustrato afiadido; algo que se
observa de una forma menos definida para el metanol (e). En cambio, la proporcionalidad
entre la cantidad de produccion y la concentracion se pierde con los acidos lactico (c),
butirico(d) y propionico(f).

Para obtener el volumen acumulado de metano producido y asociado exclusivamente al
sustrato, al volumen acumulado de metano producido por el sustrato e indculo se le resto el
volumen acumulado de metano producido por el inéculo (correspondiente al consumo
enddgeno), mismo que corresponde a la produccion generada por el reactor (indculo) que se
utiliza como control.
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Figura 6.1 Gréficas de producciones especificas de metano (PEM) por parte de la mezcla sustrato
maés indculo
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Para el calculo de la produccion de metano a partir de las curvas de produccion de biogas,
se realiza lo siguiente:

Del anélisis de cromatografia para el reactor con &cido acético con concentracion de 0.3
gDQOI/L el dia 1, se obtiene la siguiente composicion del biogas:

- Metano: 0.7643
- Dié6xido de carbono: 0.2357

Mientras que, para el reactor de control, se obtiene la siguiente composicion de biogas al
dia 1:

- Metano: 0.7692
- Dib6xido de carbono: 0.2308

El equipo AMPTS, nos da como informacidn el volumen acumulado de biogas producido,
por lo que se multiplica por la composicion de metano presente en la mezcla y se obtiene el
metano producido por el sustrato e indculo.

Por ejemplo, la produccion para el biogas en el dia 0.96 al dia 1, es de 1.9 NmL para el reactor
con concentracion inicial de 0.3 gDQO/L, para calcular el volumen de metano, se realiza lo
siguiente:

NmL de CHygyorrato 0 mocuto = 1-9 ML Biogés * (0.7643) = 1.4522 NmlL deCH,

La produccion de biogas por parte del reactor de control se considera como el biogas
producido por el indculo, al igual que con los reactores que contienen sustrato, se multiplica
por la composicion de metano que arroja el analisis de cromatografia.

NmL de CHyp,yrom de control = 1-2 ML Biogas * (0.7692) = 0.9230 NmL deCH,

Finalmente, para conocer la produccion de metano debido al sustrato, se realiza una resta del
metano producido en el reactor de control a la produccién de metano registrada en los
reactores a los que les fue afiadido sustrato:

NmL de CHyg,,. .. = (14522 — 0.9230)NmL de CH, = 0.5292 NmL de CH,
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Las graficas de las figuras 6.1 y 6.2 y tienen como valores maximos 35y 28 (NmL/gSV),
respectivamente, con el propdsito de visualizar y comparar facilmente el volumen de metano
acumulado entre cada uno de los sustratos. Para el caso de las primeras gréficas, se incluye
el metabolismo enddgeno del indculo.

Se debe considerar que, para el caso del &cido acético, etanol y &cido lactico, las pruebas
fueron llevadas a cabo durante 3 dias, mientras que, para los sustratos restantes se
prolongaron hasta aproximadamente 8 dias, debido a que hasta ese tiempo alcanzaron un
maximo en la produccién de metano. Se observa que la mayor produccién de metano
corresponde al acido acético, teniendo valores de produccion maxima entre 6.1y 25.7 NmL/g
SV, seguido del etanol con una produccién entre 2.8 y 20.8 NmL/gSV. En contraste, el &cido
lactico a pesar de alcanzar una produccion maxima antes de los 3 dias es el sustrato que
cuenta con volimenes de metano acumulado mas bajos, con valores entre 3.8 y 7.9
NmL/gSV.

Una gran parte de los estudios realizados acerca de la produccion de metano utilizando
diferentes metabolitos, reportan que el acido acético es el sustrato con el que se obtiene la
produccion més alta, ademas de favorecer el crecimiento microbiano. Lo anterior, debido a
que la degradacién del &cido acético a metano estd favorecida termodinamicamente y a
diferencia de otros sustratos que puedan ser utilizados, su degradacion no requiere la
formacion de compuestos intermediarios, ya que es el producto principal de la acetogénesis
y por tanto, un sustrato con una rapidez de produccion alta en comparacion con los demas
metabolitos realizados en este estudio.

En el caso del etanol, es un sustrato que de la misma manera que el acido acético, muestra
una de las producciones mas altas de metano. Wu et al. (2015) en su estudio del efecto del
etanol en la prefermentacion, los resultados mostraron que con una prefermentacion etanélica
se obtienen mejores rendimientos en la produccion de metano, ademas de disminuir los
efectos de inhibicion por acidificacion e incluso se logro reducir la fase de atraso y promover
el crecimiento de metandgenos; lo que concuerda con los resultados obtenidos en cuanto a
produccion de metano.

Al comparar las curvas de produccion especifica de metano por parte del acido lactico con
las curvas de etanol y acido lactico, podemos observar facilmente que para este sustrato se
tiene una menor produccion de metano, asi como una fase de latencia mas prolongada, hasta
gue ocurre un cambio dréastico en la rapidez de produccion, para posteriormente disminuir y
Ilegar a un maximo. Yang et al. (2015) en un estudio de rendimiento de metano y cinética,
reporta algo similar, ya que en la produccion acumulada de metano utilizando como sustrato
el &cido lactico, muestra dos fases de latencia, asi como el aumento dréastico en la produccion
de metano después de superar estas dos fases, hasta llegar a un maximo. Ademas, reporta un
valor de crecimiento microbiano méas bajo al compararlo con reactores que utilizan &cido
acetico, propionico y valérico.

Para el reactor con concentracion inicial de 0.3gDQO/L de acido lactico a diferencia de los
demas reactores del mismo sustrato, no presenta una fase de latencia, ni el cambio abrupto
anteriormente mencionado. Zellner et al. (1994) sefiala que, a bajas concentraciones, el
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lactato puede ser directamente convertido en acetato mediante la bacteria anaerobia
Clostridia. Por otra parte, la degradacién de &cido lactico a &cido acético y posteriormente a
metano, lleva como intermediario al &cido propionico, el cual podria estar causando esas
fases de atraso prolongadas en comparacion con los demas metabolitos que alcanzaron
produccion maxima en 3 dias.

Para el caso de los sustratos cuyas pruebas se prolongaron hasta 8 dias, el acido butirico es
el sustrato que muestra una menor produccion acumulada de metano, con valores entre 4.9y
11.7 NmL/gSV. Cabe destacar que, para las pruebas realizadas para este sustrato, se observa
un periodo de tiempo de atraso o latencia, prolongado hasta los 4 dias para la concentracion
mas alta de sustrato; en general, a mayor concentracion se observa un tiempo de latencia
mayor. Posteriormente, para el metanol se registra una producciéon entre 6.9 y 17.2
NmL/gSV, asi como un tiempo de atraso mas corto en comparacién con el acido butirico. En
el caso del &cido propionico, la produccion de metano tiene un comportamiento particular en
relacién con los demas sustratos; generalmente se observa que a medida que se aumenta su
concentracion inicial, la produccién méaxima incrementa. Sin embargo, para el &cido
propiénico observamos que la produccion méxima se da para la concentracion de 0.9
gDQOIL, seguido de 0.3 gDQO/L, mientras que para el reactor con concentraciéon de 1.5
gDQO/L se muestra el rendimiento maximo mas bajo.

De acuerdo con Han et al. (2020), el &cido propionico ha mostrado inhibicion de la
produccidn de biogas, incluso a concentraciones muy baja. Ademas, afecta la abundancia de
los metandgenos consumidores de acido acético y, por lo tanto, afecta el rendimiento en la
produccidn de biogas. EI mecanismo que se ha descrito para explicar la toxicidad que ejerce
el &cido propionico, es la difusidn de acido propionico no ionizado en las células microbianas
(Russel, 1992)

La abundancia de metandgenos como de bacterias sintréficas en digestores varia de forma
similar al orden de magnitud con la concentracién inicial de acido propiénico. La conversién
del propionato a acetato es termodinamicamente desfavorable, por lo tanto, sélo a
concentraciones extremadamente bajas el AG se convertira en negativo (Han et al., 2008).
Capson — Tojo et al. (2017) reporta que las tasas de carga organica, la alta concentracion de
carbohidratos sin fibra y grasa son algunas de las razones por las que se puede incrementar
la tasa de rapidez del acido propionico hasta un punto en que se exceda la tasa de consumo.

En el caso del metanol Wejima et al. (2001), menciona que el metanol es un excelente sustrato
homoacetogénico, ademas de que, ciertos cultivos de microorganismos de este tipo presentan
gran crecimiento en presencia de este sustrato. Florencio en 1994, determina que a bajas
concentraciones el metanol es principalmente usado por metandgenos. Ademas, que, en
condiciones mesofilicas, la metanogénesis del metanol es favorecida fuertemente sobre los
homoacetdgenos, lo cual puede explicar la alta produccion de metano a pesar de que se
tomaron 8 dias para llegar a un maximo
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6.2 Ajuste con el modelo de Gompertz modificado

Para describir la cinética de la produccion de metano, incluyendo el tiempo de latencia
observado en los experimentos de algunos sustratos, se utiliz6 el modelo de Gompertz
modificado. En la tabla 6.1 se encuentran reportados los pardmetros obtenidos del ajuste para
estas curvas, como son la produccion maxima especifica de metano (PMmax), tiempo de
latencia (L) y tasa maxima de produccion (Rmax), de acuerdo con la ecuacion de Gompertz
modificada, presentada a continuacion:

Rmaxe
PMmax

PM = PM,, 4, €Xp {— exp [ (L—-t)+ 1]}

El modelo de Gompertz modificado, se ajustd a las curvas de produccion por parte del
sustrato, con coeficientes de correlacion (R?) entre 0.946 — 0.996. Se puede observar que,
para los casos de acido acético, etanol y metanol, la produccion maxima especifica de metano
obtenida mediante el modelo de Gompertz, incrementa a medida que se aumenta la
concentracion inicial de sustrato. En cambio, el &cido lctico en la concentracion de 1.2
gDQOIJL tienen una menor produccién maxima (7.22 NmL/gSV) que la produccién para la
concentracion de 0.9 gDQO/L (7.77 NmL/gSV), al igual que con el &cido butirico en donde
se obtiene una mayor produccion méxima (8.22 NmL/gSV) para la concentracion de 0.6
gDQO/L en comparacion con la concentracion de 0.9gDQO/L (7.67 NmL/gSV). Para el caso
del &cido propionico, los valores de produccion maxima no tienen una relacion tan estrecha
con la concentracion inicial del sustrato.

