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RESUMEN

El aprovechamiento de la fraccion organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU)
como sustrato para la obtencién de biocombustibles liquidos, gaseosos y otros productos
de interés industrial ha sido ampliamente estudiado en las Ultimas décadas (Ebrahimian
et al., 2020; Mahmoodi et al., 2018a; Moreno et al., 2021). En particular, la produccion
de etanol y metano a partir de la FORSU ha tomado especial interés debido a su potencial
para reducir la dependencia de los combustibles fésiles (Barampouti et al., 2019). Debido
a que, en condiciones naturales de fermentacion con la microflora nativa, el &cido lactico
siempre es el metabolito predominante (Castellon, 2021), el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto de la bioaumentacion de Saccharomyces cerevisiae y

el incremento del contenido de sélidos totales sobre la produccion de etanol y metano.

Para cumplir con los objetivos establecidos en la presente investigacion se llevo a cabo la
fermentacion de la FORSU en condiciones mesofilicas (35°C) y en discontinuo durante
72 horas. La FORSU se ferment6 ajustando diferentes concentraciones de sélidos (10, 20
y 29.2%) y de Saccharomyces cerevisiae (6, 12 y 24 g/kgrorsu); como referencia de cada
condicion experimental se utiliz6 la FORSU fermentada Unicamente con la microflora
nativa. Finalizado el periodo de fermentacion, los sélidos no fermentados fueron

sometidos a una prueba de potencial bioquimico de metano.

Al fermentar la FORSU Unicamente con su microflora nativa se formaron principalmente
acido lactico > etanol > acido acético, mientras que al bioaumentar con S. cerevisiae esta
tendencia se modifico hacia etanol > acido lactico > acido acético. El incremento en la
concentracion de solidos y levadura condujo a una mejora en la produccién de etanol. La
mayor produccién de etanol fue de 407 + 3 gpgo/kgst con la bioaumentacion de 24 gs.
cerevisiae/KQrorsu Y 20%sT, mientras que la maxima concentracion de etanol alcanzada
alcanzé un valor de 43.4 £ 0.1 g/L con un incremento en la produccién de 255% respecto
al valor referencial con la bioaumentacion de 12 s, cerevisiae/Kgrorsu Y 29.2%st. Ademas,
se observo un incremento en la produccion de metano a partir de la FORSU fermentada
selectivamente a etanol, cuyos valores oscilaron entre 330 y 464 NL-CHa/kgsv, superando
de este modo al registrado para la FORSU fresca (329 + 5 NL-CHa4/kgsv).

Palabras clave: FORSU, fermentacion, Saccharomyces cerevisiae, etanol, metano
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ABSTRACT

The use of the organic fraction of urban solid waste (FORSU) as a substrate for obtaining
liquid and gaseous biofuels and other products of industrial interest has been widely
studied in recent decades (Ebrahimian et al., 2020; Mahmoodi et al., 2018a; Moreno
et al., 2021). In particular, the production of ethanol and methane from FORSU has taken
special interest due to its potential to reduce dependence on fossil fuels (Barampouti et al.,
2019). Due to the fact that, under natural conditions of fermentation with the native
microflora, lactic acid is always the predominant metabolite (Castellon, 2021), the
objective of the present investigation was to evaluate the effect of the bioaugmentation of
Saccharomyces cerevisiae and the increase in the content of total solids on the production

of ethanol and methane.

To achieve the objectives established in this research, OFMSW fermentation was carried
out under batch and mesophilic conditions (35°C) for 72 hours. OFMSW was fermented
adjusting different solids concentration (10, 20 and 29.2%) and S. cerevisiae (6, 12 and
24 g/kgormsw); OFMSW that was fermented only with the native microflora was the
reference. At the end of each fermentation period, the supernatant of the fermented
product obtained was extracted by centrifugation to be characterized and the solid

remaining was subjected to a biochemical methane potential test.

When FORSU was fermented only with its native microflora, mainly lactic acid > ethanol
> acetic acid were formed, while when bioaugmented with S. cerevisiae this trend was
modified towards ethanol > lactic acid > acetic acid. The increase in the concentration of
solids and yeast led to an improvement in ethanol production. The best ethanol yield was
407 £ 3 gcon/kgTs with bioaugmentation of 24 gs. cerevisiae/Kgormsw and 20%rs, while the
maximum ethanol concentration reached was 43.4 £+ 0.1 g/L corresponding to an increase
in the production of 255% with respect to the reference value with the yeast
bioaugmentation of 12 gs. cerevisize/kJormsw and 29.2%rts. Moreover, an increase in
methane production from the solid fractions selectively fermented to ethanol was
achieved, whose values ranged between 330 and 464 NL-CHa/kgvs, thus exceeding the
value recorded for raw OFMSW (329 + 5 NL-CHa/kgvs).

Keywords: OFMSW, fermentation, S Saccharomyces cerevisiae, ethanol, methane
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INTRODUCCION

La fraccion organica de los residuos solidos urbanos (FORSU) es un biorresiduo
abundante con un gran potencial para ser aprovechado en la generacién de productos con
valor agregado y biocombustibles, sin embargo, gran parte de estos son incinerados o
terminan en rellenos sanitarios contribuyendo a la actual crisis ambiental (Lopez-Gdémez
et al., 2019). Debido a ello, en los ultimos afos varias investigaciones se han enfocado en
el desarrollo de procesos para aprovechar la FORSU debido a que, ademas de generarse
en grandes volimenes y ser gratuita, contiene macro y micronutrientes, como
carbohidratos, lipidos y proteinas que son aprovechados por los microorganismos y
transformados a una amplia gama de productos de interés industrial (Inamuddin et al.,
2021).

En general, la gran mayoria de investigaciones se han enfocado en estudiar el efecto que
tiene la aplicacion, individual o combinada, de procesos de pretratamiento (fisico,
quimico, térmico, etc.), hidrolisis enzimatica y/o adicion de cepas especificas de
microorganismos sobre la hidrolisis de los sélidos contenidos en la FORSU vy la
produccion de metabolitos (Mahmoodi et al., 2018; Barampouti et al., 2019). Aunque la
informacion aportada es importante, la adicién de sustancias quimicas, enzimas y/o
microorganismos especificos supone un costo que muchas veces limitan su aplicacion en

la préctica.

Debido a que el etanol es considerado una de las fuentes de energia alternativa que
presenta un bajo impacto ambiental y su produccion se considera importante desde el
punto de vista industrial y de investigacion (Dalena et al., 2019), el presente trabajo se
enfocd en evaluar las condiciones bajo las cuales se obtienen producciones elevadas de
este metabolito. Para ello, se determino el efecto de la variacion de las concentraciones
de solidos y S. cerevisiae sobre la produccion de etanol utilizando como sustrato la
FORSU generada en la Ciudad de México. Finalmente, se evalué el potencial de
produccion de metano de las fracciones sélidas obtenidas de la FORSU fermentada con
el fin de compararlo con la FORSU fresca.



1. JUSTIFICACION

La FORSU es un sustrato del cual se puede obtener una amplia gama de productos con
valor agregado debido a que es rico en azlcares fermentables y, ademas, al tener un alto
contenido de material organico, también se puede generar metano a través de la aplicacién
de procesos en dos etapas (Moreno et al., 2021; Ebrahimian et al., 2020). Durdn-Moreno
et al. (2013) reportd que la fraccion organica de los residuos producidos en la Ciudad de
México constituye el 49.5% de los residuos totales producidos, la cual puede ser tratada
bioldgicamente para obtener productos con valor agregado. Esto se debe a que el 40% en
peso seco de la FORSU son carbohidratos totales (Campuzano, 2013), de los cuales el
20% se encuentran como carbohidratos solubles en agua los cuales pueden ser
aprovechados rapidamente por los microorganismos (Castellon-Zelaya & Gonzélez-
Martinez, 2021).

Trabajos como los de Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) y Jojoa-Unigarro &
Gonzalez-Martinez (2021) evidenciaron que, en la fermentacion de la FORSU utilizando
unicamente la microflora nativa, independientemente de la variacion de pardmetros como
la temperatura y la concentracion de sélidos, el etanol es producido en segundo lugar
después del &cido lactico lo que indicaria que la fermentacion predominante para este tipo
de sustrato es heterolactica. Ademas, observaron que un aumento en la concentracion de
solidos puede generar una disminucion en la produccién de metabolitos totales, no
obstante, esta reduccion se debe principalmente a la baja produccién de &cido lactico.
Mientras que, en el caso del etanol, esta disminucidn no es proporcional y sugiere que un

aumento en la concentracién de sélidos tiende a favorecer la formacién de alcoholes.

Esto indicaria que, para aumentar la produccion de etanol utilizando este tipo de sustrato
es, en primer lugar, necesario la bioaumentacion de organismos fermentadores que sean
capaces de captar rapidamente los azlcares disueltos y transformarlos en etanol. En
segundo lugar, un aumento en la concentracion de solidos totales reduciria la produccién
de &cido lactico y favoreceria una fermentacion etandlica. Ademas, trabajos como los de
Moreno et al. (2021) y Ebrahimian et al. (2020) reportan que la fraccion no fermentada
obtenida luego de extraer los metabolitos producidos pueden generar metano en

cantidades iguales o superiores en comparacién con la FORSU fresca.



1.1. HIPOTESIS

El incremento conjunto de la concentracion de solidos y la bioaumentacion de S.
cerevisiae en la FORSU permite incrementar la produccion de etanol al aprovechar los

carbohidratos solubles en agua.

1.2. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la produccion de etanol y metano a partir de la FORSU fermentada

selectivamente a etanol mediante la adicion de S. cerevisiae.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de la concentracion de solidos y bioaumentacién con una
levadura sobre la produccidn de etanol durante la fermentacion de la FORSU.

e Evaluar el efecto de la bioaumentacion de S. cerevisiae en la FORSU sobre el
consumo de carbohidratos solubles en agua.

e Determinar la biodegradabilidad de la FORSU fermentada selectivamente a

etanol, medida como el potencial de produccién de metano.

ALCANCES

e Lafermentacion de la FORSU se llevara a cabo utilizando la poblacion nativa que
esta presente de forma natural y mediante la bioaumentacion con S. cerevisiae.

e El proceso fermentativo se llevara a cabo en condiciones mesofilicas (35°C) y en
discontinuo.

e Las pruebas de potencial bioquimico de metano se aplicaran a las fracciones
solidas de la FORSU fermentada con y sin adicion de S. cerevisiae, a la FORSU

fresca y su respectiva fraccion solida.



2. ANTECEDENTES

2.1. Fraccion orgéanica de los residuos sélidos urbanos (FORSU)

Segln Campuzano & Gonzélez-Martinez (2016), la definicion de fraccion orgénica de
residuos sélidos urbanos varia a nivel regional y nacional; en los Estados Unidos de
Ameérica, la FORSU se considera una mezcla de alimentos, desechos de jardin y papel.
En la Union Europea se considera una mezcla de residuos de parques, jardines y cocinas,
mientras que para otros autores su conceptualizacion es mas amplia y puede abarcar
residuos de jardineria, restos de comida y basura de hogares, oficinas, restaurantes,
cantinas, plantas procesadoras de alimentos, entre otras (Darvishi-Harzevili &
Hiligsmann, 2018).

La composicion de los residuos sélidos urbanos (RSU) tiene una amplia variabilidad,
misma que depende de varios factores como la estacionalidad, clima, localizacion
geografica, habitos de consumo de la poblacion, entre otros (Kreith & Tchobanoglous,
2002). Todos estos factores pueden influenciar la relacion SV/ST (s6lidos
volatiles/sélidos totales) misma que es un indicador para evaluar el contenido orgéanico
de un sustrato (Darvishi-Harzevili & Hiligsmann). En la mayoria de paises en desarrollo,
los RSU se componen principalmente de materia organica y contienen un bajo porcentaje
de papel, plastico y metales; en general, en paises donde se percibe un ingreso bajo o
medio, los residuos urbanos contienen un alto porcentaje de materia organica
compostable que oscila entre el 40 y el 85% del total (Malik & Grohmann, 2012). De
acuerdo a Duran-Moreno et al. (2013), la fraccion organica de los residuos producidos en
la Ciudad de México constituye el 49.5% indicando que la mitad de los residuos totales
producidos pueden ser tratados biol6gicamente para obtener productos con valor

agregado.
2.1.1. Caracteristicas
La FORSU es esencialmente biomasa lignocelulosica la cual esta constituida por celulosa,

hemicelulosa (xilosa, arabinosa, manosa, galactosa) y lignina (Sharma & Saini, 2020), de

los cuales esta Ultima representa uno de los principales obstaculos para la produccion de



biocombustibles y otros productos de interés ya que presenta una elevada resistencia a la
degradacion microbiana, enzimatica e incluso quimica (Buckeridge & Goldman, 2011).

Generalmente la FORSU estd constituida por 30 — 69% de carbohidratos (almidon,
celulosa y hemicelulosa), 10 — 40% de lipidos y 5 — 15% de proteinas en peso seco, de
los cuales los glucanos (celulosa y almidon) y la mayor parte de los carbohidratos
disueltos son convertidos en metabolitos durante la fermentacion, mientras que la fraccién
dificilmente hidrolizable estd conformada principalmente por proteinas, lipidos,
hemicelulosa y lignina (LApez-Gomez et al., 2019; Moreno etal., 2021). Ademas,
contiene nutrientes de los cuales el 74% son solubles en agua sin necesidad de la
aplicacion de pretratamiento (Bhaskar etal., 2021). Trabajos previos como el de
Campuzano & Gonzalez-Martinez (2016) han registrado valores de nitrogeno y fdésforo
de 5.4y 1.8 g/kgrorsu en la FORSU producida en la Ciudad de México.

2.1.2. Clasificacion de la FORSU

Los procesos relacionados con la recuperacion de energia desde la fraccidn orgéanica de
residuos sélidos urbanos pueden verse afectados por la forma en que estos son
recolectados. De acuerdo a Kumar et al. (2019), dependiendo del sistema de recoleccion,

la FORSU puede ser clasificada en:

e Residuos bioldgicos: materia organica proveniente de un sistema de recoleccién
con clasificacion en el origen.

e Mezclada: materia organica proveniente de un sistema de recoleccion sin
clasificacion en el origen.

e Residuos remanentes: materia organica que queda después de la recoleccién de

residuos bioldgicos.

La FORSU clasificada en el origen (SS-OFMSW, por sus siglas del inglés source-sorted
organic fraction of municipal solid waste), o cominmente denominada residuos
bioldgicos, no se mezclan con el resto de residuos generados (que generalmente inhiben
la actividad bacteriana) y frecuentemente estan constituidos de un 60% de restos de
comida y 30% de residuos de jardineria (Moreno et al., 2021). En comparacién con la
FORSU, la DQO de los restos de comida (90 - 170 g/L) suele ser casi la mitad (150 - 350
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g/L) (Cheah etal., 2019). Por otro lado, la FORSU sin clasificar en el origen (NS-
OFMSW, por sus siglas del inglés non source-sorted organic fraction of municipal solid
waste) esta mezclada con otro tipo de materiales en su mayoria inorganicos, lo cual reduce
la calidad del residuo biologico que es utilizado como materia prima para la produccién

de biocombustibles.

En los ultimos afios, varios paises han implementado plantas procesadoras que permiten
separar estas dos fracciones a través de sistemas de clasificacion mecanica (MS-OFMSW,
por sus siglas del inglés mechanically sorted organic fraction of municipal solid waste),
como tambores rotatorios (RDR-OFMSW, por sus siglas del inglés rotary drum sorted
organic fraction of municipal solid waste) (Barampouti et al., 2019) y una novedosa
tecnologia desarrollada en China que aprovecha las fuerzas asociadas a la flotacion y
hundimiento de materiales en agua (WS-OFMSW, por sus siglas del inglés water sorted

organic fraction of municipal solid waste) (Dong et al., 2010).

De acuerdo a Darvishi-Harzevili & Hiligsmann (2018), la FORSU también puede ser

clasificada segun su biodegradabilidad en:

e Fraccion organica digerible: materia organica facilmente degradable como
residuos de cocina, residuos de poda de césped y papel.

e Fraccion combustible: Materia organica de dificil digestién y no digerible como
madera, carton, plastico y materiales sintéticos.

e Fraccion inerte: piedras, arena, vidrio, metales y huesos.

Generalmente, el contenido de materia organica de un sustrato esta determinado por la
cantidad de solidos volatiles (SV). Segun Mata-Alvarez (2003), en procesos de digestion
anaerobia, solamente una parte de los sdlidos volatiles pueden ser convertidos en biogas.
Esto debido principalmente a que la FORSU, ademas de contener solidos volatiles
biodegradables, contiene solidos volatiles refractarios como la lignina misma que no es
facilmente degradada por bacterias anaerobias y requiere largos periodos para ser

degradada completamente (Kayhanian, 1995).

La lignina contenida en la FORSU no puede ser convertida directamente por las bacterias

en ningun tipo de biocombustible (Mahmoodi et al., 2018a), debido a ello, se han aplicado
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tratamientos para deslignificar la FORSU previo a su uso como sustrato. Aunque los
tratamientos mas comunes estan enfocados en la aplicacion de sustancias quimicas debido
a su rapidez y eficiencia en la despolimerizacion de este compuesto, pueden formarse
compuestos inhibidores del crecimiento bacteriano. En la naturaleza la lignina es
degradada naturalmente principalmente por hongos y un grupo pequefio de bacterias
equipadas con enzimas especializadas (Sterptomyces, Rhodococcus, Pseudomonas y
Bacillus) (Lee etal., 2019); aunque existen muy pocos estudios relacionados con la
deslignificacion biologica de la FORSU, estudios como el de Semeraro et al. (2021), han
obtenido un aumento en la produccion de biogas de hasta el 100% a partir de la
codigestién de residuos de poda y FORSU a través de la inoculacion de hongos

degradadores de lignina.

2.2. Fermentacién

La fermentacion (hidrélisis, acidogénesis y acetogénesis) es la fase inicial de la digestion
anaerobia de compuestos organicos donde se forman compuestos intermediarios que
luego serdn convertidos a metano, didxido de carbono e hidrégeno (es decir, biogas) en
la fase de metanizacion (Figura 2-1). En el caso de biomasas lignocelulésicas como la
FORSU, la velocidad de hidrolisis limita la velocidad de la fermentacion global (Reis

etal., 2011) y, por tanto, la digestion anaerobia (Henze et al., 2008).

2.2.1.Hidrdlisis

El proceso inicia con la hidrolisis de biomoléculas complejas suspendidas, coloidales y
disueltas que no son asimilables para los microorganismos hasta compuestos disueltos de
bajo peso molecular (monémeros y oligdmeros). El proceso de degradacion natural de
polimeros complejos es catalizado por la accion de enzimas extracelulares (Tabla 2-1)
secretadas por bacterias fermentativas (Maddela-Raju et al., 2021) que son adsorbidas en
la superficie de la materia organica particulada (Darvishi-Harzevili & Hiligsmann, 2018).
Estas enzimas, también Ilamadas hidrolasas, pueden ser esterasas (hidrolizan enlaces éster
de los lipidos), glicosidasas (hidrolizan enlaces glucosidicos de los carbohidratos) o

peptidasas (hidrolizan enlaces peptidicos de las proteinas) (Kang & Yuan, 2017).
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Figura 2-1. Diagrama esquematico de la digestién anaerobia completa de la materia
organica.
Los numeros indican el tipo de bacteria asociada al proceso.
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Fuente: Adaptado de Sanders (2001) y Nayono (2010)

Tabla 2-1. Grupos de enzimas hidroliticas y productos

Sustrato Enzima Productos

Proteinas Proteasa o peptidasa Aminoacidos

Celulosa Celulasa Celobiosa y glucosa

Hemicelulosa Hemicelulasa Azlcares (glucosa, xilosa, manosa y arabinosa)
Almidén Amilasa Glucosa

Grasas Lipasa Acidos grasos de cadena larga y glicerol
Pectinas Pectinasa AzUcares (galactosa, arabinosa)

Fuente: Tomado de Darmawan & Aziz (2022)

En procesos de digestion anaerobia, microorganismos como Clostridium, Proteus
vulgaris, Peptococcus, Bacteroides, Bacillus, Vibrio, Acetivibrio cellulolyiticus,

Staphylococcus y Micrococcus han sido reportados como grupos tipicos de bacterias



hidrolitico-fermentativas (Kang & Yuan, 2017). Miembros del género Bacillus, por
ejemplo, estan equipados con enzimas robustas que son secretadas en un orden especifico
y en ausencia de compuestos de bajo peso molecular permitiéndoles degradar polimeros
como el almidon y otros polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos en compuestos

facilmente metabolizables (Hui & Khachatourians, 1995).

2.2.1.1. Tratamientos previos aplicados a la FORSU para mejorar la hidrolisis

Varias de las investigaciones relacionadas con el aprovechamiento de la FORSU, estan
enfocadas en solubilizar los biopolimeros hasta mondmeros facilmente asimilables por
los microorganismos durante la acidogénesis y/o acetogénesis como las hexosas (glucosa,
fructosa, galactosa, manosa) y/o pentosas (xilosa, ribosa, arabinosa, ramnosa). Esto
debido a que la FORSU es una sustancia polimérica biodegradable, es decir, con un alto
contenido de sélidos volatiles, que pueden degradarse hasta monémeros durante la
hidrolisis (aumentando la DQOs) y, posteriormente, estos compuestos simples son

transformados a metabolitos en la fase de acidogenesis (Soomro et al., 2019).

Las distintas investigaciones se han enfocado principalmente en estudiar el efecto de la
aplicacion combinada de tratamientos fisicos, quimicos y/o enzimaticos a fin de mejorar
la hidrolisis de macromoléculas de la FORSU debido principalmente a su elevada
heterogeneidad y a la presencia de productos de dificil degradacion. Es asi que, mediante
procesos de tratamiento previo, se han llegado a obtener eficiencias de solubilizacion de
entre el 81y 91% de la materia organica particulada contenida en la FORSU (Barampouti
etal., 2019).

En general, los procesos de tratamiento previo a la obtencidn de metabolitos a partir de la
FORSU constan de dos partes fundamentales: a) tratamientos fisicoquimicos, que ayudan
a solubilizar el material organico y b) hidr6lisis enzimatica, donde se adicionan enzimas
para transformar principalmente la celulosa y almidones en glucosa. La mayor parte de
las investigaciones evaluan el efecto de los tratamientos previo a la hidrolisis enzimatica
por lo que comparan su efecto sobre una muestra de FORSU tratada Unicamente con la
adicion de enzimas (Figura 2-2) (Mahmoodi et al., 2018a; Mahmoodi et al., 2018b;
Ebrahimian et al., 2020; Moreno et al., 2021).
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Figura 2-2. Conversion biolédgica de la FORSU hasta etanol y metano

Fuente: Adaptado de Mahmoodi et al. (2018a); Mahmoodi et al. (2018b); Ebrahimian
et al. (2020)

> Glucosa

Los pretratamientos aplicados a la FORSU, con el fin de obtener principalmente glucosa,
han sido estudiados ampliamente y las configuraciones de los procesos difieren entre los
autores. Moreno etal. (2021), evaluaron los rendimientos finales de un proceso de
presacarificacion donde registraron rendimientos de produccion de glucosa promedio de
63% (45 - 82%) y 50% (43 - 56%) para muestras de la FORSU clasificadas (SS-OFMSW)
y sin clasificar en el origen (NS-OFMSW), respectivamente. Por otro lado, trabajos como
los de Mahmoodi et al. (2018a), Mahmoodi et al. (2018b) y Ebrahimian et al. (2020)
evalUan el efecto de la aplicacion de distintas soluciones quimicas y el tiempo de contacto
con la FORSU previo a la utilizacion de enzimas hidroliticas; los dos altimos autores
cuantificaron la cantidad de glucosa obtenida tanto en el licor de pretratamiento como en

el obtenido luego de la hidrélisis enzimatica (Tabla 2-2).

