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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo general evaluar el potencial de produccion de
acidos grasos volatiles (AGV) a partir de residuos de origen urbano y agroindustrial: lodos
de plantas de tratamiento de aguas residuales o PTAR (LP), fraccidn organica de residuo
solido urbano (FORSU), residuos de alcachofa (AL), residuos de pulpa de manzana (PM) y
biomasa microalgal (BM), en condiciones termofilicas (55°C) y régimen de operacion
discontinuo. Para este propdsito, la produccion de AGV a escala de laboratorio se realiz6 en
condiciones de mono-fermentacion y pH acido (5,5), asimismo, en condiciones de co-
fermentacion (LP como co-sustrato) y pH alcalino (9). Ademas, se evalud el proceso de co-
fermentacion de LP+PM (1:1) en una plataforma piloto automatizada de 15 L en modo
discontinuo de operacion. En general, los resultados indican que la mejor produccién y
rendimiento de AGV estuvo influenciado por la presencia de un co-sustrato y pH alcalino.
Asi, el mejor potencial de produccion de AGV a escala de laboratorio se alcanzé a partir de
la co-fermentacion de LP + PM (1:1) hasta los 15,50 g de DQO L y un rendimiento de
conversion acidogénica de 255,68 mgAGV g DQOsustrato, asimismo, la co-fermentacion de
LP + FORSU (4:1) con una produccion de AGV de 11,12 g de DQO L y un rendimiento
de conversidn acidogénica de 269,26 mgAGV g DQOsustrato. El potencial de produccion de
AGV en la co-fermentacion de LP+PM (1:1) a escala piloto alcanzé los 6,40 g de DQO L™
y un rendimiento de conversion acidogénica de 94,77 mgAGV g DQOsustrato. ES preciso
sefialar que durante la fermentacién acidogénica a pH alcalino, los residuos evaluados
presentaron como bioproducto principal el &cido acético seguido del &cido butirico, mientras
que a pH &cido se obtuvo principalmente &cido butirico. Finalmente, los resultados también
revelaron un potencial significativo de los residuos organicos para enriquecer un escenario
de biorefineria, por ejemplo el &cido acético y acido butirico, los cuales tienen mayor

aplicabilidad industrial y potencial economico que el metano.

Palabras clave: Residuos organicos, co-fermentacidn, acidos grasos volatiles, metano.



ABSTRACT

This study evaluated the production potential of volatile fatty acids (VFA) from urban and
agroindustrial waste: Sewage sludge (SS), organic fraction of urban solid waste (OFMSW),
artichoke residues (ART), residues of apple pulp (APP) and microalgal biomass (MB), under
thermophilic conditions and batch tests. The VFA production were carried out under
conditions of mono-fermentation and acidic pH (5.5), and under conditions of co-
fermentation (SS as co-substrate) and at alkaline pH (9). In addition, the process of co-
fermentation of SS + APP (1:1) was evaluated on a 15 L automated pilot platform in
discontinuous mode of operation. The results indicate that the production and yield of VFA
was influenced by the presence of a co-substrate and alkaline pH. Thus, the high potential
for laboratory-scale of VFA production was achieved from the co-fermentation of SS + APP
(1:1) to 15.50 g of COD L"* and an acidogenic conversion yield of 255.68 mg VFA g COD,
furthermore, co-fermentation of SS+ OFMSW (4:1) attained a VFA production of 11.12 g
COD L and an acid conversion performance of 269.26 mgVFA g "* COD. The production
potential of VFA in the co-fermentation of SS + APP (1:1) on a pilot scale reached up 6.40
g COD L and an acidogenic conversion yield of 94.77 mgVFA g * COD. Acetic followed
by butyric was obtained as the main bioproduct during the acidic fermentation at alkaline
pH, whereas shifting to acidic pH was promoted butyric production. The results also revealed
a significant potential of organic waste to enrich a biorefinery scenario, i.e, acetic acid and
butyric acid, which have higher industrial applicability and economic potential than

methane.

Keywords: Organic waste, co-fermentation, volatile fatty acid, methane.
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l. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la digestion anaerobia ha sido ampliamente utilizada como alternativa
en la gestién de residuos organicos (lodos de depuradora, residuos agroindustriales y
residuos sélidos de origen urbano) para la obtencién del metano (He etal. 2019);
contribuyendo, en gran medida con la disminucion de la emision de gases de efecto
invernadero (GEI) y la contaminacion atmosférica proveniente de la disposicion final en

rellenos sanitarios municipales o de la incineracion de estos residuos.

La digestion anaerobia comprende una serie de procesos bioldgicos, en los cuales los
microorganismos convierten la materia organica en biogds en ausencia de oxigeno,
produciendo una mezcla de metano (CHs), didxido de carbono (CO>) y otros gases presentes
en pequefias concentraciones; a partir de etapas como: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis (Tran 2017). La importancia de la digestion anaerobia no sélo se
fundamenta en la generacion de energia y calor, también existe la posibilidad de explorar
otras vias que permitan aumentar y diversificar la valorizacion de los residuos organicos,
asimismo facilitar la transicion hacia una Economia Circular. Una estrategia viable es
interrumpir la digestion anaerobia en la etapa acidogénica, para la produccién de
biocompuestos en forma de &cidos grasos volatiles (AGV) asimilables como materia prima

para multiples aplicaciones industriales (Lee et al. 2014).

En la actualidad, como ha sefialado la literatura, los AGV contintan generandose a partir del
esquema clasico de la refineria del petréleo (Zacharof y Lovitt 2013). Por lo tanto, la opcién
mas sostenible con el ambiente es la produccion de AGV y otros compuestos (fertilizantes,
biometano) en una biorefineria integrada, donde los residuos organicos se reciclan y

transforman en nuevos recursos.

Respecto a los alcances expuestos, esta investigacion explora el potencial de obtencién de
un producto rico en acido acético y otros bioproductos de la familia de los AGV, a partir de
diferentes residuos generados en el ambito urbano y agroindustrial: lodos de PTAR (LP),
fraccion organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU) y residuos agroindustriales tales

como: residuos de alcachofa (AL), pulpa de manzana (PM) y biomasa microalgal (BM).



Los resultados de esta investigacién contribuiran con la transicion hacia una Economia
Circular, concepto que considera que todo residuo es un recurso potencial, e incorporado en

la nueva Ley de Gestion Integral de Residuos Sélidos (D.L 1278).

1.1. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Segun el reporte del MINAM (2018), el Pert solo valoriza y recicla el 1,9% del total de
residuos sélidos aprovechables. En contraste, la Unién Europea (UE) (Eurostat 2016)
aprovecha, en promedio, el 47% de los residuos generados. Ante esta problematica la
presente investigacion plantea un nuevo enfoque basado en la Economia Circular, el cual
busca transformar diferentes corrientes de residuos, en nuevos recursos con alto valor

agregado.
En ese sentido, los aportes de esta investigacion fueron los siguientes:

- Se valorizaron diferentes corrientes de residuos en distintos escenarios a escala de
laboratorio: (1) gestion de lodos de PTAR individualmente, (2) gestion de la fraccion
organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU) individualmente, (3) gestion de
los residuos agroindustriales individualmente y (4) gestion basada en la combinacion
con lodos de PTAR. Con estos escenarios se analizé exhaustivamente la diferencia
entre las distintas corrientes de residuos y se generaron conclusiones y
recomendaciones que ayudaran a optimizar la obtencion de AGV.

- EIl escalado del proceso de fermentacion para la transformacion bioldgica de
corrientes residuales en bioproductos se realizo a nivel de planta piloto. Debido a la
poca literatura cientifica relacionada a este punto, el proyecto es novedoso no sélo
por colocar a una escala mayor que la de un laboratorio, sino por la produccién de

acido acético en un proceso similar al que se realizaria a nivel industrial.

Finalmente, a nivel socioambiental, el desarrollo de esta investigacion permitira que los
actores involucrados en la gestion de residuos, tengan mayor conocimiento acerca de esta
nueva tecnologia y su alcance, lo cual contribuira a reducir la eliminacion de lodos y residuos

al medio ambiente a través de su transformacion en un nuevo valor agregado.



1.2.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion tuvo por objetivo general evaluar el potencial de produccion de
acidos grasos volatiles (AGV) a partir de diferentes residuos generados en el ambito urbano
y agroindustrial: lodos de PTAR (LP), fraccion organica de los residuos sélidos urbanos
(FORSU) y residuos agroindustriales tales como: alcachofa (AL), pulpa de manzana (PM) y
biomasa microalgal (BM); en condiciones termofilicas (55°C) y régimen de operacion
discontinuo. Este objetivo se alcanzo a partir de los objetivos especificos que se mencionan

a continuacion:

- Determinar el potencial de produccion de acido acético y otros bioproductos de la
familia de los AGV a través de la mono-fermentacion de lodos de PTAR (LP),
fraccion orgéanica de los residuos sélidos urbanos (FORSU), residuos de alcachofa
(AL), residuos de pulpa de manzana (PM) y biomasa microalgal (BM) a escala de
laboratorio.

- Determinar el potencial de produccion de acido acético y otros bioproductos de la
familia de los AGV mediante la co-fermentacion de LP+FORSU, LP+AL, LP+PM
y LP+BM a escala de laboratorio.

- Evaluar la viabilidad de la produccion de acido acético y otros bioproductos (AGV)
para los escenarios de mono-fermentacion y co-fermentacion a escala de laboratorio.

- Determinar el potencial de produccion de acido acético y otros bioproductos de la
familia de los AGV a escala de planta piloto de un residuo evaluado previamente a

escala de laboratorio.



Il.  REVISION DE LITERATURA
2.1. ASPECTOS GENERALES

2.1.1. Generacion de residuos del sector urbano y agroindustrial

La sociedad se enfrenta desde hace décadas a una serie de retos econdmicos y ambientales
relacionados con el cambio climético y la escasez de recursos. Para complicar més esta
situacion, la creciente poblacion y sus habitos de consumo han aumentado la generacion per
capita de residuos en todo el mundo. La generacién media anual de residuos sélidos del
sector urbano y agroindustrial a nivel mundial reportan cifras de aproximadamente
1.300.000 y 6.500.000 x 10°® toneladas (Moreno et al. 2015, Hoornweg y Bhada-Tata 2014,
FAO 2013), respectivamente .Asimismo, dependiendo del nivel de ingresos de un pais, se
estima que la fraccion organica presente en los residuos solidos urbanos oscila entre un 30-
50% de la masa total (Moreno et al. 2014), asi en el Peru la fraccion organica representa el
53,16% en peso (MINAM 2016), la mayoria de la cual contindan siendo dispuesto a
botaderos y rellenos sanitarios sin tratamiento alguno, contribuyendo a la emision de gases

de efecto invernadero y a la contaminacién atmosférica (Misi y Forster 2002).

Por otro lado, alrededor del 90% de las aguas residuales y lodos generados en el mundo, se
descargan directamente en océanos, rios y lagos sin tratamiento; causando impactos
perjudiciales sobre el medio ambiente y la salud humana. Del mismo modo, las emisiones
de 6xido nitroso (N20) y metano (CH.) tienen un impacto adverso sobre el clima, y se estima
que sus niveles aumentaran en un 25y 50% respectivamente para 2020 (Nizami et al. 2017).
Por lo tanto, tratar las aguas residuales y los lodos generados en el proceso, con nuevas
tecnologias para su aprovechamiento, es una necesidad para lograr la sostenibilidad,

especialmente en los paises en vias de desarrollo.