Los valores para las tasas maximas especificas de produccion de metano tienen un
comportamiento igual que para los valores de produccién maxima, ver tabla 6.1; para el caso
del &cido acético, etanol y metanol incrementa a medida que la concentracion inicial del
sustrato se incrementa. El acido lactico y el &cido butirico presentan un comportamiento
distinto, ya que se pierde la relacion con las concentraciones, tal y como puede observarse
para las concentraciones de 0.9 — 1.2 y 0.6 — 0.9 gDQO/L, donde se obtuvieron valores mas
altos de tasa maxima para los valores mas bajos de concentracion. Mientras que para el acido
propidnico no se muestra relacion alguna con la concentracion.

Respecto al tiempo de latencia (L), tabla 6.1, el etanol fue el sustrato que presentd los valores
mas bajos, desde 0.03 — 0.09 dias, seguido del acido acético en un rango de valores de 0.07
—0.23 dias. Los sustratos que presentan el mayor tiempo de latencia son el &cido lactico y el
acido butirico, con valores entre 0.35 - 0.69 y de 1.34 — 4.87 dias, respectivamente. El tiempo
de latencia es facilmente observable en la grafica de acido butirico(d) de la figura 6.2, ya que
la produccién de metano se registra hasta después del primer dia y en el caso de la
concentracion mas alta, se observa posterior al cuarto dia. Para el caso del metanol y el acido
propiénico, los tiempos de latencia para casi todas las concentraciones, muestran valores
negativos, al igual que para algunos valores de &cido acético y etanol, indicando que no se
presentd tiempo de latencia o que fue demasiado corto para la aclimatizacion a esas
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concentraciones de sustrato. En algunos casos se presentaron valores negativos para este
pardmetro, por lo que se decidi6 no presentarlos en la tabla 6.1.

Para el caso del &cido acético y etanol se observa que existe una relacion proporcional entre
el tiempo de latencia y la concentracion inicial de sustrato, lo mismo ocurre para el acido
lactico y el &cido butirico, a excepcién de las dos concentraciones més bajas.

En cuanto al coeficiente de correlacion, se observa que a medida que se incrementa la
concentracion del sustrato, el modelo de Gompertz modificado se ajusta de mejor manera,
esto puede ser observado claramente para el acido acético y el etanol, como se menciono
anteriormente, a bajas concentraciones, estos sustratos presentan tiempos de latencia muy
cortos, por lo que para el modelo de Gompertz modificado es méas dificil calcular este tiempo
y, por lo tanto, la correlacion se vuelve menor.
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Tabla 6.1 Pardmetros obtenidos con el modelo modificado de Gompertz para las curvas de
produccién de metano por parte del sustrato.

Sustrato
Acido Acético 0.9 15.02 40.12 0.12 0.994
1.2 19.44 38.67 0.22 0.994
1.5 25.61 51.68 0.23 0.995
0.3 2.79 1.75 0.946
0.6 8.97 14.93 0.955
Etanol 0.9 13.23 30.96 0.03 0.986
1.2 17.21 37.56 0.06 0.99
1.5 20.67 47.65 0.09 0.994
0.3 3.86 6.28 0.35 0.993
0.6 7.41 5.99 0.23 0.987
Acido Lactico 0.9 7.77 9.23 0.46 0.993
1.2 7.22 13.45 0.53 0.993
1.5 7.94 21.03 0.69 0.987
0.3 5.00 1.30 1.59 0.992
0.6 8.22 1.95 1.34 0.947
Acido Butirico 0.9 7.67 3.02 3.57 0.986
1.2 9.42 5.06 4.18 0.97
1.5 12.47 7.33 4.87 0.979
0.3 7.18 1.37 0.989
0.6 8.12 1.80 0.13 0.989
Metanol 0.9 11.92 2.51 0.992
1.2 15.20 3.18 0.992
1.5 17.48 3.77 0.05 0.993
0.3 13.59 3.35 0.976
. 0.6 16.90 3.37 0.988
or :r;':r‘]’ico 0.9 9.28 1.82 0.95
1.2 13.13 2.31 0.978
1.5 6.66 1.43 0.52 0.996

En la figura 6.3 se presentan los graficos de la produccion especifica de metano junto con las
curvas de produccién estimada obtenidas con el modelo de Gompertz modificado para cada
concentracion de sustrato. En estas graficas no se decidio establecer valores maximos para el
eje vertical, con el objetivo de que se pudieran visualizar las curvas obtenidas con el modelo
de ajuste junto con los puntos obtenidos experimentalmente.
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Figura 6.3 Graficas de produccion especifica de metano por parte del sustrato y su ajuste con el
modelo de Gompertz
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De las graficas de la figura 6.3 se debe destacar que para las curvas de las concentraciones
de 0.6 — 1.5 gDQOVL correspondientes al acido lctico y el acido butirico, se observa que una
vez que se supera la fase de latencia, comienza la produccion de metano, pero posteriormente
se da un incremento abrupto por un periodo corto de tiempo comparado con el periodo de
latencia; una vez finalizado este cambio abrupto, la produccidn de metano sigue ocurriendo
a una velocidad mas baja, hasta llegar a su méaxima produccién. Debido a este fendmeno, es
que gréaficamente observamos que, para estos sustratos, las curvas estimadas mediante el
modelo de Gompertz no se acoplan de la misma manera en que lo hacen las curvas de los
demas sustratos.

6.3 Calculo de la rapidez de produccién de metano

La rapidez especifica inicial también es un parametro calculado a través del modelo de
Gompertz modificado, denotado como R (tasa maxima de produccién de metano). Sin
embargo, se decidid hacer una regresion lineal a los puntos que se consideraron como parte
de la fase definida como aclimatada al sustrato, debido a que el modelo de Gompertz
modificado a bajas concentraciones se ajusta a los datos experimentales de la produccion de
metano con coeficientes de correlacion mas bajos que a concentraciones mas altas. Por
ejemplo, en la figura 6.4 se muestran las graficas de produccién especifica de metano para
las concentraciones de 0.3y 1.5 gDQO/L correspondientes al &cido acético en donde se puede
observar que, en la grafica correspondiente a la concentracion mas baja, la pendiente
calculada mediante la regresion lineal difiere en gran medida, en comparacién con la
pendiente de la curva del modelo, teniendo valores de 14.04 y 5.03 Nml/d-SV,
respectivamente. En contraste, en el gréafico b) de la figura 6.4 correspondiente a la
concentracion mas alta, se puede observar que el modelo se acopla de mejor manera y que
las pendientes son similares, tal como lo muestran los valores de rapidez calculados de 48.02
Nml/d-gSV para la regresion lineal y de 51.68 Nml/d-gSV para el modelo de Gompertz
modificado.
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Figura 6.3 Graficas de acido acético para comparar la determinacion de la rapidez especifica entre
célculo de la pendiente y el modelo de Gompertz

Para el andlisis cinético con la ecuacion de Michaelis-Menten, fue comentado anteriormente
que debe obtenerse la rapidez inicial de consumo de sustrato. Como adaptacion a la prueba
del potencial bioquimico de metano, se midio la rapidez inicial especifica de la produccién
metano, la cual es indicadora del consumo de sustrato. En esta investigacion, la obtencién de
esta rapidez se realizé mediante un ajuste lineal de los puntos que se encuentran en la zona
definida como estado pseudoestacionario o fase aclimatada al sustrato, es decir, aquella fase
que se encuentra después de la fase de atraso o de latencia y antes de la fase de agotamiento
del sustrato; ademas de ser la zona en donde se obtiene la mayor pendiente, que equivale a la
tasa mas alta de produccion de metano. Para esto es necesario definir los puntos que se
encuentran en esta fase y posteriormente calcular la rapidez especifica en esta zona.

Para mostrar el proceso que se siguio para identificar el estado pseudoestacionario y calcular
la rapidez, en la grafica a) de la figura 6.5 se muestran los puntos correspondientes a la fase
de atraso y a la del estado pseudoestacionario tomados de la grafica de rendimiento de
produccion de metano por parte del acido acetico (después de restar la produccion debido al
inoculo). Posteriormente en la grafica b) se observan solo los puntos elegidos
correspondientes a la fase del estado pseudoestacionario. De acuerdo con la teoria de
Michaelis-Menten, es en esta fase de aclimatizacion del sustrato al medio, en donde se tiene
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la concentracion mas cercana a la inicial, la cual tiene un valor conocido y es posible
relacionar la concentracion y la rapidez para el andlisis cinético. En la fase de estado
pseudoestacionario la formacion del producto tendrd una cinética de orden O respecto al
tiempo, por lo que, a estos puntos, se les realiz6 una regresion lineal y se obtuvo la ecuacion
de la recta, de la cual, la pendiente correspondera a la rapidez inicial especifica de produccion
de metano, con unidades de (Nml/gSV-dia).
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Figura 6.4 Graficas de acido acético para calculo de la rapidez especifica de produccion de metano.

En la figura 6.6 se muestra el procedimiento que se realiz6 para el caso del acido lactico, se
quiso puntualizar en este sustrato, debido al fenémeno que fue comentado anteriormente, en
donde comienza la produccién de metano para después presentarse un cambio abrupto en la
rapidez de produccion (una pendiente mas pronunciada), el cual se presenta en este sustrato
y ademas en el acido butirico. Para estos casos, se contemplo hacer una regresion lineal sobre
los puntos en donde se registra el cambio abrupto en la rapidez de produccion especifica de
metano, ver grafica b) de la figura 6.6.
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Figura 6.5 Gréficas de acido lactico para célculo de la rapidez especifica de produccion de metano.

En la grafica a) de la figura 6.6, en un principio se observa un tiempo de latencia,
posteriormente empieza la produccion de metano y finalmente se muestra ese cambio abrupto
en la rapidez.

A continuacidn, se presenta la tabla 6.2, donde se presentan los resultados de la rapidez inicial
especifica de produccién de metano para cada una de las concentraciones de los distintos
sustratos, junto a estos valores, se encuentra el coeficiente de correlacién al cuadrado que se
obtuvo al realizar la regresion lineal a los puntos que se consideraron en el estado
estacionario, tal y como se consider6 en el procedimiento efectuado en las figuras 6.5y 6.6.

A excepcion del acido propiodnico, la produccion especifica inicial de metano aumenta
conforme aumenta la concentracion inicial de los sustratos (acido acético, etanol, &cido
lactico y acido butirico), ademas de que no parece tener una relacion proporcional con la
cantidad de sustrato inicial.
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Tabla 6.2 Rapidez de produccion especifica de metano por parte del sustrato.