Una vez aplicado el pretratamiento a la FORSU, el licor de pretratamiento es separado de
la fase solida a través de filtracion o centrifugacion. De acuerdo a la literatura citada

anteriormente, los solidos generalmente son lavados y secados antes de ser hidrolizados
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mediante la agregacién de enzimas, mientras que la corriente liquida o licor puede ser
fermentada directamente con la adicion de determinados microorganismos para la
obtencion de metabolitos, o puede ser tratada con enzimas (amilasas, a-amilasas y/o
glucoamilasas) para transformar los almidones solubilizados en glucosa (Mahmoodi
et al., 2018b). Al finalizar el proceso de hidrdlisis enzimética, se obtiene un hidrolizado
(fraccion liquida) y un residuo solido; en el primer caso, se adiciona una cepa de
microorganismos a fin de fermentar el hidrolizado, mientras que en el segundo caso los
solidos son sometidos a digestion anaerobia para producir metano (Acton, 2013). El
fermentado obtenido de las distintas corrientes tratadas es destilado para separar el etanol
del resto de materiales y esta corriente residual es sometida a digestion anaerobia.

Tabla 2-2. Concentraciones de glucosa obtenidas mediante la aplicacion de distintos
tratamientos a la FORSU

Lopez- .
Me(iraelr.]o Etbrlah(lzmolzzzn) Gc’;mlez Magtn;(l)lodl Mah(rggggti) )et al.
etal. etal.
(2021) (2019) (2018a)
%ST 20 10 - 10 10
T (°C) 50 120y 160 - 130y 160 100, 130y 160
Tratamiento pH S . B - B
t (horas) 24 - 48 05y1 - 0,05y1 0,05y1
Solucioén - Etanol-agua B H2SO04 Aqua
aplicada 85% viv 0.5y 1% g
Referencia (g/L) — 34.2 - 10.3 11.25
SS-OFMSW (g/L) - - - 4.2-433 1.65-2.26
%ST 20 5 20 5 5
celulasas celulasas
Enzimas Ce“."asas a-amilasas celL_JIasas celulasas a-amilasas
amilasas . amilasas )
glucoamilasas glucoamilasas
45 45
Hidrélisis T (°C) 35 90 50 45 90
enzimatica 65 65
4.8 4.8
pH 55 6 5 4.8 6
4.5 4.5
72 72
t (horas) 48 - 72 2 72 72 2
24 30
SS-OFMSW (g/L) 46 — 98 40.9 55.4 16.7 -23.4 30.5-48.7
NS-OFMSW (g/L) 30-47 - 47.2 - -
RDR-OFMSW - - 36.8 - -

En general, se observa que la aplicacion de acido sulfdrico diluido a elevadas
temperaturas permite incrementar la concentracion de glucosa en el licor obtenido en

comparacion con otros tratamientos, sin embargo, pese a que la aplicacion de
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pretratamientos termales y termoquimicos solubilizan una gran parte de los sélidos de la
FORSU, durante el proceso se pueden producir compuestos recalcitrantes como el 5-
hidroxi-metil furfural (HMF) (a partir de las hexosas) y furfurales (a partir de la pentosas),
lo que puede provocar una disminucion en la tasa de crecimiento especifico de
organismos. Si la temperatura de tratamiento supera los 140°C, los azlcares pueden
reaccionar con los aminoéacidos formando melanoidinas las cuales son dificiles de
degradar (Verma, 2020), por lo que este tipo de tratamientos pueden inhibir el crecimiento

bacteriano durante la fermentacion.

» Xilano (xilosa)

Los xilanos son el principal componente hemicelulésico de la FORSU y su degradacion
se ve afectada significativamente por las condiciones de pretratamiento aplicadas. Por
ejemplo, Ebrahimian et al. (2020) observaron que el pretratamiento a 120°C durante 0.5
y 1 hora transformaron el 52.8% y el 56.4% de xilanos en xilosa, respectivamente. Sin
embargo, si se aplican temperaturas méas altas en torno a 160°C existe una mayor
eliminacién de xilano (mas del 65%). Otro método comun es la aplicacion de &cidos
fuertes diluidos a temperaturas elevadas para solubilizar compuestos hemiceluldsicos y
mejorar la produccion de azlcares para su posterior fermentacion, es asi que Mahmoodi
et al. (2018) observaron que los xilanos pueden liberarse completamente desde la fraccion
solida a la fraccion liquida aplicando H2SO4 al 0.5% durante 1 hora a 160°C o0 H2SOs al
1.0% durante 0.5 horas a 160°C. En funcion de estas condiciones, evidenciaron un
aumento en la concentracion de xilosa desde 1.73 (t = 0 horas) a 1.95 g/L, para el primer
caso, por el contrario, para el segundo caso existié una reduccion en la concentracion
desde 1.90 (t =0 horas) a 1.75 g/L.

Lopez-Gomez et al. (2019) demostraron que después de la glucosa, la xilosa es el azicar
mas consumido en las primeras 12 horas del proceso de fermentacion de la fraccion
organica de residuos sometidos a un proceso de hidrélisis enzimatica y fermentacion, ya
que observaron una disminucion en la concentracion de 10.8a3.7g/Lyde11.5a3.1g/L
para muestras de residuos organicos clasificados en el origen (SS-OFMSW) vy

recuperados de un tambor rotatorio (RDR-OFMSW), respectivamente.
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2.2.2. Acidogénesis y acetogénesis

Una vez que la FORSU se ha hidrolizado en compuestos mas simples, los
microorganismos, generalmente quimiorganotrofos, utilizan las hexosas y pentosas como
fuente de carbono y energia para el crecimiento celular y formacion de productos. Los
metabolitos se forman segun la funcién celular asociada a una ruta metabdlica particular;
por ejemplo, los alcoholes (metanol, etanol, etc.), se derivan de la produccion de energia
en el interior de las células, mientras que los &cidos organicos se generan en el ciclo del
acido citrico durante la produccion de biomasa y energia (Wilson et al., 2020). Estos
metabolitos formados durante el metabolismo de los microorganismos también se

denominan metabolitos primarios (Pele & Cimpeanu, 2012).

Segln Madigan et al. (2015), la fermentacion se clasifica por el sustrato que se fermenta
0 por los productos que se forman. Los metabolitos pueden aparecer como producto
principal o secundario de la fermentacidn de hexosas o pentosas en bacterias anaerobias
y facultativas (Schlegel et al., 1997) a través de distintas vias como las que se muestran
en la tabla 2-3.

Tabla 2-3. Tipos de fermentacion

Tipo Reaccion
Alcohdlica Hexosas? — 2 etanol + 2 CO>
Heterolactica Hexosas — acido lactico + etanol + CO, + H*
Homolactica Hexosas — acido lactico

Hexosas — etanol + 2,3-butanodiol + succinato®+ acido lactico +
acido acético + acido formico + Ho + CO»

aLa glucosa es el sustrato inicial de la glucélisis. No obstante, se pueden fermentar otros muchos aztcares C6 (hexosas)
tras su transformacion a glucosa.

bNo todos los organismos producen todos los productos. En concreto, la produccion de butanodiol esté limitada a ciertas
enterobacterias. La reaccion no esta igualada.

‘También otros productos residuales como acetato y etanol en pequefias cantidades (solo en la fermentacion del
butanol).

Acido mixta®c

Varios trabajos relacionados con el aprovechamiento de la FORSU para la obtencion de
productos con valor agregado, también se han enfocado en la produccidon de acidos grasos
volatiles (AGV) como los acidos acético (Cz), propionico (Cs), butirico (Cas), valérico (Cs)
y caproico (Ce) (Cheah etal., 2019; Gameiro etal., 2016), acidos organicos (acido
lactico), alcoholes (metanol y etanol) (Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez, 2021,
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Jojoa-Unigarro & Gonzalez-Martinez, 2021; Lopez-Gomez et al., 2019) e hidrégeno
(Ebrahimian et al., 2020).

Gameiro et al. (2016) y Cheah et al. (2019), por ejemplo, evaluaron la produccion de
AGV durante la fermentacion hidrolitica-acidogena de la FORSU variando parametros
como la alcalinidad y la concentracion de solidos. Esto se debe a que los AGV pueden
ser usados como fuente de carbono para sintetizar polihidroxialcanoatos (PHA), entre
ellos, la proporcion de acidos grasos con carbonos pares (AGCP) es particularmente
importante. EI aumento de la proporcion de AGCP en los AGV puede aumentar la
proporcion del acido poli-p-hidroxibutirico (PHB) en el monémero de los PHA que
mejoran las propiedades de algunos productos sintéticos (antimicrobianos, inhibidores de
la corrosion, biodiésel, lipidos, bioplasticos y plasticos degradables) (Chen et al., 2021),
mientras que los &cidos grasos con carbonos impares conducen a la formacion de

hidroxivalerato (Vergine et al., 2015).

Trabajos realizados por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) y Jojoa-Unigarro
& Gonzalez-Martinez (2021), por otro lado, evaluaron la produccion de metabolitos
Unicamente utilizando la microflora nativa asociada a la FORSU de manera natural. El
estudio realizado por el primer autor en cuestidn, estuvo enfocado en evaluar el efecto del
ensilaje (fermentaciéon lactica) de la FORSU vy su efecto sobre la produccién de metano
con base en la variacion de parametros como la temperatura (20, 35 y 55°C) y la
concentracion de sélidos (10, 20 y 28%). De la investigacion realizada observaron que,
independientemente de la variacion de parametros, el acido lactico siempre se forma en
primer lugar seguido del etanol y acido acético; en conjunto, estos tres metabolitos pueden
Ilegar a conformar hasta el 95% de los metabolitos totales producidos lo que sugeriria que
la fermentacién predominante para este sustrato es heterolactica. Aunque el aumento de
la concentracion de sélidos disminuye la produccion de metabolitos, la reduccion es
debida a la baja produccion de acido lactico; mientras que la produccion de etanol se ve
afectada minimamente lo que indicaria que un aumento en la concentracion de sélidos
favorece de cierto modo una fermentacion alcoholica. Ademas, pese a que el incremento
en la concentracion de solidos impulsa la formacion de etanol, se han presentado algunos
casos en los que ha sido necesario limitar el contenido de sélidos a un 10% (w/w) ya que
el alto contenido de sustrato incrementa la viscosidad y dificulta la transferencia de masa
(Tomas-Pejo et al., 2008).
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» Acido lactico

La produccion de este metabolito puede ser a través de dos vias: homolactica (no gaseosa)
0 heterolactica (gaseosa). La fermentacion heterolactica o heterofermentativa de la
glucosa es una adaptacion desarrollada por las bacterias del acido lactico (BAL), que
estan mas especializadas en pentosas (por ejemplo, xilosa, ribosa, arabinosa), para utilizar
las hexosas como sustrato (Fuchs et al., 2017) mediante la via de las pentosas fosfato
(PPP) también conocida como via de la fosfocetolasa o fosfogluconato (Koénig et al.,
2017). En consecuencia, las BAL convierten la glucosa-6-fosfato en 6-fosfogluconato en
lugar de fructosa-6-fosfato durante la fermentacion. En el caso de las BAL
heterofermentativas obligatorias poseen una enzima denominada fosfocetolasa lo que les
permite oxidar las hexosas y pentosas hasta acido lactico, etanol, CO2 y &cido acético por
la via PPP, mientras que las BAL heterofermentativas facultativas utilizan la via
glucolitica (poseen fructosa 1,6 difosfato aldolasa) para metabolizar hexosas y sintetizar
también una fosfocetolasa inducible que les permite metabolizar pentosas (Pandey et al.,
2018) hasta lactato y acetato (Wood & Holzapfel, 1995). Se conoce también que gran
parte de las BAL requieren para su crecimiento de uno o mas aminoacidos (Kurbanoglu
& Kurbanoglu, 2003) los cuales obtienen gracias a su sistema proteolitico con el cual
pueden convertir proteinas en péptidos y estos a su vez en aminoacidos (Karunaratne &

Pamunuwa, 2017).

La via heterofermentativa es utilizada por las BAL para generar compuestos antifingicos,
como los acidos acético y propionico, que inhiben el crecimiento de microorganismos
indeseables responsables de la degradacion anaerobia (levaduras, clostridios,
enterobacterias) o aerobia (levadura, bacilos, listeria, mohos) de la materia organica
(Doelle etal., 2009; Vinderola, 2019). Generalmente, durante la degradacion de los
alimentos, parte sustancial de la FORSU, las BAL heterofermentativas aparecen al inicio
de la fermentacion conjuntamente con organismos indeseables como las enterobacterias
provocando que el medio se acidifique, cuando el pH es de alrededor de 5 las BAL
homofermentativas, que son tolerantes al pH acido y producen acido lactico que reduce
mas rapidamente el pH, aumentan en nimero mientras que la cantidad de organismos de
la comunidad inicial disminuye (Katz, 2012). A medida que transcurre el proceso de
fermentacion el pH puede reducirse hasta alcanzar valores entre 3y 4, inhibiendo de este

modo patdgenos, microorganismos descomponedores (Wu et al., 2018) e inclusive las
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mismas bacterias lacticas, dejando Unicamente organismos acido-tolerantes como las
levaduras (Bamforth & Cook, 2019; Davidson et al., 2005). La inhibicién bacteriana se
debe principalmente a que a pH 4, solamente el 11% del acido lactico esta disociado,
mientras que en el caso del &cido acético y propidnico estan disociados el 85y 92%; los
acidos al estar disociados penetran facilmente la membrana celular debido a que son
liposolubles (Salminen et al., 2004).

Por ejemplo, los lactobacilos heterofermentativos facultativos normalmente fermentan las
hexosas para formar lactato, sin embargo, si falta glucosa, fermentan las hexosas de forma
heterofermentativa para generar acido lactico, acido acético, etanol, acido férmicoy COa.
Las pentosas se fermentan a lactato y acetato a través del ciclo de la fosfocetolasa
(Krémker & Bruckmaier, 2007). Aunque los estudios sobre la poblacion bacteriana que
se encuentra de forma natural en la FORSU son muy escasos e inclusive inexistentes, hay
estudios relacionados con la composicion de microorganismos en residuos frescos y
restos de comida que, de cierto modo, son el componente principal de la fraccion organica

de los residuos sélidos urbanos.

Wilson etal. (2016) analizaron los cambios en la comunidad bacteriana durante la
descomposicion de residuos frescos con una composicion del 82% en masa himeda de
restos de alimentos, 7.25% recortes de césped, 3.5% hojas y 7.25% astillas de madera.
Del estudio realizado en tres muestras observaron que la microflora nativa estaba
dominada por organismos anaerobios, asi como por microorganismos asociados con la
descomposicion de restos de alimentos. A nivel de orden, los Lactobacillales
representaron mas del 89% de los microorganismos en los residuos frescos
identificandose 4 géneros principales: Lactobacillus, Weissella, Leuconostoc y
Lactococcus, todos los cuales son anaerobios y toleran los acidos generados en gran

medida durante la fermentacion de productos lacteos y verduras.

Una comunidad microbiana similar fue hallada en un estudio realizado por Wu et al.
(2018), quienes analizaron durante 72 horas los cambios en la diversidad bacteriana en
restos de comida en descomposicion provenientes de un comedor, encontrando que las
bacterias lacticas fueron el grupo mas dominante tanto en temperaturas entre 25y 28°C,
asi como entre 30 y 35°C. Ademas, la comunidad bacteriana en el rango de mayor

temperatura era menos diverso en comparacion con la de temperatura ambiente. A las 0
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horas, Weissella, Leuconostoc, Acetobacter y Lactobacillus fueron los grupos mas
dominantes a nivel de género, mientras que Acetobacter desaparecio después de 72 horas
en ambas condiciones de temperatura. Las muestras de residuos de comida almacenadas
a una temperatura alta estuvieron dominadas por Lactobacillus, que representd casi el
90% de todas las bacterias mientras que, en las muestras colocadas a temperatura
ambiente, Weissella represento alrededor del 40% de la comunidad microbiana seguido
por Lactobacillus con un 28% en promedio y Leuconostoc en un 5%. El trabajo realizado
por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) durante el ensilaje de la FORSU
también sugiere que existen bacterias del acido lactico de forma natural en este sustrato
debido a que se produce &cido lactico, acido acético y etanol.

Investigaciones relacionadas con el aprovechamiento de la FORSU para obtener acido
lactico, al igual que varios estudios, han sometido este sustrato a hidrdlisis enzimatica,
esterilizacion e inoculacion de cepas productoras de &cido lactico para producir
unicamente este metabolito. Por ejemplo, Lopez-Gomez et al. (2019), luego de aplicar un
proceso de hidrolisis enziméatica a muestras de residuos organicos clasificados en la fuente
(SS-OFMSW) vy recuperados de un tambor rotatorio (RDR-OFMSW), filtraron el
hidrolizado para remover particulas gruesas (g > 150 pm, filtracion) y finas (o > 0.2 pum,
microfiltracion) en el primer caso, y solo gruesas en el segundo, obteniendo de este modo
5 fracciones liquidas diferentes las cuales fueron sometidas a un proceso de fermentacion
en discontinuo y por duplicado donde se incorpor6 un caldo rico en Bacillus coagulans
A166 y otro en Bacillus coagulans A20 a cada tipo de hidrolizado liquido. Cada mezcla
fue incubada a 52°C y 400 rpm, ajustando el pH a 6.0 con una solucién de NaOH 20%
(%ow/w). Para el caso de residuos separados en la fuente, en muestras a las cuales se
dosifico la cepa de B. coagulans A166, cuantificaron concentraciones de &cido lactico de
60.0 g/L (filtracion) y 57.7 g/L (microfiltracidn). Mientras que para aquellas a las que se
incorporo la cepa de B. coagulans A20 obtuvieron concentraciones de acido lactico de
51.0 g/L (filtracion) y 56.3 g/L (microfiltracion). Por otro lado, para el hidrolizado de la
muestra de la RDR-OFMSW, el cual solamente fue sometido a filtracion, observaron la
méaxima produccion de acido lactico a las 12 horas de iniciado el experimento donde se
alcanzd una concentracion de 55 g/L y en las 16 horas posteriores apenas se incrementd
hasta una concentracién de 63 g/L. Si bien es cierto que las concentraciones de acido
lactico fueron relativamente cercanas, la diferencia principal radico en el tiempo en que

se alcanz6 la maxima tasa de produccion de acido acético. Las muestras de residuos
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separados a las cuales se les aplicd filtracion y microfiltracion, y las muestras de residuos
mezclados solamente filtrados a las cuales se les incorpord la cepa A166, alcanzaron la
maxima tasa de produccién entre las 5y 12 primeras horas de experimentacion al igual
que las muestras de residuos separados a las cuales se les aplicd solamente filtracion, pero
con dosificacion de la cepa A20. Por otro lado, aquellas muestras de residuos separados
a los que se les aplico solamente filtracion y la dosificacion de la cepa A166, alcanzaron
la méaxima tasa de produccion de acido lactico entre las 6 y 18 horas de iniciado el
experimento, mientras que a las muestras de residuos separados a las que se les aplico
filtracién y microfiltracion, con la posterior dosificacion de la cepa A20, lograron la
maxima tasa de produccion de acido lactico entre las 3 y 8 horas primeras horas de

experimentacion.

> Acidos grasos volatiles (AGV)

La fraccion organica de los residuos sélidos urbanos es un sustrato ideal para producir
AGV mediante fermentacidn acidogénica. Fernandez-Dominguez et al. (2020) analizaron
el impacto de la temperatura sobre la produccién de AGV utilizando la FORSU
clasificada en el origen (SS-OFMSW) proveniente de una Planta de tratamiento
mecanico-bioldgico. Para ello, utilizaron el sobrenadante extraido del digestor anaerobio
que primero ha pasado por una etapa de centrifugacién para separarlo de los biosélidos;
esta fraccion liquida pasa a un pulpador que recibe los lixiviados del pozo de entrega de
la FORSU y que, a su vez, incorpora el residuo bioldgico proveniente del transportador
balistico para posteriormente conducir la mezcla enriquecida a un sistema de
hidrociclones que remueven materiales inertes. Finalmente, esta fraccién compuesta por
el residuo biolégico y el liquido fermentado ingresa nuevamente al digestor anaerobio.
De esta ultima corriente colocaron 200 mL (Vwanajo) €n botellas de vidrio sin agregar
indculo ni sustancias para regular el pH antes o durante el experimento y realizaron 5
pruebas: A, By C a 35°C, D a 20, 35y 45°C, y E a 34, 55 y 75°C. Las pruebas de
fermentacion por lotes a 35°C mostraron los mayores rendimientos de AGV (0.49-0.59
gpoo-Acv/gsv) conjuntamente con las maximas concentraciones (23 — 29 gpgo-acv/L).
Ademas, observaron que la composicién de AGV no se ve afectada por la temperatura de
fermentacion y estuvo dominada por los acidos acético, propionico y butirico. No

obstante, evidenciaron que a medida que se incrementaba la temperatura de fermentacion,
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mayor era la DQO soluble asociada a compuestos diferentes a los AGV (alcoholes,

aminoacidos, carbohidratos simples) y el nitrogeno amoniacal en el licor de fermentacion.

Cheah et al. (2019) estudiaron el efecto del pH sobre la produccién de acidos grasos
voléatiles (AGV) y su distribucion a través de la fermentacion acidégena de la fraccion
orgénica clasificada en origen de los residuos sélidos urbanos (OFMSW) de una planta
de tratamiento mecanico-biolégico (MBT) en digestores semicontinuos. Para ello,
trabajaron en un reactor enchaquetado de 4.5 L de volumen efectivo donde establecieron
un tiempo de retencién hidraulica (HRT) de 3.5 dias bajo condiciones &cidas (pH = 6.0).
Los resultados mostraron que la concentracion de AGV en el efluente del proceso de
fermentacion se incremento entre 13.9 y 16.9% en comparacion con el influente, y tenia
una composicion de AGV individuales similar al de la alimentacion (C2 35-41%, C3 18-
22%, C4 17-21% y Cs 9-12%). Por lo tanto, este efluente tenia una proporcion (Cz +
C4)/(C3 + Cs) = 1.7 — 2.0 y una relacion DQOacv/DQOs alrededor del 23%.