2.1.2. Enfoque hacia una Economia Circular

El enfoque de la economia lineal ligada a la extraccion, produccion, consumo y eliminacion
parece estar llegando a su fin. En la actualidad este sistema de despilfarro de recursos, esta
causando volatilidad de precios, incertidumbres y crisis economicas en todo el mundo (Ellen
MacArthur Foundation 2013).



Ademas, el enfoque lineal hacia la produccion y el consumo, deteriora la calidad de los
ecosistemas naturales, a raiz de la problematica del cambio climatico y la contaminacion
ambiental. En definitiva, el sistema actual no es sostenible ambientalmente ni proporciona
condiciones de vida apropiadas para la poblacién humana y las demés especies (Fischer y
Pascucci 2017).

Una alternativa de solucion para fomentar la sostenibilidad ambiental se puede encontrar en
los principios de la economia circular (Ellen MacArthur Foundation 2013). La Economia
Circular (EC) es un enfoque gque apunta a una mayor sostenibilidad a traves de la intencion
restaurativa y el eco-disefio. Uno de los principios fundamentales de la EC, es que todo
“residuo es un recurso”, es decir, todos los materiales y productos que son usados, pueden
ser devueltos al sistema como insumos para la produccion de nuevos productos después de
su ciclo de vida (Tukker 2015).

En la EC el concepto de generar residuo se elimina disefiando cuidadosamente los productos
y procesos industriales, de tal manera que los materiales son nutrientes bioldgicos
(biodegradables) o técnicos (no biodegradables) que fluyen perpetuamente y se manejan en
ciclos cerrados (Figura 1). Estos ciclos también se definen como metabolismos industriales
(Fischer y Pascucci 2017).
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’ Cosecha/recoleccion de materiales : : i
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Figura 1: La Economia Circular: un sistema industrial que es restaurativo por disefio.

FUENTE: Adaptado de Ellen MacArthur Foundation (2013).



2.1.3. De residuo a recurso

A partir de la introduccion del enfoque hacia una EC, se espera generar nuevas oportunidades
en la investigacion, produccion de conocimiento, empleo y competitividad con resultados
importantes en la reduccion del impacto ambiental, producto de actividades asociadas a la
explotacion de recursos de la naturaleza finitos no renovables y renovables. En ese sentido,
las nuevas oportunidades que se desarrollarén, también necesitaran la apertura y creacion de
nuevos modelos de negocio competitivo apoyado en la simbiosis industrial (Prieto-Sandoval
et al. 2017), permitiendo de esta manera la valorizacion de los diferentes flujos de residuos

como recursos potenciales de distinto origen o sector.

Conforme al principio de la EC establecido en la nueva Ley de Gestidn Integral de Residuos
Solidos (D.L 1278) y de acuerdo al nuevo reglamento para el reaprovechamiento de lodos
generados en las PTAR (D.S. N°015-2017-VIVIENDA), los residuos deben ser gestionados
con modelos innovadores orientados a recuperar recursos en forma de productos minerales,
biosélidos y bioproductos, ya sean como biofertilizantes o compuestos organicos con

diferentes aplicaciones.

El tratamiento de estos flujos de residuos mediante la fermentacion anaerobia, para la
produccion de compuestos organicos en forma de acido acético y otros bioproductos, con un
eventual aprovechamiento en una biorefineria local (Moretto etal. 2020), reduciria de
manera drastica la dependencia hacia combustibles fosiles y los impactos ambientales. Por
ende, la introduccidn de la biorefineria de residuos (ver apartado 2.1.4) aportara a la
Economia Circular la capacidad de transformar los residuos y biomasa, en diferentes
productos finales de elevado valor afiadido (bioproductos). Estos bioproductos se pueden
aprovechar como insumos para usos concretos en diferentes sectores o actividades (Atasoy
et al. 2018, Rodriguez-Perez et al. 2018, Luo et al. 2019), tales como:

- Sector de sintesis quimica: haciendo uso de los “Building blocks” para sintetizar otras

moléculas (recuperacion de bioetanol, cidos grasos volatiles cortos 0 medios y biogas).

- Sector de biomateriales: produccién de los biopolimeros (polihidroxialcanoatos de cadena

corta y media). —

Sector de residuos: como fuente de carbono para la eliminacion mediante procesos
bioldgicos de nutrientes como el nitrégeno (N) y fosforo (P) provenientes de las PTAR o

produccion de biogas por biometanizacion.



-Sector de la cosmeética: fabricacién de aditivos con efecto antimicrobiano (bioetileno,

productos bioquimicos derivados de microalgas).

2.1.4. Biorefineria de residuos

Se menciona constantemente que la nueva mineria de este siglo seria, la biorefineria de los
residuos, debido a que provee soluciones rentables para dos importantes problemas
ambientales: solucion a demandas energéticas y valorizacion de residuos en paises en vias
de desarrollo.

La biorefineria de los residuos, se define como una plataforma industrial analoga a la
refineria del petréleo; en la cual se integran procesos y tecnologias de conversion de biomasa
para producir combustibles, energia y productos quimicos (Venkata Mohan et al. 2016). En
general, el principio de la tecnologia de toda biorefineria estd basado principalmente en 3

vias: Procesos termoquimicos, fisicoquimicos y bioquimicos (Tabla 1).

Tabla 1: Procesos de conversion de residuos energéticos y productos de valor agregado.

Conversién Conversién Conversién Conversioén fisica
biologica termoquimica guimica
- Digestion - Licuefaccion - Hidrolisis - Extraccion
anaerobia - Pirolisis - Extraccion con mecanica
- Fermentacion - Gasificacion solventes - Briquetas de
- Enzimas - Combustion - Conversién biomasa
- Digestion supercritica - Destilacion
aerobia/compostaje - Transesterificacion
- Combustible
derivado de residuos

FUENTE: Adaptado de Ismail y Nizami (2016).

Respecto a la seleccion de las tecnologias mas adecuadas para optimizar su valor energético,
se considera que dependen mucho del tipo de residuo, costo de capital y operaciones,
eficiencias tecnologicas, ubicacion geografica de las instalaciones en cada region en

particular.

Para esto, varios autores recomiendan seguir algunos criterios que se mencionan a

continuacion:

- Composicién y caracterizacion fisicoquimica de los residuos
- Tasas de generacion de residuos para cada tipo de residuo.
- Contenido energetico de cada tipo de residuo.



- Beneficios técnico-econdémicos de cada tecnologia de biorefineria para una particular
region.

- Ventajas y limitaciones de cada tecnologia de biorefineria para una particular region.

- Analisis del ciclo de vida (ACV) de la tecnologia de biorefineria a utilizar, incluyendo la

evaluacion técnico-econdmica asi como ambiental.

Los tipos de biorefinerias de residuos, dependen principalmente de la naturaleza y origen de
la materia prima (biomasa o residuo). Segun Ismail y Nizami (2016) existen diferentes tipos
de biorefinerias que se encuentran aun en desarrollo, por ejemplo la biorefineria agricola,
biorefineria forestal, biorefineria de cultivos completos, la biorefineria de residuos de

naturaleza industrial o urbano, también llamado como “biofactorias” .

En términos generales, para una mejor comprension, Baskar et al. (2012) los ha clasificado
teniendo en cuenta el desarrollo y la complejidad del procesamiento de la materia prima, es
decir en primera, segunda, tercera y cuarta generacion de biorefineria. En la Figura 2 se
resumen las distintas generaciones de biocombustibles que se han dado en el tiempo.

o Biocombustibles e Biocombustibles e Biocombustibles o Biocombustibles
producidos de producidos de producidos a partir generados a partir

materias primas en cultivos no de microorganismos de cultivos de alta
competicion con la alimenticios o acuaticos como las eficiencia solar.
industria de piensos residuos. algas. Algunos ejemplos
y alimentos. e Algunos ejemplos e Algunos ejemplos incluyen: Captura y
o Algunos ejemplos incluyen: biogés incluyen: usos de CO2 con
incluyen: bioetanol, derivado de produccion de tecnologia de
remolacha azucarera residuos, biodiesel y carbono negativo,
y almidon, biodiesel biocombustibles de biohidrégeno a arquitectura de

a partir de aceite de materiales partir de microalgas carbon negativo

(construccion
ecoldgica a partir de

girasol, soja, aceite
de palmay residuos

lignoceluldsicos 0 macroalgas.

provenientes de la

de aceites agricultura, biochar).
comestibles y silviculturay la
biogas de almiddn. industria.

Primera generacién de biocombustibles
Segunda generacion de biocombustibles
Tercera generacion de biocombustibles
Cuarta generacion de biocombustibles

Figura 2: Clasificacion de los biocombustibles en funcién de los tipos de materias primas.

FUENTE: Adaptado de Nizami et al. (2017) y Baskar et al.(2012).



2.2. FERMENTACION ANAEROBIA: PRODUCCION DE AGV

En el proceso de digestion anaerobia de la materia organica, los &cidos grasos volatiles son
sintetizados como productos intermedios en la etapa de la fermentacion acidogénica (Figura
3).

Polimeros complejos en residuos
(Polisacaridos, proteinas y lipidos)
l Hidrolisis
Monémeros mas simples

(Monosacéridos, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga)

Acidogénesis
Fermentacién acidogénica

Acidos grasos volatiles

(Por ejemplo: acido acético, propionico y butirico)

Metanogénesis

Figura 3: Produccién de acidos grasos volatiles a partir de residuos.
FUENTE: Adaptado de Lee et al. (2014).

Es decir, durante la etapa de la fermentacion acidogénica, una gran variedad de compuestos
organicos (lipidos, proteinas e hidratos de carbono) se descomponen en moléculas simples,
y el efluente formado consiste en una mezcla de acidos carboxilicos volatiles de cadena corta
y media, tales como: el acido acético, propidnico, butirico y valérico o acido caproico
(Jankowska et al. 2018), y otros productos de fermentacion en menor proporcion como el
acido lactico, etanol o succinato (Garcia-Aguirre et al. 2020). En este proceso participan
muchos microorganismos competidores, biocinéticos, catalizadores y reacciones sintréficas
intermedias (Arslan et al. 2016).

Por otra parte, para mejorar la produccion de los AGV, la hidrdlisis y acidogénesis debe ser
potenciada y al mismo tiempo la metanogénesis debe ser inhibida para prevenir el consumo
de los AGV por parte de las bacterias metanogénicas. En relacion a ello, algunas estrategias
que se estan utilizando para promover la produccion de AGV son: Pretratamiento,
optimizacion de parametros clave del proceso y/o adicion de inhibidores de la metanogénesis
(Liu et al. 2018).



Finalmente, el aspecto crucial en la produccion de AGV durante el proceso de la
fermentacion es la relacion entre la variedad de AGV generados, los pardmetros del proceso

de operacion y la estructura de la comunidad mixta microbiana.

2.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION DE AGV

Los factores operacionales que tienen grandes efectos en la concentracion, el rendimiento y
la composicién de AGV producido a partir de residuos son: el pH, la temperatura, el tiempo
de retencion, la tasa de carga organica, asi como el sustrato (Lee et al. 2014, Zhou et al.
2018). En las siguientes lineas se explicara detalladamente su implicancia en la produccion
de AGV:

2.3.1. pH

El control del pH es importante en la produccion de AGV, debido a que la mayoria de los
microorganismos acidogénicos no sobreviven en condiciones extremadamente acidas (pH
3) o alcalinas (pH 12). Los valores 6ptimos de pH dependen en general del tipo de residuo
utilizado en la investigacion; sin embargo, en general se encuentran en el rango de 5,25-11
(Liu et al. 2012).