Sustrato

Concentracion

Rapidez

(Nml/(dia-gSV))

0.3 14.04 0.994
0.6 28.31 0.992

Acido Acético 0.9 37.81 0.996
1.2 40.59 0.997

1.5 48.02 0.996

0.3 7.91 0.971

0.6 22.43 0.997

Etanol 0.9 31.13 0.998

1.2 35.54 0.998

1.5 42.03 0.998

0.3 5.65 0.996

0.6 11.75 0.973

Acido Lactico 0.9 17.01 0.994
1.2 18.95 0.987

1.5 23.79 0.988

0.3 1.10 0.991

0.6 1.83 0.998

Acido Butirico 0.9 3.13 0.986
1.2 5.23 0.995

1.5 7.83 0.993

0.3 1.67 0.997

0.6 1.99 0.992

Metanol 0.9 2.87 0.997
1.2 3.74 0.997

1.5 4.34 0.994

0.3 8.73 0.991

0.6 8.11 0.991

Acido Propidnico 0.9 9.07 0.971
1.2 8.57 0.991

1.5 2.71 0.997
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6.4 Obtencidon de parametros cinéticos de Michaelis — Menten

Los datos de la rapidez inicial especifica para la produccion de metano fueron utilizados para
obtener los parametros cinéticos de la ecuacion de Michaelis-Menten. Para la obtencion de
estos parametros se utilizd la ecuacion de Lineweaver y Burk. A continuacion, se presenta
como ejemplo, el procedimiento realizado para el acido acético:

A continuacion, se presenta un calculo ejemplo, para los datos utilizados para la produccion
de metano por parte del acido acético:

Se grafico el inverso de la rapidez contra el inverso de la concentracion inicial, de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

_Kn 11
Vmax [S ] Vmax

1
v

Se realiza una regresion lineal a los puntos graficados y de la ecuacion de este ajuste,
podemos obtener los valores de los parametros cinéticos Vmax y de Km de la siguiente
manera:

b= 1 v _1
_Vmax' max_b
K
m = m, Ky = m* Vo on
Vmax

Donde “b” es la ordenada al origen y “m” es la pendiente de la recta

Para el caso del ejemplo presentado en la figura 6.7:

b =0.0069; Ve = = 144.91

m
0.0069 dia * gSV

gDQO
m = 0.0189; K, = 0.0189 * 144.91 = 2.74=——

En la tabla 6.3 se presentan los valores del célculo de los inversos de velocidad y
concentracion inicial:
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Tabla 6.3 Datos para la linealizacién con el modelo de Lineweaver - Burk

3.333 0.0712
1.667 0.035
1111 0.026
0.833 0.025
0.667 0.021

Los valores de la tabla 6.3 fueron graficados tal y como se muestra en la figura 6.7, donde se
muestra el gréafico obtenido junto con los datos de la regresion lineal realizada.

0.08
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0.02 o
0.01

0

y = 0.0189x + 0.0069 .
R?=0.9887 .

1/1v] (1/Nml/gSV-d))

0 1 3 4

1/[s] (1/&DQo/L)
Figura 6.6 Diagrama de Linewaver — Burk para la produccién de metano por parte de acido acético

En la figura 6.8 se presentan los diagramas de Lineweaver — Burk para cada sustrato en la
produccion de metano por parte del sustrato, siguiendo el procedimiento previamente
explicado. En cada uno de ellos se muestra la ecuacion de la recta, asi como el coeficiente de
correlacion.
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Figura 6.7 Diagramas de Linewaver — Burk para la produccion de de metano por parte del sustrato

Ademas de utilizar la ecuacion de Lineweaver — Burk, se decidié utilizar una regresion no
lineal para el calculo de los parametros de la ecuacion de Michaelis — Menten. Este calculo
fue realizado mediante el software IBM SPSS Statistic, mismo que fue utilizado para la
obtencidn de los parametros de Gompertz.
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En la tabla 6.4 se presenta un resumen de los valores de las constantes cinéticas obtenidas,
mediante la ecuacion de Lineweaver — Burk y el ajuste no lineal, junto con su respectivo
coeficiente de correlacion (R?).

Tabla 6.4 Constantes de Michaelis — Menten para la produccion de metano por parte del sustrato,
obtenidas mediante Lineweaver — Burk y ajuste no lineal

Lineweaver-Burk Ajuste no lineal
Sustrato Rmax Km ——

2 A
(NmL/gsV-d) (gDQO/L) 2  (NmL/gsv-q) '™ (BDQO/L)  R"2
Acido Acético 144.91 2.74 0.989 95.25 1.49 0.982
Etanol 115.31 2.73 0.969 | 134.14 3.24 0.973
Acido Lactico 159.91 8.07 0.994 75.15 3.31 0.987

Acido Butirico -43.78 -12.74 0.972 - - —
Metanol 5.45 0.74 0.869 16.09 3.82 0.946

En los valores de la tabla 6.4 se observa que el metanol muestra ser el sustrato con menor
rapidez mediante ambos modelos, teniendo un mejor ajuste para la regresion no lineal, con
valores de 5.45 y 16.09 NmL/gSV-d, respectivamente. Por otra parte, el acido acético aun
cuando muestra la mayor produccion especifica de metano para el ajuste de Lineweaver —
Burk (144.91 NmL/gSV-d), en comparacion con los demas sustratos, para el ajuste mediante
una regresion no lineal queda como el segundo sustrato con mayor rapidez maxima
especifica.

Para el caso del etanol, el valor de la rapidez méxima para ambos ajustes es mayor a 100
NmL/gSV-d, quedando como el sustrato con mayor rapidez maxima (134.14 NmL/gSV-d)
para el caso del ajuste no lineal, mientras que para el ajuste mediante Lineweaver — Burk es
el tercer sustrato con mayor rapidez maxima (115.31 NmL/gSV-d). En el caso del &cido
lactico, ocurre el caso contrario al del etanol, mientras que para el ajuste no lineal es el tercer
sustrato con valor mas alto (75.15 NmL/gSV-d), para el ajuste no lineal, mediante
Lineweaver — Burk es el sustrato con el valor mas alto de rapidez maxima (159.91
NmL/gSV-d).

Los valores de los parametros cinéticos obtenidos para el acido butirico carecen de
significado fisico para ambos ajustes, ya que para el caso del ajuste mediante Lineweaver —
Burk tienen valores negativos y para el ajuste no lineal son demasiado grandes, por lo que se
optd por no agregarlos en la tabla. Como se mencion0 anteriormente, los datos
correspondientes al acido propionico no se ajustan a la cinética de Michaelis — Menten (una
cinética en donde el aumento de concentracion inicial, provoca aumento en la rapidez inicial
especifica), debido a los efectos de inhibicion que presenta.

Los valores del parametro Km obtenidos con el ajuste de Lineweaver — Burk, tienen una
relacién directa con la rapidez maxima, es decir, los sustratos que presentan valores mas altos
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para rapidez maxima (acido lactico con 159.91 NmL/gSV-d y acido acético con 144.91
NmL/gSV-d), son aquellos que tienen los valores més altos de Km (&cido lactico con 8.07
gDQO/L y écido acético con 2.74 gDOQ/L). En otras palabras y de acuerdo con el significado
fisico de Km, los sustratos con menor afinidad fueron aquellos que alcanzaron una mayor
rapidez. Esto quiere decir que, aunque se tenga un valor mas alto de rapidez méxima, al tener
una menor afinidad, se necesitard de una concentracién mas alta para alcanzar ese valor.

Para los valores de Km obtenidos mediante el ajuste de regresion no lineal, se observa que
los valores tienen una relacion inversa con la rapidez maxima, a excepcion del etanol, ya que
este sustrato tiene el valor mas alto para rapidez méxima (134.14 NmL/gSV-d) pero un valor
de Km de 3.24 gDQOI/L, encima del valor més bajo de Km (1.49 gDQO/L), correspondiente
al acido acético.

Para observar lo anterior con mayor claridad, se ordenaron de mayor a menor el valor de las
constantes obtenidas mediante los dos métodos:

Rapidez especifica de produccion de metano

AL, HAc EtOH MeOH
Vmax > Vmax > Vmax > Vmax

Lineweaver — Burk

EtOH HA A.L. MeOH
Vmax > Vmaxc > Vmax > Vmaex
Regresion No Lineal

Constante de Michaelis — Menten

KTz;ll.L. > KTI;IlAC > KrI;'LtOH > Krllr/lleOH

Lineweaver — Burk

K11_\n/IEOH > er;lLL > KrI;'LtOH > KTI;ILAC

Regresion No Lineal

En la figura 6.9 se muestran las gréaficas de rapidez especifica de produccion de metano contra
la concentracion inicial de sustrato, para los compuestos acido acético(a), etanol(b), acido
lactico(c) y metanol(d). Estas graficas fueron obtenidas utilizando la ecuacién de Michaelis
—Menten a partir de los valores de los parametros cinéticos Vmax y Km, obtenidos del ajuste
de Lineweaver — Burk y el no lineal. Ademas, en las graficas se muestran los valores de
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rapidez experimental, con el objetivo de compararlos con los valores de rapidez que
proporcional el modelo, utilizando diferentes ajustes.
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Figura 6.8 Gréficas de la ecuacion de Michaelis — Menten para la produccidn de metano por parte
del sustrato

Para el caso del &cido butirico no se presenta el gréfico en la figura 6.9, debido a que, los
valores de rapidez muestran un comportamiento diferente a los demas sustratos (como se
menciono anteriormente). Ademas de que mediante el ajuste con la ecuacion de Lineweaver
—Burk y la regresion no lineal, se obtuvieron valores que carecen de significado fisico, como
se muestra en la tabla 6.4. De la misma manera, al no ajustarse los dos modelos anteriores,
los valores para el &cido propidnico no aparecen en las graficas de la figura 6.9. Asimismo,
para la concentracion de este ultimo sustrato, la rapidez inicial de produccion de metano no
depende de la concentracion inicial de sustrato, por lo que se considera que no se sigue una
cinética de Michaelis — Menten. Esto ultimo es asociado principalmente a efectos de
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inhibicidn por sustrato, por lo que se hara un analisis con el modelo de cinética de inhibicion
de Monod.

Al igual que con los datos de produccion de metano por parte del sustrato, también se realiz6
un andlisis cinético de las curvas para los datos correspondientes al metano producido por
parte del indculo més el sustrato. Este andlisis sigui6 el mismo procedimiento para el calculo
de la rapidez mediante la pendiente mas grande de las curvas, la obtencion de constantes de
Michaelis — Menten mediante el método de linealizacion de Lineweaver — Burk. Los
resultados de este analisis son presentados en la figura 6.5 y pueden visualizarse los ajustes
en la grafica 6.10.