2.2.2.1. Estrategias de fermentacion para la obtencion de etanol a partir de la FORSU

Las investigaciones relacionadas con el aprovechamiento de la FORSU son muy amplias
y varian segun el tipo de producto que se desea obtener. En el caso de la produccion de
etanol, de acuerdo a Kumar & Sani (2018) y Bhaskar etal. (2021), existen varias
estrategias de fermentacion para la obtencion de etanol a partir de la FORSU. Los diversos
pardmetros que se deben considerar para seleccionar una estrategia de fermentacion
particular son el tiempo de incubacion, el volumen de indculo, la temperatura, el
metabolismo involucrado y la carga organica (Fernandez-Rodriguez et al., 2014), todos

los cuales influyen directamente en el rendimiento general.

Las estrategias mas comunes son: Hidrolisis y fermentacion separadas (SHF, por sus
siglas del inglés Separated hydrolysis and fermentation), Sacarificacion y fermentacion
simultaneas (SSF, por sus siglas del inglés Simultaneous saccharification and
fermentation), Sacarificacion y fermentacion simultanea no isotérmica (NSSF, por sus
siglas del inglés Non-isothermal simultaneous saccharification and fermentation),
Sacarificacion y Co-fermentacion simultaneas (SSCF, por sus siglas del inglés
Simultaneous saccharification and co-fermentation) y Conversién microbiana directa

(DMC, por siglas del inglés Direct microbial conversion) / Bioprocesamiento
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Consolidado (CBP, por siglas del inglés Consolidated bioprocessing) (Kumar & Sani,
2018) (figura 2-3).

SHF SSF SSCF CBP

Produccion Produccién Produccién
de celulasas de celulasas de celulasas »
Produccién
i isi 2y de celulasas,
Hidrdlisis de S ralsie ak e
la celulosa la celulosa y Hidrolisis de | ul
., acelulosa,
= fermentacion la celulosa, ©
Fermentacion ., fermentacion
de hexosas de hexosas fermentacion < de h
de hexosas y € e>t(osas y
~ _ pentosas
Fermentacion Fermentacion pentosas
de pentosas de pentosas

—

v
BIOETANOL

Figura 2-3. Procesos para la produccion de azlcares y bioetanol
Fuente: Adaptado de Choudhary et al. (2016) y Liguori et al. (2016)

Los rendimientos derivados de cada método de tratamiento dependen de la configuracion
del proceso de tratamiento. De todas las configuraciones existentes para la obtencién de
etanol, la SSF presenta algunas ventajas sobre el resto ya que reduce la produccion de
compuestos inhibidores durante la hidrolisis, requiere bajos tiempos de residencia y bajos

requerimientos de adicion de enzimas (Tomas-Pejo et al., 2008).

En general, para producir etanol a partir de la FORSU, es necesario la aplicacion de
pretratamientos con el fin de convertir los biopolimeros complejos en hexosas y pentosas
seguido de la inoculacion de cepas especificas para producir etanol. La tabla 2-4 muestra
las diferentes condiciones e indculos utilizados en la fermentacion de la FORSU tratada
previamente para producir etanol. Los datos reportados en la tabla mostrada a
continuacion se encuentran ligados a la informacion reportada en la tabla 2-2 donde se

establece el tipo de tratamiento previo dado a la FORSU.
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Tabla 2-4. Concentraciones de etanol obtenidas a partir de la FORSU pretratada

Moreno Ebrahimianetal.  Mahmoodi et al. Mahmaoodi
et al. (2021) (2020) (2018a) et al. (2018b)
%ST 20 5 10 10
T (°C) 35 37 37 37
pH 55 5.8 - -
t (horas) 72 72 72 72
Microorganismo S, cerevisiae aefgti;c;t;agﬁéc Mucor indicus Mucor indicus
inoculado ' oL CCUG 22424  CCUG 22424
0.01
. (Iico? ;tfa?tado) (licor tratado
Referencia (g/L) - 5.4 49 con amilasas)
L 4.8
(hidrolizado) (celulasas)
10.7 - 18
6.9-10.5 (licor tratado
i (licor tratado) con amilasas)
SS-OFMSW (g/L) 24 — 52 7.2-8.1 18-19.3 5984
(hidrolizado) (hidrolizado
con celulasas)
NS-OFMSW (g/L) 17-26 — — —

» Microorganismos utilizados en la produccion de etanol

Cuando la FORSU es descompuesta de forma natural, microorganismos fermentativos
naturales como las levaduras (S. cerevisiae) o bacterias (Zymomonas mobilis) convierten
los azUcares en etanol mediante la via metabolica conocida cominmente como Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), sin embargo, debido a que las levaduras no son capaces de
hidrolizar la materia organica y dependen de los azUcares disueltos en el medio, su acceso

al sustrato es limitado y la produccion de etanol es minima (Bhaskar et al., 2021).

Aunque S. cerevisiae no es capaz de excretar enzimas hidroliticas, es ampliamente
utilizado durante la fermentacion debido a que tiene una elevada tolerancia a compuestos
inhibidores derivados del tratamiento de sustratos lignocelulosicos (Moreno et al., 2021).
Ademas, este organismo es clasificado como facultativo anaerobio y es capaz de
adaptarse rapidamente en entornos hiperosmoticos mediante la generacién de glicerol
(Nevoigt & Stahl, 1997). Esto debido a que, segun reporta Navarrete et al. (2014) y
Babazadeh et al. (2017), durante la fermentacion anaerobia, la cadena respiratoria no es
funcional y el NADH generado en relacién con el crecimiento celular debe reoxidarse a
NAD* mediante la formacién de glicerol, para evitar un desequilibrio en la relacion
NAD*/NADH.
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Otra de las causas principales por las que este tipo de levadura es utilizada ampliamente
es debido a su capacidad seguir produciendo etanol inclusive luego de que su crecimiento
se ha detenido (Arora et al., 2004). Varios estudios mencionan que, si bien es cierto que
S. cerevisiae tiene una alta afinidad por la glucosa, en realidad es capaz de captar otro
tipo de azucares fermentables como sacarosa, fructuosa, maltosa y maltotriosa. Si se
fermentan estos azucares se produce etanol, didxido de carbono y 2 ATP mientras que, Si

respira, se produce didxido de carbono, agua 'y 38 ATP (Walker & Stewart, 2016).

2.3. Metanogénesis

Luego de que compuestos como alcoholes, AGV vy acidos grasos de cadena larga (AGCL)
han sido transformados en &cido acético, hidrogeno y CO. mediante bacterias
acetogénicas durante la acetogénesis, bacterias metandgenas captan estos sustratos y los
transforman en metano en la fase de metanogénesis la cual es la ultima etapa de la
digestion anaerobia. ElI 66% del metano formado proviene de la descarboxilacion del
acetato a través de arqueas acetoclasticas, mientras que el 34% restante proviene de la
reduccion del CO- catalizada por el Hz utilizando arqueas hidrogenofilicas. De acuerdo a
Campuzano & Gonzalez (2015), el potencial de produccion de metano a partir de la
FORSU depende en gran medida de las caracteristicas del sustrato, su biodegradabilidad
y contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como las fracciones de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Ademas, el proceso de metanizacion estd condicionado por
factores como la temperatura a la cual se lleva el proceso, ya que se ha evidenciado que
en condiciones termofilicas existe una alta tasa metabolica de los microorganismos y la

destruccion de una mayor proporcion de organismos patogenos (Zabranska et al., 2000).

2.3.1. Potencial bioquimico de metano (PBM)

La informacion proporcionada por el PBM es valiosa cuando se evalGan sustratos con
potencial para producir metano, y para optimizar el disefio y el funcionamiento de
digestores anaerobios (Raposo etal., 2011). Trabajos previos como los de Castellon-
Zelaya & Gonzalez-Martinez (2021), Figueroa-Escamilla (2018) y Campuzano (2013)
han evidenciado que luego de someter la FORSU a pruebas de PBM, las curvas de

generacion de metano exhiben un comportamiento diauxico asociado principalmente a la
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heterogeneidad del sustrato y a la presencia de compuestos disueltos y material organico
complejo que primero debe ser hidrolizado para ser aprovechado por las bacterias.

Este comportamiento bifasico en un sustrato complejo es tipico de un crecimiento
bacteriano diaixico el cual se interpreta como una adaptacion para maximizar el
crecimiento de la poblacion en entornos de multiples nutrientes y donde los
microorganismos crecen en un medio donde existen dos o mas fuentes de carbono. Este
tipo de crecimiento bacteriano se caracteriza por presentar dos fases de crecimiento
separadas a menudo por una fase prolongada de crecimiento detenido (fase de latencia).
En la primera fase exponencial, las bacterias captan el sustrato menos complejo y de
mayor preferencia hasta agotar su suministro antes de sintetizar las enzimas necesarias
para metabolizar el nutriente menos preferido; esta estrategia optimiza el crecimiento.
Durante la fase de latencia, las bacterias metabolizan enzimas para degradar los
compuestos complejos antes de iniciar una segunda fase de crecimiento. En la segunda
fase exponencial, el sustrato mas complejo es degradado hasta compuestos simples a

través de enzimas periféricas (Figura 2-4) (Chu & Barnes, 2016).
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Figura 2-4. Crecimiento diauxico en presencia de dos sustratos
Fuente: Adaptado de Dubey (2014)

Segun Narang & Pilyugin (2007), para que exista un crecimiento diauxico, las células
deben detectar qué los nutrientes estan disponibles en su entorno y responder en
consecuencia. La capacidad de detectar la disponibilidad de nutrientes en el entorno y, en
consecuencia, modular el crecimiento, el consumo de energia y la produccion de biomasa
es fundamental para la aptitud competitiva y la adaptacion de los organismos unicelulares
(Steach & Cha, 2018).



2.3.2.Rendimiento del digestato solido

Para evaluar el potencial de metano de la FORSU fresca y fermentada, Moreno et al.
(2021) aplicaron pruebas de potencial bioquimico de metano al residuo solido extraido
del proceso de destilacion del fermentado obtenido luego de aplicar un proceso de
presacarificacion y NSSF a muestras de residuos solidos clasificados (SS-OFMSW) y sin
clasificar en el origen (NS-OFMSW). Para ello, realizaron pruebas de PBM en
discontinuo y por triplicado a 35°C y 150 rpm utilizando frascos de vidrio con un Viotal =
120 mL y Virabajo = 70 mL. Para el ensayo del potencial bioquimico de metano (PBM), la
relacion entre la cantidad de sustrato e indculo (S/1 = SVsustrato/ SVinsculo) fue de 1/2 (donde
SV se refiere a solidos volatiles). EI pH fue ajustado a 7.5 solamente al comienzo del
ensayo mediante el suministro de 0.5 g de CaCOs/L a cada botella para amortiguar el
sistema (Tabla 2-5).

Trabajos como los de Mahmoodi et al. (2018a), Mahmoodi et al. (2018b) y Ebrahimian
et al. (2020) realizaron las pruebas de metanizacion en discontinuo a 37°C, utilizando
frascos de vidrio oscuro con un Vianejo = 118 mL donde se colocaron 0.25 g de sustrato
(basado en sélidos volatiles SV), 20 mL de indculo y 5 mL de agua desionizada. EI primer
autor realizd este proceso durante 45 dias, mientras que los dos restantes extendieron la
prueba 5 dias mas. Para establecer el blanco colocaron un volumen de indculo y agua

desionizada con el fin de determinar la produccion enddgena de metano.

Ebrahimian et al. (2020) sometieron a digestion anaerobia Unicamente la fraccién solida
obtenida del proceso de hidroélisis enzimatica, mientras que Mahmoodi et al. (2018a) y
Mahmoodi et al. (2018b) analizaron las fracciones solidas residuales obtenidas de 3
etapas distintas del proceso de pretratamiento acido, hidrdlisis enzimatica y fermentacién
etanolica aplicados a muestras de la FORSU: el residuo sélido obtenido de la hidrolisis
enzimatica, el residuo sélido obtenido luego de la destilacion del hidrolizado sometido a
fermentacion etandlica y el residuo sélido obtenido luego de la destilacién de la fraccidn
liquida (obtenida del proceso de pretratamiento acido) sometida a fermentacion (Tabla
2-5).
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Tabla 2-5. Metanizacion de las fracciones solidas obtenidas del proceso de fermentacion
de la FORSU

Unidades Moreno Ebrahimian Mahmoodi Mahmoodi
etal. (2021)  etal. (2020) et al. (2018a) et al. (2018b)
T °C 35 37 37 37
pH - 7.5
t horas 28 45 50 50
S/| o 1/2 0'25 gsustrato (SV)
20 rnLin(’)culo—i_25 1'nLHzo
. Lodo de . . -
Inéculo - PTAR Lodo de digestor anaerobio mesofilico
Referencia L. 381 +18 285 271 415
SS-
OEMSW CHu/kgsv 385+7 148 — 273 143 — 295 281 — 662
Referencia 240 + 4 - - -
NS- L-
OEMSW CHu/kgsv 322+3 — — —

La generacion de metano a partir de la fraccion solida de la FORSU fermentada es
variable y, como se observa en la literatura recopilada, depende de varios factores como
el tipo de metabolitos a producir, el indculo, la relacién S/1, la duracion de la prueba, la
temperatura, pH, entre otros. Ademas, se debe tomar en consideracion que el tipo de
pretratamiento realizado a la FORSU y el método de separacion y tratamiento de los
solidos (filtracion, centrifugacién, secado) también puede incrementar la variabilidad en
la produccién de biogas en general. No obstante, se observa en algunos casos que la
produccién de metano es mayor en comparacion con la FORSU fresca, sugiriendo que
las fracciones soélidas obtenidas independientemente del tipo de pretratamiento y
fermentacion presentan un mayor grado de digestibilidad en comparacién con la FORSU

sin fermentar (Moreno et al., 2021).
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3. METODOLOGIA

3.1. Planificacion de la camparia de muestreo de residuos organicos

3.1.1.Fase de Campo

3.1.1.1. Seleccion del dia de monitoreo

La FORSU usada en experimentacion fue obtenida de los residuos orgénicos generados
en la Ciudad de México que son recolectados mediante un sistema con clasificacion en la
fuente (SS-OFMSW). EIl muestreo se realizé en la estacidn de transferencia localizada en
Coyoacéan donde ingresan en promedio cerca de 128 toneladas/dia de residuos organicos
(20.4%), generados en las alcaldias de Coyoacan, Tlalpan, Xochimilco, Alvaro Obregon
y La Magdalena Contreras, cuyas eficiencias en la recoleccion de residuos organicos son
del 70, 66, 56, 23 y 59%, respectivamente (SEDEMA, 2019). La seleccion de los dias
para realizar el monitoreo se realiz6 en funcion de lo estipulado por la Gaceta Oficial de
la Ciudad de México (2019), donde se establece que la recoleccion de residuos
biodegradables susceptibles de ser aprovechados corresponden a los dias martes, jueves

y sabado.

3.1.1.2. Seleccion de la muestra

De acuerdo a la SEDEMA (2019), existen cerca de 123 vehiculos de doble compartimento
que ingresan a descargar los residuos en la estacion de transferencia de Coyoacan. De
este total, se escogieron aleatoriamente 15 para realizar el muestreo de residuos organicos.
A cada camién se le pidi6 que descargara parte de los residuos en el piso para tomar una
muestra de entre 30 y 50 kg por camidn para tener un total de entre 450 y 750 kg de
muestra. Posteriormente, siguiendo la metodologia establecida por la Norma Mexicana
NMX-AA-15-1985, se homogeniz6 la muestra y se cuarte6 eliminando las esquinas
opuestas hasta dejar una muestra de 50 kg. Adicionalmente, se tomé una porcion de los
residuos cuarteados para determinar el peso volumétrico in situ, siguiendo la metodologia
de la Norma Mexicana NMX-AA-19-1985.
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3.1.1.3. Transporte y almacenamiento de la muestra

Los residuos organicos fueron empacados en bolsas con cierre hermético y transportados
hasta las instalaciones del Instituto de Ingenieria donde se limpiaron y se almacenaron a

una temperatura de -20°C.

3.1.2. Fase de Laboratorio

3.1.2.1. Preparacion de la FORSU

Debido a que la FORSU de la zona de estudio presenta una elevada heterogeneidad, ésta
fue sometida a tratamiento mecanico para reducir el tamafio de particula y obtener una
muestra mas homogénea. Para ello, la FORSU fue triturada mediante el uso de una
licuadora tipo industrial marca International, posteriormente, los restos se pasaron por un
extrusor marca Advance RH, modelo MOLAI — 22, con diametro de orificio de cedazo
de 8 mm (Castellon-Zelaya & Gonzalez-Martinez, 2021) (Imagen 3-1). La muestra
extrudida fue colocada sobre el meson de trabajo y se homogenizd nuevamente de forma
manual antes de su analisis. Posteriormente, se registré el peso de una probeta de 25 mL
y se agregé FORSU con el fin de determinar su densidad, donde se obtuvo un valor de
1.0355 g/mL, mismo que es cercano al valor de densidad del agua. Se tomaron 100
gramos de muestra la cual fue centrifugada con el fin de caracterizar la fraccién liquida 'y
disuelta, y evaluar la produccién de metano de la fraccién sélida de la FORSU fresca.

Imagen 3-1. FORSU extrudida y homogenizada
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3.1.2.2. Caracterizacion de la FORSU

Con el fin de conocer las propiedades de la FORSU previo a su utilizacién como sustrato,
se evaluaron las caracteristicas fisicas, quimicas y bromatologicas. El detalle de las
técnicas utilizadas se encuentra estipulado en las tablas 3-1, 3-2 y 3-3, respectivamente.

a) Caracteristicas fisicas

Tabla 3-1. Caracteristicas fisicas de la FORSU

Pardmetro Método Descripcién Referencia
B-
Humedad (%H) 2540-B %H:B_i 100
. C-A
Solidos Totales (ST) 2540-B %ST:ﬂ'mO Adaptado de
- .. D-A
Solidos Totales Fijos (STF) 2540-E %STF “B-A 100 APHA (2017)
- " C-D
Solidos Totales Volatiles (STV) 2540-E %STV “BTA 100

A: peso del crisol tarado (g)

B: peso de la muestra de FORSU + peso del crisol (g)
C: peso del solido seco + peso del crisol (105°C) (g)
D: peso de las cenizas + peso del crisol (550°C) (g)

b) Caracteristicas quimicas

Tabla 3-2. Caracteristicas quimicas de la FORSU

Pardmetro Cddigo Descripcion Referencia
Método colorimétrico.  Digestion por
reflujo cerrado a 150°C, lectura a 600 nm.

Demanda

Quimica de ” |

Oxigeno total 5990-D L_a fraccion soluble es obtenida luego de
filtrar la muestra a través de una membrana

(DQOv) y soluble de 0.45 um

(DQOs) o

Titulacion. Digestion acida con catalizador

de selenio por el método de Wieninger APHA
seguida de un proceso de neutralizacion, (2017)
destilacion y titulacion con H2SO4 0.02N.

Nitrégeno Total 4500-NH; C
Kjeldahl (NTK) 4500-NHs E

Destilacion vy titulacion con H,SO. 0.02N.

Nitrégeno Determinada en la fraccion liquida después
- 4500-NH; C . L,

amoniacal 4500-NH. E de centrifugacion de la muestra a 5,000 rpm

(N-NH,) *= por 7 minutos.

pH - Medicion con potenciémetro.
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c) Caracteristicas bromatoldgicas

Tabla 3-3. Caracteristicas bromatoldgicas de la FORSU

Parametro Descripcion Referencia
Hidratos de carbono totales Fotometria. Con fenol y sulfato de
(CHt) y solubles en agua hidracina a 490 nm por el método DuBois et al. (1956)

(CHs) colorimétrico.
Proteinas Nitrégeno Total Kjeldahl multiplicado Palmisano & Barlaz
por un factor de 6.25. (1996)

3.1.2.3. Fermentacién de la FORSU

a) Montaje del experimento

El proceso de fermentacion se llevé a cabo en frascos de vidrio de 2 L (un frasco por cada
condicion experimental) donde se calcul6 la cantidad de agua potable y FORSU extrudida
que deben ingresar a los biorreactores de tal modo que se ajuste la concentracion de
solidos a las condiciones mostradas en la tabla 3-4, para ello, se tuvo en cuenta la
humedad natural de la FORSU. En el presente estudio se evaluaron una fermentacion
hdimeda (%ST < 10), una semiseca (%ST 10 — 20) y una seca (%ST > 20) (Olsson, 2015;
Bastidas-Oyanedel & Ejbye-Schmidt, 2019). Como controles del experimento
(referencias) se colocaron frascos con el sustrato tomando en cuenta las mismas
concentraciones de sélidos, pero sin la adicion de la levadura con el fin de evaluar la

eficiencia de la poblacién nativa de la FORSU en el proceso de fermentacion natural.

Se alimenté FORSU a los reactores y se aforaron con agua potable a 35°C hasta un
volumen de 2L (volumen de trabajo) con el fin de ajustar la concentracion de sélidos al
10% (200 gst) y 20% (400 gst) considerando la humedad natural del sustrato, mientras
qgue en la dltima condicién experimental se coloc6 la FORSU sin agua, es decir,
considerando una concentracion de sélidos del 29.2% (584.5 gst). Para establecer un
punto de referencia en la dosificacion de levadura se realizaron ensayos preliminares
donde se observo que suministrando 6 gs. cerevisiae/Kgrorsu Y 10%st se puede lograr una
produccién de etanol y acido lactico similar. Una vez establecido el punto de referencia,
se procedid a evaluar concentraciones 6, 12 y 24 gs. cerevisiae/ Kgrorsu para concentraciones

de solidos de 10 y 20 %, mientras que para la prueba con 29.2%st, solamente se aplicé la
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concentracion de levadura donde previamente se obtuvo el mayor rendimiento de etanol

en las pruebas anteriores que fue de 12 g s. cerevisiae/Kgrorsu.

Tabla 3-4. Variables experimentales

Concentracion de S. cerevisiae

(9/Kgrorsu)
Referencia.  Ci  C2 Cs
B - 10 0 6 12 24
Concentrac(Lzr)m de solidos 20 0 6 12 24
29.2 0 - 12 -

En la presente investigacion se evalué una levadura comercial cuyas caracteristicas se
encuentras detalladas en la tabla 3-5. Mediante el uso de una balanza analitica, se peso
la masa de S. cerevisiae a dosificar en cada prueba usando vasos de precipitacion
esterilizados con calor seco en estufa a 170°C durante 30 minutos; posteriormente, cada
vaso fue llevado a un desecador hasta su enfriamiento. Se colocaron 100 mL de agua
potable a 35°C en los vasos y se hidratd la levadura durante 5 minutos, inmediatamente
el contenido se integro a la mezcla de FORSU/agua que ya se encontraba en los reactores
de fermentacién. Para asegurar que todo el contenido fue vertido, se lavaron los vasos 3
veces con agua potable. Una vez que se incorporaron todos los elementos se mezclaron
durante 5 minutos para homogenizar el contenido de los frascos y se cerraron

herméticamente.