Con respecto a esto, Lee etal. (2014) concluye que las condiciones alcalinas del medio
favorecen la produccion de AGV a partir de lodos de PTAR. Por el contrario, las condiciones
neutras y acidas fomentan la produccion de AGV a partir de residuos de alimentos y aguas

residuales respectivamente.

2.3.2. Temperatura

La produccion de AGV también ha sido estudiado en diferentes condiciones de temperatura:
psicrofilica (4-20°C), mesofilica (20-50°C), termofilica (50-60°C) y extremotermofilicas
(60-80°C). Ademas, algunas investigaciones demostraron que el aumento de temperatura en
ambientes psicrofilicos y mesofilicos podria tener alguna relacién con el incremento de la
concentracion de AGV producidos (Yuan etal. 2011), la tasa de produccion de AGV
(Maharaj y Elefsiniotis 2001) y el rendimiento de AGV (Bouzas et al. 2002).

2.3.3. Tiempo de retencion

El tiempo de retencion es considerado como pardmetro critico operacional en el reactor

anaerobio. La medicién de este pardmetro se expresa en tiempo de retencién hidraulica
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(TRH) y tiempo de retencion de solidos (TRS). Ambos son aplicados en condiciones de fases
distintas entre el residuo y el indculo utilizado en la fermentacion (Lee et al. 2014).

Diversos estudios coinciden que empleando un largo TRH, mejoraria la produccion de AGV
en la fermentacion, ya que los microorganismos tienen mas tiempo para reaccionar con el
sustrato (Bengtsson et al. 2008); no obstante no sucede con la misma magnitud en el TRS.
Estudios realizados por Xiong et al. (2012) y Ferrer et al. (2010) encontraron que aplicando
un corto TRS seria mas beneficioso para la produccion de AGV a partir de lodos de PTAR.
Estos resultados se deben a que el TRS mas bajo podria evitar la dominancia de
metanogénicos en el reactor, ya que la tasa de crecimiento de los metanogénicos es menor a

los acidogénicos (Ferrer et al. 2010).

2.3.4. Carga organica (OLR)

Con respecto al régimen de operacion de un reactor anaerobio, otro de los parametros que
debe ser considerado es la carga organica con la que se trabaja. La carga organica, mas
conocida en terminologia inglesa como OLR (Organic Loading Rate), indica la cantidad de
materia organica presente en la fermentacion, la cual puede ser expresada en términos de
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Sélidos Volatiles (SV), Solidos Suspendidos
Volétiles (SSV) o Carbono Organico Disuelto (COD). Tedricamente, la produccion de AGV
aumenta en la medida que la OLR aumente, debido a la creciente cantidad de sustrato; sin
embargo, la influencia de la tasa de carga organica (OLR) en la produccion de AGV parece
inconsistente, por lo que cada sustrato presenta un comportamiento distinto con respecto a
este punto. Adicional a ello, investigaciones relacionadas a la influencia de la OLR con la
composicion de los AGV sefialan que valores bajos de OLR fueron Utiles en la produccion
de &cido propidnico y butirico, mientras que el porcentaje de acido acético y valérico

incrementan cuando el OLR aumenta (Jiang et al. 2013).

2.3.5. Sustrato

Las caracteristicas del sustrato también es uno de los factores mas importantes que afectan
la produccion de AGV y la composicion del bioproducto (Zhou et al. 2018). Algunos
estudios revelan que la fermentacion de un solo sustrato (mono-fermentacidn) no garantiza
un rendimiento éptimo en el sistema, por lo que es necesario la co-fermentacion de sustratos
(co-sustratos), que complementen los nutrientes y mejoren la relacion de carbono-nitrégeno

de los sustratos en la fermentacion acidogénica (Zhu et al. 2008).
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2.4. APLICACIONES Y MERCADO DE LOS AGV

Como se ha mencionado anteriormente, los AGV producidos a partir de la fermentacion
acidogénica son un sustrato valioso para maltiples aplicaciones industriales (Venkata Mohan
et al. 2016). Sélo para tener unaidea de la importancia de la produccién de estos compuestos,
la investigacion presentada por Zacharof y Lovitt (2013) refleja que el mayor tamafio de
mercado en relacion a los AGV se distribuye primero en el &cido acético, seguido por el
acido propionico y el acido butirico, con una clara diferencia entre estos, en 3.500.000 t/afio,
180.000 t/afio y 30.000 t/afio, respectivamente. Sin embargo, no presenta la misma sintonia
con la tendencia del precio, ya que estos aumentan a mayor tamafio de la molécula, un

ejemplo es el valor del acético en 800 $/t y el butirico en 1.700 $/t.

Tabla 2: Mercado de AGV, productos derivados y aplicaciones industriales.

MERCADO DE AGV PRODUCTOS APLICACION INDUSTRIAL

ACIDO ACETICO v' Solventes v" Industria quimica:
v" Tamafio de mercado: v Esteres Produccién de tintes,
3.500.000 t/afio v Sales de acetato de pinturas, adhesivos y
v' Precio: $ 800/ton calcio, potasio, revestimiento
v/ Tamafio de crecimiento: magnesio v" Deshielo en carreteras
4,3 % anual v" Vinagre y fluidos de

v Acetato de vinilo intercambio de calor.

v Industria alimentaria

v Producci6n de
biopolimeros

ACIDO PROPIONICO v’ Esteres v Cosméticos,

v" Tamafio de mercado: v Acetato-propionato de farmaceuticos

180.000 t/afio celulosa v" Produccién de

v Precio: $ 2.500/ton v' Sales plasticos

v' Tamafio de crecimiento: v' Oftros v" Conservantes de

15,1 % anual alimentos y granos,
herbicidas.

v Industria quimica:
tintas de impresién,
barnices

ACIDO BUTIRICO v’ Esteres v' Fragancias, cosméticos

v' Tamafio de mercado: v" Sales v Sintesis de plasticos

30.000 t/afio v' Acetato-butirato de v"Industria farmacéutica

v Precio: $ 1.700/ton celulosa - preparacién de

v' Tamafio de crecimiento: v' Oftros medicamentos

2,7 % anual v' Aditivo aromatizante
para alimentacion
animal

ACIDO VALERICO v’ Esteres v" Lubricantes

v Tamafio de mercado: v" Productos quimicos

10.036 t/afio agricolas, plastificantes

v" Precio: $ 2.600/ton y estabilizadores de

v/ Tamafio de crecimiento: vinilo.

3,84 % anual v' Alimentacién y

cosmética: produccién
de saborizantes y
perfumes.

FUENTE: Adaptado de Zacharof y Lovitt (2013) y Garcia-Aguirre (2019).



2.5. ANTECEDENTES

En este apartado se recogen los principales antecedentes relacionados a la situacion actual
de la investigacion con respecto a la produccion de AGV a partir de lodos de PTAR, FORSU
y residuos agroindustriales, manteniendo el enfoque hacia la Economia Circular y la
biorefineria de los residuos.

2.5.1. Contexto internacional

En el contexto internacional actual, la produccion de AGV a partir de diferentes corrientes
residuales se encuentra en fase experimental, con intenciones de llevarlo a una escala real.
En los ultimos afos, la atencion de la comunidad cientifica se debe principalmente a sus
aplicaciones en la industria, mencionadas anteriormente, ya sea a partir de la mezcla de

acidos o individualmente.

Principalmente, los trabajos relacionados hacia la recuperacion de estos compuestos se
enfocan en investigar técnicas de separacion de los AGV a partir de la mezcla inicial
fermentada. La separacion por métodos tradicionales, destilacion o extraccién por
disolvente, ha dado lugar a nuevos métodos eficientes e innovadores, donde resalta la
separacion por membrana, con técnicas de microfiltracién, ultrafiltracion, nanofiltracion y

6smosis inversa u otros métodos de separacion idnica y adsorcion (Atasoy et al. 2018).

Es importante sefialar que a nivel internacional, la produccion de AGV se encuentra mas
avanzada en la Unidn Europea, ya que es respaldada por directivas europeas relacionadas a
la transicion hacia una Economia Circular. En ese sentido, los proyectos, programas o
empresas europeas mas resaltantes que han apoyado a esta iniciativa en los Gltimos afios son

las siguientes:

- Proyecto FABES (http://www.biogas-network.de/), periodo 2009-2012. Proyecto de

origen alemén, que se ejecutd con el objetivo de aumentar la eficiencia general de la
produccion de metano y acidos organicos a través de un médulo de biorefineria, lo cual
permitio incrementar el rendimiento energético por unidad de area.

- Proyecto SUPRABIO (www.suprabio.eu), periodo 2010-2014. La recuperacion de AGV

a partir de residuos organicos formaba parte de un planteamiento hacia la formacion de una

biorefineria.
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- Programa H2020, proyectos demostrativos como RESURBIS (www.resurbis.eu) y

URBIOFIN (www.urbiofin.eu) fueron apoyados en esta linea de investigacion. El primero

relacionado a la produccién de PHA o bioplasticos, disolventes y fibras, y el segundo
pretende demostrar la viabilidad tecnica-econémica y ambiental del concepto de biorefineria
integrada.

- Empresa Chaincraft (www.chaincraft.nl). Empresa de origen Holandés que centra sus

actividades en la bioeconomia. Actualmente, cuenta con el funcionamiento de una
plataforma industrial en la que produce acidos grasos de cadena media (AGCM), asimilables

a una industria quimica (Figura 4).
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Figura 4: Esquema de la plataforma industrial de la empresa holandesa Chaincraft.

- Fuente: Adaptado de http://www.chaincraft.nl/technology-en/

Por lo tanto, se presentan los siguientes antecedentes mas resaltantes obtenidos de trabajos
de investigacion relacionados a este proyecto:

Aydin et al. (2018), investigaron la recuperacion de AGV en soluciones de AGV sintéticas
y residuos organicos fermentados a través de membranas de politetrafluoroetileno (PTFE)
Ilenas de aire y de un extractor de amina terciaria por medio de contactores de membrana de
presion de vapor (VPMC, acrénimo de Vapor Pressure Membrane Contactors). El &cido
acetico se recuper6 con una eficiencia superior al 45% en todos los residuos fermentados.
La recuperacion de los acidos propionico, butirico, valérico y caproico a través de la
membrana de PTFE cargada con trioctilamina fue superior al 86% y al 95% del lixiviado de
vertedero y el caldo de fermentacion de los residuos organicos digeridos de manera

anaerobia, respectivamente. Este estudio revel6 que la separacion de AGV se pudo alcanzar
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de manera efectiva a través de un sistema VPMC, el cual se puede acoplar a un proceso de
fermentacion para prevenir la inhibicion y alcanzar la recuperacion maxima de AGV.
Bermudez-Penabad et al. (2017), realizaron una investigacion con el objetivo de estudiar
el efecto de la variacion del pH (5-10), y el porcentaje de solidos totales en la digestion
anaerobia de residuos de atun para la produccion de AGV, tanto en ensayos discontinuos
como continuos. La produccion de AGV se vio més afectada en condiciones alcalinas, es
decir en un pH de 8,0 la produccion de VFA alcanz6 30,611 mg DQO L. EI AGV producido
consistio principalmente en acido acético, propidnico, n-butirico e isovalérico. El &cido
acético fue el producto principal en todos los pH probados. En términos de sélidos totales
(ST), los mejores resultados se obtuvieron con 2,5% de sélidos totales, alcanzando 0,73 ¢
DQOacv/g DQOresidquo. A concentraciones mas altas de ST (5 y 8% de ST) se alcanzaron
rendimientos menores probablemente debido a la inhibicion a una concentracion alta de
AGV.