Tabla 6.5 Constantes de Michaelis — Menten para la produccion de metano por parte del sustrato e
indculo, obtenidas mediante Lineweaver — Burk y ajuste no lineal

S Lineweaver-Burk Ajuste no lineal
ustrato e - -

Inéculo - : j sDQO

0 O gDQO o .

Acido Acético 81.26 1.12 0.996 95.10 1.46 0.996

Etanol 100.44 1.65 0.994 84.45 1.25 0.992
Acido Lactico 56.72 1.84 0.999 63.47 2.17 0.994
Acido Butirico 8.43 0.50 0.801 15.00 1.54 0.891

Metanol 7.68 0.24 0.857 8.42 0.33 0.88

En la tabla 6.5 podemos observar que a diferencia de los valores presentados en la tabla 6.4,
no se presentan valores negativos para ninguno de los sustratos, ademas de que se presentan
valores mas altos del coeficiente R? para ambos ajustes (L — B y no lineal) en aquellos
reactores donde se utiliz6 como sustrato el &cido acético, etanol y el acido lactico. Sin
embargo, para los ajustes de los valores de los sustratos acido butirico y metanol se presenta
un coeficiente de correlacion mas bajo comparado con los valores de la tabla 6.4.

Para los datos del ajuste mediante Lineweaver — Burk de la tabla 6.5, aquellos reactores que
utilizaron sustratos en donde se llevo a cabo la prueba en tres dias (acido acético, etanol,
acido lactico) presentan los valores mas altos de rapidez méaxima especifica. El valor mas
alto para la rapidez de produccién de metano corresponde al reactor que utiliza como sustrato
etanol (100.44 NmL/gSV-d), seguido del acido acético con un valor de 81.26 NmL/gSV-dy
por ultimo el acido lactico con 56.72 NmL/gSV-d. Para los reactores en los que se llevaron
a cabo las pruebas hasta en 8 dias (acido butirico y metanol) se presentan valores de rapidez
maxima especifica de produccion de metano mucho menores, teniendo valores de 7.68 y 8.43
NmL/gSV-d para el metanol y el acido butirico respectivamente. Los datos del ajuste no
lineal presentan un comportamiento parecido a los valores obtenidos con el modelo de
Lineweaver — Burk, los valores mas altos para la rapidez especifica de produccion de metano
corresponden a aquellos reactores en los que las pruebas se llevaron a cabo en 3 dias. Para
este ajuste, el acido acético muestra el valor méas alto (95.10 NmL/gSV-d), seguido del etanol
(84.45 NmL/gSV-d) y el acido lactico (63.47 NmL/gSV-d). Para el caso de los reactores en
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los que se efectud la prueba durante 8 dias se tienen valores mas bajos de este parametro, 15
y 8.42 NmL/gSV-d para &cido butirico y metanol respectivamente.

De la misma manera que para el analisis de produccion solo por parte del sustrato, para el
caso del reactor que utiliz6 como sustrato al acido propiénico, muestra un comportamiento
diferente a los demas debido a que no hay una relacion entre la concentracion inicial de
sustrato y la rapidez de produccion.

Los valores correspondientes al parametro Km obtenidos con el ajuste de Lineweaver — Burk
presentan una relacion directa con la rapidez maxima especifica, a excepcion del acido lactico
que es el sustrato con menor rapidez méaxima especifica para aquellas pruebas que fueron
Ilevadas a cabo en tres dias. Sin embargo, presenta el valor mas alto de Km (1.84 gDQO/L),
seguido del etanol con un valor de Km de 1.65 gDQO/L y del &cido acético con 1.12
gDQOIJL. Para los reactores en los que las pruebas fueron llevadas a cabo en 8 dias, al igual
que con los valores de rapidez maxima especifica de produccion, presentan los valores mas
bajos de Km, 0.50 y 0.24 gDQO/L para &cido butirico y metanol, respectivamente. Para el
ajuste no lineal al igual que con el ajuste mediante Lineweaver — Burk, el valor mas alto de
Km corresponde al &cido lactico (2.17 gDQO/L) y el valor mas bajo al acido butirico (0.33
gDQO/L). Sin embargo, para los demas sustratos no parece haber una relacion directa de Km
con larapidez especifica de produccién de metano, teniendo valores 1.54 gDQO/L para &cido
butirico y de 1.25y 1.46 gDQO/L para etanol y &cido acético, respectivamente.
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Figura 6.9 Gréficas de la ecuacion de Michaelis — Menten para la produccion de metano por parte

del sustrato
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6.5 Ecuacion de Monod

Como se mencion0 anteriormente, en el conjunto de reactores en los que se utilizé acido
propidnico como sustrato, no presentd un comportamiento que se acoplara a la cinética de
Michaelis — Menten, debido a que la concentracion inicial de sustrato no mostré una relacion
directa con la rapidez especifica de produccion de metano, ni con la produccién méxima. Por
lo tanto, para realizar el analisis correspondiente a este sustrato, se utilizé el modelo de
Monod, atil para aquellas curvas cinéticas en donde se observan efectos de inhibicion.

La rapidez especifica de produccion de metano asociada al acido propionico, se calculé de la
misma manera que para los demas sustratos, tal y como se muestran en la tabla 6.2 presentada
anteriormente. En esta tabla, se puede observar facilmente que la concentracion inicial de
sustrato no tiene relacion alguna con la rapidez especifica calculada.

A continuacién, se explica el procedimiento realizado para obtener las constantes cinéticas
de la ecuacion de Haldane.

De la ecuacién de inhibicién de crecimiento de Haldane:

AN

U

y7i
1+K
S

S+i
Kf

Aun cuando en la presente experimentacion no se ha medido el crecimiento de los
microorganismos en el reactor, se ha medido la produccion de metano, la cual se toma como
indicador de crecimiento de microorganismos, es decir, se asume que, al haber una mayor
produccion de metano, indica que hay un mayor nimero de microorganismos que estan
degradando la materia organica, algo similar con la relacion entre la ecuacién de Monod
(ecuacion empirica) y de Michaelis — Menten (ecuacion tedrica). Por lo tanto, en vez de
utilizar la tasa de crecimiento de microorganismos, se utiliza la rapidez especifica de
produccion de metano, por lo que, la ecuacién queda de la siguiente manera:

1+E+ 4+

S
K

(/3|MN )

~.

La ecuacion anterior representa a la ecuacion desarrollada tedricamente para describir la
inhibicién acompetitiva debido al exceso de sustrato. Para poder obtener los parametros de
esta ecuacion, se procedio a realizar una regresion no lineal mediante el software IBM SPSS
Statistic, mismo que es utilizado para encontrar los parametros de la ecuacion de Gompertz
y de la ecuacion de Michaelis — Menten. Se utilizaron como datos, la rapidez especifica de
produccién de metano (v) y la concentracion inicial de sustrato (S), de manera que se
obtuvieran los parametros de V' rapidez maxima especifica de produccion de metano en
ausencia de inhibicion), Ku (constante de Michaelis — Menten) y Ki (constante de inhibicién),
los cuales se presentan en la tabla 6.7.

56



Tabla 6.6 Pardmetros obtenidos mediante la ecuacion de Monod para la produccién de metano por
parte del &cido propiodnico

Parametro Valor

Km (gDQO/L) 1.236

Ki (gDQO/L) 0.173
Vmax

(NmL/gSV-d) >8.74
RA2 0.894

Una vez obtenidos los parametros de la ecuacion de inhibicion, se procede a calcular la
rapidez maxima especifica de produccién de metano en presencia de inhibicion, mediante la

siguiente ecuacion:
NmL

max — 0.5 05— 7
Ky 1.24 gSv -d
1+2(gf)  1+2(g7)

Ademas, se calcula la concentracion de sustrato a la que se encuentra esta rapidez maxima,
mediante la siguiente ecuacion:

DQO DQO\%®
Sy = (K, K;)%® = (1.236% *0.173 %) = 0.46 gDQO/L

Las anteriores ecuaciones corresponden de forma analoga a la ecuacion para calcular la tasa
de crecimiento maximo en presencia de inhibicion de la ecuacién de Haldane. Por lo que se
sigue asumiendo que la produccion de metano es un indicador del crecimiento de
microorganismos en el reactor.

La rapidez maxima de produccién de metano para el acido propiénico (9.27 NmL/gSV-d)
esta solo por encima de la tasa maxima correspondiente al metanol con el ajuste de
Lineweaver-Burk y por debajo mediante el ajuste no lineal. Siendo uno de los sustratos con
menor rapidez maxima, pero alcanzando una produccion mayor que para el &cido aceético,
acido butirico y una produccién similar a la del metano.

La concentracion a la que se encuentra esta rapidez maxima al ajustar el modelo, corresponde
al valor de 0.46 gDQO/L, un valor muy cercano a la concentracion mas baja utilizada en este
experimento.

Los parametros mostrados en la tabla 6.6, nos muestran el posible comportamiento del acido
propidnico en caso de no presentar inhibicion. Teniendo una rapidez maxima de 58.74
NmL/gSV-d, de igual manera, al considerar este caso, sélo superaria la rapidez maxima del
metanol y estaria por debajo de los demas sustratos.
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En cuanto a los pardmetros de afinidad, tenemos un valor de Km de 1.236 gDQOI/L, siendo
uno de los valores méas bajos en comparacion de los demas sustratos, a excepcion del valor
de Km del metanol (0.74 gDQOI/L), obtenido mediante el método de Linewaver — Burk y
siendo el valor mas bajo al compararlo con los valores de Km obtenidos mediante la regresion
lineal.

En cuanto al parametro de Ki, tenemos un valor de 0.173 gDQO/L, siendo un valor por debajo
de Km. De acuerdo a su definicion Ki deberia tener un valor més alto que Km, sin embargo,
en este andlisis esta por debajo de Km. Siendo Ki, la concentracién mas baja a la cual la
rapidez méxima especifica de produccion de metano sin considerar inhibicion se encuentra a
la mitad, mientras que Km, es la concentracion mas alta a la cual la rapidez maxima especifica
de produccidn sin inhibicidn, se encuentra a la mitad. Ambos pardmetros ayudan a calcular
la rapidez méaxima de produccién de metano en condiciones de inhibicion.

