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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar el potencial bioquimico de metano de pollinaza en combinacion
con una alta concentracion de propionato, empleando un consorcio microbiano previamente adaptado
a elevadas cantidades de este metabolito. La pollinaza al 3 % de soélidos totales (ST) con 4895 ppm de
propionato fue degradada en condiciones mesofilicas empleando microcosmos con un volumen de
trabajo de 250 mL. Los resultados del rendimiento de metano acumulado indicaron un comportamiento
triple sigmoidal; lo cual podria atribuirse a la diferencia en las velocidades de degradacion de los
componentes, tales como macromoléculas y acidos grasos volatiles. El potencial bioquimico de
metano fue de 364,52 mL CH, Qsyaimentados -
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Abstract

The objective of the work was to determine the biodegradability potential of chicken litter in
combination with a high concentration of propionate, using a microbial consortium previously adapted
to high amounts of this metabolite. The chicken litter 3 % of total solids (TS) with 4895 ppm of
propionate was degraded under mesophilic conditions using microcosms with a working volume of 250
mL. The accumulated methane yield results indicated triple sigmoidal behavior; which could be
attributed to the difference in the degradation rates of the components, such as macromolecules and
volatile fatty acids. The biochemical potential of methane was 364,52 mL CH, Qysfeeqd -

Keywords: anaerobic digestion; biogas; Biochemical Methane Potential; Gompertz model.

1. Introduccion pleja cascada de reacciones impulsadas
La digestion anaerébica es una biotecnolo-  por microorganismos que incluyen hidroli-
gia empleada para el manejo de residuos sis, fermentacion (es decir, acidogénesis y
que emplea un consorcio de microorga- acetogénesis) y metanogénesis (Alvarado

nismos muy diverso para convertir materia et al., 2014). La alta complejidad dentro del
organica en biogas rico en metano, este microbioma hace que el proceso sea vulne-
proceso tiene lugar a través de una com- rable a la inestabilidad (perturbacion) de-
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bido a la inhibicibn mediante la acumula-
cion de acidos grasos de cadena larga
(AGCL), acidos grasos volatiles (AGV),
amoniaco libre y otros compuestos o con-
diciones operativas desfavorables, como la
temperatura y el pH (Chen et al, 2014),
estas perturbaciones pueden tener un im-
pacto importante en las poblaciones mi-
crobianas, asi como en el rendimiento del
biorreactor. La presencia de altos niveles
de acidos grasos volatiles (AGV) disminuye
el rendimiento en la produccion de biogas;
el propionato tiene un impacto perjudicial
sobre los microorganismos metanégenos
(Rétfalvi et al., 2011), modificando la abun-
dancia de algunos grupos microbianos
tales como bacterias sintroficas y géneros
Acetanaerobacterium 'y Ruminococcus
(Tian et al., 2015). En este sentido, uno de
los retos mas importantes es el control de
la concentracion de propionato mediante la
degradacion del mismo (Ahlert et al., 2016).
Una alternativa para evitar la inhibicion de
la metanogénesis es obtener un consorcio
microbiano resiliente ante la acumulacién
de propionato. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el potencial de biodegradabili-
dad de pollinaza adicionada con un alto
nivel de propionato utilizando un consorcio
microbiano capaz de degradar propionato,
en condiciones mesofilicas, mediante un
ensayo de potencial bioquimico de metano
(PBM) usando el Modelo modificado de
Gompertz ya que, de acuerdo al estudio
realizado por Li et al. (2018), este modelo
tuvo un mejor ajuste de datos en la deter-
minacion del PBM de la digestion anaerobi-
ca de residuos de cultivos vegetales, com-
parado con el modelo cinético de primer
orden y el modelo de Chen y Hashimoto.