Bolaji y Dionisi (2017), estudiaron los efectos de la aplicacion de una solucién tampén de
pH y el tiempo de retencion de solidos (TRS) en la fermentacion acidogénica de residuos de
ensaladas y vegetales en reactores anaerobios tipo discontinuo y semicontinuo a 35° C. En
los experimentos tipo discontinuo, el reactor con solucion tampén de pH (pH > 7) presento
un mayor rendimiento de produccion de acidos grasos volatiles (62%) frente a condiciones
no tamponadas (27%) (DQO producto total / DQO aiimento). De igual manera, en los reactores
semicontinuos, la remocién de soélidos suspendidos volatiles (SSV) fue mayor en
condiciones alcalinas tamponadas (57%) comparado con las condiciones acidas no
tamponadas (39%). Por otro lado, se concluy6 que aumentando lo necesario el TRS las
concentraciones de AGV se incrementaron, con un producto maximo obtenido a los 30 dias
de laTRS (19,4 g DQO L ™).

Bouzas etal. (2002), investigaron los rendimientos de la fermentacion de dos lodos
primarios provenientes de dos plantas de tratamientos de aguas residuales localizados en
Valencia (Pinedo y Carraxeit) para la produccién de AGV. Los resultados muestran que la
degradabilidad de los sélidos parece determinar el potencial de AGV del lodo, a pesar de
presentar ambos lodos las mismas condiciones de operacién a 20 °C, el rendimiento de la

PTAR “Carraxeit” fue aproximadamente el doble que la planta de “Pinedo”.

Esteban-Gutiérrez etal. (2018), evaluaron la evolucion del &cido acético y otros
bioproductos durante la fermentacion a escala de laboratorio y escala piloto de lodos de
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PTAR, aguas residuales vinicolas y harinas de carne y huesos, centrandose en el efecto del
pH (5,5y 10) y la temperatura (35 y 55 °C). A escala piloto el proceso de fermentacion fue
evaluado en un régimen de operacion discontinua. Este Gltimo demostré que podria
producirse AGV, dando una evolucion individual similar a las pruebas a escala de
laboratorio. El porcentaje de acido acético varid entre 30-65% y aument6 hasta 5.900 mg O>
L durante la fermentacion de lodos de PTAR a 55 °C y pH 9. Ademas, se alcanzd un 60%
de acido butirico durante la fermentacion acida de aguas residuales vinicolas a 55 °C, que
correspondio a una concentracion de 6.670 mg Oz L™! en el caldo de fermentacion. Con
respecto al acido valérico, se alcanzé una proporcion superior al 20% y 2.700 mg Oz L en
la fermentacion acida de harinas de carne y huesos a 35 °C. Finalmente, el nivel maximo de
acido iso-valérico vario dentro del 15-17% en la fermentacion alcalina de lodos cloacales a
55 ° C, lo que representd una concentracion cercana a 2.000 mg O, L. La co-fermentacion
de residuos agroalimentarios y lodos de depuradora a temperatura termofila y pH alcalino,
aumento la concentracion de AGV de 1,7-2 veces, lo que sugiere que la co-fermentacion
anaerobia de sustratos de naturaleza diferente podria dar resultados prometedores en la
operacion a gran escala. Las técnicas analiticas se midieron de acuerdo con lo establecido en
el Standard Methods 21st Edition (APHA 2005).

Garcia-Aguirre et al. (2017), exploraron el potencial de produccion de AGV de siete
corrientes de residuos de fuentes urbanas y agroindustriales. Para ese propdsito, los ensayos,
de régimen de operacién discontinuo, se realizaron en condiciones acidas (pH 5,5) y
alcalinas (pH 10) a temperatura mesofilica (35 °C) y termofila (55 °C). Los resultados
demostraron que el rendimiento de AGV fue influenciado por la temperatura, y estuvo
afectado positivamente por el pH, que oscila entre 220 y 677 mg DQO g™* DQO%aiimentado para
efluentes de residuos liquidos y entre 127 y 611 mg DQO g DQOuiimentado para flujos de
residuos sélidos y lodos. La mayor concentracion de AGV y la mayor relacion AGV/ DQOs
se obtuvo durante la fraccion organica de la fermentacion de residuos solidos municipales,
con 8.320 mg DQO Lty 94% a pH alcalino y temperatura mesofilica. Los resultados de este
estudio sugieren que la produccion selectiva de AGV podria ser posible para una escala

mayor con diferentes tipos de residuos, mediante el ajuste de los parametros del proceso.

Liu etal. (2012), estudiaron la produccién y la via de sintesis de AGV, asi como la
comunidad bacteriana en la fermentacion acidogénica en lodos de aguas residuales con alta
carga proteica bajo diferentes condiciones de pH. Los resultados indican que el pH alcalino
mejoro la solubilizacion y biodegradacion de las proteinas presentes en el lodo, lo cual no
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solo incremento el rendimiento de la produccién de AGV totales, sino también a nivel

individual.

2.5.2. Contexto nacional

Con la creacion de la nueva ley de Gestion integral de Residuos Solidos en el Pert (D.L N°
1278) y posteriormente la aprobacion de su reglamento (D.S N° 014-2017-MINAM), se
establecieron en el primero nuevos principios, lineamientos e instrumentos que dan a
entender que se procurard, en la medida que sea posible, aplicar el principio de la Economia
Circular y la valorizacion de los residuos, con la finalidad de maximizar la eficiencia en el
uso de los materiales y asegurar la gestion y manejo de los residuos sélidos. Por lo tanto,
actualmente se ha dado mas impulso a este tema para que se inicie en nuestro pais una
transicion gradual hacia el enfoque de la economia circular, prueba de ello es que
recientemente también se ha considerado como objetivo prioritario (OP9) en el nuevo Plan
de Competitividad y Productividad (D.S. 237-2019-EF) promover la sostenibilidad
ambiental a través de iniciativas publico-privadas para adoptar este enfoque y la suscripcién
de Acuerdos de Produccion Limpia (APL).

En este contexto, si bien es cierto que existen antecedentes relacionados al aprovechamiento
de los residuos en nuestro pais a través de la digestion anaerobia para la produccion de biogas
y de biol como fuente energética y biofertilizante (Ferrer et al. 2008), y en menor alcance el
compostaje, todavia el campo de investigacion hacia la recuperacién de compuestos
organicos no ha sido estudiado en una plataforma experimental, por lo que la necesidad de
investigar en este campo es fundamental para la transicion hacia la Economia Circular, mas
aun cuando se pretende cumplir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) del
Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD), en particular con las
siguientes metas trazadas en el objetivo 12, relacionado a la produccion y consumo

responsable:

. De aqui a 2020, lograr la gestion ecolégicamente racional de los productos quimicos
y de todos los desechos a lo largo de su ciclo de vida, de conformidad con los marcos
internacionales convenidos, y reducir significativamente su liberacion a la atmdsfera, el agua

y el suelo a fin de minimizar sus efectos adversos en la salud humana y el medio ambiente.

. De aqui a 2030, reducir considerablemente la generacion de desechos mediante

actividades de prevencion, reduccion, reciclado y reutilizacion.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detalla la descripcion del lugar de ejecucion de la investigacion,
instalaciones, equipos, materiales y métodos utilizados en el laboratorio. Del mismo modo,
se precisa el indculo y los sustratos (residuos) empleados en los ensayos experimentales,

entre otros materiales necesarios en la fase experimental.

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizé en los laboratorios experimentales de la Division de Aguay Salud
del Centro Tecnoldgico Ceit-1K4, San Sebastian - Espafia (Anexo 1).

Se designo esta institucion debido a su experiencia en la realizacion de proyectos industriales
de investigacion aplicada en colaboracion con los departamentos de I+D+i de empresas
industriales en un entorno de Economia circular, financiados en gran medida por la Union

Europea (UE) y la Diputacion Foral de Guipuzcoa (Espafia).

3.2.  RESIDUOS E INOCULO

La eleccion de los residuos e indculo utilizados en este estudio fue establecido por el grupo
de investigacién de Agua y Residuos del Centro Tecnoldgico Ceit-IK4 en el marco del
proyecto co-financiado denominado PROAZETIK. Estos residuos e indculo fueron
seleccionados debido al escaso conocimiento sobre su potencialidad y representan un desafio
de manejo a escala local, sin embargo, pueden ser extrapolables hacia cualquier contexto
internacional. Los residuos e indculo que se utilizaron en los diferentes ensayos son descritos

a continuacion y las iméagenes se pueden visualizar en el Anexo 2.

3.2.1. Residuo organico o sustrato

El residuo organico, Ilamado también sustrato, constituye la fuente principal de la materia
organica biodegradable en las mezclas iniciales de los ensayos de digestion anaerobia y
fermentacion anaerobia (mono-fermentacion y co-fermentacion). A efectos de este estudio,

se emplearon los siguientes residuos:



a. Lodo de PTAR Loiola - San Sebastian (LP)

Parte de la experimentacion se desarrollé con lodos provenientes de los espesadores de la
PTAR Loiola (San Sebastian - Espafia), con la que se alimentan digestores de 6.000 m*y se
genera biogés en condiciones mesofilicas de temperatura. Actualmente, la PTAR cuenta con
una capacidad de tratamiento de 628.000 habitantes equivalentes y un tratamiento bioldgico

de alta carga organica.

b. Fraccion orgénica de residuos solidos Urbanos (FORSU)

La FORSU utilizada en esta investigacion es proveniente de los restos de alimentos que
fueron recogidos de manera selectiva en la cafeteria del Campus de Tecnun-Ceit, donde los
trabajadores del Ceit-1K4 y el alumnado de la escuela de colegios de ingenieros de la
Universidad de Navarra (San Sebastian, Espafia) consumen alimentos diariamente. Se
recolect6 una cantidad suficiente de residuo, aproximadamente de 10 kg, para realizar los

ensayos.

c. Residuos de Alcachofa (AL)

Los residuos de alcachofa que se utilizaron pertenecen a la especie Cynara scolymus y fueron
originarias de la planta de conservas Gutarra-Grupo Riberebro, ubicado en el municipio de
Villafranca, perteneciente a la Comunidad Autonoma de Navarra (Espafia). El peso total de

muestra recolectada fue de aproximadamente de 10 kg.

d. Residuos de pulpa de manzana (PM)

Los residuos de pulpa de manzana (Malus domestica) que se utilizaron son procedentes de
la fabricacion de la sidra (bebida alcohdlica). Estas muestras fueron donadas por la sidreria
Zapiain, procedente de Astigarra (Espafia). El peso total de muestra recolectada fue de

aproximadamente 37 kg.

e. Biomasa microalgal (BM)

La biomasa microalgal fue donada por la Universidad de Valladolid (Espafia). Esta ultima
se obtuvo de un estangue de algas de alta velocidad de 180 L (HRAP, acrénimo de High
Rate Algae Pond), tratado con medio mineral y biogas como fuente de carbono. La
caracterizacion de las microalgas mostro un predominio de especies tales como:

Mychonastes homosphaera (59,5%), Pseudoanabaena sp. (39,5%), Navicula sp. (0,5%) y
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Scenedesmus sp. (0,5%). Las microalgas fueron recolectadas utilizando un floculante
Chemifloc®. El volumen muestreado para los ensayos fue de 1 L aproximadamente.