Tabla 3-5. Caracteristicas de la cepa de S. cerevisiae

Parametros fisicoquimicos Valores
Materia seca > 95%
Proteina 47.8+5.3%
Pentoxido de fosforo 2.5+ 0.45%
Pardmetros microbiolégicos (UFC/g)

Mesofilas aerobias <1x10°
Coliformes totales < 100

E. Coli <10

E. Coli (GEI+) <1

b) Operacion de los biorreactores

El experimento se llevo a cabo en condiciones mesofilicas a 35°C y sin control de pH

durante 72 horas. La temperatura fue controlada mediante bafio maria y los frascos de
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vidrio fueron cubiertos con pléstico para asegurar una temperatura homogénea en todo el
reactor. Se utilizaron dos frascos por cada condicion experimental, uno sirvié para
cuantificar la produccion de biogas con el uso de un equipo AMPTS Il mientras que el
otro fue utilizado para extraer muestras de la FORSU fermentada (Imagen 3-2). Ademas,
se calculd la masa de las muestras extraidas del biorreactor en funcion del cronograma de
muestreo mostrado en la tabla 3-6, de tal modo que la masa total purgada durante el
periodo de fermentacion no superara el 10% del contenido total del reactor a fin de no
alterar la estabilidad del proceso (Grady et al., 2011; Haller, 1995). Para no alterar las
condiciones internas del biorreactor, este no fue abierto para extraer las muestras, sino

que se adaptd un tubo de muestreo en la salida lateral del reactor (Imagen 3-3).

Tabla 3-6. Frecuencia de monitoreo de los reactores de fermentacion

Hora D',a. .

Lunes Martes Miércoles Jueves
08:00 Inicio X X X
11:00 X
14:00 X X X Fin
17:00 X X X

Imagen 3-2. Cuantificador automatico de potencial de metano (Automatic Methane
Potential Test System - AMPTYS)
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Imagen 3-3. Montaje de reactor para extraccién de muestras

c) Anadlisis de las muestras

Para estudiar el efecto de la adicion de S. cerevisiae sobre la produccion de etanol, las
muestras extraidas fueron centrifugadas para separar la fase sélida de la liquida. La
velocidad de centrifugacion fue ajustada a 3,000 rpm durante 10 minutos, esto debido a
que en esta condicion es posible sedimentar inclusive bacterias (Tripathi, 2010). Luego
de este proceso, se obtuvo una fraccion sélida (o digestato espesado) y una fraccién
liquida (o sobrenadante) mismas que fueron medidas en Laboratorio; en el primer caso,
se registrd el peso de los solidos obtenidos mediante una balanza analitica mientras que

en el segundo caso se midid el volumen de sobrenadante obtenido.

Del sobrenadante obtenido de la centrifugacion se determinaron DQO+T, DQOs, CHt y
CHs, ademas, se cuantificaron los metabolitos producidos durante la fermentacion como
acidos grasos volatiles (AGV) (&cido acético, propionico, isobutirico, butirico,
isovalérico, valérico y hexanoico), alcoholes (metanol y etanol) y &cido lactico con base
en las técnicas mostradas en la tabla 3-7. Luego de 72 horas de fermentacién, el contenido
del reactor fue purgado y colocado en frascos de centrifugacién con el fin de separar la
fraccion sélida de la fraccion liquida. Al sobrenadante se le realizaron los mismos analisis

que las muestras extraidas diariamente del biorreactor, mientras que la fraccion solida fue
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sometida a una prueba de potencial bioquimico de metano. Todas las mediciones fueron
realizadas por triplicado a excepcion de la prueba de PBM la cual se realizé por duplicado.

Tabla 3-7. Cuantificacion de metabolitos

Pardmetro Descripcion Referencia
Acido lactico  Determinacion por espectrofotometria del producto Borshchevskaya
coloreado de la reaccion de iones lactato con cloruro et al. (2016)
de hierro (I11). Lectura a 390 nm.

Castellon-Zelaya &
Gonzalez-Martinez
(2021)

Cromatografia de gases (Sistema HP 5890GC)
AGVy equipado con detector de ionizacion de llama (FID),
alcoholes Columna Stabilwax - DA, con hidrégeno como
portador. La muestra utilizada es la obtenida luego de
filtrar la fraccidn liquida a través de una membrana de
celulosa de 0.22 um.

d) Potencial bioquimico de metano (PBM)

El potencial bioquimico de metano es un ensayo que permite cuantificar la cantidad de
metano maxima que puede generarse a partir de la digestion anaerobia de un sustrato
solido o liquido (Owens & Chynoweth, 1993). Para llevar a cabo el procedimiento, en
primer lugar, se recolectd un indculo anaerobio activo desde el digestor UASB de la
planta de tratamiento de aguas residuales de la cervecera Heineken localizada en Toluca,

Estado de México, cuya temperatura de operacion es de 35°C (condiciones mesofilicas).

El lodo granular anaerobio fue transportado al Laboratorio y conservado en el Instituto
de Ingenieria a 4.5°C; posteriormente, fueron lavados y concentrados dos veces mediante
centrifugacion a 2,500 rpm durante 10 min. Este procedimiento se realizé con el fin de
remover sustancias solubles remanentes que pudieran ser utilizadas por los
microorganismos para generar metano adicional al de la digestion de la FORSU. Luego
de cada centrifugacion se elimind el sobrenadante y se agregd un volumen de agua potable
equivalente para eliminar la mayor cantidad de sustancias solubles adheridas en la
FORSU. Del indculo lavado y concentrado se determinaron SV y ST. Ademas, siguiendo
las recomendaciones de la VDI (2016), se prepar6 una solucion con micronutrientes la
cual contiene 2,000 mg/L de FeCls-4H20; 2,000 mg/L de CoCl.,-6H20; 500 mg/L de
MnCl;-4H20; 30 mg/L de CuCl.-H20; 50 mg/L de ZnCl; 50 mg/L de H3BOs; 50 mg/L
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de NiCl2.6H20; 90 mg/L de (NHs) 6M07024-4H20; 1,000 mg/L de EDTA, y 1 mg/L de
HCI.

La produccion de CHs fue cuantificada mediante el sistema de ensayo automatico de
potencial de metano (AMPTS Il por sus siglas en inglés). Para ello, en frascos de reaccion
de 500 mL se afiadieron una masa de inoculo equivalente a 8 g SV, 1 mL de la solucion
de micronutrientes, 10 gramos de fraccion solida y se completd hasta un volumen de 400
mL con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M a pH de 7 (Campuzano, 2013;
Figueroa, 2018). La prueba de PBM se realiz6 por duplicado a la fraccion sélida obtenida
luego del proceso de centrifugacion de la FORSU fermentada para cada condicion
experimental, incluido el blanco. Ademas, se corrié una prueba adicional donde se
sometio por separado la fraccion sélida y la FORSU fresca a PBM para establecer un
punto de referencia para la comparacién del potencial de generacion de metano. Esta
prueba se llevo a cabo una vez. El pH de los reactores se midid al inicio y término de cada
experimento y la composicion del biogas se determiné diariamente mediante la inyeccién
de 1 mL de muestra en un cromatografo en fase gaseosa (SRI 8610c) equipado con
detector de conductividad térmica, columna de acero inoxidable empaquetada con gel de
silice (8600-PK1A), helio como gas de arrastre con flujo de 20 mL/min. La temperatura
del detector fue de 150°C.

El equipo para las pruebas de potencial bioquimico de metano (PBM) consta de un bafio
de agua para controlar la temperatura con capacidad para pruebas en lote de 15 frascos de
reaccion de 500 mL, cada uno con sistema de agitacién individual. En este dispositivo los
reactores se mantienen con temperatura controlada a 35°C. Los tapones de plastico
utilizados para cerrar los frascos de reaccion tienen una salida que conduce el biogas
producido a un frasco lavador de diéxido de carbono si se desea cuantificar metano, o
directamente al contador si se desea cuantificar biogas. El contador es un recipiente con
agua, en el cual hay 15 celdas calibradas a un volumen determinado (cada celda
corresponde a una salida de un frasco) y cuenta con sensores de temperatura y presion
para normalizar el metano o el biogas cuantificado a 0°C y 1 atm (NL = litros
normalizados). El biogas generado desplaza el agua dentro de cada celda y, por fuerza
boyante, la celda abre liberando el biogéas a la atmdésfera, y cada vez que la celda abre se
envia una sefial al software para cuantificar el volumen de metano o biogas con respecto

al tiempo (Imagen 3-4).
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Reactores
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Imagen 3-4. Prueba de Potencial Bioquimico de Metano (PBM)

3.2. Andlisis de datos

Se utilizo el software Microsoft Excel como software base para el analisis estadistico de
las curvas de produccion de metabolitos y biogas, asi como para la determinacion de
estadisticos descriptivos. Ademas, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores con un test a posteriori (post-hoc) de Tukey para hallar diferencias significativas
entre los tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

Formulas

» Fermentacion de la FORSU

a) Rendimiento especifico (Y): expresa la cantidad de producto que se obtiene por
unidad de masa de sustrato (en peso seco) tratado:
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— gDQOmetabolito
kgst

b) Porcentaje de incremento (%): Este pardmetro permite evaluar el incremento o

decremento porcentual de las variables cuantificadas con base en un valor inicial

(referencia).

Valor final — Referencia

%. =
incremento o decremento ReferenCIa

Grado de fermentacion (nf): De acuerdo Castellon-Zelaya & Gonzalez-Martinez
(2021), este parametro representa el porcentaje de la DQOs que es debida a los
metabolitos obtenidos en la fermentacion y se cuantifica mediante la siguiente

ecuacion:

Qoequivalente metabolitos, t=i

DQO

n{(%) =

S, t=i

t =i se refiere al valor de la DQOs medida en un instante de tiempo determinado.

d) Rendimiento de acidificacion (n.): De acuerdo a Duarte etal. (2021), el

rendimiento de acidificacion se define como la relacién entre la suma de los AGV
totales mas acido lactico, cuantificados en términos de DQO equivalente, y la

DQOr+ que se alimenta a los reactores, segun la ecuacion:

DQO +DQO,

AGV, t=i acido lactico, t=i

DQO

n,(%) =

T, t=0

Grado de solubilizacion (nH): Segun Gameiro et al. (2016) y Soomro et al. (2019),
la solubilizacion de la materia organica presente en la FORSU expresa la tasa de
hidrolisis de la materia organica particulada (proteinas, carbohidratos o grasas)
hasta compuestos simples que son consumidos por las bacterias como
aminoéacidos, azlcares o acidos grasos, siendo la DQOs el principal producto para

la evaluacion de la biodisponibilidad de la materia organica. La eficiencia de
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hidrolisis se define como la relacion entre la DQOs en el lixiviado y la DQO inicial
de los sélidos secos del sustrato biodegradable, se calcula mediante la siguiente

ecuacion:

DQO

DQO

DQOS, t=0
DQO

S, t=i

rlH (%) _ DQOsolubilizada

DQO, ._. — DQO

T, t=0 S, t=0 T, t=0 S, t=0

» Potencial bioquimico de metano (PBM)

f) Biodegradabilidad (ng): De acuerdo a Song et al. (2021), la biodegradabilidad se
usa indistintamente en investigaciones relacionadas con la digestion anaerobia, no
obstante, en este caso se utilizara la ecuacion de Buswell la cual se basa en la

relacién entre el rendimiento acumulado de metano (qCH4) y el rendimiento

tedrico de metano (rlte()rico—CH4) como se muestra a continuacion:

NcH
ng (%) = :

tedrico—CH,

Para evaluar la biodegradabilidad de las fracciones solidas obtenidas de la fermentacion
de la FORSU, se determind la maxima cantidad de metano tedrico que se puede generar
a partir de este sustrato.

CH, + 20, — CO, + H,0

(16g) (649) (449) (369)

A partir de la ecuacion estequiométrica presentada se sabe que se requieren 64 gramos de
oxigeno para oxidar 1 mol de metano, por tanto, la DQO equivalente del metano serén 64
gogo/mol. Ademas, el volumen ocupado por un gas en condiciones estdndar (1 atm y 0°C)
es 22.4 L/mol, entonces la maxima cantidad de metano teérico que se puede generar s
de 0.35 NL-CHa4/gpgo. Tomando en consideracion que la relacion DQO+/SV para la
FORSU fue de 1.55 gpqo/gsv, se calculé un PBM tedrico maximo para la FORSU de la
Ciudad de México de 544 NL-CHa/Kgsv.
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g) Cinéticay modelamiento de la fermentacion y metanizacion

Segun Pererva et al. (2020), los modelos utilizados en las pruebas de PBM varian segun
el origen incluidos, entre otros, enzimaticos (por ejemplo, Monod, Michaelis-Menten,
etc.), quimicos (primer orden, dependientes del tiempo, etc.), cinéticos, distribucion
estadistica (Weilbull, Cauchy o Gaussiano) y modelos de crecimiento microbiano
(Gompertz, logistico, etc.). De entre todos estos modelos, el mas comun en las pruebas

de potencial bioquimico de metano es el modelo de Gompertz.

Con base en trabajos previos realizados por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez
(2021), Figueroa-Escamilla (2018) y Campuzano (2013), se evidencia que las curvas de
produccién de metano obtenidas a partir de la FORSU de la Ciudad de México siguen un
comportamiento dialxico. Con estos antecedentes, en la presente investigacion se
modelaron estas curvas mediante la aplicacion del modelo modificado de Gompertz en
dos etapas siguiendo la metodologia propuesta por Gomes et al. (2021) como se muestra

en la imagen 3-5.

En el modelo de Gompertz en dos fases propuesto, la fase logaritmica 1 (A1) se enlaza con
la fase logaritmica 2 (A2) por medio de la fase de latencia (Plateau) posterior a la primera
fase de produccion de metano. El potencial de metano del sustrato se obtiene de la suma
del metano producido en ambas fases (A1 + A2). La duracion de la segunda fase de
latencia es la diferencia entre el comienzo de la segunda fase exponencial y el comienzo
de la segunda fase de latencia (Ap). Esta fase es calculada mediante la interseccion entre

la linea y = A1 con la linea que cruza el eje x en A1 Yy el punto de inflexion de la primera

L &
fase de la curva acumulada de produccién de metano dado por la ecuacion sz =0. La

ecuacion global del modelo de Gompertz en dos fases esta dada por la siguiente

expresion:

n

3. (v (o)

i=1

1
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Produccién acumulada de biogas >
Produccion acumulada de biogas
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Imagen 3-5. a) Modelo de Gompertz y b) Modelo de Gompertz en dos fases
Fuente: Adaptado de Gomes et al. (2021)

Para modelar las curvas obtenidas de las pruebas de PBM de las distintas muestras, se uso

la herramienta Regresion no lineal del software estadistico SPSS.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la FORSU

En la tabla 4-1 se establecen las caracteristicas fisicas, quimicas y bromatoldgicas de la
FORSU, mismas que fueron comparadas con otros autores y se evidencidé una gran
similitud con excepcion de ciertos parametros que seran abordados posteriormente. Los
resultados muestran que la FORSU es acida con un pH de 5.7 + 0.1. Por cada kilogramo
de FORSU existen 292 + 5 gramos de solidos totales, mientras que el restante es humedad.
Del total de solidos cuantificados, el 21.5 £+ 0.3% corresponde a materia orgénicay 7.7 +
0.6% son cenizas, es decir, existen 220 gramos de solidos volatiles por cada kilogramo
de FORSU. Los residuos presentaron una relacion DQO/SV de 1.55y SV/ST igual a0.73.

Tabla 4-1. Caracteristicas de la FORSU
Pardmetro  Este trabajo Castellon (2021) Campuzano (2013)  Unidades

pH 57+0.1 5.2 NR -
H 70.8+0.5 72.5 70+0.4 9/Kgrorsu
ST 292 +5 275+ 2 297 +0.4 9/Kgrorsu
SV 215+ 3 221+2 223+4.1 0/Kgrorsu
SF 77+6 54 75+0.5 9/Kgrorsu
DQOT 334 +7 315+3 304 £ 11 9pgo/Kgrorsu
DQOs 118+6 119+ 12 NR 0pgo/Kgrorsu
DQO/SV 1.55 1.58 1.37 -
SV/ST 0.73 0.80 0.75 -
CHt 118+ 18 NR 118 +6.9 9/Kgrorsu
CHs 85+0.8 61+12 NR 9/Kgrorsu
N-NH4* 0.31+0.01 0.31+0.04 NR 9/Kgrorsu
NTK 75+0.8 NR 54+0.1 9/Kgrorsu
Proteinas 488+5 NR 34+0.38 9/Kgrorsu
Metabolitos 131 7.96 0.7 NR gpqo/Kgrorsu

Los carbohidratos totales representaron el 40.4% en peso seco de la FORSU, mientras
que las proteinas constituyeron el 16.4%; estos porcentajes se encuentran ligeramente
sobre el rango estipulado por Moreno etal. (2021) quienes establecen que estos
parametros pueden variar entre el 30 — 40% y 5 — 15%, respectivamente. En términos de
DQO, el 35.4 % de la FORSU se encontrd en forma soluble, resultado que se acerca al

registrado por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) que fue del 38%. Se
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analizaron varias muestras de FORSU para la determinacion de carbohidratos solubles y
se evidencio que el 89 £ 8% de la DQOs corresponde a carbohidratos solubles en agua
expresados como DQO equivalente (1.07 gpqo/Qearbohidrato) (Grady et al., 1999). Este
resultado difiere del obtenido por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) quienes
registraron que el 51% de la DQO soluble fue debida a carbohidratos solubles en agua lo
que indicaria que el porcentaje restante se debe a DQO generada por otros compuestos.

Al analizar la tabla 4-2, se evidencia que la suma de los metabolitos presentes de manera
natural en la FORSU equivalen a 1.3 = 1 gogo/kgrorsu (1.1% de la DQO disuelta), valor
que es menor al registrado por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) y también
por Ossa (2020) quienes obtuvieron valores de 7.96 + 0.7 y 9.17 £ 0.03 gbgo/Kgrorsu,
respectivamente. La diferencia entre los valores registrados puede deberse posiblemente
aque la FORSU utilizada en este estudio se encontraba mas fresca y transcurrié un menor
tiempo entre su andlisis y el dia en que fueron recolectados. Otro parametro que sugiere
que las muestras utilizadas para el estudio se encontraban mas frescas, es el nitrogeno
total el cual fue de 7.5 + 0.6 g/kgrorsu, valor que es superior al registrado por Campuzano
(2013) y Jojoa-Unigarro & Gonzalez-Martinez (2021) los cuales fueron de 5.4 g/kgrorsu
y 4.5 g/kgrorsu, respectivamente, lo que indicaria que pudo haber existido una baja tasa
de descomposicidén de los residuos al momento de su recoleccion y posterior analisis. El
nitrogeno amoniacal registrd un valor de 0.31 g/kgrorsu, el cual es similar a los obtenidos
por Jojoa-Unigarro & Gonzalez-Martinez (2021) y Castellén-Zelaya & Gonzélez-
Martinez (2021) quienes registraron valores de 0.42 g/kgrorsu Y 0.31 g/Kgrorsu,

respectivamente.

Aunque las diferencias observadas entre los parametros de la FORSU fueron minimos en
comparacidn con la literatura citada, esto se debio a que las muestras analizadas provienen
de la misma zona de estudio. Campuzano & Gonzalez-Martinez (2016) reportan que las
caracteristicas de la FORSU con menor variacion son la humedad y la relacién SV/ST,
mientras que parametros como el NTK y los carbohidratos totales presentan una mayor
variabilidad. Esto a causa principalmente de las diversas formas en que se define la
FORSU en cada region, y también a condiciones intrinsecas de cada zona de estudio como
el clima, actividades econdémicas predominantes, habitos alimenticios y el tipo de sistema

de recoleccidn.

41



Tabla 4-2. Metabolitos de la FORSU

Masa especifica  DQOequivaente ~ Masa como DQO equivalente

Metabolito (9/kgrorsu) (9pQo/geompuesto) (gpgo/kgrorsu)
Acido lactico 0.71 1.08 0.76
Metanol 0.06 1.50 0.09
Etanol 0.10 2.09 0.21
Acido acético 0.15 1.08 0.17
Acido propidnico 0.04 1.53 0.06
Acido butirico 0.01 1.813 0.02

Los valores de DQO equivalente para cada metabolito se tomaron de Grady et al. (1999)

4.2. Fermentacion de la FORSU

4.2.1. Fermentacion con microflora nativa

Carbohidratos solubles en agua. En cuanto al comportamiento de los carbohidratos
solubles durante el proceso de fermentacion natural utilizando solamente la microflora
nativa, de acuerdo a la figura 4-1, para 10, 20 y 29.2%st se observé que en las primeras
tres horas de fermentacion existid un consumo de este sustrato con la respectiva
transformacion a metabolitos. A las seis horas, para una concentracion de solidos del
10%, se observd el inicio de la fase de mayor produccion de metabolitos, mientras que
para el 20 y 29.2%st esta etapa empez0 a las nueve horas. En el primer caso, el consumo
de carbohidratos disueltos continud hasta las seis horas, no obstante, a las nueve horas
existio un ligero incremento; mientras que en el segundo y tercer caso se observé un
aumento en la concentracion de carbohidratos solubles en agua desde las seis hasta las
nueve horas después de que se inici6 la prueba de fermentacion.

Al transcurrir 24 horas de fermentacidn, se observé que para concentraciones de solidos
del 10 y 20%, los carbohidratos disueltos se redujeron en 92 y 89%, respectivamente,
mientras que para la condicion restante (29.2%st) fue del 64%, indicando que a medida
gue aumenta la concentracion de sélidos los microorganismos requieren un mayor tiempo
para consumir los carbohidratos solubles en agua. Al término de las 72 horas, se observé
que las concentraciones de carbohidratos disueltos representaron el 2, 4 y 10% respecto
a los valores iniciales para 10, 20 y 29.2%sT, respectivamente.

42



Concentracion de S. cerevisiae (9/kQrorsy)
24 |

Control

400

300

200

100

10% ST
Rendimiento (gpgo/kgst)

=

400 A

300 -

200

100

|

SEIEN

|

20% ST
Rendimiento (gpqo/kgst)
o

400
g
E 300 Carbohidratos solubles en agua
5 g 200 < .f\cidoléctico
xX| 5 @® Acido acético
&N 2
5
g 100 B Etanol
[
o
0
— 0369 24 48 72 0369 24 48 72
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 4-1. Comportamiento de los metabolitos producidos durante la fermentacion de
la FORSU

Segun Jones etal. (2004) y Ali & Tahir (2021), durante los procesos de ensilaje
(fermentacidn), para producir acido lactico, las bacterias deben tener azlcares disponibles
y, Si este sustrato se agota durante la fermentacion, la produccion de acido lactico se
detiene; esto puede resultar en un pH final que es demasiado alto para restringir el
crecimiento de otros microorganismos que compiten por sustrato y nutrientes. En el
presente estudio posiblemente durante las primeras tres primeras horas de fermentacion,
donde se evidencid el consumo de carbohidratos disueltos en los tres casos (10, 20 y
29.2%sT) con una minima produccion de acido lactico, las bacterias captaron rapidamente
parte del sustrato disuelto para generar energia y sintetizar exoenzimas a fin de hidrolizar
el material particulado generando de este modo mas carbohidratos solubles. En el caso de

20 y 29.2%sT, donde existe una menor transferencia de masa debido a que el medio es
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mas viscoso, posiblemente bacterias hidrolitico-fermentativas agotaron el sustrato
disuelto de su entorno y empezaron a degradar los solidos de la FORSU sobre los cuales

se encontraban adsorbidas.