2. Materiales y métodos

Ensayo experimental. Como sustratos se
emplearon: pollinaza al 3% ST (Tepe-
tlaoxtoc, México) y 4 895 ppm de propiona-
to suministrado como propionato de sodio
(Sigma Aldrich, EE.UU.). El experimento se
llevé acabo en microcosmos con un volu-
men de 250 mL; el inéculo anadido fue del
10% (v/v), se obtuvo de un digestor que fue
enriquecido durante 4 afos con incremen-
tos en la concentracion de propionato en la
alimentacion (hasta 2 000 ppm de propiona-
to de sodio). Los microcosmos fueron pur-
gados con nitrégeno e incubadas a 37 °C %1
°C durante 280 dias.

Métodos analiticos. Solidos totales (ST),
sélidos volatiles (SV) y la demanda quimica
de oxigeno (DQO) fueron determinados
empleando métodos estandares (APHA,
2005) mientras que, el nitrégeno amoniacal
(N-NHs) fue determinado mediante el méto-

do HACH 10031 (HACH, 2014). El pH fue
medido con un potenciémetro (Thermo
Scientific Orion 5 Star, Singapore), el perfil
de AGV se determiné mediante el procedi-
miento descrito por Meneses-Reyes et al.
(2017) utilizando un cromatoégrafo de gases
(Claurus 500, Perkin Elmer, E.U.A.) equipa-
do con detector de ionizacion de flama
(FID) y una columna capilar Elite-FFAP 30 m
x 0,32 mm (Perkin Elmer, E.U.A.). Las con-
diciones de operacion fueron las siguien-
tes: flujo de gas acarreador (helio) 5 mL
min-1 a 10,6 psi, temperatura del puerto de
inyeccion de 150 °C, temperatura del horno
de 100 °C y del detector de 250 °C. Se utili-
zaron estandares grado analitico de 9 aci-
dos grasos volatiles, acetato, propionato,
isobutirato, butirato, isovalerato, valerato,
isocaproato, caproato y heptanoato
(46975-U, Brand Sigma-Aldrich, E.U.A.).

La produccion de biogas fue cuantificada
por el método de desplazamiento en agua
salina 10% (v/v). El contenido de metano se
determiné usando un cromatégrafo de ga-
ses (Claurus 500, Perkin Elmer, E.U.A))
equipado con detector de ionizacion de
flama (FID), se tomaron muestras de biogas
de 10 pL para ser inyectadas en el croma-
tografo bajo las siguientes condiciones de
operacion: se utilizé helio como gas aca-
rreador a una velocidad de 14 mL min-1 a 14
psi y 100 °C, la temperatura del horno fue
de 70 °C y del detector de 100 °C. El
porcentaje de metano se obtuvo utilizando
una curva de calibracién con metano puro
(HDSP No. P-4618-F, Praxair, México). El
porcentaje de metano se reporta en
condiciones estandares de presion vy
temperatura.

Modelado de la cinética de produccion de
metano. La producciéon de metano se ajusté
al modelo modificado de Gompertz
(Zwietering et al., 1990), el cual se puede
observar en la ecuacion 1:

RMA = PBM - exp {—exp [‘;’;}: Q-0+ 1]} Ecuacién 1
Doénde RMA: rendimiento de metano acumu-
lado y corresponde a la produccion de
metano acumulada (ML CH4 g5Y Liimentados)s
a un tiempo t (d); PBM: potencial bioquimico
de metano (mL CHa gg\}alimentados); Um: tasa
de produccién de metano por dia (mL NCH4
g5V alimentados d1); €: base de logaritmos
naturales (2,718282); A: tiempo de la fase
de latencia o retraso (d); t: tiempo de
digestion (d). El modelo se aplic6 a cada
una de las etapas de la digestion, sin
embargo, A se calculé Unicamente en la
primera etapa debido a que en la segunda y
tercera etapa los microorganismos ya
estaban adaptados; y PBM, solamente se
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consider6 en la tercera etapa pues
representa la produccién total del proceso
de digestion. Todos los modelos tuvieron
un ajuste de 0,99 * 0,005. Los parametros
del modelado se obtuvieron con el paquete
SigmaPlot version 13,0.