3.2.2. In6culo

El in6culo es un componente primordial para potenciar el arranque de la fermentacion
anaerobia, ya que constituye la biomasa acidogénica y metanogenica activa. En este estudio,
se emplearon como fuente de biomasa, el lodo digerido procedente de un reactor mesofilo
tipo CSTR de 6.000 m® de la PTAR Loiola de San Sebastian (mencionado anteriormente).
La PTAR es perteneciente al consorcio de Aguas de Afiarbe S.A. y opera con un tiempo de
retencién hidraulica (TRH) de 20-30 dias.

3.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

3.3.1. Pruebas de potencial metanogénico

Las pruebas de potencial metanogénico se realizaron a partir de una serie de ensayos de
mono-digestion o mono-sustrato por triplicado, en un régimen de operacion discontinuo para
residuos tales como: Lodos de PTAR (LP), fraccidn orgénica de residuos solidos urbanos
(FORSU), alcachofa (AL), pulpa de manzana (PM) y biomasa microalgal (BM). En esta
prueba se utilizaron botellas Pyrex de volumen nominal de 500 mL y un volumen de trabajo
de 350 mL, con una junta de goma que aseguraba el cierre hermético. Para evitar el descenso
inicial de pH se afiadio sal de bicarbonato en una concentracion de 5 g NaHCO3; L y se
ajustd a la neutralidad (pH 7,0) en condiciones termofilicas (55 °C), las cuales se alcanzaron
en un bafo termostatico regulado con un termostato de inmersion Tectron-Bio (Marca
Selecta). Se trabajé a la temperatura sefialada con la finalidad de ajustar condiciones
similares a las definidas para las pruebas de potencial acidogénico.

Las cantidades de cada sustrato se ajustaron en los reactores a una concentracion inicial de
gSV (sélidos volatiles), de 5 g SV L1, mientras que la concentracion de indculo se ajusté a
7,5 g SV L La relacion sustrato/indculo (S/1) se ajustd de acuerdo con la metodologia
explicada por Esteban-Gutierrez (2014). Para todos los sustratos evaluados se han empleado
las mismas condiciones experimentales (Tabla 3). En este estudio se utilizaron blancos
control para calcular la produccion neta de biogas y metano. En este caso los controles sélo

contenian inéculo y agua destilada en reemplazo del sustrato.
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Finalmente, para establecer las condiciones anaerobias 6ptimas en el ensayo, se insufl6 con

N2 (99%) antes de sellar el biorreactor.

Tabla 3: Condiciones experimentales utilizadas en las pruebas de potencial

metanogeénico.

Componentes Unidades LP FORSU AL PM BM
Indculo gSVv Lt 75 7,5 7,5 7,5 7,5
Residuos/Sustratos g SV L* 5 5 5 5 5

Bicarbonato gLt 5 5 5 5 5

Ratio I/S (SV/ SV) - 15 15 15 15 15
Temperatura °C 55 55 55 55 55
oH i 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Tiempo Dias 20 20 20 20 20

3.3.2. Pruebas de potencial acidogénico

a. Pruebas de potencial acidogénico: escala de laboratorio

Las pruebas de potencial acidogénico (mono-fermentacién y co-fermentacién) se realizaron
en gran parte de los experimentos por duplicado, en un régimen de operacion discontinuo y
por 10 dias. Se utilizaron botellas Pyrex de 500 mL (volumen de trabajo de 350 mL); excepto
para las pruebas de co-fermentacion de LP + FORSU y LP + AL, las cuales se evaluaron en
botellas de 2 L (volumen de trabajo de 1,8 L) y sin duplicados (Figura 5). Estas condiciones
de trabajo fueron parte del planteamiento preliminar establecido por el grupo de
investigacion de Agua y Residuos del Centro Tecnoldgico Ceit-1K4.

Los ensayos de mono-fermentacion y co-fermentacion fueron acondicionados en ambientes
acidos (pH 5,5) y alcalinos (pH 9), respectivamente; y a temperatura termofilica. La eleccién
del pH alcalino en los ensayos de co-fermentacion fue establecida a partir de ensayos
preliminares (Anexo 3). El volumen (v) de sustrato e indculo se ajustd a un ratio de 1:1 (v/v)
en los reactores (Tabla 4), mientras que el co-sustrato, es decir LP, representd el 80% del
volumen total del sustrato (Tabla 5). Estas concentraciones se han adaptado segun las
pruebas de fermentacion a escala piloto realizadas por Esteban-Gutiérrez et al. (2018) y
Garcia-Aguirre et al. (2019).



Se establecié una relacién de sustrato/indculo (S/1) mayor que el potencial metanogénico
con la finalidad de asegurar la presencia de suficiente fraccion digerible e inhibir el
desarrollo de bacterias metanogénicas (Van-Aarle et al. 2015, Perimenis et al. 2018). EI pH
se controlé diariamente y se ajustd manualmente, dosificando HCI 4N y NaOH 4N, para

mantener un rango 6ptimo durante las pruebas de fermentacion.

De la misma manera que las pruebas de potencial metanogeénico, se realizaron test de control
por duplicado para calcular la produccion neta de AGV de los distintos residuos, los cuales
contenian inoculo y agua destilada en lugar de sustrato, asimismo, las condiciones
anaerobias optimas se alcanzaron con insuflar N2 (99%), al menos un minuto, antes de sellar

el biorreactor.

Tabla 4: Condiciones experimentales utilizadas para ensayos de mono-fermentacion (o

mono-sustrato).

Componente Unidades LP FORSU AL PM BM
Inéculo mL 175 175 175 175 175
Residuo mL 175 175 175 175 175
Densidad g/L 1000 852 800 420 1000
Ratio I/S (v/v) - 1 1 1 1 1
Temperatura °C 55 55 55 55 55
pH - 55 55 55 55 55
Tiempo Dias 10 10 10 10 10

Tabla 5: Condiciones experimentales utilizadas para ensayos de co-fermentacion (o co-

sustrato).

Componente Unidades LP+FORSU  LP +AL LP +PM LP + BM

(4:1) (4:1) (4:1) (4:1)
Inéculo mL 900 900 175 175
LP mL 720 720 140 140
Residuo mL 180 180 35 35
Ratio I/S (v/v) - 1 1 1 1
Temperatura °C 55 55 55 55
pH - 9,0 9,0 9,0 9,0

Tiempo Dias 10 10 10 10




b. Pruebas de potencial acidogénico: escala piloto

- Pruebas preliminares:

De acuerdo con los resultados obtenidos (apartado 4.2) y la disponibilidad del residuo, se
consider6 que un buen sustrato para escalar son los residuos de PM, por lo que se realizaron
pruebas preliminares de potencial acidogénico (Anexo 4), a escala laboratorio (mono y co-
fermentacion) para este residuo, con la finalidad de elegir las condiciones experimentales
mas iddneas para realizar las pruebas de produccién de acidos grasos volatiles (AGV) a
escala piloto. En la Tabla 6, se detallan las condiciones experimentales utilizadas en las

pruebas preliminares.

Tabla 6: Condiciones experimentales utilizadas en las pruebas preliminares.

Componente Unidades PM1 PM2 LP+PM LP+PM

(1:1) (4:1)
Indculo mL 175 262,5 175 175
LP mL - - 87,5 140
PM mL 175 87,5 87,5 35
Ratio /S (v/v) - 1 3 1 1
Temperatura °C 55 95 55 55
pH - 55 55 9,0 9,0
Tiempo Dias 10 10 10 10

- Pruebas a escala piloto

Para la produccién de acidos grasos volatiles (AGV) a escala piloto se utilizd un reactor
automatizado de acero inoxidable de 15 L (volumen til 10 L), equipado con un software
SCADA que permitia su automatizacién para la medicion del pH y cuantificacién del biogas
en mL min! (Figura 6 y 7). Ademas, se emple6 NaOH 8M y HCL 4M como agentes de
dosificacion para ajustar el pH durante las pruebas de fermentacién, las cuales duraron
aproximadamente 12 dias. La plataforma piloto estuvo equipada con una sonda de
temperatura PT100 y una resistencia eléctrica que permitia mantener la temperatura del
proceso en el rango deseado, es decir, en condiciones termofilicas (55° C). Ademas, se uso
un medidor de flujo de biogas (Bronkhorst ® F-221M) para controlar la produccion diaria
de biogéas, mientras que el metano se cuantific6 mediante un cromatégrafo de gases. Es
importante resaltar que durante todo el ensayo la plataforma piloto se encontré en constante

agitacion para contrarrestar la heterogeneidad del sustrato y co-sustrato.



Segun la evaluacion de las pruebas preliminares (Anexo 4), la co-fermentacion de LP+PM
en un ratio I/S (v/v) de 1:1 obtuvo la mejor produccién y rendimiento de AGV, por lo que la
relacién sustrato/inoculo (S/1) se ajustd teniendo en cuenta estos resultados (Tabla 7), es
decir los LP representaron el 50% del volumen total del sustrato. A continuacion, se detallan

las condiciones del ensayo en las pruebas a escala piloto:

Tabla 7: Condiciones experimentales utilizadas en las pruebas a escala piloto.

Componente  Unidades LI(T:T)M

Indculo L 5

LP L 2,5
PM L 2,5
Ratio 1/S (v/v) - 1

Temperatura °C 55
pH - 9,0
Tiempo Dias =12

3.4. INSTALACIONES Y EQUIPOS

Se enumeran a continuacion las instalaciones y equipos (Anexo 5y 6) que se utilizaron

durante el desarrollo de la investigacion:
3.4.1. Instalaciones

- Laboratorio analitico: Este laboratorio se encuentra dotado del equipamiento
convencional para las analiticas correspondientes a la caracterizacion de los
diferentes parametros de las muestras obtenidas de los ensayos tanto a escala
laboratorio como escala piloto.

- Laboratorio de ensayos: Para completar los ensayos de fermentacion anaerobia para
la produccion de acido acético y otros AGV a escala piloto.

- Laboratorio instrumental: Laboratorio compuesto por equipamiento no convencional

para determinaciones especificas (Ej.: biogas, AGV y otros).
3.4.2. Equipos

e Sensor de presién (IFM electronic, PN 20279)
e Equipo de cromatografia de gases GC-TCD HP6890 (columna SUPELCO 60/80
Carboxen, Ref. 10001-2390-U)



e Equipo de cromatografia de gases Agilent GC-6890, equipado con un FID (Flame
lonization Detector) y una columna capilar (DB-FFAP, 30m x 0,25 mm i.d., 0,25
um film, Agilent J&W ref. 122 — 3232E)

e pH-metro CRISON GLP 21+ que contiene una sonda 5014T

e Sonda portétil CRISON (5200T)

e Equipo de centrifugacion MEDITRONIC BL7001084

e Equipo de filtracion y bomba de vacio

e Bafio termostatico

e Termostato de inmersion Tectron-Bio (Marca Selecta)

e Equipo destilador por arrastre de vapor BUCHI 315

e Estufa Selecta Modelo 381

e Horno mufla Hobersal (Modelo 12PR/300, serie 8B)

e Analizador de elementales LECO CS-200y LECO TC-400

e Balanza autocalibrada METTLER TOLEDO serie AB104 y PB3002-S

e Unidad de digestion Selecta “Bloc-digest 12”

e Molino de analisis (triturador IKA A1l)

e Transmisor M300 (METTLER TOLEDO)

e Controlador de flujo masico (MFC, acronimo de Mass Flow Controller) modelo
Bronkhorst ® F-221M

3.5. EQUIPOS EXPERIMENTALES

3.5.1. Reactores discontinuos a escala de laboratoriode 05Ly2 L

Figura 5: Imagen del montaje de los bioreactores/fermentadores anaerobios de 2 L

(imagen izquierda) y 0,5 L (imagen derecha) a escala de laboratorio.