Aunque la acumulacién de carbohidratos solubles en agua al final del periodo de
fermentacion fue baja, indicaria que estos no fueron aprovechados por los
microorganismos. Kim et al. (2010) sostienen que, cuando los azlcares se consumen
secuencialmente durante las fermentaciones por lotes, los azlcares no preferidos (como
las pentosas) se acumulan en el medio hasta que el aztcar preferido (es decir, la glucosa)
se consume por completo. Debido a la alta concentracién de productos finales inhibidores
de la fermentacidn, como el acido lactico o el etanol, la tasa de utilizacion de las pentosas
restantes es mas lenta que si se hubieran fermentado como sustrato Gnico. Ademas, si
queda una pequefia cantidad de glucosa en el medio, las pentosas no serdn utilizadas y
permaneceran sin fermentar. Este fendmeno, denominado represion catabdlica por
carbono (RCC), es un mecanismo regulador que permite a las bacterias elegir entre
diferentes fuentes de carbono segln su valor metabdlico y cambiar de una fuente de

carbono a otra en funcién de su disponibilidad en el medio de crecimiento.

Metabolitos. De acuerdo a la figura 4-1, independientemente de la concentracién de
solidos y en condiciones naturales de fermentacion, es decir, sin adicion de levadura, el
acido lactico fue el metabolito predominante, seguido del etanol y acido acético. Ademas,
los tres metabolitos principales generados llegaron a conformar el 97% de los metabolitos
totales producidos para una concentracion de sélidos del 10%, mientras que para
concentraciones del 20 y 29.2% fue del 95%. En menores concentraciones, se registro la
presencia de metanol, acido propidnico, isobutirico y butirico los cuales sumaron entre si
un total de 12, 22 y 24 gbgo/kgst para concentraciones de sélidos del 10, 20 y 29.2%,

respectivamente.

Durante los procesos de fermentacién para 10, 20 y 29.2%st, se evidencié la formacion
de metabolitos (principalmente acido lactico, acético y etanol). En la hora 6, para una
concentracion de solidos del 10%, se observa el inicio de la fase de mayor produccion de
metabolitos (fase exponencial), mientras que para 20 y 29.2%sT esta etapa empez0 en la
hora 9. Ademas, se evidencid que, en las tres condiciones, cuando inicia la fase de mayor

produccion de metabolitos, tanto el acido lactico como el etanol y acido acético
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empezaron a producirse en mayor cantidad y al mismo tiempo en comparacion con el
resto de productos, sugiriendo que la fermentacion predominante para este tipo de sustrato

es heterolactica.

En el caso del etanol, represento el 25, 19 y 18% de los metabolitos totales producidos
durante la fermentacion natural de la FORSU para 10, 20 y 29.2%sr, respectivamente;
por otro lado, en estas mismas condiciones de concentraciones de solidos, se registraron
concentraciones de 4.2 +0.1,10.8+ 0.4y 12.2 + 0.2 g/L los cuales sirvieron como valores
referenciales para estimar el efecto conjunto del incremento de los sélidos totales y la
concentracion de levadura sobre la produccion de este metabolito. Cabe mencionar que,
aunque se evidencio un aumento en la concentracion de etanol (y de otros metabolitos)
como funcion del aumento de los solidos totales en el reactor, este no correspondia, en
algunos casos, con un aumento en el rendimiento, esto debido a que al estandarizar los
valores de concentracion en términos de rendimiento especifico (gogo/kgst) el
incremento en la concentracion de metabolitos no fue proporcional al aumento de la

concentracion de sélidos totales.

Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021), quienes investigaron el efecto del
ensilado de la FORSU de la CDMX sobre la produccion de biogads bajo distintas
condiciones, también observaron que los metabolitos predominantes durante la
fermentacion fueron el &cido lactico, etanol y &cido acético. Con base en los resultados
obtenidos en el presente trabajo y de los autores mencionados anteriormente, se sugiere
que la fermentacion predominante de la FORSU es heterofermentativa o, en un sentido
mas estricto, heterolactica ya que el &cido lactico es el metabolito predominante durante
la fermentacion natural de este sustrato, por lo que posiblemente la microflora nativa se

encuentre dominada por bacterias del acido lactico.

De acuerdo a Wang et al. (2021), las BAL se encuentran de manera natural en procesos
de fermentacion de los alimentos, debido a ello, han sido ampliamente estudiadas en la
industria alimentaria por sus caracteristicas microbianas y su capacidad de descomponer
polisacaridos (almidon, celulosa, fructanos, etc.), proteinas y lipidos presentes en
distintos alimentos mediante la produccidn de hidrolasas. Aunque no existen trabajos que
demuestren que la microflora nativa de la FORSU estd dominada especificamente por

este grupo de microorganismos, trabajos como los de Probst et al. (2015), Wilson et al.
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(2016) y Wu et al. (2018) han reportado que las BAL dominan la microflora de residuos
biolégicos y restos de alimentos en descomposicion los cuales son componentes

principales de la FORSU al representar mas del 60% de su composicion.

4.2.2. Fermentacion con microflora nativa més S. cerevisiae

Carbohidratos solubles en agua. De acuerdo a la figura 4-1, al bioaumentar la FORSU
con S. cerevisiae, el consumo de carbohidratos solubles en agua en las primeras 6 horas
de fermentacién fueron significativamente superiores que en el control en todas las
condiciones de concentracion de sélidos (p < 0.05), mientras que no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos (p > 0.05). Se observo que entre el 71 — 81%
de los carbohidratos fueron consumidos rapidamente durante las primeras horas de
fermentacion con la generacion inmediata de etanol con 10%st y bajo las distintas
concentraciones de levadura. Una reduccion similar dentro del mismo periodo de tiempo
fue registrada para una concentracion de sélidos del 20%st y aplicando las distintas dosis
de levadura, misma que fue entre el 66 y 89%; mientras que, para la Unica prueba de
fermentacion con S. cerevisiae con 29.2%sr, la disminucion de carbohidratos con
respecto a la hora O fue del 86%. Estos resultados sugieren que al bioaumentar la FORSU
con levadura, estos organismos captaron rapidamente el sustrato disuelto con la posterior

transformacion a etanol.

Metabolitos. Al bioaumentar la FORSU con levadura, se observo un cambio notable en
la distribucion de metabolitos, donde el etanol fue el producto predominante seguido del
acido lactico y &cido acético; en menores proporciones también se registro la formacion
de metanol, &cido propidnico, isobutirico y butirico. La produccion de etanol en los
tratamientos (es decir, cuando se agrega S. cerevisiae) fue significativamente mayor que
el control (fermentacion solo con microflora nativa) (p < 0.05) y, de acuerdo con el
modelo estadistico establecido, el aumento del contenido de sélidos de 10 a 20% condujo
a una mejora en el rendimiento de este metabolito. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos con el mismo contenido de ST (p > 0.05). En
contraste, los rendimientos de &cido lactico en los tratamientos fueron significativamente
menores en comparacion con sus respectivos controles (p < 0.05), mientras que no se
observaron diferencias entre los tratamientos. En cambio, la produccion de acido acético

no se vio afectada por la adicion de levadura o el aumento de TS (p > 0.05).
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a) Etanol

Fermentacion al 10% ST. Se obtuvieron rendimientos maximos de etanol de 216 + 3,
303 £ 11y 224 +1 gpoo/kgsT para dosis de 6, 12'y 24 gs. cerevisiae/KgForsu, respectivamente,
y un incremento en el rendimiento de 144, 241 y 153% respecto a los valores
referenciales. Las concentraciones méximas de etanol fueron de 10.4 £ 0.2,145+ 1y
10.7 £ 0.1 g/L para dosis de 6, 12 y 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu, respectivamente; los maximos

rendimientos fueron logrados en 72 horas de fermentacion.

Al observar la figura 4-1a, se evidencia que existié un mayor rendimiento de etanol a
medida que aumenta la concentracion de levadura excepto en la condicién con 24 gs.
cerevisiae/l Kgrorsu donde, pese a que durante las tres primeras horas existié una réapida
produccion de etanol en comparacién con los otros casos, el resto del tiempo se visualizo
un bajo rendimiento debido, posiblemente, a una baja carga organica asociada a una
excesiva alimentacion de levadura. De acuerdo a Liu (2017), la inhibicion mas comun es
la elevada densidad celular en reactores. Al igual que los reactivos en una reaccién
elemental, antes de que las células puedan dividirse, debe haber espacio disponible para

las nuevas células y suficiente sustrato para satisfacer los requerimientos celulares.

Segun se muestra en la figura 4-1, el maximo rendimiento y concentracién de etanol
fueron obtenidos con una concentracion de 12 gs. cerevisiae/KQrorsu, Mientras que para las
otras concentraciones de levadura se obtuvieron concentraciones y rendimientos similares
de este metabolito. Ademas, se evidencio que el etanol conform6 el 59% de los
metabolitos totales producidos para concentraciones de 6 y 24 Qs. cerevisiae/ KQrorsu,

respectivamente, mientras que para 12 gs. cerevisiae/Kgrorsu alcanzé el 67%.

La maxima concentracion alcanzada con 10%st fue de 14.5 + 0.1 g/L, valor que supera
al registrado por Thapa et al. (2019) quienes trabajaron con una concentracion de sélidos
igual y, mediante la aplicacion de tratamiento termoquimico con acido sulfurico y adicion
de S. cerevisiae, lograron una concentracion maxima de etanol de 13.8 g/L (288
goqo/kgst) luego de 5 dias de fermentacién. Ebrahimian et al. (2020), luego de aplicar
pretratamiento etandlico organosolv e hidrélisis enzimatica a la FORSU y fermentar el
hidrolizado obtenido durante 72 horas adicionando una cepa de Enterobacter aerogenes

PTCC 1221 con una concentracion de solidos del 5%, lograron una concentracion
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maxima de etanol de 8.1 £ 0.2 g/L (161 £ 5 gpqo/KgsT pretratados)- Aungue la concentracion
de etanol lograda en el presente estudio al 10%sr fue superior a los reportados por el autor

mencionado anteriormente, el rendimiento obtenido fue bajo.

En el estudio realizado por Mahmoodi et al. (2018a), luego de aplicar pretratamiento
termoquimico con &cido sulfdrico e hidrdlisis enzimatica a la FORSU y fermentar el
hidrolizado obtenido durante 72 horas adicionando una cepa de Mucor indicus CCUG
22424 con una concentracion de sélidos del 10%, lograron una concentracion maxima de
etanol de 19.2 g/L (401 gpqo/KQsT pretratados). EN otro estudio similar realizado por estos
mismos autores, aplicaron pretratamiento hidrotermal e hidrélisis enzimética a la
FORSU, posteriormente, dosificaron una cepa de Mucor indicus CCUG 22424 y
trabajaron con 10%sr, donde lograron alcanzar una concentracion maxima de 18 g/L de
etanol (376 Qpqo/KgsT pretratados) (Mahmoodi etal., 2018b). En ambos casos, la
concentracion y rendimiento de etanol obtenidos fueron superiores a los registrado en el
presente estudio para 10%st, sin embargo, se observa que solamente mediante la
dosificacion de S. cerevisiae se logro hasta el 81% de los valores de concentracion de

etanol alcanzados por los autores mencionados.

Fermentacion al 20% ST. Al duplicar la concentracion de solidos, y aplicando dosis de
6, 12 y 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu, Se obtuvieron rendimientos méximos de etanol de 335 £ 1,
382 + 1y 407 + 3 gpgo/kgsT, respectivamente, con incrementos en el rendimiento de 196,
237 y 260% respecto a los valores referenciales. Acorde a la figura 4-1, el maximo
rendimiento de todo el experimento fue obtenido con una concentracion de 24 gs.
cerevisiae/l Kgrorsu. Se evidencio también que el etanol conformd el 61, 60 y 62% de los
metabolitos totales producidos para concentraciones de 6, 12 y 24 Qs. cerevisiae/KQForsu,
respectivamente. Ademas, en la fermentacién con esta concentracion de sélidos se
lograron obtener los mayores rendimientos en la produccion de metabolitos totales de

toda la experimentacion.

Aplicando esta misma concentracion de sélidos, Moreno etal. (2021) obtuvieron
concentraciones de etanol entre 24 y 52 g/L (251 y 543 gpqo/kgsT, respectivamente) en
72 horas de fermentacion luego de someter a la FORSU a un proceso de sacarificacion y
fermentacion simultaneas no isotérmicas (NSSF) usando S. cerevisiae. En el presente

estudio se lograron concentraciones maximas de etanol de 32.1 £0.1,36.5+0.1y 389+
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0.3 g/L en 33 horas de fermentacién, para el primer y segundo caso, y en 57 horas para el
tercer caso, aplicando dosis de 6, 12 y 24 gs. cerevisiae/KQForsu, respectivamente. En este
caso, tanto las concentraciones como el rendimiento de etanol en el presente estudio,
superaron a los valores registrados por Ebrahimian et al. (2020) pese a que los autores
realizaron las pruebas experimentales con una concentracion de solidos del 5% durante
72 horas.

Fermentacion al 29.2% ST. Para evaluar el efecto de la bioaumentacion de S. cerevisiae
en la FORSU con su humedad natural (fermentacion seca), solamente se aplico la dosis
con la cual se obtuvo el mayor rendimiento de etanol bajo las distintas concentraciones
de solidos evaluadas (10 y 20%sr). Esto debido a la dificultad que implico la extraccion
de muestras del biorreactor sin afectar las condiciones del proceso de fermentacion.
Aplicando 12 gs. cerevisiae/Kgrorsu S€ obtuvo una concentracién maxima de etanol de 43.4
+ 0.1 g/L, cuyo rendimiento correspondiente fue 310 + 1 gpogo/kgst, con un incremento
en la produccion de etanol de 255% respecto al valor referencial. Aunque la concentracién
de etanol fue la mas alta registrada de todas las condiciones experimentales estudiadas, al
observar la figura 4-1, el rendimiento ocup6 el cuarto lugar entre todos los ensayos
experimentales donde se adiciond levadura. Ademas, se evidencié que el etanol conformé
el 65% de los metabolitos totales producidos bajo esta condicién, siendo el segundo

porcentaje mas alto registrado de entre todas las condiciones evaluadas.

Castellon-Zelaya & Gonzéalez-Martinez (2021) reportaron que la produccion de
metabolitos totales se reduce cuando se incrementa la concentracion de sélidos, sin
embargo, esto se debe principalmente a la reduccion en la produccién de acido lactico.
En el caso de los alcoholes (metanol y etanol), aunque se observa también una reduccion
en la produccidn, esta es menor en comparacion con el &cido lactico. Segun Ramesh
(2007), esto se debe a que las bacterias en general requieren de una elevada actividad del
agua (superior a 0.9), mientras que organismos como las levaduras y hongos pueden
tolerar bajas actividades del agua lo que les permite predominar en sustratos con estas

caracteristicas.

En fermentaciones semisecas y secas utilizando la FORSU como sustrato, al existir una
menor disponibilidad de agua libre, la concentracién de carbohidratos solubles en el

medio se incrementa. Debido a que S. cerevisiae es una levadura tolerante a una baja
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actividad del agua (Tokuoka & Ishitani, 1991) y las BAL requieren por lo general una
elevada actividad del agua (Troller & Stinson, 1981; Kamel et al., 2018), los resultados
de la presente investigacion sugieren que al aumentar la concentracion de sélidos totales
posiblemente se reduce la actividad de las BAL permitiendo que la levadura inoculada

colonice rapidamente el sustrato y capte los carbohidratos solubles.

Trabajos como los de Kadhum etal. (2017) han demostrado que, al aumentar la
concentracion de sélidos durante procesos de hidrdlisis enzimatica y fermentacion con S.
cerevisiae utilizando sustratos lignocelul6sicos (paja de trigo y rastrojo de maiz), es
posible mejorar la produccion de etanol inclusive utilizando concentraciones de sélidos
de entre el 30 y 45%. Moreno et al. (2019) también estudiaron el efecto de la presencia
de solidos insolubles sobre la morfologia de S. cerevisiae, la tasa de consumo de glucosa
y la produccion de etanol donde observaron que, con concentraciones de sélidos del 40%,
se alcanzaron concentraciones de etanol similares (7.0 + 0.1 g/L) a las observadas en
ausencia de solidos (7.3 g/L) en 24 horas de fermentacion. De acuerdo a Graves et al.
(2006), ciertos componentes de un sustrato complejo pueden mejorar la tolerancia de las
levaduras a factores de estrés; esto es posible debido a que estos organismos
desencadenan una respuesta transitoria denominada proteccion cruzada para resistir

condiciones de estrés osmotico, oxidativo, térmico, entre otros.

En forma general, se observa que la bioaumentacion de S. cerevisiae en la FORSU
durante procesos de fermentacion semiseca y seca mejora la produccion de etanol sin
aplicar pretratamiento o adicion de enzimas hidroliticas, de tal modo que se observa un
cambio notable en el perfil de metabolitos producidos en comparacion con la FORSU
fermentada Unicamente con la microflora nativa. Esto implica una reduccién en los costos
asociados a la utilizacion de procesos mas complejos y, principalmente, de agua ya que,
como se observa en la presente investigacion, es posible llevar a cabo fermentaciones de
la FORSU en condiciones secas (es decir, con la humedad natural) con elevadas
producciones de etanol. De acuerdo a Moreno et al. (2021), para que el aprovechamiento
de un sustrato sea rentable y compense los costos asociados al proceso de destilacion del
etanol, se debe generar al menos 40 g/L de producto, valor que fue incluso superado en
el presente estudio (43.4 + 0.1 g/L de etanol).
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b) Acido lactico

De los experimentos realizados, se observd que el segundo metabolito producido en las
condiciones donde se fermento la FORSU con adicion de levadura fue el acido lactico.
Debido a que se propicié una fermentacion alcohdlica mediante la bioaumentacion de
levadura a la FORSU, existié una reduccién en la produccion de &cido lactico con
respecto a las referencias. Para concentraciones de sélidos del 10, 20 y 29.2%, se
registraron reducciones en el rendimiento de este metabolito que oscilaron entre 53 —
56%, 63 — 68% y 66%, respectivamente.

Ademas, al analizar la figura 4-1 se evidencid que, en condiciones de fermentacion
natural y con adicion de S. cerevisiae, existe un aumento en la produccion de acido lactico
cuando se duplica la concentracion de sélidos del 10 al 20%, sin embargo, con 29.2%st
ocurri6 lo contrario reduciéndose el rendimiento de este metabolito respecto a la Gltima
condicion. En forma general, se visualizaron rendimientos de acido lactico similares en
concentraciones de solidos del 10 y 20% independientemente de las dosis de levadura
adicionadas a la FORSU registrandose rendimientos generales de 103 + 4 y 138 £ 10

Opgo/KgsT, respectivamente.

En la presente investigacion, utilizando unicamente la microflora nativa, se lograron
concentraciones de &cido lactico de 21 £ 0.4, 75 + 1.2 y 93 + 3 g/L con concentraciones
de s6lidos de 10, 20% y 29.2%sr, respectivamente, mientras que al adicionar S. cerevisiae
se alcanzaron concentraciones de 9.2 + 0.9, 25 £ 1.4y 24 + 3.2 g/L. Trabajos como los
de LoOpez-Gomez etal. (2019), mediante la aplicacion de hidrolisis enzimatica y la
inoculacion de una cepa especifica para la produccién de acido lactico, lograron alcanzar
concentraciones de este metabolito que fluctuaron entre 51 y 63 g/L trabajando con una
concentracion de solidos del 20%. Si bien es cierto que existié una reduccion en la
produccién de acido lactico en la presente investigacién, hay que mencionar que fue
posible producir, ademas de este metabolito, etanol y &cido acético. Considerando las
maximas concentraciones de acido lactico logradas en el presente estudio con adicion de
levadura, se logro alcanzar entre el 38 y 40% (20 y 29.2%sT, respectivamente) de la
produccién registrada por Lopez-Gomez etal. (2019) sin requerir de la adicion de

enzimas y obteniendo, ademas, otros metabolitos valorizables.
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c) Acidos grasos volatiles (AGV)

En la presente investigacion ademas de generar elevadas concentraciones de etanol, se
evidencio también la produccion de otros metabolitos de interés industrial como los AGV.
De acuerdo a la figura 4-1, para concentraciones de sélidos del 10% y 29.2%, se registrd
un aumento en la produccion de AGV totales con respecto al valor referencial de cada
condicion cuando se agrega levadura. En el primer caso, se registraron porcentajes de
aumento en el rendimiento de 1, 36 y 15% aplicando dosis de 6, 12 y 24 gs.
cerevisiae/ KgForsu, respectivamente, mientras que para el segundo caso se registrd un
aumento del 18% aplicando una dosis de 12 gs. cerevisiae/ Kgrorsu. Por otro lado, al analizar
los valores registrados para una concentracion del 20%, se evidencié una reduccion de
22, 23y 3% en el rendimiento de AGV (con respecto a la referencia) para dosis de 6, 12
y 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu, respectivamente. El bajo rendimiento en la produccion de AGV
puede deberse a que, al tratarse de una fermentacion predominantemente alcoholica, gran

parte de los carbohidratos disueltos fueron transformados en etanol y diéxido de carbono.

De los metabolitos totales producidos con y sin adicion de S. cerevisiae a la FORSU, el
acido acético siempre fue el tercer metabolito generado bajo todas las condiciones
experimentales. El rendimiento mas bajo fue de 32 + 1 gogo/kgst (2.91 g/L) mismo que
fue obtenido con 10%st Y 6 gs. cerevisiae/KQrorsu, Mientras que el mas alto registrado fue de

58 + 1 gpoo/kgst (10.6 g/L) con 20%st Y 24 Qs. cerevisiae/ KQFoRsU.

El comportamiento en la produccion de AGV fue variable para todas las condiciones de
experimentacién donde se evidencid que el rendimiento de acido acético conformo entre
el 77 y 86% de los AGV totales producidos, seguido del acido propionico (8 — 17%),
isobutirico (1 —8%) y butirico (2 — 5%). La composicion de AGV difirio de lo observado
por Cheah et al. (2019), quienes registraron valores de 35 — 41% y 18 — 22% para los
acidos acético y propidnico, respectivamente, mientras que para el acido butirico
oscilaron entre 17 — 21%. De acuerdo a Zhang et al. (2005), un bajo pH puede conducir
a una ineficiente produccion de acido acético y, en general, de AGV; no obstante, en la
presente investigacion esto no fue observado posiblemente debido a que, bajo condiciones
anaerobias, S. cerevisiae es capaz de producir, ademas de etanol, otros subproductos,

entre ellos el &cido acético (Navarrete et al., 2014 y Babazadeh et al., 2017).
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Al igual que lo reportado en el trabajo de Castellén-Zelaya & Gonzalez-Martinez (2021),
en la presente investigacion se observo que al aumentar la concentracion de sélidos de 10
a 20% también se incrementa la produccion de AGV tanto en la FORSU fermentada
solamente con la microflora nativa como en la bioaumentada con S. cerevisiae, no
obstante, esta produccion se redujo con 29.2%st. Durante un proceso de digestion
anaerobia semiseca mesofilica de la FORSU, Li etal. (2010) también observaron una
tendencia creciente en las concentraciones de AGV a medida que incrementaron el
contenido de sélidos (para contenidos de ST de 11, 13.5y 16%); los valores maximos de
AGV fueron 4.2 g/L, 6.8 g/L y 22.4 g /L, respectivamente. Los resultados hallados por
estos autores sugieren que el aumento del contenido de ST en la alimentacién por debajo
del 20% tiene un efecto positivo en los procesos fermentativos y en la produccion de

metano.