En la tabla 6.7, se muestran los valores de la rapidez obtenida mediante el calculo de la
pendiente de los datos experimentales y el valor estimado mediante la ecuacion de Monod,
Asimismo, en la figura 6.11, se muestran los puntos de los valores experimentales y la curva
del ajuste que se obtiene al utilizar los parametros obtenidos mediante la ecuacion de Monod.

Tabla 6.7 Rapidez experimental y estimada del acido propidnico, mediante el modelo de Monod

tr s . Vv .

Concentracion inicial SsafneE V estimada
(eDQO/L) (NmL/gsV-d) (NmL/gSV-d)

0.3 8.73 8.58

0.6 8.11 9.01

0.9 9.07 7.77

1.2 8.57 6.56

1.5 2.71 5.61

=
o

V (NmL/gSV-d)
O P N W b U1 OO N 0 ©

0 0.5 1 1.5

Concentracion (gDQO/L)
® Vexperimental V estimada.

Figura 6.10 Gréfica de la ecuacion de Haldane para el &cido propionico
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6.6 Pruebas analiticas

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos para las técnicas analiticas, asi como
su anélisis y relacién con los datos obtenidos y calculados anteriormente.

6.7 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

En la figura 6.11 y 6.12 se muestran las graficas de barras correspondientes a la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) total y por parte del sustrato, respectivamente. Para calcular este
ultimo parametro, se resté el valor de DQO del blanco al valor de DQO total de cada sustrato.
Esta prueba fue realizada al finalizar la experimentacion cinética, después de desmontar los
reactores.
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Figura 6.11 Demando Quimica de Oxigeno total en cada reactor
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Figura 6.12 Demando Quimica de Oxigeno correspondiente al sustrato en cada reactor

En la grafica de DQO total, se observa una tendencia en la que, a una mayor concentracion
inicial de sustrato, se presentan valores mayores de DQO, esto es mas apreciable para los
valores correspondientes al acido lactico, butirico, metanol y acido propionico.

Ademaés, se observa que los valores méas bajos de concentracion de DQO corresponden al
acido acético con un rango entre 259 y 298 mgDQO/L, seguido del etanol con valores entre
245 y 383 mgDQO/L y por altimo el metanol, entre 233 y 552 mgDQO/L. Estos sustratos,
fueron aquellos que tuvieron una tasa de produccion y produccién maxima especifica de
metano mas grande. Por otra parte, los acidos lactico, butirico y propidnico los cuales fueron
sustratos que presentaron tasas de produccion y produccién maxima especifica de metano
mas pequefia junto con tiempos de latencia considerables, son aquellos que presentan mayor
concentracion de DQO, con valores de 227-1186, 391 — 1070 y 472 — 1844 mgDQOIL,
respectivamente.

Debido a que la ultima etapa de la digestion anaerobia (metanogénesis) es en donde la DQO
es convertida a una forma gaseosa (CHsy COz2) que deja inmediatamente el medio acuoso
del reactor, los anteriores resultados concuerdan con las tasas de produccion y produccion
especifica de metano correspondientes a cada reactor, ya que aquellos que presentaron una
concentracion mas alta de DQO (menor degradabilidad), son aquellos que presentaron una
menor produccion de metano.

El &cido propidnico es el sustrato que presenta una mayor concentracién de DQO con un
valor de 1844 mgDQO/L para el valor de concentracién inicial mas alto, lo cual concuerda
con la produccién de metano mas pequefia (51.91 NmL de CH4) para la concentracion inicial
de 1.5 gDQOI/L, debido a los efectos de inhibicidon comentados anteriormente.

El &cido lactico es el segundo sustrato con mayor concentracion de DQO total para el reactor
con una concentracion inicial de 1.5 gDQO/L, teniendo un valor de 1186 mgDQO/L, ademas
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de que este reactor es el segundo con menor produccion de CHs (65.08 NmL) a esta
concentracion inicial. Cabe destacar que el valor de DQO para el reactor con concentracion
inicial de 0.3 gDQO/L es mucho menor en comparacion con las demas concentraciones. Sin
embargo, esto no se ve reflejado de igual manera en su produccién de metano, mientras que
para las demas concentraciones el rango de produccidn se encuentra entre 66.59 y 58.43 NmL
de CHag, el valor para este reactor es de 32.34 NmL de CHa.

Continuando con los valores mas altos de DQO obtenidos experimentalmente a
concentraciones iniciales de 1.5 gDQO/L, encontramos al &cido butirico con un valor de 1070
gDQO/L con la tercera produccion méas baja de metano (94.19 NmL de CH.) a esta
concentracion inicial. De la misma manera que con los demas sustratos, el valor de este
parametro disminuye a medida que disminuye la concentracion inicial, con excepcion de los
reactores con concentracion inicial de 0.3 y 0.9 gDQOI/L, en donde se obtuvo una
concentracion de DQO de 433 mgDOQ/L y 391 mgDQOQOI/L, respectivamente.

Por otra parte, el metanol presenta una concentracion de DQO de 552 mgDQO/L para la
concentracion inicial mas alta de este sustrato, valor que concuerda con una produccion de
metano de 137.48 NmL de CHa, la cual esté por arriba de la produccion de metano para el
acido butirico a esta concentracion y por debajo de la produccion del acido acético y el etanol.

El etanol y el acido acético son los sustratos que presentan valores notablemente mas bajos
para la concentracion de DQO. El etanol muestra un valor de DQO de 383 mgDQO/L para
la concentracion inicial mas alta de sustrato, quedando por debajo de la concentracion de
DQO para el metanol; mientras que registra una mayor produccion de metano, con un valor
de 168.32 NmL de CHa.

Por ultimo, se encuentra el acido acético, el cual es el sustrato en el que se obtuvo una mayor
produccion de metano, teniendo un valor de 206.32 NmL de CHg4, para una concentracion
inicial de 1.5 gDQOJ/L. Por otra parte, se registrd una concentracion de DQO de 271
mgDQOI/L, siendo el valor mas bajo comparado con los demas sustratos, a esta concentracion
inicial de sustrato.

Como fue mencionado anteriormente, existe una relacion directa entre la concentracion
inicial de sustrato y la concentracion de DQO después de llevada a cabo la experimentacion,
a excepcion de algunos sustratos, los cuales fueron comentados previamente. Ademas, se
puede observar que, para todos los sustratos, la concentracion de DQO final y la produccion
de metano maés altas se presentan en los reactores con concentracién inicial de 1.5 gDQOIL,
mientras que, al disminuir el valor de la concentracion inicial, en general, la concentracion
de DQO final y la produccion de metano disminuye.

Debido a que la produccion de biogas es la forma en la que se elimina DQO del medio, se
podria esperar que en los reactores que tienen una mayor produccion de metano sean aquellos
en los que se registre una menor concentracién de DQO. Sin embargo, esto solo es valido al
comparar reactores de la misma concentracion, pero de diferente sustrato, es por ello que lo
comentado anteriormente, fue comparando la concentracion final de DQO y la produccién
de metano para diferentes sustratos a la concentracién inicial de sustrato elegida (en el
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anterior caso la concentracion de 1.5 gDQO/L). Para realizar una comparacion entre los
reactores de un mismo sustrato, es necesario realizar una comparacion entre la DQO final y
la DQO inicial, es decir, la DQO utilizada para la produccion de metano en cada reactor, lo
cual hace referencia al rendimiento, el cual sera comentado en el siguiente apartado.

En la figura 6.13 se muestra la gréfica de la concentracion de la Demanda Quimica de
Oxigeno correspondiente al sustrato, que al ser una derivacion de la figura 6.12 y, debido a
que para obtener la concentracion de DQO del sustrato s6lo basta con restar la DQO del
blanco (el cual para varios sustratos fue el mismo), presenta un comportamiento similar en
cuanto a las concentraciones iniciales de sustrato y concentracion de DQO. En esta grafica
es mas notable la diferencia entre las concentraciones tan bajas para el acido acético, etanol
y metanol, estando en un rango entre 35y 52 gDQOJL, de 21 y 160 gDQO/L y de 10y 328
gDQOI/L, respectivamente; y las concentraciones del acido propidnico, lactico y butirico, con
un rango de 163y 1535 gDQO/L, 3y 962 gDQO/L y de 83y 761 gDQO/L, respectivamente.

Ademas de realizar el andlisis del rendimiento con los valores de produccién de metano y la
equivalencia de esta produccion en DQO, se calculd el porcentaje de remocion de DQO a
partir de la cantidad de DQO obtenida en la técnica analitica una vez desmontado los
reactores y con los valores de las concentraciones iniciales en cada reactor.

La gréafica 6.14 muestra la cantidad de DQO que se encuentra al inicio en el reactor (de
acuerdo con las concentraciones iniciales) representada por la suma de la barra sin relleno
mas la barra con relleno, y la cantidad de DQO al final (de acuerdo con la prueba analitica)
representada por las barras con relleno. Estos Gltimos valores son los mismos que los
representados en la figura 6.13, sin embargo, se decidié representarlos de esta manera para
poder visualizar de manera sencilla, la cantidad de DQO que se utilizo, la cual esta
representado por la barra sin relleno. Cabe mencionar que para el caso del reactor con
concentracion de 1.5 g de DQO para el acido propidnico se obtienen valores mayores a la
concentracion inicial, debido a que en la técnica analitica de DQO obtenemos valores por
encima de 1500 mgDQO/L, valor el cual corresponde a la concentracion de DQO al inicio
de la experimentacion.
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Figura 6.13 Remocion de DQO. Concentraciones iniciales representada por la suma de la barra sin
relleno y DQO al final (De acuerdo con prueba analitica)

A partir de los valores de la gréfica 6.13 se realiza el calculo del porcentaje de remocién de
DQO de la siguiente manera:

[DQOinicial] - [DQOfinal]
[DQOinicial]

Debido a que todos los reactores contienen el mismo volumen (400 mL) es que podemos
hacer el célculo de esta forma. De otra manera, se tendria que calcular la cantidad de DQO

que hay presente en cada reactor, al multiplicar la concentracion por el volumen de mezcla
en el reactor

%Remocionpgo =

* (100)
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Figura 6.14 Porcentaje de remocién de DQO

En la figura 6.14 podemos observar que, para el acido acético y etanol, se muestran
porcentajes de remocion altos y similares para todas las concentraciones, teniendo valores
que van desde el 75% al 97% y del 89% al 97%, respectivamente.