3.5.2. Plataforma piloto de fermentacion de 15 L: Disefio y construccion de equipo de
fermentacion

El disefio y construccion del equipo de fermentacion se elaboro6 en coordinacion con el grupo
de investigacion de aguas y residuos del Ceit-1K4 y la Diputacion de Guipuzcoa (Espafia),
los cuales formaron parte del proyecto co-financiado denominado PROAZETIK. Sin
embargo, las modificaciones y condiciones del funcionamiento de la planta piloto estuvieron

a cargo del investigador.

Figura 6: Esquema de la plataforma de demostracion de produccion de acetico (imagen

superior) y detalle de la tapa y el fondo (imagen inferior).

FUENTE: Adaptado de Esteban-Gutierrez (2018)
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Figura 7: Plataforma piloto de fermentacion de 15 L (arriba izquierda), equipo de
monitorizaciéon y automatizacion de plantas piloto (arriba derecha), y captura
del SCADA (acrénimo de Supervisory Control And Data Acquisition) de

visualizacion del reactor de fermentacion a tiempo real (abajo).

3.6. METODOS ANALITICOS

En esta seccion se describe los métodos analiticos utilizados en las pruebas de potencial
metanogénico y acidogénico. Ademas, se precisa el tipo de procesamiento de las muestras

tratadas, segun la naturaleza liquida o s6lida del residuo estudiado.



3.6.1. Procesamiento de las muestras

a. Caracterizacion de los muestras de los residuos e inéculo

Con la finalidad de obtener resultados fiables en la caracterizacion de los residuos, se
procedio a tratar la muestra dependiendo del tipo de la naturaleza del sustrato e indculo.

En el caso de los residuos de naturaleza sélida (FORSU, AL, PM y BM), se ha empleado
una cantidad de muestra previamente secada en una estufa a 60 °C por 24 h, y posteriormente
triturada en un molino de analisis (triturador 1KA All), para analiticas como el DQOt
(demanda de oxigeno total), NTK (nitrégeno total kjeldahl) y andlisis de elementales (C, N,
Oy S), mientras que la DQOt del indculo y LP se realizd sobre el total de la muestra.

Los pardmetros en los que se utilizd la materia organica soluble de los residuos, se
determinaron a partir de una muestra centrifugada a 12.000 rpm de 5 a 10 min, y
posteriormente filtrada (filtros Millipore de 0,7 um) hasta obtener un sobrenadante. Las
analiticas que se evaluaron fueron pH, DQOs (demanda quimica de oxigeno soluble), NAT
(nitrégeno amoniacal total), alcalinidad parcial (AP) y alcalinidad total (AT).

En la siguiente figura se esquematiza el procesamiento de las muestras segun el tipo de

naturaleza del residuo:

MUESTRA DE RESIDUO

v
v v

Naturaleza liquida Naturaleza sélida

v 7
¢ ¢ + 60°C x 24 60°C x 24h !

v pH Centrifugacion Trituracion y secado Trituracién y secado v pH

v DQOt ¢ ¢ ¢ v ST(%)
v NAT 12 rpm x 5-10 min v SV(**)
v ST(*) | Filtracion | -

‘/ SV(**)

I v

v NTK ‘\: DQOt
v' Andlisis Y NT!<__
e elem'?arr:?;s's
v pH (C.N,0yS) S
v" DQOs
v NAT
v AP, AT

(*) 24 h, 105°C
(**) 2-5 h, 550°C

Figura 8: Esquema del procesamiento para la caracterizacion de residuos e inéculo.



b. Caracterizacion de las muestras para pruebas de potencial metanogénico y
acidogénico

El procesamiento de la mezcla inicial (indculo + sustrato) en los ensayos de potencial
metanogénico y acidogénico consistid en preparar una masa homogénea (Anexo 7),
utilizando medios fisicos como la trituracion y/o agitacién hasta obtener una muestra
representativa, teniendo en cuenta el tipo de andlisis a medir en las que se emplea la muestra

total, es decir la fraccion sélida y la fraccion liquida.

Los anélisis de pH, ST y SV se realizaron directamente sobre la muestra. Por otra parte, para
la medicion de AGV, DQOs, NAT, AT, y AP, se utilizd la mezcla inicial previamente
centrifugada a 12.000 rpm de 5 a 10 min, y posteriormente filtrada (filtros Millipore de 0,7

pm) hasta obtener un sobrenadante.

Finalmente, en los ensayos de potencial metanogénico, las mediciones analiticas solo se
realizaron al inicio y final de las pruebas, mientras que en los ensayos de potencial
acidogénico, la medicién fue llevada a cabo de manera interdiaria.

3.6.2. Determinacion de la cantidad y composicion del biogéas

Se analiz6 la cantidad y composicion del biogas formado en los bioreactores, tanto en las
pruebas de potencial metanogénico como el potencial acidogénico para los diferentes

residuos evaluados.

La produccion de biogés se cuantifico manualmente utilizando un sensor de presion (IFM
electronic, PN 20279). La presion del biogéas se convirtio en volumen, en condiciones
estandar de temperatura y presion (STP, acrénimo de Standard conditions for Temperature
and Pressure), como lo sugieren Angelidaki et al. (2009), es decir, a0 ° Cy 1 atm. La
composicion del biogas (N2, O2, CHs y CO2) se midié utilizando un equipo de cromatografia
de gases GC-TCD HP6890 (columna SUPELCO 60/80 Carboxen, Ref. 10001-2390-U),
después de haber sido recolectado la muestra de biogas en una jeringa de 1mL.

En los ensayos a escala piloto, como se menciond anteriormente, la cantidad del biogas fue
analizada de manera automatica por un controlador de flujo masico (MFC, de sus siglas en
inglés) modelo Bronkhorst ® F-221M y registrado a tiempo real en el software SCADA. La
composicion del biogas fue determinada por un cromatografo de gases GC-TCD HP6890

después de haber sido recolectado en una bolsa Tedlar de 5 L.
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3.6.3. Determinacion de la produccion de metano

El célculo del contenido de metano se obtuvo a partir de las medidas de presion y la
composicion de biogas (%). Posteriormente, los resultados de las mediciones de presion
fueron convertidos a volumen (Vch4) a partir de la aplicacion de la ecuacion de los gases
ideales. A continuacion se detallan los pasos que se siguieron para la transformacion a Vcha
(Esteban-Gutierrez 2014):

1% paso: Se realizo la transformacion de unidades, con la finalidad de convertir los datos de

presion de biogas a atmdsferas (atm):

P1 (atm)= datosensor (P)/ 1013,25

Donde,

1013,25 es el factor de conversion de mmbar a atm.

2% paso: El dato de presion de biogas fue transformado a volumen segun la ecuacion de los
gases ideales:

Partiendo de la siguiente ecuacion:
P1Vi=nRTi
En donde:

P1=Presion (atm) medida en el sensor

V1= volumen del espacio libre de la cabeza de la botella

n= numero de moles (cantidad de biogas)

T1= Temperatura de ensayo, es decir a 55°C (328 K)

R= Constante universal de los gases ideales (0,082 atm.L (mol.K)™)

Para ensayos de biodegradabilidad anaerobia, el volumen del biogas se expresd en
condiciones estandar de temperatura (T) y presion (P), 1 atm y 0°C (273 K). De modo que
corresponde a condiciones de temperatura y presion distintas, sin embargo la cantidad de

biogas (n) se mantiene constante, para lo cual se cumple con la siguiente ecuacion:
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PVi _ PV
T, Ty

De esta manera fue posible estimar el volumen que ocupara una cantidad de masa de biogas

en diferentes condiciones de Ty P.

TPV
2T TP,

Por lo tanto, se aplico dos expresiones distintas en funcién del volumen del espacio vacio de

los bioreactores del ensayo:

e Botellas Pyrex 2 L:

. 273.P,.1170
2= 328

e Botellas Pyrex 0,5 L:

. 273.P,.195,15
2 328

3% paso: Para realizar la conversion de biogas a metano (CHas) generado diariamente, se
considero el porcentaje de metano (% CH4) obtenido de la cromatografia de gases, segun la

siguiente ecuacion:

Vbiogés%CH4

VCH4(mL STP) = 100

En donde:

Vcha = Volumen de metano, expresado en mL STP

Vbiogas= V2 (ML STP)

%cHa= Porcentaje de metano estimado en el cromatografo de gases

Con respecto a la cantidad de metano total o acumulado, fue necesario utilizar la siguiente

ecuacion:
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. .., 0
Vblogas,t /OCH4,t

V LSTP) =17V _
cHar(m ) CHat-1 T+ 100

VcHat = Volumen de metano correspondiente al diat (mL STP)
VcHa, t-1 = Volumen de la medicion anterior (t) correspondiente al dia t-1
Vbiogast = Volumen de biogas (mL STP) tomada en el dia t

%cHa= Porcentaje de metano estimado en el dia t

3.6.4. Determinacion de pH

La medicion del pH se determiné utilizando un pH-metro de sobremesa de marca CRISON
GLP 21+ (sonda 5014T) y una sonda portatil CRISON (5200T). Para analizar las muestras
se siguieron las indicaciones del método 4500-H+ B (APHA 2005). El equipo se calibro
cada 7 dias con un sistema de reconocimiento de soluciones patrones de pH (4,01, 7,00 y
9,21).

Para la determinacion del pH a tiempo real en el reactor piloto de 15 L se utiliz6 un
transmisor M300 (METTLER TOLEDO) y los datos fueron registrados en el software
SCADA.

3.6.5. Determinaciéon de los Solidos Totales (ST) y Sélidos Volatiles (SV)

La determinacion del contenido de solidos totales (ST) y s6lidos volatiles (SV) se realiz6
segun los métodos 2540B y 2540E de la 21?2 edicion de Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA 2005), respectivamente. EI método consistio
en pesar en un crisol una cierta cantidad de muestra, utilizando una balanza autocalibrada
(METTLER TOLEDO AB104), y secar a 105 °C (estufa Selecta Modelo 381), hasta peso
constante durante 24 horas. Una vez determinado el valor de los ST, se procedio a volatilizar
la muestra a 550 °C en un horno mufla Hobersal (Modelo 12PR/300, serie 8B) por 2 horas
como minimo para determinar los SV. Para el célculo de los ST y SV se utilizaron las

siguientes formulas:

(A - B)100

ST (%) = v
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(A — D)100

SV (%) = v

En donde:

A= Peso seco del residuo a 105°C + peso del crisol
B= Peso del crisol

C= Peso de la muestra himeda

D= Peso del residuo calcinado a 550°C + peso del crisol

3.6.6. Determinacién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQOtotal Y DQOsoluble)

La determinacién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se realizd a partir de la
adaptacion del método 5220B (APHA 2005) para reflujo abierto. Debido a la presencia de
una alta carga organica en la muestra, fue necesario diluirla hasta alcanzar los rangos

deseables para una valorizacion correcta.

La metodologia empleada se fundamenta en la oxidacion de la materia organica a partir de
una disolucion de dicromato de potasio (H2Cr.07) y posterior digestion por 2 horas a 150
°C (Unidad de digestion Selecta “Bloc-digest 12”). La valorizacion de la DQO se realiz6 con
sulfato ferroso amdnico ((NHs)2Fe(SO4)2:6H20).