De acuerdo a Ebrahimian etal. (2020), luego de aplicar pretratamiento etandlico
organosolv e hidrdlisis enziméatica a la FORSU y fermentar el hidrolizado obtenido
durante 72 horas adicionando una cepa de Enterobacter aerogenes PTCC 1221 con una
concentracion de sélidos del 5%, lograron rendimientos de acido acético entre 30.6 + 18
0pqo/KgsTpretratados (1.4 £ 0.8 g/L) y 66.2 £ 13 gpoo/KQsTpretratados (3.1 = 0.6 g/L). Esto
indicaria que, sin necesidad de realizar pretratamiento e hidrélisis enzimatica, en la
presente investigacion se lograron rendimientos comparables con los autores antes
mencionados mientras que, en términos de concentracion, se logré inclusive triplicar el

maximo valor que estos autores obtuvieron en su investigacion.

4.2.3.Cinética de fermentacion

Los metabolitos principales obtenidos (etanol, acidos lactico y acético) en la fermentacion
de la FORSU con y sin bioaumentacion de S. cerevisiae fueron modelados utilizando el

modelo de Gompertz, cuyos resultados se encuentran en la figura 4-2. En este caso, se

utilizaron los valores de concentracion (g/L) obtenidos bajo cada condicion experimental.
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Figura 4-2. Ajuste del modelo de Gompertz para los metabolitos predominantes

El ajuste del modelo de Gompertz para los datos recopilados bajo condiciones de
fermentacion natural exhibieron los mayores coeficientes de determinacion (R?) los
cuales fueron mayores a 0.96 para todos los metabolitos modelados y, en el caso particular
del cido acético, se evidencié que los modelos ajustados exhibieron los mayores valores
de R? en todos los experimentos. En el caso del etanol y el 4cido acético el R exhibi6 una
relacion directa con el aumento en la concentracion de solidos, mientras que en el caso
del &cido lactico tuvo un efecto contrario donde se evidencid que este coeficiente tiende

a disminuir a medida que se incrementa la concentracién de sélidos en el reactor.
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a) Etanol

Al analizar la tabla 4-3 se observa que, en todos los casos donde se bioaumento6 la FORSU
con levadura, tanto la tasa de produccion (pUm) como la maxima produccion de etanol (A)
tendieron a incrementarse a medida que se incremento la concentracion de sélidos y de
S. cerevisiae. Por otro lado, se evidencid una reduccién en la fase de latencia (A) en todos
los casos donde la FORSU fue fermentada con adicion de levadura en comparacion con
los casos donde solamente se utilizé la microflora nativa. En condiciones de fermentacion
natural, la tasa de produccion de etanol fue igual en las tres distintas concentraciones de
solidos de acuerdo al ajuste del modelo de Gompertz. Al adicionar S. cerevisiae se
observo un incremento considerable en la productividad de etanol en todas las
condiciones, siendo la mas notable con una concentracion de solidos del 20% donde la
tasa de produccion de etanol fue 14 veces superior para 6 y 12 gs. cerevisiae/lKQFoRsu,

mientras que para 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu fue 25 veces superior al valor referencial.

Tabla 4-3. Parametros cinéticos para la produccion de etanol

A S Mm s Iy S R?

g/L g/L g/L-h g/L-h h
NT 3.4 0.1 03 0.1 4.3 18 0.96
(0% CL 8.9 0.4 08 0.3 13 18 0.89
C2 136 03 3.0 1.0 0.6 0.8 0.96
C3 100 0.4 4.7 4.6 0.4 2.2 0.85
NT 112 0.6 0.3 0.0 16 20  0.99
20%e;  CL 207 06 4.1 0.6 11 0.6 0.98
C2 33.0 11 4.2 1.0 0.0 10 095
C3 34.8 1.2 76 2.3 0.1 0.9 0.93
NT 122 0.6 0.3 0.0 5.6 18 0.99
c1 - - - - - - -
29.2%sT ) 41.4 2.2 1.7 05 -3.0 2.9 0.93
C3 - - - - - - -

Nota: NT, C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 0, 6, 12

y 24 g/kgrorsu, respectivamente. NT se refiere a la referencia.

Al analizar los valores asociados a la fase de latencia (L) obtenidos del modelo, se
evidencid que, en condiciones donde la FORSU fue fermentada Unicamente con la
microflora nativa, existié una fase de latencia la cual sugiere que los microorganismos

nativos atravesaron un periodo de aclimatacion previo al inicio de su fase de mayor
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produccién de etanol (fase exponencial). Por otro lado, cuando se bioaumenté el sustrato
con levadura, la cepa inoculada actué inmediatamente captando los carbohidratos
disueltos del medio lo que condujo a una disminucion en el tiempo de latencia y una
produccién inmediata de etanol. De acuerdo a la tabla 4-3, también se registraron valores
de lambda muy cercanos a cero e inclusive negativos los cuales indicarian que los
microorganismos se aclimataron rapidamente al medio y transformaron los carbohidratos

disueltos en etanol.

b) Acido lactico

En el caso de este metabolito, se observéd una disminucion en la tasa de produccion con
respecto a los valores referenciales en todos los ensayos donde se realizd la
bioaumentacion de S. cerevisiae. Para una concentracion de sélidos del 10%, la
disminucion de la productividad de &cido lactico fue minima, sin embargo, para 20 y
29.2%st la tasa de produccion fue entre 3 y 4 veces menor en comparacion con los valores

referenciales.

Tabla 4-4. Parametros cinéticos para la produccién de acido lactico

A s Hm S Iy S R?

g/L g/L g/L-h g/L-h h h
NT 214 05 0.6 0.0 2.0 09  1.00
(0% CL 85 05 0.4 0.1 2.0 29 092
C2 7.6 05 0.4 0.2 26 38 084
C3 8.3 05 05 0.2 0.8 30 0.9
NT 693 3.2 2.2 0.3 35 21 098
0% CL 235 1.4 0.6 0.1 4.7 29 096
C2 26.8 1.4 08 0.2 2.9 26 096
C3 240 15 0.7 0.1 26 28 095
NT 996 104 2.0 0.3 3.2 37 096
c1 - . - . . - .
29.2%sT ) 31.0 6.5 05 0.2 48 77 085
C3 - - - - - - -

Nota: NT, C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 0, 6, 12

y 24 g/kgrorsu, respectivamente. NT se refiere a la referencia.

De acuerdo a la tabla 4-4, la maxima produccion y la tasa de produccion de acido lactico

no exhibieron una tendencia clara en cuanto a los valores obtenidos del modelo. No
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obstante, se observo que, independientemente de la concentracion de S. cerevisiae
adicionada a la FORSU, los valores de concentracion de &cido lactico obtenidos fueron
similares para cada concentracion de sélidos. Para 10%st se produjeron en promedio 8.2
+ 0.5 g/L de acido lactico, mientras que para 20%st la concentracion media fue de 24.7 +
1.8 g/L. Estos valores fueron muy cercanos a los obtenidos experimentalmente donde se
registraron concentraciones de 9.2 + 0.9y 24.5 + 1.4 g/L para concentraciones de solidos
de 10 y 20%, respectivamente. Tanto los valores experimentales como los obtenidos del
modelo de Gompertz sugieren que, independientemente de las concentraciones de S.
cerevisiae investigadas, la produccion de &cido lactico no varié de manera significativa

con una misma concentracion de sélidos en el reactor.

En el caso del parametro lambda, al igual que en el caso del etanol, todas las pruebas en
las que se realizo la adicién de levadura presentaron valores menores en comparacion con
los obtenidos bajo condiciones de fermentacion natural. Sin embargo, en este caso todos
los valores fueron negativos, esto se debe principalmente a que al analizar los modelos
para este metabolito, se observa que la produccién de &cido lactico durante las primeras
36 horas presentd una tendencia lineal lo que implica que al trazar una tangente sobre los
datos recopilados en este periodo de tiempo, la interseccion con el eje de las abscisas se
da en el eje que contiene los valores negativos, lo que indicaria de igual modo que la
produccidén de este metabolito fue inmediato y las bacterias atravesaron por una fase de

latencia considerablemente reducida.

Aunque los trabajos relacionados con el modelamiento cinético para la obtencion de
metabolitos a partir de la FORSU con adicion de S. cerevisiae son escasos, trabajos como
los de Laila et al. (2019), donde modelaron matematicamente la fermentacion del sorgo
con y sin inoculacion de bacterias del &cido lactico (LAB), observaron que la
introduccion de organismos diferentes a los de la poblacion nativa ocasionaron
variaciones en los parametros cinéticos e inclusive llevaron a la supresion de organismos
autoctonos. Aunque en el presente trabajo no se observd la supresion de bacterias
productoras de &cido lactico sino mas bien una coexistencia con S. cerevisiae, el analisis
de los parametros cinéticos obtenidos del modelo de Gompertz demuestran una
disminucion general en los valores de la tasa de produccion y la produccién maxima de

acido lactico.
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¢) Acido acético

Al revisar la tabla 4-5, se observa que la tasa de produccion de acido acético se mantuvo
constante para 20 y 29.2%st independientemente de la adicion de levadura, por otro lado,
en el caso de 10%sr la productividad del acido acético fue 4 veces menor en comparacion
con la referencia en todos los casos donde se bioaumentd la FORSU, ademas, se evidencid
que un aumento en la concentracion de levadura afectdé minimamente la tasa de

produccién de este metabolito.

En el caso de la produccion maxima de &cido acético se observo que, para concentraciones
de solidos del 10% y 29.2%, la adicion de levadura condujo a un ligero incremento en la
produccidn de este metabolito con respecto a la referencia mientras que, para 20%sr, se
observaron producciones menores. De acuerdo a los valores obtenidos del modelo de
Gompertz, en promedio se produjeron 3.3 + 0.5 g/L y 10.1 £ 0.6 g/L de &cido acético para
concentraciones de sélidos de 10 y 20%, respectivamente; este comportamiento se
asemejo a lo observado en el caso del acido lactico donde, bajo una misma concentracién
de solidos, la adicion de distintas concentraciones de S. cerevisiae no afectaron
significativamente la produccion de este metabolito.

Tabla 4-5. Parametros cinéticos para la produccion de acido acético

A s Mm s A S R?

g/L g/L g/L-h g/L:-h h h
NT 2.6 0.1 0.4 0.2 5.0 12 0.93
(0% CL 2.8 0.2 0.1 0.0 0.1 2.9 0.96
C2 38 0.2 0.1 0.0 1.0 17 0.99
C3 3.2 0.1 0.1 0.0 26 18 0.98
NT 114 0.8 0.2 0.0 05 24 0098
20%er  CL 9.3 0.5 0.2 0.0 0.0 20  0.99
C2 105 09 0.2 0.0 0.9 2.9 0.97
C3 103 07 0.2 0.0 0.5 2.8 0.97
NT 111 05 0.3 0.0 5.5 1.7 0.99
Cc1 - - - - - - -
29.2%sT ) 14.7 0.6 0.3 0.0 3.1 1.4 0.99
C3 - - - - - - -

Nota: NT, C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 0, 6, 12

y 24 g/kgrorsu, respectivamente. NT se refiere a la referencia.
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» Balance de DQOs

En todas las condiciones de experimentacion, entre el 94 y 95% de la DQOs fue debida a
carbohidratos solubles en agua en la hora 0. En la FORSU fermentada Unicamente con la
microflora nativa, al transcurrir 24 horas de fermentacion, se observd que para
concentraciones de solidos del 10 y 20%, los carbohidratos disueltos representaron el 7%
de la DQOs, mientras que para la condicién restante (29.2%st) fue del 29%. Por otro lado,
en la FORSU donde se bioaumento levadura, la DQO debida a carbohidratos disueltos al
término de 24 horas de fermentacion representd menos del 4% de la DQOs en todos los
casos con excepcion de la prueba con 29.2%st Yy 12 gs. cerevisiae/Kgrorsu donde el valor fue
del 9%; posteriormente, tras 72 horas de fermentacion, los carbohidratos disueltos

representaron en todos los casos menos del 2% de la DQOs.

Al bioaumentar la FORSU con S. cerevisiae, se observd que mas del 66% de los
carbohidratos disueltos fueron consumidos rapidamente en las seis primeras horas de
fermentacidn con la generacion inmediata de etanol mientras que, del analisis de la figura
4-1, en la fermentacion de la FORSU utilizando Unicamente la microflora nativa
(referencias), se observa que apenas a partir de las seis horas de fermentacién empieza la
fase de mayor produccién de metabolitos para 10%st y a las nueve horas en el caso de 20
y 29.2%st. De este modo, la informacion proporcionada en esta investigacion sugiere que
cuando la microflora nativa apenas empieza su fase de mayor produccion de metabolitos,
ya existe un déficit de sustrato disuelto y una alta densidad celular de S. cerevisiae, de
modo que, aunque la levadura supera en nimero a los microorganismos asociados de

manera natural a la FORSU, estos coexisten en el medio ya que se genera acido lactico.

El &cido léctico fue el segundo metabolito predominante en aquellas condiciones donde
se adiciond levadura, esto implicaria que la microflora nativa fue capaz de producir acido
lactico inclusive cuando existid6 una baja disponibilidad de sustrato soluble. Esto
explicaria el incremento de la DQOs luego de 72 horas de fermentacidn con respecto a la
DQOs en la hora 0. Se evidencio que en la FORSU fermentada con adicion de levadura,
con excepcion de un solo caso (20%st Y 6 gs. cerevisiae/Kgrorsu), €l incremento de la DQOs
fue superior en comparacion con el registrado cuando se fermenta Unicamente con la
microflora nativa. De este modo, con base en los resultados observados y el analisis

realizado en el parrafo anterior, se sugiere que posiblemente se promovié una mayor
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hidrolisis de la fraccion sélida de la FORSU al inducir el agotamiento acelerado de
carbohidratos disueltos mediante la adicion de levadura. Ademas, se observo que la DQO
debida a AGV no vario de forma representativa entre las referencias y los tratamientos,

de tal modo que los valores de DQOagv representd entre el 8 y 12% de la DQO soluble.

En todas las condiciones de experimentacion, se registré un aumento paulatino en la DQO
soluble de la FORSU fermentada con y sin adicion de levadura con respecto al valor
registrado en la hora 0. Este comportamiento en la DQOs difiere de lo registrado por
Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) quienes observaron una disminucion de
entre el 45y 50% en el valor de DQOs tras 24 horas de ensilado de la FORSU a 35°C,
para concentraciones de sélidos del 10 y 20%, mientras que un porcentaje de reduccion
similar se produjo a las 48 horas para 28%sr; posteriormente los valores de DQOs

tendieron a aumentar.

Entre las causas probables del comportamiento diferenciado de este parametro con
respecto al observado en este trabajo, es que los autores citados anteriormente
cuantificaron que el 51% de la DQO soluble de la FORSU fue debida a carbohidratos
solubles en agua, mientras que en la presente investigacion este parametro representd mas
del 94% lo que implicaria que los microorganismos tuvieron mayor disponibilidad de
sustrato disuelto el cual captaron rapidamente para satisfacer las distintas funciones
celulares con la posterior produccion de metabolitos y, consecuentemente, la DQO que
inicialmente se debia a carbohidratos solubles fue desplazada por DQO debida a los
productos del metabolismo celular. En el caso del trabajo realizado por los autores
mencionados anteriormente, al tener una baja disponibilidad de alimento, los
microorganismos pudieron haber consumido el sustrato disuelto del medio con una baja
produccion de metabolitos causando una disminucién de la DQO debida al consumo
carbohidratos disueltos, misma que posteriormente se incrementd ya que empezaron a

generar una mayor cantidad de metabolitos.

Ademas, en la presente investigacion se obtuvieron valores menores en la relacion
DQOAcv/DQOs en comparacion con lo registrado por Cheah et al. (2019) quienes, al
someter FORSU a fermentacion acidogénica controlando el pH a un valor de 6,
observaron que la relacion DQOacv/DQOs oscilo entre 23 y 23.2%. Esta reduccion

posiblemente fue debido a que la produccion de AGV se incrementa a medida que se
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incrementa el pH, siendo el 6ptimo cuando este valor es superior a 5.5 (Lim et al., 2008;
Strazzera et al., 2018). Al revisar los valores de pH presentados en la tabla 4-7, bajo
ninguna condicion experimental, los valores de pH en 72 horas de fermentacion superaron

el valor de 5.5.

» Grado de solubilizacion (nr)

Para complementar la tendencia de los valores de DQOs, también se calculo el grado de
solubilizacion (nH) de la FORSU con base en los datos de DQOs y DQOr+ registrados en
la hora 0. Para obtener los valores de DQO-+ al inicio de cada corrida experimental, se
tomaron muestras de los reactores con 10, 20 y 29.2%st donde se registraron valores de
966 * 19, 1072 + 42 y 1142 + 24 gpqo/kgst, posteriormente, para verificar que existio
una correlacién entre la concentracion de sélidos en los reactores y la DQO-, se grafico
una curva de DQO+ contra %ST con el fin de hallar el coeficiente de determinacion (R?)
cuyo valor fue de 0.99; ademas, los datos presentaron una relacion lineal. Del analisis de
la tabla 4-6, se observé que en la FORSU fermentada con bioaumentacion de levadura,
con excepcion de un caso (20%st Y 6 gs. cerevisiae/Kgrorsu), €l grado de solubilizacion fue
igual o superior en comparacion con el registrado cuando se fermenta Unicamente con la

microflora nativa.

Tabla 4-6. Grado de solubilizacidon de la FORSU en 72 horas de fermentacion

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Concentracion de sdlidos (%) nH (%)
10 12 28 28 37
20 37 25 38 47
29.2 26 - 29 -

Gameiro et al. (2016), lograron alcanzar eficiencias de solubilizacion de entre el 87 y 99%
con 10%st durante la fermentacion acidogénica de la FORSU, donde adicionaron
distintos valores de alcalinidad y agregaron un inoculo de un digestor anaerobio de lodos
de depuradora. Ademas, luego de evaluar el efecto de la variacién de la alcalinidad y la
concentracion de sélidos totales, evidenciaron que los mayores grados de solubilizacién
fueron obtenidos al 10%sr, seguido del 8%stYy 5%st. Al analizar la tabla 4-6, se observo
que la méaxima tasa de solubilizacién fue obtenida con 20%sty 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu,

sugiriendo que un aumento en la concentracion de sélidos en los reactores, no siempre
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limita los procesos bioldgicos como consecuencia de una deficiente transferencia de
masa, sino que existen varios factores que pueden afectar los procesos al interior de los

reactores.

4.2.4.Grado de fermentacion (ny), rendimiento de acidificacion (n.) y pH

A partir de la DQO soluble y de las concentraciones de metabolitos totales (figura 4-1)
se determinaron el grado de fermentacion (figura 4-3) y el rendimiento de acidificacion

(figura 4-4) de la FORSU fermentada bajo las distintas condiciones.

» Grado de fermentacion (1)

Con base en la informacion recopilada para la DQO soluble y los metabolitos totales
producidos, se analiz6 el comportamiento del grado de fermentacion durante las 72 horas
de fermentacion de la FORSU bajo las distintas condiciones cuyos resultados se muestran

en la figura 4-3.

Concentracion de sdlidos (%)
10 20 29.2

100%
90% —
80%

70% -3
60% —
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
Tiempo (horas) Tiempo (horas) Tiempo (horas)

n; (%0)

—--C1 C2 C3 Referencia
Figura 4-3. Grado de fermentacion (ry)

Nota: C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 6, 12 y 24

0/kgrorsu, respectivamente.

Fermentacion con microflora nativa. Al analizar la figura 4-3, se puede observar que

en la FORSU fermentada naturalmente, el maximo grado de fermentacién fue obtenido
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con 20%st donde se alcanzo el 98% tras 72 horas de fermentacion, seguido del 10 y
29.2%st con valores del 93 y 89%, respectivamente. Este comportamiento en el grado de
fermentacion coincide con lo registrado por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez
(2021) quienes observaron que la fase principal de fermentacion se produjo durante las
primeras 48 horas de ensilaje de la FORSU alcanzando grados de fermentacion superiores
al 90% para concentraciones de sélidos del 10, 20 y 28%, no obstante, a partir de las 72
horas de fermentacion registraron una disminucion paulatina del grado de fermentacion
en las dos ultimas condiciones, mientras que en el primer caso los metabolitos producidos

representaron casi la totalidad de la DQO soluble.

Esta tendencia en las dos ultimas condiciones mencionadas no se visualiz6 en el presente
trabajo, sin embargo, la explicacion estaria ligada al comportamiento de la DQOs que
registraron los autores mencionados anteriormente. En general, los autores observaron
que, para concentraciones de solidos de 10, 20 y 28%, la DQOs disminuyo
paulatinamente hasta alcanzar los valores méas bajos en 24 horas de fermentacion, para
los dos primeros casos, y a las 48 horas para el tercer caso; posteriormente, este parametro
se incrementd nuevamente, por lo tanto, los valores cuantificados a las 72 horas fueron
mayores en comparacion con los visualizados a las 24 y 48 horas de fermentacion. Debido
a que el grado de fermentacion es inversamente proporcional a la DQOs, y pese a que
existié un incremento paulatino en la concentracion de metabolitos durante el ensilaje de
la FORSU, al dividir la DQO debida a metabolitos por la DQOs, los valores del grado de
fermentacion registrados tras 72 horas de fermentacion fueron ligeramente menores en
comparacion con los registrados a las 48 horas para ambos casos. También se observo en
el trabajo de estos autores que, a medida que transcurre el proceso de ensilado de la
FORSU, el grado de fermentacion disminuye paulatinamente pese a que existe una

produccion de metabolitos hasta cinco dias después de iniciado el proceso fermentativo.

Fermentacién con microflora nativa mas S. cerevisiae. Al agregar levadura a la
FORSU, se observd que los maximos grados de fermentacion fueron obtenidos en 24
horas para 10 y 20%st cuando se agregaron 12 gs. cerevisiae/KQrorsu, €n ambos casos se
lograron valores superiores al 96%. Para 20%st con una dosis 6 Y 24 gs. cerevisiae/KQrorsu
se alcanzaron valores del 95%, en el primer caso, este valor se logro tras 72 horas de
fermentacidn mientras que en el segundo caso fue a las 24 horas. Para la Gnica prueba con

29.2%st se alcanzo un valor del 90%, sin embargo, este fue alcanzado al transcurrir 48
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horas. En la mayoria de casos se observd una reduccién en los grados de fermentacion
luego de haber alcanzado sus valores maximos, sin embargo, para 10 y 20%st donde se
agregaron 24y 6 gs. cerevisiae/KQrorsu, respectivamente, los valores se mantuvieron cuasi-

constantes durante las 72 horas de fermentacion.