Después del etanol y acido acético, el metanol es el sustrato que tiene mayor porcentaje de
remocion de DQO, con valores entre 78% y 97% Para el metanol se muestra una diminucion
en la remocién de DQO a medida que se aumenta la concentracion inicial en los reactores, a
excepcion de la concentracion inicial de 0.9 gDQO/L, ya que tiene ligeramente mayor
remocion el reactor con concentracion inicial de 1.2 gDQO/L. Cabe destacar que aquellos
sustratos que tuvieron una mayor remocion de DQO, los sustratos anteriormente
mencionados, fueron aquellos que tuvieron una mayor produccion de metano, por lo que se
comprueba que los valores entre estos dos parametros no se excluyen entre si.

El acido butirico muestra el porcentaje de remocién mas alto para el reactor con
concentracion inicial de 0.6 gDQO/L, con un valor de 86%, por otra parte, los demas
reactores tienen un porcentaje de remocién entre 46% y 58%, teniendo valores muy similares
para las concentraciones de 0.9 — 1.5 gDQO/L

Respecto al acido lactico, se observa un porcentaje de remocién bastante alto, con un valor
de 99% para el reactor con concentracién inicial de 0.3 gDQO/L, mientras que, para los
demas reactores, se tienen porcentajes entre el 36% y 52%, sin mostrar alguna relacién
respecto a la concentracion inicial.

El acido propidnico es el sustrato con menor porcentaje de remocion de DQO, se muestra
una tendencia en la que, a mayor concentracion inicial, la remocion decrece, a excepcion del
reactor con concentracion inicial de 0.9 gDQOIJL, teniendo una cantidad de DQO menor al
reactor con 1.2 gDQO/L al inicio. Como se comentO anteriormente, para el reactor con
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concentracion de 1.5gDQOJL, se obtiene un rendimiento negativo, debido a que en el anélisis
se obtuvo una concentracion final que es mayor a la inicial.

6.8 Rendimientos

Los rendimientos para la produccion de metano en cada reactor se calcularon utilizando la
relacion que existe entre el volumen de metano producido y su equivalencia en DQO. Se
realizaron los calculos necesarios para obtener la equivalencia de NmL de CHsa mgDQO. A
continuacion, se presentan los calculos realizados para este procedimiento:

Reaccion de oxidacion de metano:
CH, + 20, -» CO, + 2H,0
Para oxidar 1 mol de CHjs se necesita de 2 mol de O, por lo que se tiene la siguiente relacion:

64gDQO
mol de CH,

Un mol de metano a 0°C y 1 atmdsfera (condiciones normalizadas) equivale a 22.414 L, por
lo tanto:

NmL CH,

22414 ———= NmlL CH
mol __ _ 359"~ 74
649000 gDQo
mol

De acuerdo con calculos realizados mediante la ley de los gases ideales y la definicion de
DQO, 350.2 mL de CHjs es el rendimiento de metano de 1 gDQO a 1 atmosferay 0° C

Posteriormente se toma en cuenta la produccion maxima de cada reactor por parte del sustrato
y se multiplica por esta relacion para calcular su equivalente en DQO, sea el caso de 0.3
gDQO/L

48.85 NmL CH,
NmL CH,
gD0O0

Las concentraciones de DQO correspondientes a cada sustrato en el reactor se multiplican
por el volumen de trabajo, de esta manera conocemos la cantidad de DQO correspondiente
al sustrato hay en el reactor.

= 0.1395 gDQO
350.2

El reactor con concentracién de 0.3 gDQO/L de &cido acético

gbQo

0.3 « (0.4L) = 0.12 gDQO

Finalmente, se realiza una comparacién entre la cantidad de DQO del sustrato al inicio del
experimento y la produccion méxima de CHa en cada reactor:
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Rendimient 0.13959DQ0 16
enarmiento = = 1.

0'129DQosustrato
El resultado de 1.16 es mayor a uno, lo que indica que el denominador esta subestimado y
hay una fraccion residual no cuantificada. En la Tabla 6.8, se muestran los resultados del
anterior procedimiento para cada uno de los reactores de la experimentacion.
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Tabla 6.8 Rendimiento de cada reactor en la produccion de metano.

Concentracion gDQO de Produccidn Produccion
Sustrato (aDQO/L) sustrato en | maxima de | maxima mgDQO | Rendimiento
& el reactor CHa(Nml) CH4
0.30 0.12 48.85 0.14 1.16
- 0.60 0.24 88.84 0.25 1.06
Acido
" 0.90 0.36 122.13 0.35 0.97
Acético
1.20 0.48 157.31 0.45 0.94
1.50 0.60 206.32 0.59 0.98
0.30 0.12 22.37 0.06 0.53
0.60 0.24 74.54 0.21 0.89
Etanol 0.90 0.36 108.54 0.31 0.86
1.20 0.48 140.47 0.40 0.84
1.50 0.60 168.32 0.48 0.80
0.30 0.12 32.34 0.09 0.77
- 0.60 0.24 64.40 0.18 0.77
Acido
. . 0.90 0.36 66.59 0.19 0.53
Lactico
1.20 0.48 58.43 0.17 0.35
1.50 0.60 65.08 0.19 0.31
0.30 0.12 39.51 0.11 0.94
. 0.60 0.24 64.02 0.18 0.76
Acido
. 0.90 0.36 59.22 0.17 0.47
Butirico
1.20 0.48 76.99 0.22 0.46
1.50 0.60 94.19 0.27 0.45
0.30 0.12 57.05 0.16 1.36
0.60 0.24 65.90 0.19 0.78
Metanol 0.90 0.36 94.09 0.27 0.75
1.20 0.48 120.40 0.34 0.72
1.50 0.60 137.48 0.39 0.65
0.30 0.12 111.57 0.32 2.65
. 0.60 0.24 132.40 0.38 1.58
Acido
L 0.90 0.36 75.14 0.21 0.60
Propionico
1.20 0.48 101.39 0.29 0.60
1.50 0.60 51.91 0.15 0.25

En esta tabla, se puede observar que en la mayoria de los reactores se obtiene un rendimiento
bastante alto, incluso para el &cido acético, metanol y &cido propidnico, se tienen
rendimientos superiores a la unidad. Debido a que el maximo rendimiento posible es de 1
por conservacion de masa, se asume que pudo haber imprecisiones en la técnica de medicion
de metano y captura de muestra, o bien, errores en la cuantificacion de DQO residual por
debajo del valor real. Sin embargo, la medicion y el anélisis realizado de los valores de DQO
obtenido, nos permiten observar el comportamiento entre los sustratos y la variacion de su
concentracion inicial.
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Como se menciond anteriormente en el analisis de DQO, a una mayor concentracién inicial
de sustrato, se espera una mayor produccién maxima de metano, algo que en efecto ocurre
en la mayoria de los reactores, exceptuando el caso del &cido propidnico, que como se ha
mencionado anteriormente, es el sustrato que muestra efectos de inhibicion. Sin embargo,
este aumento en la produccion maxima de metano, no es proporcional al aumento de
concentracion. Lo anterior se ve reflejado en los valores obtenidos de rendimiento, ya que a
mayor concentracion el rendimiento decrece para el caso del &cido acético, acido lactico,
acido butirico y metanol

A continuacion, en las figuras 6.15y 6.16 y se observan los valores de rendimiento para los
valores de produccion méaxima registrado por el equipo de medicion, asi como para los
valores obtenidos mediante el modelo de Gompertz modificado, respectivamente.
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Figura 6.15 Gréfica de rendimiento de metano con datos obtenidos experimentalmente.
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Figura 6.16 Grafica de rendimiento de metano con datos obtenidos mediante el modelo de
Gompertz

Los resultados de rendimiento para ambas graficas no muestran grandes diferencias entre si,
debido a que el Modelo de Gompertz modificado se ajusta de muy buena manera a los datos
obtenidos. En general, se puede observar que, para cada sustrato, al incrementar la
concentracion inicial, el rendimiento es menor. Para las concentraciones mas bajas de acido
acetico, metanol, y las concentraciones de acido propionico 0.6 y 0.9 gDQO/L se observa un
rendimiento muy cercano a la unidad.

En la mayoria de los sustratos una mayor concentracion inicial de éstos implica una mayor
produccion de metano, sin embargo, no ocurre de la misma manera para el rendimiento. Es
decir, a mayores concentraciones se produce mayor volumen de metano, pero no en
proporcion al aumento de la cantidad de sustrato.

6.9 pHen los reactores

El pH de cada reactor se tomé antes de montar y sellar herméticamente los reactores y
después de terminar la experimentacién. Los valores correspondientes a los valores finales
de pH se presentan con barras azules en la grafica 6.18 mientras que los valores iniciales son
representados por las barras rojas. Para los valores iniciales de pH, los cuales corresponden
al inéculo (1), son obtenidos mediante el promedio del pH en cada uno de los reactores
correspondientes a un mismo sustrato. Estos valores son similares para todos los reactores,
debido a que contienen la misma mezcla.
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Figura 6.17 pH correspondiente a cada reactor. pH inicial (rojo) y pH final(azul)

La figura 6.17 muestra solo un pequefio intervalo de pH, entre 6.65 y 7, debido a que los
cambios en el pH fueron muy pequefios después de llevar a cabo cada experimentacion. En
la mayoria de los casos, estos cambios fueron en décimas de unidades, esto debido a la
disolucion amortiguadora de fosfatos con concentracion de 0.02 N.

A pesar de lo anterior, es observable una tendencia en todos los sustratos, donde el valor del
pH disminuye a medida de que la concentracion inicial se incrementa. Esto debido a que
habrd una mayor concentraciones de iones H* asociada a la acidez de cada uno de los
sustratos. Ademas, de igual manera, los valores finales de pH, se pueden relacionar con la
produccién de metano en cada reactor, ya que los cambios de pH son debidos a la adicién de
sustrato, la produccion de hidrégeno y que tan eficiente fue la degradacién y el consumo de
éstos para la produccion de CHa. Sin embargo, para aquellos reactores de un mismo sustrato,
los que tuvieron una mayor produccién de metano, son aquellos que tienen los valores de pH
mas bajos.

De la misma manera que ocurre con el parametro de DQO, ocurre para el pH, ain cuando se
tenga una mayor produccion de biogas en un reactor, no se garantiza que ese reactor tenga la
concentracion de DQO mas baja o el pH maés alto de todos los reactores para un mismo
sustrato, debido a que se utilizaron diferentes concentraciones iniciales, por lo que se debe
hacer referencia al rendimiento. De hecho, podemos observar la relacion que existe entre las
gréficas de las figuras 6.12 y 6.13 correspondientes a la concentracion de DQO con la figura
6.18 correspondiente al pH. Aquellos reactores que tienen valores méas bajos de pH, son
aquellos que tienen una mayor concentracién de DQO, asociandolo a la acidez y produccién
de hidrégeno que genera cada uno de los sustratos por estar en mayor concentracion.