La DQOxotal (DQOY) se obtuvo directamente de la muestra y la DQOsolubie (DQOS) a partir de
la muestra filtrada en una membrana de fibra de vidrio (Millipore AP-40, 0,7 um de
diametro). Los residuos de naturaleza sélida, presentan un protocolo distinto a las muestras
liquidas (descritos en el apartado 4.5.1), en este caso fue necesario secar una cierta cantidad
de muestra (60°C, 24 h) y triturar en un molino de andlisis (triturador IKA A11) para analizar

este parametro.

3.6.7. Determinacion de Alcalinidad Parcial (AP) y Total (AT)

La determinacion de la alcalinidad parcial (AP) y total (AT) se realizO mediante una
modificacion del método 2320-B (APHA 2005). El método consistié en valorar una muestra
filtrada con una disolucion estandar de acido diluido (0,02 N H2SO4 0 0,05 N HCI) hasta
alcanzar un pH inicial de 5,75, correspondiente a la estimacion de la alcalinidad parcial (AP),

la cual se relaciona con la presencia de bicarbonatos. Posteriormente, se valora hasta un pH
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de 4,3, valor que se asocia a la estimacion de la alcalinidad total (AT). La medicion de la
alcalinidad se calculé empleando la siguiente formula:

A.N.50000

Alcalinidad (mg CaCO5 L) = %

En donde,
A= Volumen de disolucién del &cido estandar gastado en la valoracion
N= Normalidad del acido estandar utilizado

V= Volumen de muestra utilizado (mL)

3.6.8. Determinacion del Nitrégeno Amoniacal Total (NAT)

La cuantificacion del nitrogeno amoniacal (NAT) consiste en la sumatoria de especies de
NH4" y NHs, mediante el método 4500-NHs (APHA 2005). Esta metodologia se ha llevado
a cabo utilizando un destilador por arrastre de vapor (BUCHI 315), el cual consiste en una
técnica volumétrica por retrovaloracion con acido sulfurico 0,2N o 0,02N del exceso de sosa

afiadido a la muestra digerida y posteriormente destilada y recogida sobre acido bérico.

3.6.9. Determinacion del Nitrégeno Total Kjeldahl (NTK)

La cantidad de nitrogeno organico y nitrogeno amoniacal de una muestra corresponde al
NTK. La metodologia adaptada para este tipo de muestras es el método 4500 Norg-B (APHA
2005). El método se fundamenta en la mineralizacion del nitrégeno organico presente en la
muestra a partir de acido sulfurico y en presencia de un catalizador (Cu-Se). El i6n amonio
formado junto con el existente en el medio se valora utilizando el método de NAT. Para
calcular el valor del Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK) fue necesario aplicar la siguiente

férmula;

Vg .N.14000

NTK (mg NL™1) = v
M

En donde:
V= Volumen del &cido sulfirico gastado en la valoracion de la muestra
N= Normalidad de la disolucién de &cido sulfurico

Vm= Volumen de muestra utilizado
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3.6.10. Determinacién de la produccion de &cidos grasos volatiles (AGV)

Para las pruebas de potencial acidogénico, se analizaron la concentracion y composicion de
acidos grasos volatiles (AGV) de los ensayos, es decir, acido acético (HAc), acido
propiénico (HPr), acido butirico (HBut), acido isobutirico (Iso-But), acido valérico (HVal)
y &cido isovalérico (Iso-Val) con un cromatdgrafo de gases (gas Agilent GC-6890) equipado
con un FID (detector de ionizacion de llama), una columna capilar (DB-FFAP, 30m x 0,25
mm id, pelicula de 0,25 um, Agilent J&W ref. 122 - 3232E) y Helio como gas portador
(Esteban-Gutierrez 2014).

El método analitico consistid en tratar la fraccion filtrada a través del disolvente organico
TBME (terc-butil-metil-éter), concretamente con 3,9 mL por cada mililitro de muestra
filtrada. Posteriormente, se afiadié 0,1 mL de una disolucion de 2mg L™ de 4cido pivalico
(solucion estandar interna), asimismo 1 mL de una disolucion 1N de HCI hasta completar
un volumen de 5 mL. Las concentraciones de los distintos AGV se calcularon a partir de una
recta patrén corregida con respecto al porcentaje de extraccion (Anexo 8).

3.6.11. Andlisis de la composicion elemental (C, N, Oy S)

El anélisis de la composicion elemental (C, N, O y S) fue realizado a partir del secado de
una cantidad de muestra a 60°C por 24 horas (ver apartado 3.6.1) y triturada en un molino
de analisis (triturador IKA A11) para la cuantificacion del contenido total de cada elemento
en los equipos analizadores (Esteban-Gutierrez 2014). La cantidad de nitrogeno (N) y
oxigeno (O) presente en el material fundido mediante un electrodo se cuantificd en un
equipo analizador LECO TC-400. Por otra parte, la medicién de carbono (C) y azufre (S) se
determind en un equipo analizador LECO CS-200.

Por consiguiente, a través de estas mediciones fue posible estimar la composicion elemental

de cada residuo evaluado y establecer la relacion de C/N (carbono total y nitrégeno total).
3.7.  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos resultantes del seguimiento de las analiticas en los ensayos de potencial
metanogénico y acidogénico han sido organizados y tratados en el programa Microsoft Excel
2013, en el cual se han realizado los céalculos y gréficas necesarias para el analisis descriptivo

y estadistico de la presente investigacion.
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Para el anélisis estadistico inferencial en las pruebas de potencial metanogénico (Test BMP)
se empled el disefio experimental completamente al azar (DCA) y se aplicd la prueba
estadistica de analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95% y un nivel de
significancia del 5% (=0,05), utilizando el programa MINITAB 16, el cual es un software
estadistico que ejecuta andlisis a nivel basico y avanzado. La variable dependiente fue el
potencial metanogénico (MLCH4/gSV) Yy el factor fue el tipo de residuo o sustrato evaluado,
asimismo, las unidades experimentales fueron constituidas por los reactores anaerobios.
Luego de aplicar el estadistico de contraste (ANOVA) y definir bajo la regla de decision si
existen diferencias estadisticas significativas entre los grupos, se aplico la prueba de
comparaciones multiples o post hoc HSD (Honestly-significant-difference, de sus siglas en

inglés) de Tukey, para verificar entre qué par de grupos existen estas diferencias (Anexo 9).

Modelo estadistico ANOVA:

Yij=u+Ti+Ejj

Yij = Observacion j-ésima del potencial metanogénico (mMLCH4/gSV) en el grupo i-ésimo
del factor (residuo o sustrato evaluado)

u = Potencial metanogénico (mLCHa4/gSV)

Ti = Efecto del grupo i-ésimo (residuo o sustrato evaluado)

Eij = Error experimental obtenido del grupo i-ésimo (residuo o sustrato evaluado)

Anélisis de varianza:

Ho: las medias del potencial metanogénico (Test BMP) de cada grupo son iguales

H1: al menos una media de uno de los grupos es diferente

Por otra parte, para valorar el rendimiento de la fermentacion en las pruebas de potencial

acidogénico se aplicaron las siguientes formulas estadisticas descriptivas:

a. Distribucidn de los bioproductos (%0)
Este rendimiento representa la cantidad de un bioproducto formado en la fermentacion en
términos relativos (%) y en base a materia organica (DQO equivalente). El calculo se realiz6
mediante la siguiente férmula:
1)

[Bioproducto] (mg DQOL™1).100
[Bioproductos]|rora, (mg DQOL™1)

Proporcion (%) =
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b. Grado de acidificaciéon

Una forma de medir la relacion entre los acidos grasos formados (AGV) y la materia
organica solubilizada es a través del grado de acidificacion, el cual representa los
bioproductos formados en la fraccion soluble de la mezcla final del ensayo (DQOs), como

se muestra en la férmula:

(2)

[Bioproducto]pya, (mg DQOL™1).100
DQOsroraL (Mg DQOL™)

GA (%) =

c. Rendimiento de conversién acidogénica

Con respecto al rendimiento de conversion acidogénica o AGV, se expres6 como la
produccién total de AGV (equivalentes de DQO) por gramo de DQO alimentado al reactor.

La estimacion se ha realizado segun la siguiente formula:

(3)

DQOygy
g DQO;

Rendimiento AGV (mg AGV g™ *DQO0systrato) =

La DQOacv en las férmulas (1), (2) y (3) fue calculada segun la DQO equivalente de la
mezcla final. Para ello se utilizaron los siguientes coeficientes estequiométricos: 1,07 gDQO
gt acetato, 1,51 gDQO g* propionato, 1,81 gDQO g butirato y 2,04 gDQO g* valerato
(Eastman y Ferguson 1981).
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. POTENCIAL METANOGENICO A PARTIR DE RESIDUOS GENERADOS
EN EL AMBITO URBANO Y AGROINDUSTRIAL (TEST BMP)

En esta investigacion se utilizo la prueba de potencial metanogénico o més conocido como
test de BMP (Biochemical Methane Potential, de sus siglas en inglés), con el propdsito de
determinar la capacidad de un residuo de naturaleza solida o liquida para producir metano
en condiciones dptimas de metanogeénesis. En los siguientes apartados se explicaran a detalle
los resultados del seguimiento analitico, la produccion de biogas y metano obtenido en la

investigacion.

4.1.1. Resultados del seguimiento analitico

En este apartado se exponen los resultados correspondientes a las mediciones analiticas de
residuos e indculo, asimismo, los valores iniciales y finales obtenidos en los ensayos de

potencial metanogénico.

a. Inéculo(s)
Se utilizaron dos muestras distintas de lodos digeridos de PTAR como inéculos (Indculo 1
e Indculo 2) debido a la estacionalidad y variabilidad en el muestreo, cuya caracterizacion

se visualiza en la Tabla 8.

El inéculo 1 se empled para cuatro ensayos en mono-sustratos: Lodos de PTAR (LP),
fraccion organica de residuos solidos urbanos (FORSU), alcachofa (AL) y pulpa de manzana

(PM). El in6culo 2 sélo para el ensayo de biomasa microalgal (BM).



Tabla 8: Caracterizacion de lodos digeridos de la PTAR de San Sebastian utilizados

como inoculo en las pruebas de potencial metanogénico.

Parametros Unidades In6culo In6culo
1 2

ST (%) 2,93 3,99
SV (%) 1,85 2,12

SVIST (%) 63,06 53,14
pH - 7,43 6,98

DQOt mg Oz L1 29.206,72 24.815,71

DQOs mg Oz L1 1.140,22 1.057,16
NAT mg N L1 n.d. 2072
AP mg CaCOs L1 n.d. 5650
AT mg CaCOs L1 n.d. 6850

n.d.: no determinado

b. Residuos

En la Tabla 9 se muestran los resultados de la caracterizacion analitica de los residuos

utilizados en el presente estudio. Es notable la diferencia significativa en el contenido de ST

debido a la naturaleza del residuo, es decir, el contenido de agua de cristalizacion y agua

ocluida, asi como restos de aceites y grasas presentes en el residuo (Rojas Martinez et al.
2014). Por otra parte, la relacién de SV/ST para la FORSU, AL y PM es similar y cercano

al 100%, lo cual es favorable para la conversion de estos sustratos en biogas. Ademas, que

el valor del pH entre estos residuos se encontrd en un rango acido, entre 4 a 5.