En el caso particular de los experimentos que se llevaron a cabo al 10%ST donde se
dosificaron 6 y 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu, Se observd que el grado de fermentacion oscilo
entre el 60 y 70% indicando que bajo estas condiciones la DQO debida a la produccion
de metabolitos fue menor, indicando que la DQOs restante se debe a otros compuestos.
Durante la produccion de etanol por adicion de S. cerevisiae bajo condiciones anaerobias
también se forma glicerol, el cual es un subproducto importante que representa el 4 — 5%
del consumo de la fuente de carbono, ademas, se forman otros subproductos como el
acido piravico o el &cido succinico. Ademas, segun Jahangeer et al. (2021), aparte de los
metabolitos esenciales (carbonos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, acetonas, etanol,
etc.), S. cerevisiae puede generar una amplia gama de metabolitos secundarios durante su
fase activa de desarrollo celular, incluidas toxinas, antibiéticos, acidos grasos, alcaloides,
alcoholes, cetonas, etc. Todos estos productos también generan DQO, sin embargo, al no
ser considerados dentro del analisis puede ser la explicacion del aumento de DQOs lo que
ocasiono6 una reduccion en el grado de fermentacion ya que este parametro se basa la

relacién entre la DQO equivalente de los metabolitos cuantificados y la DQO:s.

» Rendimiento de acidificacion y pH

El rendimiento de acidificacion aportd informacion valiosa sobre la produccion de acidos
organicos, como el &cido lactico y AGV, los cuales influyeron sobre el comportamiento
del pH durante la fermentacion de la FORSU. De acuerdo a la figura 4-4, en condiciones
de fermentacion con la microflora nativa (referencia), los valores mas bajos de pH se
registraron en las primeras de 24 horas de fermentacion y luego empezaron a subir
paulatinamente. Un comportamiento similar fue observado en aquellas pruebas donde se
dosificé levadura, donde el pH alcanzo su valor mas bajo a las 24 horas de fermentacion
y posteriormente tendio a subir, no obstante, la caida de pH no fue tan pronunciada como

en el caso de la fermentacion utilizando Unicamente la microflora nativa.
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Figura 4-4. Rendimiento de acidificacion (n.) y pH

Nota: C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 6, 12 y 24

0/kgrorsu, respectivamente.

Fermentacion con microflora nativa. En el caso de la FORSU fermentada sin adicion
de S. cerevisiae, en 24 horas de fermentacion se registraron valores de pH de 3.8, 4.2y
4.5 para concentraciones de sélidos de 10, 20 y 29.2%, respectivamente, mismos que
representaron los valores mas bajos de toda la experimentacion; posteriormente, se
observo un incremento paulatino en el pH a medida que transcurria la fermentacién
(Tabla 4-7). Estos resultados coinciden con los observados por Castellon-Zelaya &
Gonzélez-Martinez (2021) durante el ensilaje de la FORSU, sin embargo, a diferencia de
los resultados obtenidos en la presente investigacién, estos autores reportaron que los
valores de pH mas bajos se lograron en 48 horas de ensilado. Esto se debe posiblemente
a que en el presente estudio existié una mayor disponibilidad de carbohidratos solubles
en la FORSU sin fermentar (94 — 95% de la DQOs) que fueron aprovechados rapidamente
por los microorganismos con la respectiva generacion de metabolitos (principalmente
acido lactico), mientras que los autores mencionados anteriormente reportaron una DQO

debida a carbohidratos del 51%; esta disponibilidad de sustrato disuelto pudo no haber
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sido suficiente para que los microorganismos inicien con la fase de mayor fermentacion

y produccién de metabolitos.

Ademas, con base en el analisis de la figura 4-4, se observé que, para concentraciones de
solidos del 10, 20 y 29.2%, la eficiencia de acidificacion para la FORSU fermentada
unicamente con la microflora nativa luego de 72 horas fue del 28, 45 y 35% lo que
explicaria la reduccion del pH al final de la experimentacion en comparacion con el pH
inicial de la FORSU. Una eficiencia de solubilizacion similar para una concentracion de
solidos del 10% fue observada por Gameiro etal. (2016), quienes lograron alcanzar
eficiencias de entre el 23 y 40% durante la fermentacion acidogenica de la FORSU.

Al igual que lo reportado por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021), la
acidificacion durante la fermentacion de la FORSU se debe principalmente a la
produccion de acido lactico y acido acético (pKa = 3.86 y 4.76, respectivamente) los
cuales se presentaron en mayor proporcion con respecto al resto de acidos generados.
Aunque la eficiencia de acidificacion fue mayor para 20 y 29.2%sr, el pH en estos dos
casos fue superior en comparacion al 10%st lo que indicaria que la produccion de &cidos
no refleja del todo el comportamiento global del pH. Esta no correspondencia entre la
generacion de &cidos y el comportamiento del pH también se observé en el trabajo de los
autores mencionados anteriormente quienes reportaron que, aunque la produccién
maxima de acido lactico para 10, 20 y 28%st se registro a los 6 dias, en el primer caso, y
a los 3 dias en los casos restantes, los valores mas bajos de pH fueron registrados a las 48

horas en todos los casos.

De acuerdo a Kung et al. (2018), el pH final durante el ensilaje (proceso fermentativo) se
ve afectado por muchos factores, pero estd méas relacionado con la concentracion de &cido
lactico y la capacidad amortiguadora del sustrato; en el caso de este ultimo parametro, si
el sustrato tiene un alto contenido de proteinas o cenizas, el pH puede ser mas alto de lo
esperado. Ademas, seguin Graves et al. (2006), los materiales particulados pueden mejorar
la capacidad buffer, debido a ello, un aumento en la concentracion de sélidos puede
incrementar el contenido de material organico particulado. Estudios como los de Yi et al.
(2014), mencionan que este efecto podria estar relacionado con la alcalinidad del sistema

ya que, durante procesos de digestion anaerobia de residuos de comida, observaron una
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alta capacidad amortiguadora cuando el sistema trabajaba con elevadas concentraciones
de s6lidos (20%sr).

Fermentacion con microflora nativa mas S. cerevisiae. Al bioaumentar la FORSU con
levadura, en todas las condiciones se observé que, al igual que en el caso donde solamente
se utiliz6 la microflora nativa, los valores minimos de pH se observaron a las 24 horas de
fermentacion donde se registraron valores de 4.5, 4.7 y 4.9 para 10, 20 y 29.2%sr,
respectivamente; posteriormente, el pH se incrementd progresivamente hasta el final de
la experimentacion. Como se observa en la tabla 4-7, existe un claro patron en cuanto al
comportamiento del pH luego de 72 horas de fermentacion, donde el aumento en la
concentracion de sélidos y de levadura en el biorreactor condujo a valores de pH finales

mas altos.

Tabla 4-7. Valores finales de pH luego de 72 horas de fermentacion

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Concentracién de sélidos (%) pH
10 4.2 4.5 4.6 4.8
20 44 4.9 4.9 5.0
29.2 4.5 - 5.1 -

Al analizar la figura 4-4, se observo que la eficiencia de acidificacion se redujo durante
las 72 horas de fermentacion respecto a las referencias en los casos donde se adiciond S.
cerevisiae. Para concentraciones de sélidos de 10 y 20%, los rangos de eficiencia de
acidificacion oscilaron entre 15 — 16% y 18 — 19%, respectivamente, mientras que para
el Unico caso de fermentacion con 29.2%st fue del 13%. La reduccion de este parametro
se debe principalmente a que se estd propiciando una fermentacion alcohélica donde el
sustrato disuelto esta siendo convertido principalmente en etanol (pKa = 15.7) y, ademas,
se evidencia la produccién en menor proporcién de metanol (pKa = 15.2). De acuerdo a
Smith (2016), estos dos compuestos son anfoteros, es decir, tienen la capacidad de actuar
como bases en presencia de compuestos con un pKa significantemente menor, ademas,
los alcoholes presentan un pH cercano a la neutralidad. Debido a ello, aunque existe la
produccién de &cido lacticoy AGV, el predominio del etanol sobre el resto de metabolitos
podria explicar la razon del porqué en los casos de la FORSU fermentada con S.
cerevisiae las caidas de pH no fueron tan bruscas como en el caso de la FORSU

fermentada Unicamente con la microflora nativa.
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» Pérdida de sélidos voléatiles

Tras 72 horas de fermentacion, se registré una pérdida de SV debido a la hidrélisis de la
materia organica contenida en la FORSU, cuyos resultados se muestran en la tabla 4-8.
Los valores de SV medidos en el inicio de la fermentacion en cada biorreactor fueron de
7.4,14.7y 21.5% para concentraciones de sélidos de 10, 20 y 29.2%, respectivamente.

En todos los experimentos donde se adiciono levadura, existié una remocion mayor de
solidos voléatiles alimentados al reactor en comparacién con la FORSU fermentada
unicamente con la microflora nativa. Aunque no existié una tendencia clara en cuanto al
efecto de las distintas concentraciones de levadura adicionada a la FORSU se pudo notar

que, al aumentar la concentracion de sélidos, la pérdida de solidos volatiles fue mayor.

Tabla 4-8. SV en el reactor luego de 72 horas de fermentacion

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Concentracién de sélidos (%) SV (%)
10 6.5 6.2 6 6.1
20 14 11 12.6 12.3
29.2 19.3 - 17.3 -

Castellon-Zelaya & Gonzalez-Martinez (2021) observaron una pérdida de los solidos
volatiles del 10, 21 y 6% para concentraciones de solidos del 10, 20 y 28%, durante el
ensilado de la FORSU a 35°C utilizado la microflora nativa. Estos valores fueron
superiores a los registrados en el presente trabajo debido principalmente a que los autores
mencionados anteriormente prolongaron la fermentacion durante 15 dias. Por otro lado,
en el trabajo realizado por Moreno et al. (2021), se pudo evidenciar apenas una reduccion
del 3% en el contenido de solidos volatiles inclusive luego de que la FORSU fue sometida

a un proceso de Sacarificacion y fermentacidn simultaneas no isotérmicas.

4.3. Metanizacion de las fracciones solidas de la FORSU fermentada

Luego de 72 horas de fermentacion, el contenido de cada biorreactor fue retirado y
centrifugado a fin de obtener dos fases, una liquida, la cual contenia metabolitos, y una
solida, la cual estuvo constituida por el material particulado sedimentable de la FORSU

fermentada (Imagen 4-1).
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Imagen 4-1. Fermentado obtenido luego de 72 horas

Nota: La imagen 4.1a contiene la FORSU fermentada (izquierda) y sin fermentar
(derecha), mientras que la imagen 4.1b contiene la fraccién liquida y s6lida de la FORSU

luego de la centrifugacion.

4.3.1. Caracteristicas del digestato espesado (fraccion solida)

Previo a someter el fermentado espesado a la prueba de potencial bioquimico de metano,
(PBM) se cuantificaron los sélidos totales y volatiles de las fracciones solidas
centrifugadas de la FORSU fermentada y fresca (F.S), asi como del inéculo cuyos

resultados se muestran en la tabla 4-9.

Al someter la FORSU fresca a centrifugacion, se removio un 4.8% de humedad tomando
en consideracion los ST de la FORSU integra (29.2%), lo que result6 en el incremento
del contenido de sélidos en la fraccion solida obtenida (F.S.) (34%). En el caso de las
fracciones soélidas obtenidas a partir de la FORSU fermentada bajo las distintas
condiciones, fue posible remover entre 8.2 — 11.5% y 9.2 — 14.5% de humedad mediante
centrifugacion para concentraciones de solidos del 10 y 20%, respectivamente, mientras
que para 29.2%st las remociones oscilaron entre 3.2 y 4.6% con respecto a los solidos

alimentados al inicio de la fermentacion.

De acuerdo a Odirile et al. (2021), durante la digestion anaerobia, cuya etapa previa es la
fermentacion, se forma agua conduciendo a una reduccion de la concentracion de sélidos
totales y volatiles, ademas, otros factores que inciden en la estimacién de SV y ST es el

grado de centrifugacion, formacion de espacios intersticiales en los solidos debido a la
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hidrdlisis, retencion de biogés entre los poros, entre otros. Debido a ello, la forma més
efectiva de evidenciar la remocion de materia organica (sélidos volatiles) es con base en
la relacion SV/ST.

Tabla 4-9. Caracteristicas del inoculo, fracciones solidas fermentadas y fresca de la
FORSU

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Contenido de sélidos (%0)
ST 182+04 21.4x+0.1 206x0.2 215%0.1
10%sT SV 147+04 159+0.2 16.0+0.1 169+0.1
SV/ST 0.81 0.74 0.78 0.79
ST 292+04 304+03 345+03 29.9+0.8
20%sTt SV 226+05 18705 197+x01 222+04

SV/ST 0.77 0.62 0.57 0.74
ST 33806 - 324+15 -
29.2%st SV 245%0.1 - 22.3+0.4 -
SV/ST 0.72 - 0.69 -
ST 34+£22
F.S. SV 23.9+1.6
SV/ST 0.70
Inéeulo ST 106 +0.1
SV 84+0.1

De acuerdo a la informacién proporcionada en la tabla 4-9, se observa que la relacion
SVIST fue mayor en aquellas condiciones donde se fermentd la FORSU Unicamente con
la microflora nativa mientras que, en los casos donde se bioaumento con levadura, esta
relacion disminuy6 en comparacién con los valores referenciales. Esta informacion
corrobora los resultados obtenidos en la tabla 4-8, donde se visualizd que la
bioaumentacion de S. cerevisiae en la FORSU indujo una mayor remocion de sélidos
volatiles en comparacion con la fermentacion realizada Unicamente con la microflora
nativa. Ademas, en el caso de los experimentos donde se adiciono levadura, se observa
que, para concentraciones de sélidos del 10 y 20%, existe una relacion directa entre
SVI/ST y la concentracion de S. cerevisiae. Esto indicaria que a medida que se incrementa

la dosis de levadura en el reactor, existe una menor remocion de material organico.

Adicionalmente, se observo que en los experimentos donde se fermentdé la FORSU con

la microflora nativa 'y S. cerevisiae, la relacion SV/ST tiende a disminuir a medida que se
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incrementa la concentracion de sélidos alimentados al reactor, esto indicaria que la
remocion de materia organica (sélidos volatiles) es mayor cuando la concentracion de
sustrato se incrementa. De acuerdo a Darvishi-Harzevili & Hiligsmann (2018), la
hidrolisis de la materia organica particulada en sustratos solidos esta determinada por la
adsorcion de enzimas hidroliticas en las superficies biodegradables. Ademés, Morales-
Polo etal. (2018) sugieren que es necesario un buen contacto o interaccion entre el
sustrato y las bacterias para que la hidrolisis sea adecuada de tal modo que se permita a
las enzimas desarrollar la reaccion extracelular a través de la adsorcién en la superficie

del sustrato.

De este modo, la tendencia de los datos reportados en esta investigacion posiblemente se
debe a que, cuando existe un alto contenido de humedad, las bacterias se encuentran
suspendidas en el medio (como solidos suspendidos totales, SST), mientras que a medida
que se incrementa la concentracion de sélidos tienden a adherirse al sustrato particulado
por lo que las enzimas secretadas por las bacterias actian en la superficie adyacente,
incrementado la degradacion del sustrato complejo. A este comportamiento se suma el
hecho de que las bacterias se desarrollaron en un medio sin sustrato disuelto ya que este
fue consumido por S. cerevisiae, lo que pudo inducir a las bacterias hidrolitico-

fermentativas a consumir el sustrato mas complejo a traves de la hidrdlisis.

4.3.2.Potencial bioquimico de metano (PBM)

Las fracciones solidas obtenidas de la centrifugacion de la FORSU fresca, y fermentada
con y sin bioaumentacion de S. cerevisiae fueron sometidas a PBM durante 28 dias con
el fin de determinar la biodegradabilidad del sustrato con base en la medicién de la
produccion especifica de metano (PEM), donde la riqueza de metano en el biogas
obtenido a partir de las distintas fracciones sdlidas, oscilo entre el 67 y 75%. Los

resultados de estas pruebas se encuentran en la tabla 4-10.

Se observo que en el 86% de los experimentos donde se bioaumento la FORSU con S.
cerevisiae, existio un aumento en la produccion especifica de metano a partir del digestato
espesado con respecto a la FORSU fresca, este mismo porcentaje se obtuvo al comparar
con respecto a las fracciones solidas obtenidas a partir de la FORSU fermentada

unicamente con la microflora nativa (referencias). Con base en el analisis de los datos
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reportados, respecto a los valores referenciales, existieron incrementos de la PEM entre
el 3y 34%, sin embargo, existio un experimento (10%st Y 24 gs. cerevisiae/Kgrorsu) donde
la produccion de metano se redujo un 9%. Al comparar respecto a la FORSU fresca,
considerando los experimentos con y sin adicion de levadura, también se registré un
incremento en la PEM cuyos valores fluctuaron entre 7 y 41%, no obstante, para la
fermentacion con 20%st en condiciones naturales y con adicion de 24 gs. cerevisiae/KQrorsu,

la produccion se redujo en 6 y 3%, respectivamente.

Tabla 4-10. Produccidn especifica de metano de las fracciones sélidas y FORSU fresca

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Concentracién de sélidos (%) PEM (NL-CHa/kgsv)
10 362+11 464+2 385+23 33026
20 308+3 412+15 360+1 318+10
29.2 352+9 412 £ 3
FORSU 329+5
F.S. 174 £5

En la prueba de potencial bioquimico de metano realizada a la fraccion sdélida
centrifugada de la FORSU fresca (F.S.), se observé que la produccion de metano fue baja
en comparacion con la FORSU fresca, esto debido a que se extrajo un 4% de humedad al
momento de centrifugar de modo que una parte de los carbohidratos disueltos y en
suspension fueron removidos conduciendo a la reduccion en la produccion de metano.
Con base en los resultados de este experimento, que sirvié como una referencia adicional
al de la FORSU fresca y fermentada con la microflora nativa, en el 100% de los casos
donde se ferment6 la FORSU con y sin adicion de levadura hubo un incremento en la
PEM de entre el 77 y 166% a partir de las fracciones sélidas fermentadas. Ademas, se
evidencid una relacion inversa entre la concentracion de S. cerevisiae adicionada a la
FORSU vy la produccion especifica de metano para concentraciones de sélidos de 10 y

20%, solamente en los casos donde se adicion6 levadura.

Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) evidenciaron que la FORSU fresca es
capaz de producir 318 NL-CHa/kgsv, valor que es muy similar al registrado en el presente
estudio. Ademas, luego de ensilar la FORSU a 35°C, estos autores visualizaron una
pérdida en el contenido de solidos volatiles lo que condujo a una produccién de metano

inferior al de la FORSU fresca. En el presente trabajo, se observo lo contrario ya que, con
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excepcion de un solo caso, los ensayos donde se adicion6 levadura tendieron a producir
una cantidad de metano superior al de la FORSU fresca y, también, con respecto a cada
referencia salvo determinados casos. Este comportamiento diferido en la produccién de
metano pudo deberse al tipo de fermentacion que se propicio en cada estudio y el tiempo

que duro la prueba.

En la presente investigacion se impulso una fermentacion alcoholica durante 72 horas
mediante la inoculacion de una cepa de levadura a la FORSU donde el metabolito
predominante fue el etanol y solamente se metanizaron las fracciones sélidas durante 28
dias, mientras que en el estudio realizado por los autores mencionados anteriormente fue
una fermentacién heterolactica que duré 15 dias donde el metabolito dominante fue el
acido lactico, la pérdida de solidos volatiles fue mayor y las pruebas de PBM fueron
realizadas durante 21 dias a la FORSU integra, es decir, sin centrifugar. De este modo,
ademas de que haber generado cantidades elevadas de etanol, los digestatos producidos a
partir de la fermentacion selectiva a etanol fueron capaces de producir cantidades

superiores de metano inclusive luego de extraer el sobrenadante.

Con excepcion de los ensayos con 10%st, aunque existié una menor disponibilidad de
materia organica (sélidos volatiles) en las fracciones sélidas extraidas de la fermentacion
predominantemente etandlica con respecto a las referencias, los resultados sugieren que
el incremento en la produccién de metano pudo verse impulsada por el contenido de
etanol y acido acético en las fracciones solidas debido a que, inclusive luego de la
centrifugacion para extraer la fraccion liquida, los digestatos espesados retuvieron entre
el 66 y 79% de la humedad (metabolitos). De acuerdo a Jojoa-Unigarro & Gonzalez-
Martinez (2021), el etanol es el segundo sustrato preferido por las bacterias metandgenas
durante la produccion de metano después del &cido acético, mientras que el &cido lactico
es uno de los menos preferidos lo que implica una menor produccion especifica de

metano.

De acuerdo a Kreuger et al. (2011), durante la fermentacion lactica (ensilaje) de distintos
tipos de biomasa lignocelulosa, aunque se han evidenciado pérdidas de solidos volatiles
de entre el 18 y 35%, se han registrado mejoras en el rendimiento de metano de entre el
25y 42%. Moreno et al. (2021), por ejemplo, evidenciaron que, inclusive luego de extraer

el etanol de la FORSU fermentada con S. cerevisiae previa aplicacion de pretratamiento
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y perder 3% de solidos volatiles en este proceso, al someter a PBM el residuo del destilado
durante 28 dias se produjeron 385 + 7 L-CHa/kgsv mientras que, para la FORSU fresca,
la PEM fue de 381 + 18 L-CHa/kgsv. Los resultados de los autores mencionados
anteriormente y los mostrados en la presente investigacion, sugieren que la FORSU
fermentada selectivamente a etanol tiene capacidad para producir metano en cantidades
superiores a la FORSU fresca inclusive luego de que se han extraido metabolitos. Esto
posiblemente se debe a un incremento en la digestibilidad de los sélidos de la FORSU
asociado a que los materiales remanentes de la fermentacion (almidones, proteinas,
pectinas y lipidos) se encuentran parcialmente degradados y pueden ser consumidos con
mayor facilidad por los microorganismos durante la digestion anaerobia.

Contrario a lo evidenciado por el autor mencionado anteriormente, Ebrahimian et al.
(2020), luego de someter a digestion anaerobia durante 45 dias la fraccion sélida obtenida
de la centrifugacion de la FORSU pretratada previamente con una solucién de etanol-
agua-acido acético e hidrolisis enzimatica, evidenciaron una reduccion en la produccion
de metano (148 — 273 L-CHa/kgsv) en comparacion con la FORSU que solamente fue
sometida a hidrdlisis enzimatica donde se produjeron 285 L-CHa/kgsv. Otros autores que
realizaron estudios similares sobre la FORSU aplicando pretratamientos termoquimicos
(Mahmoodi et al., 2018a) e hidrotermales (Mahmoodi et al., 2018b) seguidos de hidrolisis
enzimatica, evidenciaron producciones de metano variables que dependieron de las
condiciones de pretratamiento de la FORSU. Mahmoodi et al. (2018a) registraron una
produccion de metano de 271 L-CHa/kgsv, mientras que Mahmoodi etal. (2018b)
alcanzaron un valor de 415 L-CHa/kgsv en 50 dias de digestion anaerobia de la fraccion
solida de la FORSU sin pretratamiento pero hidrolizada con enzimas mientras que, al
aplicar pretratamiento, las PEM logradas a partir de las fracciones sélidas obtenidas
mediante centrifugacion de la FORSU oscilaron entre 143 — 295y 281 — 662 L-CHa/kgsv,

respectivamente.