A pesar de que el metanol es un compuesto que tiene un pKa alto y que presenté una amplia
producccién de metano (aunque a una rapidez mas lenta que para el acido acético y el etanol),
y por tanto consumo de sustrato e hidgrogeno, estos reactores fueron los que presentaron los
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valores mas bajos de pH con un intervalo entre 6.77 y 6.81, seguido de los intervalos del
etanol 6.78 y 6.91, de &cido propidnico entre 6.78 y 6.92 y de de &cido butirico entre 6.84 y
6.89, estos Ultimos dos, siendo aquellos en los que se presentaron largos periodos de atraso e
inhibicion. EI hecho de que se hayan presentado largos periodos de atraso, se debe a la
dificultad del medio para aclimatarse al cambio producido al agregar el sustrato.

Los reactores que presentaron los valores de pH mas altos y que por lo tanto, fueron aquellos
en donde probablemente hubo mayor consumo de sustrato y de hidrogeno en el medio, son
el &cido acético con valores entre 6.86 y 6.93 y el acido lactico con un intervalo entre 6.91
y 6.94.

Como se puede observar en la tabla 6.9 para el caso del etanol y metanol tienen pKa
demasiado altos con respecto a los acidos grasos utilizados en esta experimentacion, por lo
que de acuerdo con este aspecto, estos dos alcoholes deberian de tener los valores de pH mas
altos, sin embargo tienen los intervalos de valores mas pequefios. Por otra parte el &cido
lactico y acético son los sustratos con los valores de pKa mas bajos y que por lo tanto pueden
aportar mayor acidez al medio, contrariamente, son aquellos que tienen los valores de pH
mas altos. Cabe mencionar, que no sélo se debe considerar este aspecto, sino también los
procesos que ocurren en la digestion anaerobia, como lo son la produccion de hidrégeno y
de intermediarios en las reaccciones que ocurren para llegar a la produccion de metano.

Tabla 6.9 Valores de pKa de los sustratos utilizados en cada reactor.

Sustrato pKa

Acido Acético 4.757

Etanol 15.9

Acido Lactico 3.86

Acido Butirico 4.819

Metanol 155

Acido Propidnico | 4.874

Cabe destacar que en el caso del acido lactico, es un sustrato el cual al degradarse
anaerébicamente tiene como productos secundarios el acido propiénico, el cual también
deberia tener efectos en el pH. Finalmente, se presenta el acido acético, el cual tiene los
valores de pH mas altos para la mayoria de las concentraciones (0.3 — 0.9 gDQO/L), siendo
el sustrato que produjo una mayor cantidad de metano, ademas de que este sustrato no pasa
por intermediarios, debido a que es el producto que se obtiene en el proceso de acetogénesis,
etapa que recibe su nombre debido a este sustrato.

Debemos de estudiar o hacer una muy buena referencia en cuanto a lo que ocurre con el
etanol, ya que tiene un valor de pKa muy bajo comparado con los demas &acidos, sin embargo
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es el que registra mayores cambios de pH, seria bueno relacionarlo con la produccién de
algin intermediario en algunas reacciones secundarias que se dan para la degradacién del
metano en cualquiera de las etapas de la degradacion anaerobia.

6.10 Alcalinidad en los reactores

La alcalinidad es un parametro a considerar al hablar de la estabilidad en el reactor. De
acuerdo con Mata — Alvarez (2002), el tener una relacion mayor de 0.3 para la relacion de la
alcalinidad de cidos grasos y la alcalinidad de bicarbonatos, indica problemas de estabilidad.
En la tabla 6.10 se muestran los datos registrados para la alcalinidad total, de bicarbonatos y
de AGV.
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Tabla 6.10 Alcalinidad de bicarbonatos y acidos grasos volatiles

Concentracion Alcalinidad Alcalinidad Alcalinidad
Sustrato Bicarbonatos AGV Total Relacién Al/AP
gDQO/L (mgCaCos/L) | (mgCaCOs/L) | (mgCaCOs/L)
03 9733.6 2438 121716 0.250
- 0.6 9586.4 2456.4 12042.8 0.256
A’:Z'gfo 0.9 9439.2 2447.2 11886.4 0.259
1.2 9926.8 2180.4 12107.2 0.220
15 9255.2 2530 11785.2 0.273
0.3 9466.8 2392 11858.8 0.253
0.6 9788.8 2336.8 12125.6 0.239
Etanol 0.9 9706 22816 11987.6 0.235
1.2 9733.6 2594.4 12328 0.267
15 9696.8 2419.6 12116.4 0.250
0.3 9568 2272.4 11840.4 0.238
0.6 9466.8 24748 11941.6 0.261
Acido Lactico 0.9 9006.8 2824.4 11831.2 0.314
1.2 8381.2 3008.4 11389.6 0.359
15 8123.6 3413.2 11536.8 0.420
03 11015 3085 14100 0.280
. 0.6 11095 2945 14040 0.265
Acido
. 0.9 10915 3235 14150 0.296
1.2 10985 3220 14205 0.293
15 11575 3615 15190 0.312
03 10640 2920 13560 0.274
0.6 10470 2960 13430 0.283
Metanol 0.9 10730 2835 13565 0.264
1.2 10930 2940 13870 0.269
15 11015 2970 13985 0.270
03 113325 1955 13287.5 0.173
o 0.6 10860 3560 14420 0.328
or ::i'g:ico 0.9 12450 4560 17010 0.366
1.2 10015 3995 14010 0.399
15 9395 4200 13595 0.447

En latabla 6.10 se observa que, para el caso del &cido acético, etanol y metanol, sustratos los
cuales fueron aquellos que presentaron la mayor cantidad y rapidez de produccion de metano,
son aquellos en los cuales, en todas sus concentraciones, tuvieron valores de relacion por

debajo de 0.3.
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Por otra parte, el &cido butirico sélo presenta un valor por arriba de 0.3 para su concentracion
mas alta, seguido del &cido lactico, en donde se presentaron fases de atraso mas prolongadas,
a concentraciones mas altas, es donde tiene valores mayores a 0.3, es decir, para
concentraciones de 0.9 — 1.5 gDQOIJL, para el caso del &cido propionico, el cual fue el
sustrato que presenta claros efectos de inhibicion y el cual se analizé anteriormente el tipo de
cinética con la ecuacion de Monod, es el sustrato con mayor cantidad de reactores que
presentan valores de relacion mayor a 0.3, con 4 concentraciones, de 0.6 — 1.5 gDQOIL,
indicando algun tipo de desestabilizacion o perturbacion en el proceso de digestion anaerobia,
es por ello que . Ningun sustrato presento valores mayores a 0.3 para las concentraciones
iniciales mas bajas utilizadas en el presente trabajo. La mayor parte de los reactores en los
cuales se registran perturbaciones de acuerdo con este parametro de alcalinidad, se presenta
en las concentraciones mas altas.
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Figura 6.18 Alcalinidad correspondiente a bicarbonatos y a &cidos grasos volatiles en cada reactor
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7 CAPITULO 7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se determind que el tipo de fermentacion con la que se logra una mayor
rapidez de produccion de metano, es utilizando el acido acético y el etanol, debido a que,
utilizando estos compuestos como sustrato, se obtuvieron los valores de produccién de
metano en los reactores, asi como un menor tiempo para llegar a un maximo en la produccion.

Ademas, se determin6 que el efecto de la concentracion sobre la rapidez de produccion de
metano se da de manera diferente para cada sustrato, pero en la mayoria de casos, un aumento
en la concentracién implica una mayor produccion de metano y a su vez una fase de latencia
mayor. El &cido propionico fue un caso particular en el que un aumento de concentracion
implicaba una menor produccién de metano, lo que se asocio a los efectos tdxicos que este
sustrato ejerce para las bacterias metanogénicas.

Los resultados de las pruebas analiticas concuerdan con los resultados de produccién de
metano, en donde aquellos reactores en los que se tuvo mayor produccién, se tienen
concentraciones de DQO mas bajas, dando como resultado un porcentaje de remocion mas
alto.

El pH final de los reactores registra una disminucion a medida que se aumenta una
concentracion asociada a una mayor cantidad de protones libres en el medio. Sin embargo,
en el estudio de alcalinidad se muestra que los reactores de acido acético, etanol y metanol
no se tuvo algun problema de estabilidad. Por otra parte, el acido butirico muestra
inestabilidad para el reactor de concentracion mas alta, mientras que para los demas sustratos
se muestra inestabilidad en la mayoria de las concentraciones

La cinética de la produccion de metano fue descrita utilizando el modelo cinético de
Michaelis — Menten en donde se obtuvieron las constantes de esta ecuacion mediante dos
métodos, Lineweaver — Burk y una regresion lineal. Los parametros obtenidos de rapidez
maxima favorecen tanto al etanol como al &cido acético. Mientras que el parametro de
afinidad favorece al etanol y al &cido acético con los resultados obtenidos mediante la
regresion no lineal.

El modelo de Gompertz, permitié el modelo de las curvas de cinética de produccion de
metano con muy buena correlacién. Se obtuvo una mejor correlacion en aquellas curvas que
correspondian a reactores con una concentracion inicial mayor de sustrato. Ademas, se
determinaron parametros de rapidez, produccion méaximay tiempo de latencia para aquellos
sustratos en los que se presenta. En cuanto al modelo de Haldane, s6lo fue utilizado para
describir el comportamiento del &cido propidnico, ya que muestra efectos de inhibicion al
aumentar la concentracion inicial de sustrato.
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9 CAPITULO 9. ANEXOS

Se realizd un anélisis para los datos de rendimiento especifico de metano para cada sustrato,
para asi obtener los valores de rendimiento especifico de metano maximo (REMwmax), la tasa
méaxima especifica de produccion de metano (R) y el tiempo de latencia. Se observa que, para
el &cido acético, etanol y metanol, la produccion especifica maxima de metano incrementa a
medida que incrementa la concentracion.