3. Resultados y discusion
Las caracteristicas quimicas iniciales y
finales para los microcosmos fueron las
siguientes: C/N de 8,15 para A y B; pH
inicial 8,12 para Ay B, pH final 7,3 para Ay
7.61 para B; DQO (mg L-) inicial de
30326,89 para Ay de 29970,57 para B, final
de 20706,45 para Ay 14649,15 para B; y N-
NHs (mg L) incial de 267,45 para A y
267,80 para B, final de 475,95 y 680,30 para
A y B respectivamente. El porcentaje de
sélidos totales en la alimentacion para Ay
B fue de 3,07%, mientras que la relacion
SVIST (%) fue de 43,36 y 43,03 res-
pectivamente. Con base en los resultados
obtenidos se infiere que B tuvo una mayor
degradacion de soélidos totales ya que,
presenta una mayor concentracion de N-
NHs (53,63% mas) y una mayor reduccion
de DQO (59,26% mas) en comparacion con
A. La produccion de metano acumulado
durante 280 dias del experimento se mues-
tra en la Figura 1, donde puede apreciarse
un comportamiento de triple sigmoide.
Cada sigmoide se analiza acontinuacion.
Primera sigmoide: se pueden apreciar los
tres periodos tipicos de la curva de
produccion de metano: 1) fase lag (tiempo
necesario para obtener un 10% de degra-
dacion del sustrato); Il) fase exponencial
(expresada como la pendiente maxima de la
curva de produccion de metano) y lll) fase
estacionaria (acumulacion asintética de
metano, rendimiento maximo de biodegra-
dabilidad del sustrato); Con base en los
resultados observados en la Figura 1 y el
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valor de p en la primera etapa (A =4,33; y =
3,86) se puede atribuir la primera sigmoide
a una reducciéon en la concentracion de
propionato, acompafhada de un aligera
degradacion del butirato e isobutirato,
dando lugar a un incremento en la produc-
cion de metano. Ademas, en la fase
estacionaria se observa que la concen-
tracion de propionato y de isovalerato se
eleva, dando lugar a la segunda sigmoide.

Segunda sigmoide: en esta etapa solo se
aprecian las fases exponencial y estacio-
naria (Figura 1). Esta etapa tiene un valor
menor de y (2,70), que puede ser atribuida
a una inhibicion en el proceso de produc-
cion de metano debido a la alta concen-
tracion de propionato, sin embargo, posi-
blemente este mismo es convertido a
acetato por los microorganismos acetogé-
nicos, por lo que se logra apreciar en la
Figura 1a una disminucion de este AGV
acompainado de un incremento en la
concentracion de acetato, ademas, en la
Figura 1b se observa que durante esta
etapa existe una acumulacion de isova-
lerato y en menor medida butirato y
valerato, los cuales pueden ser convertidos
a acetato, lo que permite que la producciéon
de metano se incremente, dando origen a la
tercera sigmoide.

Tercera sigmoide: En la Figura 1 se puede
apreciar la fase exponencial y la fase
estacionaria de esta etapa, las cuales
fueron originadas en primer lugar por un
incremento en la concentracion de acetato
(proveniente de la degradacion de algunos
AGVs en la segunda etapa) y, en segundo
lugar por su evidente degradacion asi
como del resto de los acidos grasos
volatiles originando que se alcance la
mayor produccion de metano.
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Figura 1. Comportamiento del rendimiento de metano acumulado y acidos grasos volatiles de la digestion anaerébica
de pollinaza-propionato en funcioén del tiempo. a) PBM - concentracion de acetato y propionato. b) Comportamiento

de AGVs encontrados en menor concentracion.
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En esta etapa existe un incremento en pm
de 168% y 241% respecto a la primera y
segunda sigmoide (valor de p = 6,50) lo que
implica que en esta etapa la velocidad de
produccion de metano fue mayor posible-
mente debido a la disminucion en la
concentracion de propionato en el sistema,
lo que pudo ocasionar que se reestablecie-
ra la abundancia y diversidad de algunos
grupos microbianos tales como bacterias
sintréficas y géneros como Acetanaerobac-
teriumy Ruminococcus de acuerdo con lo
reportado por Tian et al. (2015).