4.3.2.1. Biodegradabilidad de las fracciones solidas (ng)

El grado de biodegradabilidad de un sustrato (ng) es expresado comunmente como la
relacién entre el metano producido experimentalmente y el maximo tedrico que puede
producir un sustrato. Para evaluar la biodegradabilidad de las fracciones sélidas obtenidas

de la fermentacion de la FORSU, se determind la maxima cantidad de metano teérico
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generada a partir de este sustrato. En condiciones estandar, el PBM tedrico maximo
calculado para la FORSU de la Ciudad de México fue de 544 NL-CHa/kgsv. Ademas, de
acuerdo a Xue et al. (2019), existe otro método por el cual también es posible determinar
la cantidad de metano tedrico con base en el analisis de la composicion de la FORSU

como se muestra en la siguiente ecuacion:

 373:%VFA +415-%CH + 496-%P + 1014-%L + 727-%Li
IlCte(’)rico-CH4 - 100

Donde, VFA: Acidos grasos volatiles, CH: Carbohidratos totales, P: Proteinas, L: lipidos
y Li: Lignina.

De acuerdo a Campuzano (2013), la FORSU de la Ciudad de México registré un 53% de
carbohidratos, 15% proteinas, 17% de grasas Y aceites, 13% lignina y el 2% restante es
debido a otros componentes (con base en los sélidos volétiles), por tanto, la cantidad de
metano tedrico basada en la ecuacion serd 561 NL-CHa/kgsv, valor que es muy cercano
al calculado haciendo uso de la relacion DQO/SV. La pequefia diferencia que existe entre
los valores de metano tedrico calculado puede estar relacionada con la variabilidad
temporal de la FORSU por lo que el valor de 561 NL-CHa/kgsv sera considerado
unicamente para verificar la validez de la informacion reportada en el presente trabajo

con respecto a la cantidad de metano teorico del sustrato.

De acuerdo a la tabla 4-11 se observa que, con excepcion de dos casos (20%sr, referencia
Y 24 gs. cerevisiae/KgForsu), la fermentacion de la FORSU fresca previa a la metanizacion
conduce a un incremento en la biodegradabilidad del sustrato tanto en las condiciones
donde se bioaumentd S. cerevisiae, asi como en los casos donde solamente se dejé actuar
a la microflora nativa. Con dosis de 6 y 12 gs. cerevisiae/Krorsu Se observaron los mayores
porcentajes de biodegradabilidad que oscilaron entre el 66 y 85%, mismos que fueron
superiores al rango en el que fluctuaron las referencias (57 — 67%). Los experimentos
donde se adiciond 24 0s. cerevisice/KQrorsu evidenciaron los menores valores de
biodegradabilidad de entre todos los experimentos donde se adiciond levadura a la
FORSU; aunque con 10%st se observo que el valor de este parametro con respecto a la
referencia fue menor, alcanzé un valor igual al de la FORSU fresca inclusive luego de

extraer la fraccién liquida. Lo contrario fue observado con 20%st donde el grado de
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biodegradabilidad fue superior a la referencia, pero fue ligeramente menor en
comparacion con la FORSU fresca.

Tabla 4-11. Biodegradabilidad (ng) de las fracciones solidas y la FORSU

Concentracion de S. cerevisiae (g/kgrorsu)

0 6 12 24
Concentracion de solidos (%) ns (%)
10 67 85 71 61
20 o7 76 66 58
29.2 65 76
FORSU 61
F.S. 32

Siciliano et al. (2021), luego de aplicar oxidacidon con perdéxido de hidrogeno alcalino
(PHA) a muestras de FORSU, sometieron el digestato obtenido sin separar la fraccion
solida de la liquida a digestion anaerobia durante 50 dias inoculando un digestato de un
proceso de digestion de lixiviados de compostaje, donde la biodegradabilidad de los
sustratos tratados alcanzé entre el 70 y 77%. Aunque las eficiencias de hidrdlisis de la
materia organica fueron elevadas tomando en consideracion que se removio el 28% de la
DQO en un periodo de 3 horas de pretratamiento, en la presente investigacion se
obtuvieron rendimientos de metano comparables e inclusive superiores solamente
utilizando el digestato espesado y, ademas, se obtuvo una fraccion liquida rica en etanol,

acido lactico y acido acetico.

4.3.2.2. Comportamiento de las curvas de PEM

La figura 4-5 muestra el comportamiento de la PEM de las fracciones sélidas y la FORSU
fresca en el transcurso de 28 dias de duracion de la prueba de PBM donde todas las curvas,
con excepcion de la FORSU fresca, exhibieron un comportamiento dialxico. Este
comportamiento bifasico en las fracciones sélidas de la FORSU fermentada con y sin
adicion de levadura sugiere que, en una primera fase, las bacterias captan el sustrato
disuelto (carbohidratos, AGV, acido lactico, etc.) y, posteriormente, consumen el sustrato
mas complejo (proteinas, lipidos, carbohidratos) mediante la accion de hidrolasas. Por
otro lado, en el caso de la FORSU fresca, se observaron 3 fases exponenciales sugiriendo

que la tendencia de crecimiento bacteriano es trialxica.
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Figura 4-5. PEM y modelamiento de la FORSU fresca y fermentada
Nota: Los literales a, b y ¢ estan referidos a las concentraciones de sélidos del 10, 20 y
29.2%, mientras que las iniciales C1, C2 y C3 estan referidos a las concentraciones de S.
cerevisiae de 6, 12 y 24 g/kgrorsu, respectivamente. El literal d se refiere a la FORSU
fresca modelada con Gompertz de dos fases (GDF) y de tres fases (GTF). F.S. es la
fraccion solida de la FORSU fresca.

En todos los casos se observo que, durante los tres primeros dias de metanizacién, existid

una fase exponencial de produccion de metano, posteriormente, para las fracciones

solidas extraidas de la fermentacion con 10%st y la FORSU fresca, entre el dia 3y 7
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inicid la fase estacionaria donde la produccién de metano se mantuvo cuasi-constante y a

partir del dia 8 empez6 una segunda fase exponencial.

Por otro lado, en el caso de los digestatos espesados obtenidos a partir de una
fermentacidn con 20%sr, la fase estacionaria se observo entre el dia 3 y 8, es decir, un dia
mas en comparacion con la prueba con 10%sr, y a partir del dia 9 se observé la segunda
fase exponencial de produccion de metano. Mientras que en las pruebas donde se utilizo
una concentracion de sélidos del 29.2%, la fase estacionaria fue visualizada entre el dia
3y 9; posteriormente, a partir del dia 10, fue posible evidenciar la segunda fase de mayor
produccion de metano. A diferencia de los experimentos donde se fermenta la FORSU
con y sin adicion de levadura, la FORSU fresca presentd una segunda fase de latencia
entre los dias 14 y 19, y una tercera fase exponencial a partir del dia 20 la cual fue menor

en comparacion con la primera y segunda fase exponencial.

Aunqgue no existen trabajos que analicen a profundidad el comportamiento triadxico en
curvas de metano a partir de la FORSU, Campuzano (2013) reportdé dentro de sus
resultados un experimento donde se visualiza que la curva de produccion de metano
obtenida a partir de la lixiviaciéon de la FORSU, presenta dos fases de latencia
diferenciables entre si las cuales tienen semejanza a las reportadas en el presente trabajo.
Este tipo de crecimiento fue dilucidado por Monod (1947) a partir del estudio de E. coli
cultivadas en una mezcla de glucosa/sorbitol/glicerol. El experimento realizado por este
autor demostrd los mecanismos subyacentes a la adaptacion enzimaética, donde los
organismos consumen un sustrato A facilmente asimilable y, solo cuando este se haya
agotado, dispondran de enzimas para degradar un compuesto B y luego un C; este

mecanismo es comunmente conocido como represion catabdlica por carbono (RCC).

Trabajos previos como los de Castellon-Zelaya & Gonzalez-Martinez (2021), Figueroa-
Escamilla (2018) y Campuzano (2013) observaron un comportamiento dialxico en
muestras de la FORSU producida en la Ciudad de México sometidas a PBM durante 21
dias, sin embargo, a diferencia de los autores mencionados anteriormente, inclusive luego
de someter las fracciones solidas durante 28 dias a PBM no se observo, en algunos casos,
un comportamiento asintético donde la produccion diaria menor al 1% del total
acumulado durante 3 dias consecutivos que, de acuerdo al criterio de Holliger et al.

(2016), indicaria que se alcanzo la méxima produccion de metano. De acuerdo a la figura
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4-5 se observo que, para las pruebas de 10 y 20%sT, con concentraciones de levadura de
6y 12 gs. cerevisiae/Kgrorsu la produccion de metano continud en el tiempo, mientras que
para el resto de casos, con excepcion de la FORSU fresca, a partir del dia 24 ya se

visualizo el inicio de la asintota.

A diferencia de lo reportado por Castellon-Zelaya & Gonzélez-Martinez (2021) y
Figueroa-Escamilla (2018), para la FORSU fresca y las condiciones donde se fermentd
la FORSU con y sin adicion de levadura, se observé que entre el 32 y 40% del metano
fue generado durante los 3 primeros dias de metanizacion, mientras que los autores
mencionados anteriormente observaron que en este mismo periodo se gener6 el 60% del
metano total generado en 21 dias. La diferencia con los valores reportados en este trabajo
puede deberse al tiempo de duracion de la prueba de PBM ya que al extenderse 7 dias
mas la generacion de metano fue mayory, por tanto, se subestimé el porcentaje producido
en comparacion con los autores citados. Ademas, los autores mencionados anteriormente
no registraron la tercera fase exponencial debido posiblemente a que ésta coincidié con
la segunda fase de latencia (produccidn diaria <1%) lo cual fue indicativo para detener la
prueba, no obstante, en la presente investigacion se extendid hasta los 28 dias en todos
los casos ya que se observd que en algunos experimentos la produccion de metano
continud sin lograr alcanzar una produccion menor al 1% del acumulado inclusive luego

de casi un mes de prueba de PBM.

4.3.2.3. Cinética de la metanizacion y modelamiento

La figura 4-5 muestra el modelamiento de las curvas de produccion especifica de metano
obtenidas a partir de la prueba de PBM de las fracciones solidas obtenidas de la
fermentacion de la FORSU con vy sin adicion de S. cerevisiae. En todos los casos, con
excepcion de la FORSU fresca, se observo un coeficiente R? mayor a 0.99 sugiriendo que
la aplicacion del modelo modificado de Gompertz en dos fases (GDF) puede ser
potencialmente extendida a sustratos que al ser metanizados exhiban una curva dialxica

como el caso de la FORSU de la Ciudad de México.

Debido a que la FORSU fresca presentd 3 fases exponenciales, al intentar aplicar el
modelo de Gompertz en dos fases existieron errores en el calculo de los parametros

cinéticos por lo cual se empled el modelo matematico de Gompertz en tres fases (GTF)
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(figura 4-5d). Esta modificacion al modelo estd fundamentada matematicamente en el
modelo inicial de Gompertz en dos fases propuesto por Gomes et al. (2021) con la adicion
de 3 coeficientes adicionales (As, ums y As); el coeficiente de determinacion R? fue

inclusive mayor en comparacion con los casos anteriores.

La tabla 4-12 muestra, ademas, el resumen de parametros cinéticos con sus respectivas
desviaciones estandar (s) obtenidos del modelamiento de las curvas de produccion
especifica de metano para la fraccion séliday FORSU frescas, y las fracciones sélidas de
la FORSU fermentada con y sin bioaumentacion de S. cerevisiae. En el caso de la
FORSU fresca, se obtuvieron 3 pardmetros adicionales As, tms y A3 cuyos valores fueron
72.3 £ 3.5 NL/kgsv, 12.2 £ 1.0 NL/kgsv-dia y 18.5 + 0.3 dias.

Tabla 4-12. Pardmetros cinéticos para la prueba de PBM de las fracciones solidas y la
FORSU fresca

%ST AL S Hdm S A S A S Hm S X s R?
NT 136.3 28 68.3 9.6 0.2 0.2 2303 4.8 228 0.9 95 0.3 0.998
C1 139.7 6.0 944 30.3 0.2 0.3 346.3 14.3 21.7 0.9 7.7 0.5 0.996

10 C2 123.8 3.3 841 221 0.2 0.2 2665 56 250 1.0 86 0.3 0.998
C3 121.0 53 999 511 0.3 04 2418 239 118 0.7 88 0.8 0.992
NT  107.0 35 515 135 0.1 03 2155 7.6 228 16 11.7 0.4 0.993
20 C1 141.3 3.1 1099 279 0.2 0.2 29.4 10.6 180 0.6 9.2 0.3 0.998
C2 124.8 3.5 1049 48.1 0.3 04 2459 9.0 184 09 94 04 0.995
C3 121.3 3.6 107.0 45.1 0.3 0.3 246.7 19.2 11.3 0.4 9.0 0.6 0.996
NT 1173 26 706 13.0 0.1 0.2 286.7 11.9 179 0.6 11.0 0.3 0.997
C1 - - - - - - - - - - - - -
292 Cc2 149.7 44 69.8 14.5 0.0 0.2 289.5 109 26.3 1.7 11.3 0.4 0.994
C3 - - - - - - - - - - - - -
FORSU 1299 1.1 1335 255 0.2 0.1 1284 23 284 14 8.2 0.1 0.999
F.S. 68.2 2.7 558 17.7 0.2 0.3 1139 76 6.4 04 75 0.8 0.993

Nota: NT, C1, C2 y C3 estéan referidos a las concentraciones de S. cerevisiae de 0, 6, 12
y 24 g/kgrorsu, respectivamente. NT se refiere a la referencia. Las dimensiones de A, mi

y Ai estan en NL/kgsv, NL/kgsv-dia y dias, respectivamente.

En todos los casos se observo que la maxima produccion de metano durante la primera
fase exponencial (A1) fue menor a la obtenida durante la segunda fase exponencial (Az),
esto debido principalmente a que, al igual que en lo mencionado en el inciso 4.3.2.2, la

cantidad de metano producido durante esta etapa comprendié entre el 32 y 40% del total
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acumulado en 28 dias. Ademas, solamente en los casos donde se adiciond levadura, para
concentraciones de solidos del 10 y 20%st, se observd que el pardmetro A; tiende a

reducirse a medida que se incrementa la concentracion de S. cerevisiae.

Se evidenci6 también que la tasa maxima de produccion diaria de metano (umi) disminuye
en cada fase, es decir, Pm1 > 1mz; tomando en cuenta la FORSU, también se evidencio que
Mm1 > Um2 > Hm3 con excepcion de dos casos (24 gs. cerevisiae/KQrorsu, 10 y 20%sT). La
tendencia en este parametro esta relacionada de forma indirecta con el metabolismo de
las bacterias, es decir, la tasa maxima de produccidn de metano al inicio de la prueba de
PBM es mayor debido a que se consume rapidamente el sustrato disuelto lo que conduce
a una rapida produccion de metano. Cuando las bacterias agotan el sustrato disuelto,
entran en una fase de latencia donde se secretan enzimas para hidrolizar el sustrato mas
complejo ocasionando que en la segunda fase exponencial la tasa disminuya debido a que
el sustrato disuelto solo se encuentra disponible a medida que los compuestos complejos
son hidrolizados hasta compuestos asimilables por las bacterias. En el caso de la FORSU
fresca la tasa disminuye aun mas debido posiblemente a que aun existe sustrato complejo

susceptible de ser hidrolizado.

Al analizar el parametro lambda (L), se observd que en la primera fase de latencia (A1),
los valores obtenidos fueron menores a 0.3 dias sugiriendo que el indculo tuvo una fase
de adaptacion pequefia de tal modo que consumié inmediatamente el sustrato disuelto
contenido en las fracciones sélidas con la consecuente produccién de metano.
Adicionalmente, para concentraciones de sélidos del 10 y 20%, se observo que A2 fue
mayor en las condiciones de referencia en comparacion con los experimentos donde se

adicion0 S. cerevisiae, no obstante, este comportamiento fue contrario para 29.2%sr.

De acuerdo a Pererva etal. (2020), a pesar de que existe una gran cantidad de
publicaciones dedicadas a modelar las pruebas de PBM y numerosos intentos de
estandarizar los procedimientos, no existe un modelo matematico "Unico para todos" para
describir con precision la cinética de formacion de metano. Campuzano (2013) y
Castellon (2021) han estudiado ampliamente la produccion de metano a partir de la
FORSU de la Ciudad de México bajo distintas condiciones; entre las variables

investigadas se encuentra el efecto de la concentracion de sélidos y la temperatura, el
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ensilado y lixiviacion de la FORSU, la relacién S/I, entre otros, donde también se ha
aplicado distintos modelos para explicar la tendencia de produccién de metano.

Campuzano (2013) estudi la produccion de metano a partir de los extractos obtenidos de
la lixiviacion de la FORSU donde también observd un comportamiento dialxico e
inclusive triatxico en algunos casos. Para el modelamiento de las curvas de produccion
de metano, el autor secciond la curva en varias partes y realizé el analisis de forma
individual. En el caso de la fase inicial de la metanizacion, utiliz6 un modelo exponencial
(Pcha = a-€°Y) ya que, como se evidencié también en la presente investigacion, el indculo
requirié un bajo tiempo de aclimatacién ocasionado que se inicie inmediatamente con la
fase exponencial. Tanto la fase de latencia como la segunda fase exponencial fueron
modelados utilizando modelos lineales (Pch: = a-t + b), mientras que la ultima seccién de

la curva, perteneciente a la fase de estabilizacion, fueron modelados utilizando Monod

(PCH4= [T ﬁ) y también asumiendo una cinética de primer orden (Pch.=a-(1 — e"%)).

Una metodologia similar fue observada en el trabajo de Castellén (2021) el cual aplicd
modelos similares a las curvas de generacion de metano a partir de la FORSU ensilada

mediante la aplicacion de diferentes relaciones S/I. Ademas de utilizar el modelo de
3
Monod descrito anteriormente, aplico el modelo de Tessier | Pey,=p - <1 —eKT> . En

este caso, el autor no secciond las curvas, sin embargo, realizé la modelacién
considerando Unicamente la informacién recopilada durante los 10 primeros dias ya que,

a partir de este tiempo, se alcanzo la fase de estabilizacion.

Aunque en la presente investigacion también se trabajé con base en el seccionamiento de
las curvas de metanizacion, el modelo matematico utilizado para explicar las distintas
fases del proceso se fundamenta en una sola ecuacion matemaética. De igual modo, el
modelo modificado de Gompertz en dos y tres fases es robusto, de tal modo que permite
estudiar los parametros cinéticos de forma facil y rapida ya que, a diferencia de los
estudios mencionados anteriormente, a partir de este modelo es posible predecir con un
margen de error reducido la cantidad de metano y el tiempo en que se genera utilizando
una ecuacion unificada. Ademas, debido a que el modelo de Gompertz en dos y tres fases

explicaria el comportamiento de las curvas PEM obtenidas en el presente trabajo, es
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posible inclusive obtener la duracion de las fases de latencia de una forma exacta
mediante el célculo de la segunda derivada como se explicé en el capitulo de metodologia.
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5. CONCLUSIONES

1. Fermentacion de la FORSU. Se evalud el efecto del aumento de la concentracion
de sélidos (10, 20 y 29.2%) y la bioaumentacion de S. cerevisiae (6, 12 y 24
g/kgrorsu) sobre la produccion de etanol, acido lactico y AGV.

2. Potencial bioquimico de metano (PBM). Se llevo a cabo la metanizacion de las
fracciones solidas (digestatos espesados) de la FORSU fermentada selectivamente
a etanol con el fin de evaluar el potencial de produccion de metano de estos

sustratos previa extraccion de metabolitos.

Fermentacion de la FORSU

» Independientemente de las concentraciones de sélidos y levadura, el etanol fue el
metabolito predominante seguido del &cido lactico y &cido acético llegando a
conformar conjuntamente mas del 95% de los metabolitos totales producidos.

» La bioaumentacion de la FORSU con S. cerevisiae permitié captar rapidamente
el sustrato disuelto y convertirlo a etanol, lo cual comprueba la hipétesis planteada
para la fermentacion de la FORSU.

» La méaxima concentracion de etanol (43.4 + 0.1 g/L de etanol) fue obtenida con
una concentracion de 12 gs. cerevisiae/kQrorsu Y 29.2% de solidos totales, cuyo
rendimiento especifico correspondiente fue 310 + 1 gpgo/KgsT.

» En la FORSU fermentada solamente con la microflora nativa, entre el 64 y 92%
de los carbohidratos solubles fueron consumidos en 24 horas mientras que, con
bioaumentacion de S. cerevisiae, un porcentaje similar (66 — 89%) fue consumido
durante las 9 primeras horas de fermentacion.

» Mas del 95% de los carbohidratos disueltos presentes en la FORSU fermentada
con y sin adicion de S. cerevisiae fueron consumidos en un periodo de 48 horas
de fermentacion.

» El é&cido acético fue el metabolito predominante entre los AGV producidos en
todas las condiciones de fermentacion.

» Las fracciones solidas extraidas de la fermentacion de la FORSU con adicion de

levadura presentaron las mayores pérdidas de sélidos volatiles.
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Potencial bioquimico de metano (PBM)

» Con excepcion de dos casos (20%srt, referencia y 24 (s. cerevisiae/Kgrorsu), la
fermentacion de la FORSU fresca previo a la metanizacién condujo a un
incremento en el rendimiento de metano de las fracciones solidas tanto en las
condiciones donde se bioaumento6 S. cerevisiae, asi como en los casos donde
solamente se dejo actuar a la microflora nativa.

» Inclusive luego de extraer los metabolitos de la FORSU fermentada
selectivamente a etanol, el 86% de las fracciones solidas fueron capaces de
producir metano (385 — 464 NL-CHa/kgsv) en cantidades superiores a la FORSU
fresca (329 £ 5 NL-CHa/kgsv) V las referencias (308 — 362 NL-CHa/kgsv).

» Con dosis de 6 y 12 gs. cerevisiae/KQrorsu Se oObservaron porcentajes de
biodegradabilidad que oscilaron entre el 66 y 85%, mismos que fueron superiores
comparados con el rango en el que fluctuaron las fracciones solidas fermentadas
con la microflora nativa (57 — 67%) y la FORSU (61%).

» Las curvas bifasicas de produccion especifica de metano fueron modeladas
mediante la aplicacion del modelo modificado de Gompertz en dos etapas
logrando ajustes (R?) superiores a 0.99.
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