Tabla A. 1 Pardmetros obtenidos con el modelo modificado de Gompertz para las curvas de
produccién de metano por parte del sustrato e indculo

Sustrato Concentracion Pmax R L (Dias) R

(gbQO/L) (Nml/gsV) (Nml/(dia*gSV)) cuadrada

0.3 14.85 6.93 -0.34 0.971

0.6 18.22 16.44 -0.12 0.955

Acido Acético 0.9 21.79 30.29 0.00 0.965

1.2 26.68 32.98 0.10 0.985

1.5 32.52 46.49 0.14 0.99

0.3 12.37 4.59 -0.38 0.982

0.6 16.96 11.09 -0.32 0.949

Etanol 0.9 20.17 22.44 -0.11 0.953

1.2 24.14 30.51 -0.04 0.965

1.5 27.32 40.87 0.02 0.973

0.3 12.11 7.43 -0.03 0.991

0.6 16.67 8.33 -0.05 0.989

Acido Lactico 0.9 16.70 9.99 0.10 0.993

1.2 15.71 10.76 0.11 0.99

1.5 16.25 12.49 0.21 0.986

0.3 21.70 3.77 0.12 0.999

0.6 25.99 4.33 0.20 0.996

Acido Butirico 0.9 29.62 3.73 0.49 0.995

1.2 39.92 4.09 0.88 0.991

1.5 67.49 4.97 1.86 0.986

0.3 24.12 3.95 -0.31 0.99

0.6 24.59 4.40 -0.18 0.994

Metanol 0.9 28.03 5.18 -0.19 0.995

1.2 31.01 5.90 -0.20 0.992

1.5 33.67 6.41 -0.13 0.995

0.3 21.41 4.11 -0.61 0.983

. 0.6 25.01 4.38 -0.39 0.99

or :rfilg:ico 0.9 17.64 2.66 111 0.981

1.2 21.54 3.31 -0.72 0.986

1.5 14.98 2.50 0.11 0.994
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Tabla A. 2 Rapidez de produccién especifica de metano por parte del sustrato

Sustrato Co?gcsgtc;;t;on (NmIZZ?:EgSV)) R Cuadrada
0.3 17.31 0.996
0.6 27.21 0.982
Acido Acético 0.9 35.52 0.982
1.2 42.55 0.996
1.5 48.72 0.994
0.3 15.26 0.997
0.6 28.54 0.998
Etanol 0.9 35.98 0.999
1.2 40.16 0.997
1.5 46.53 0.993
0.3 7.95 0.998
0.6 14.00 0.984
Acido Lactico 0.9 18.42 0.990
1.2 21.76 0.990
1.5 26.51 0.991
0.3 3.38 0.999
0.6 3.78 0.996
Acido Butirico 0.9 4.93 0.996
1.2 6.67 0.998
1.5 7.69 0.984
0.3 4.44 0.998
0.6 4.92 0.998
Metanol 0.9 5.84 0.999
1.2 6.70 0.999
1.5 7.21 0.999
0.3 7.89 0.993
0.6 6.60 0.991
Acido Propidnico 0.9 7.86 0.981
1.2 5.96 0.980
1.5 2.65 0.995
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Figura A. 2 Diagramas de Lineweaver — Burk para la produccion de sustrato e in6culo
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a) Acido Acético b) Etanol
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Figura A. 3 Diagramas de Lineweaver — Burk para la produccion de sustrato e indculo utilizando
ajuste por modelo de Gompertz modificado
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Figura A. 4 Diagramas de Lineweaver — Burk para la produccidn de sustrato utilizando ajuste por

modelo de Gompertz modificado
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Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno se basa en la oxidacién de materia organica contenida en
una muestra utilizando al dicromato de potasio como agente oxidante. La demanda quimica
de oxigeno representa la cantidad del oxigeno contenido en el dicromato de potasio necesaria
para llevar a cabo la oxidacion.

materia organica + Cr,05;% - Cr3* + C0O, + H,0
Descripcion

En un tubo de ensayo se colocan 2.5 mL de la muestra, se afiade 1.5 mL de la disolucion de
digestion, la cual contiene dicromato de potasio disuelto en acido sulfurico, utilizando como
catalizador nitrato de plata. Posteriormente se tapan los tubos de ensayo y se agitan
vigorosamente para asegurar que los reactivos se mezclen adecuadamente.

Se introducen los viales en el reactor HACH para llevar a cabo la digestion durante 2 horas
a una temperatura de 150 °C. Concluido el tiempo, se retiran los tubos de ensayo del reactor
HACH y se dejan enfriar a temperatura ambiente.

Finalmente, se da lectura de las absorbancias de cada muestra en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 580 nm.

Tabla A. 3 Calibracion del espectrofotémetro

concentracién .z | La curva de calibracion se realiza utilizando
(mg/L) Absorbancia (A) | myestras de concentracion de DQO conocidas, para
posteriormente medir sus absorbancias y obtener la
50 0.008 . .
curva patrén presentada en la figura x.
150 0.037
250 0.065 Con ayuda de la curva patrén, podemos relacionar
- las absorbancias obtenidas de las muestras con
350 0.090 concentraciones de DQO, de la siguiente manera:
450 0.116 Absorbanciab
mg _ sorbancia—
550 0.135 DQO (12) = frerhancie?
650 0.169 Siendo b: la ordenada al origen de la recta de la
750 0.199 curva patrén y; m: la pendiente de la recta de la
850 0.208 curva patron.
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Figura A. 5 Curva de calibracion para pruebas de DQO

En la tabla A. 4 se presentan con los valores DQO obtenidos para cada muestra:
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Tabla A. 4 Curva de calibracion para pruebas de DQO

Concentracion Concentracion | Concentracion Concentracion
inicial DQO Total DQO Blanco DQO Sustrato
Sustrato (gDQO/L) (gDQO/L) gDQO/L
0.3 298 74
Acido 0.6 269 46
Acético 0.9 259 224 35
1.2 276 52
1.5 271 47
0.3 245 21
0.6 272 48
Etanol 0.9 267 224 43
1.2 260 37
1.5 383 160
0.3 227 3
o 0.6 606 382
nglt?:o 0.9 657 224 433
1.2 967 744
1.5 1186 962
0.3 433 125
. 0.6 391 83
bﬁ:;fiso 0.9 793 308 484
1.2 943 635
1.5 1070 761
0.3 233 10
0.6 262 38
Metanol 0.9 373 224 150
1.2 376 152
1.5 552 328
0.3 472 163
Acido 0.6 811 502
propiénico 0.9 1202 308 893
1.2 1432 1124
1.5 1844 1535
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Determinacién de alcalinidad.

Para realizar la medicion de alcalinidad se tom6 un volumen de muestra fijo de 20 mL, esta
muestra se titula con una disolucién de HCI 0.092 N hasta un primer valor de pH de 5.75;
este primer volumen titulado (V1) corresponde a la alcalinidad parcial, practicamente debida
a los bicarbonatos. Posteriormente, se sigue titulando hasta alcanzar un pH de 4.3, el volumen
utilizado (V2) corresponde a la alcalinidad correspondiente a la alcalinidad intermedia,
practicamente debida a los acidos grasos volatiles.

A continuacién, se presentan las ecuaciones con las cuales, a partir de los volumenes
utilizados y la concentracion de HCI, se calcula la alcalinidad en unidades de mgCaCOa/L

mg
. . (V1 *N) 1 meq 507~
Alcalinidad de Bicarbonatos = * *
V.muestra \ leq 1meq

mg

i (V,*N)  (1meq\ (507~
Alcalinidad de AGV = * ( )

V.muestra \ leq 1 %

Alcalinidad total = Alcalinidad de Bicarbonatos + Alcalinidad de AGV

El indice AI/AP es la relacion entre la alcalinidad de los acidos grasos volatiles y la
alcalinidad de bicarbonatos:

Al B V2 B Alcalinidad Bicarbonatos
AP V2 Alcalinidad de AGV
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Tabla A. 5 Volimenes obtenidos en la determinacion de alcalinidad

Concentracion inicial

Sustrato (gDQO/L) V1 (mL) V2 (mL)
0.3 10.58 13.23
0.6 10.42 13.09
Acido Acético 0.9 10.26 12.92
1.2 10.79 13.16
1.5 10.06 12.81
0.3 10.29 12.89
0.6 10.64 13.18
Etanol 0.9 10.55 13.03
1.2 10.58 13.4
1.5 10.54 13.17
0.3 10.4 12.87
0.6 10.29 12.98
Acido Lactico 0.9 9.79 12.86
1.2 9.11 12.38
1.5 8.83 12.54
0.3 22.03 28.2
0.6 22.19 28.08
Acido Butirico 0.9 21.83 28.3
1.2 21.97 28.41
1.5 23.15 30.38
0.3 21.28 27.12
0.6 20.94 26.86
Metanol 0.9 21.46 27.13
1.2 21.86 27.74
1.5 22.03 27.97
0.3 45.33 53.15
Acido 0.6 21.72 28.84
Propidnico 0.9 24.9 34.02
1.2 20.03 28.02
1.5 18.79 27.19
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Tabla A. 6 Valores de pH en cada reactor

Sustrato Concentracion pH inicial pH final masa de cambio
gbQO/L lodos (g) pH
Acido 0.3 6.98 6.93 102.4 0.05
Acético 0.6 6.99 6.9 102.4 0.09
0.9 6.99 6.88 102.4 0.11
1.2 6.99 6.87 102.4 0.12
1.5 6.99 6.86 102.5 0.13
Inéculo 6.988
Etanol 0.3 6.97 6.94 102.4 0.03
0.6 6.97 6.93 102.4 0.04
0.9 6.97 6.93 102.4 0.04
1.2 6.97 6.92 102.4 0.05
1.5 6.97 6.91 102.4 0.06
Inéculo 6.97
Acido 0.3 6.99 6.94 102.5 0.05
Lactico 0.6 6.98 6.93 102.5 0.05
0.9 6.97 6.93 102.4 0.04
1.2 6.98 6.92 102.4 0.06
1.5 6.98 6.91 102.5 0.07
Inéculo 6.98
Acido 0.3 6.97 6.89 102.5 0.08
butirico 0.6 6.97 6.87 102.4 0.1
0.9 6.97 6.86 102.5 0.11
1.2 6.97 6.85 102.4 0.12
1.5 6.98 6.84 102.4 0.14
Inéculo 6.972
Metanol 0.3 6.96 6.81 102.4 0.15
0.6 6.97 6.79 102.5 0.18
0.9 6.99 6.78 102.4 0.21
1.2 6.99 6.77 102.4 0.22
1.5 6.99 6.77 102.4 0.22
Inéculo 6.98
Acido 0.3 6.98 6.92 102.4 0.06
propidnico 0.6 6.97 6.89 102.5 0.08
0.9 6.97 6.86 102.4 0.11
1.2 6.97 6.81 102.4 0.16
1.5 6.97 6.78 102.4 0.19
Inéculo 6.972
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