De acuerdo con Yang et al (2015), la
concentracion de acidos grasos volatiles
es un parametro importante durante el
proceso de digestion anaerébica. Como se
observa en la Figura 1, la concentracion de
AGVs cambia durante todo el experimento;
estos cambios pueden deberse principal-
mente a la transformacion de los compues-
tos organicos a acidos grasos de cadena
corta por microorganismos acidogénicos.
Posteriormente, el acetato y los AGVs de
cadena de mas de 2 carbonos que son
transformados a acetato por microor-
ganismos acetogénicos, son convertidos a
CHa4 y CO2 por microorganismos metanogé-
nicos. Por tanto, en la Figura 1 se puede
observar que cuando la concentracion de
AGVs es elevada comienza a producirse
una mayor cantidad de metano dando lugar
a la siguiente sigmoide.

Se observo que el rendimiento de metano
obtenido en esta prueba (PBM: 364,52 mL
CHa4 g-'svalimentados) fue 340% mayor que el
alcanzado con pollinaza pura como sus-
trato por Meneses-Reyes et al. (2017) y
832,24% mayor que el obtenido a partir de
la degradacion de propionato de acuerdo a
lo reportado por Jing et al (2017). Este
contraste en los resultados posiblemente
sea consecuencia de las diferencias en la
composicion de la comunidad microbiana
del inéculo utilizado en el proceso de
digestion anaeroébica, lo que genera resul-
tados diferentes en la biodegradabilidad de
un sustrato como lo concluyé Raposo et al.
(2012) al analizar y comparar diversos
trabajos sobre biodegradabilidad anaer6-
bica de sustratos organicos. Asimismo, en
un estudio realizado por Rodrigues et al.
(2019) al comparar el PBM de diferentes
fuentes de sustratos concluyeron que,
aquellos provenientes de plantas, vege-
tales, cereales y estiércol muestran
mejores rendimientos en la produccion de
metano (110 - 450 mL CHa4 g-'svalimentados),
debido a su contenido de materia organica
y fraccion biodegradable. Por otro lado,
Acharya et al. (2015) al analizar el empleo
de cultivos enriquecidos degradadores de

propionato, acetato y butirato en el
proceso de DA sugiere que aumentan la
estabilidad del sistema, lo que se reflejaria
en mejores rendimientos en la produccion
de metano. Esto demuestra que un cultivo
microbiano adaptado a condiciones de
estrés (resiliente) tiene una mayor capa-
cidad de bio-convertir material organico en
metano. Varios estudios encontraron que la
adicion de cultivos que utilizan propionato
(Tale et al.,, 2015) o cultivos de degradacion
de AGVs (Acharya et al, 2015) podria
reducir la acumulaciéon de propionato y
mejorar el proceso de digestion anaero-
bica. Por otro lado, la tasa de produccion
de metano por dia (um) se ha identificado
como un parametro apropiado para evaluar
la idoneidad del in6culo (Moreno-Andrade y
Buitréon, 2004) de tal manera que la pm
obtenida en el presente estudio es 42%
mayor que la obtenida por Meneses-Reyes
et al. (2017) y 34% mayor que la obtenida
en el trabajo de Jing et a/ (2017), lo que
implica que se pueden obte-ner mejores
resultados en la degradacion del mismo
sustrato (pollinaza o propionato) emplean-
do un proceso en co-digestion y un in6culo
adapatado a altas concentraciones de
propionato, lo que también, se ve reflejado
en un menor tiempo de latencia en
comparacion con los trabajos de pollinaza
y propionato.

4. Conclusiones

Se determiné el potencial bioquimico de
metano de pollinaza enriquecida con pro-
pionato (364,52 mL CHas g-'svalimentados); el
tiempo de latencia fue de sélo 4,33 d, lo
cual podria indicar que el consorcio
microbiano involucrado en el proceso de
digestion anaerébica estaba adaptado a
altas concentraciones de propionato, por lo
que es capaz de biodegradar este sustrato.
Como recomendacion para futuros traba-
jos, se sugiere hacer pruebas del in6culo
utilizando diferentes sustratos y diferentes
concentraciones de propionato.
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