Tabla 9: Caracterizacion de los distintos residuos utilizados en las pruebas de potencial

metanogénico.

Pardmetros Unidades LP FORSU AL PM BM

ST (%) 3,53 19,51 13,57 25,79 6,56

SV (%) 2,74 18,18 12,88 25,37 5,12

SVIST (%) 77,69 93,20 94,87 98,37 77,98

pH - 6,36 5,07 4,5 4,5 7,24
DQOt mg Oz L1 33.659,61 n.d. n.d. n.d. 1.116,06%
DQOs mg Oz L 1.107,96 n.d. n.d. n.d. 8.614,55

NAT mg N L? 246 n.d. n.d. n.d. 370

AP mg CaCOs L? 400 n.d. n.d. n.d. 5200

AT mg CaCOs L 900 n.d. n.d. n.d. 7340

n.d.: no determinado

2 Dato expresado en mg O, g ST, por presentar fracciones organicas de naturaleza sélida.



c. Ensayos de potencial metanogénico

En la Tabla 10, se detallan los resultados de las analiticas iniciales y finales monitoreados
en los bioreactores. En términos generales, se destaca la remocion del contenido de la materia
seca Yy organica expresados en ST y SV, respectivamente, situandose en la mayoria de los
casos por debajo del 50% (Tabla 11). Este porcentaje es probablemente debido a la
naturaleza del in6culo o lodo digerido, el cual esta compuesto por materia organica de lenta
degradacion o no biodegradable que interfiere en el proceso de la metanogénesis.

Por otro lado, se aprecia un ligero aumento del NAT y la DQOs en todos los casos evaluados.
El primero se puede interpretar como indicador de la solubilizacion e hidrdlisis de sustancias
de naturaleza proteica, mientras que el incremento del segundo puede estar en funcién de la
presencia de materia organica solubilizada no utilizada en la conversion a CHas. En esa misma
tendencia, se observa un ligero incremento del pH para todos los ensayos, en rangos de 0,48
y 0,67, del mismo modo la alcalinidad (AP y AT). Estos resultados son debido a la
interferencia del NAT liberado en la metanogénesis para el equilibrio del pH, modificando

su valor a un rango alcalino o basico muy cercano a pH 8.
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Tabla 10: Valores de las mediciones analiticas para los ensayos de potencial metanogénico de los residuos orgénicos al inicio (I) y al final
del experimento (F).

Parametros Unidades LPi LPr FORSUI FORSUr AL ALF PMi PMe BM BMF
ST (%) 1,83 1,65 1,49 1,28 1,60 1,51 2,01 1,44 2,05 1,79
SV (%) 1,24 0,80 1,16 0,56 1,14 0,68 1,56 0,69 1,25 0,81
SVIST (%) 67,42 48,42 77,72 43,83 71,23 44,83 77,42 47,70 60,98 45,05
pH - 7,02 7,60 7,00 7,60 7,00 7,57 7,00 7,48 7,05 7,67
DQOt mg Oz L? 16.924,65 11.747,28 10.814,92 8.205,66 12.520 10.046,19 71.165,64 9.356 15.933,29 12.242,61
DQOs mg Oz L? 632,04 2.949,02 1.653,84 1.73595 1574 1.715,03 1.467,74 1533,77 850,18 895,80
NAT mg N L* 884,80 1596 963,20 1.327,2 968,80 1.002,4 800,80 862,40 796,30 1.316
AP mg CaCOs L1 3.950 4.950 3.450 4.250 3.900 4.450 3.250 4.100 3.250 4.750

AT mg CaCOs Lt 5.550 5.750 4.500 5.000 4.750 5.350 4.800 4.950 4.900 6.350




4.1.2. Produccion de biogas y metano

La cuantificacion del volumen de biogas alcanzado en la pruebas de potencial
metanogénico se establecid con un sensor de presion (IFM electronic, PN 20279).
Asimismo, el célculo de la produccién de metano se realizd a partir de los valores de
porcentaje obtenido en el cromatdgrafo de gases y, segun el protocolo de Angelidaki et al.
(2009), los valores del potencial metanogénico deben de expresarse en condiciones
estandares de temperatura y presion; es decir a 0°C y 1 atm (ver apartado 3.6.3).
Ademas, con la finalidad de realizar las comparaciones entre diferentes residuos, la
produccion especifica se expresdé en unidades de volumen por gramo de SVsustrato,

refiriéndose a la cantidad de SV afiadida al inicio de los ensayos.

a. Produccién bruta de biogas y metano

En la Figura 9 se grafican las curvas de produccion bruta media de metano, de cada ensayo
y del blanco control con su correspondiente desviacién estandar. El blanco 1y 2 difieren
levemente en la produccion de biogas y metano a pesar que el origen del indculo es el
mismo en ambos casos, probablemente debido a la presencia de trazas de materia organica
de lenta biodegradabilidad. Asimismo, la escasez de materia organica biodegradable
presente en el lodo digerido ralentiza la actividad metanogénica. Esto es debido a que la
mayor parte de la materia orgénica facilmente biodegradable ha sido consumida en los
digestores de la PTAR.

Por otro lado, la materia organica facilmente biodegradable presente en el residuo
evaluado influye de manera significativa durante los primeros 5-10 dias en la produccion
de biogés y metano, generando una pronunciada pendiente de la curva, a diferencia de los

blancos control.
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Figura 9: Produccion bruta media de biogas (a) y metano (b) para los ensayos de mono-

digestion (LP, FORSU, AL, PM y BM) y los blancos control (BI1 y BI2).
b. Produccién neta de biogas y metano

La produccion neta de biogas y metano a partir de LP, FORSU, AL, PM y BM se visualiza
en la Figura 10 y la Tabla 11. Los resultados expresados en gSVsustrato demostraron que la
FORSU es un buen sustrato para la produccién de metano (Figura 10b), generando una
produccion méxima de 376,79+21,38 mL STP/ gSVsustrato. ESte resultado esté relacionado
con la alta eliminacién de SV (Tabla 11), hasta un 51,64%, en concordancia con los

resultados obtenidos por Ponsé et al. (2011).

Los residuos de alcachofa (AL) y pulpa de manzana (PM) presentaron curvas de
produccion de metano (mL STP/ gSVsustrato) muy similares con una inhibicién parcial de
la metanogénesis a partir del dia 14, los cuales también fueron verificados
estadisticamente (p <0.05, ANOVA vy prueba post-hoc de Tukey) (Anexo 9). Este
comportamiento es debido a la presencia de fracciones de materia orgénica de
degradacion lenta, como los fragmentos de lignocelulosa, los cuales son resistentes a la
accion enzimatica microbiana, como fue sugerido por Zhang et al. (2017) en su trabajo

de investigacion.

Por el contrario, los lodos de PTAR (LP) produjeron menos metano (193,15 +1,47 mL
STP /gSVsustrato) €N cCOMparacion con otros residuos, probablemente debido al incremento
en el contenido de amonio al final de la prueba (80,38%), lo cual esta relacionado con la
disminucion de la actividad metanogénica segun lo reportado por Mata-Alvarez (2003).
No obstante, el porcentaje méas alto de metano obtenido en estas pruebas (Figura 11 y
Tabla 11) fue alcanzado por la biomasa microalgal (BM), es decir hasta un 61,17%. Este



valor estd en concordancia con los resultados presentados por Passos y Ferrer (2014),
quienes obtuvieron un 62% de metano (CH.) durante la digestion anaerobia de
microalgas. Si bien la BM mostr6 un significativo porcentaje de metano acumulado, el
potencial metanogénico fue bajo (235,36+0,25mL STP/ gSVsustrato). Segun Solé-Bundd
etal. (2019), la digestion anaerobia (DA) de las microalgas estan limitadas por la
inhibicion de nitrogeno asociado con un alto contenido de proteinas y una baja proporcion
de carbono a nitrégeno (C/N), por lo tanto, para una 6ptima DA se requiere un optimo
equilibrio de C/N, lo cual podria alcanzarse mediante la presencia de un co-sustrato rico

en carbono.

Respecto a la cantidad de biogas (Figura 10a), se observa que las curvas de produccion
presentaron similitud con el metano acumulado, aunque con una pendiente mas

pronunciada en los primeros dias del ensayo.

(a) ‘ LP —FORSU —AL PM BM‘

(b) LP —FORSU —AL PM BM |
800

700

@
=3
S

4ﬁ+

w
o
©

Biogas (mL STP/g SV,y.trato)
w o~
o (=3
=] =]
£

CH, (mL STP/9 SVuqtrate)

\\

o
5

0 5 10 15 20
Tiempo (d)

Tiempo (d)

Figura 10: Produccién media neta de biogas (a) y metano (b) de los test BMP de mono-
digestion de LP, FORSU, AL, PM y BM.
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Figura 11: Evolucion del porcentaje de metano en el biogas.



Tabla 11: Resumen del rendimiento del potencial metanogénico de los distintos residuos evaluados.

Resultados Unidades LP FORSU AL PM BM
STeIiminado (%) 9,87 14,25 5,42 28,37 12,56
SVeliminado (%) 35,27 51,64 40,47 55,86 35,31
DQOcliminado (%) 30,59 24,13 19,76 24,60 23,16
Biogas mL STP 573,51+10,12 1.128,05+76,31 798,04+18,98 870,92+23,35 673,38+9,58
CHa mL STP 338,01+ 2,57 659,39+37,41 463,98+8,56 480,10+18,76 411,88+0,45
CHa (%0) 58,94 58,45 58,14 55,13 61,17
Biogas/SVsustrato mL STP/g 327,72 5,78 644,60 +43,61 456,02+10,84 497,67+13,35 384,79+5 47
CHa/SVsustrato mL STP/g 193,15 +1,47 376,79+21,38 265,13 +4,89 274,34+10,72 235,36+0,25
CH4/DQOsustrato mL STP/g 157,37+1,20 295,70+16,78 220,89+4,07 236,6+9,24 164,45+0,18
CHa/SVeliminado mL STP/g 317,65 359,25 348,02 258,71 354,79
Tiempo (dias) 20 20 20 20 20




4.2. POTENCIAL ACIDOGENICO APARTIR DE RESIDUOS GENERADOS
EN EL AMBITO URBANO Y AGROINDUSTRIAL: PRODUCCION DE
ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV) AESCALA DE LABORATORIO

La produccién de AGV se evalud a través de dos escenarios de operacion a escala de
laboratorio: mono-fermentacion de LP, FORSU, AL, PM y BM y co-fermentacion de
LP+FORSU, LP+AL, LP+PM y LP+BM. En los siguientes apartados se explicaran a
detalle los resultados del seguimiento analitico, las pruebas de mono-fermentacion y co-

fermentacion y la evaluacion del rendimiento del proceso de fermentacion.

4.2.1. Resultados del seguimiento analitico

a. Inéculo(s)

En la Tabla 12, se muestran las diferentes caracteristicas de los lodos digeridos de la
PTAR utilizados como in6culo en la produccion de AGV. Se observé que los resultados
de las analiticas fueron muy similares. Asi, el indculo 1 se empled para la pruebas de
mono-fermentacion de los residuos de LP, FORSU, AL, PM y BM y la co-fermentacion
de LP+PM y LP+BM, el inéculo 2 para la co-fermentacion de LP+FORSU vy el in6culo
3 para LP+AL.

En general, las condiciones iniciales del pH en todos los inoculos utilizados se
encontraron en valores muy cercanos a la neutralidad (pH 7) y una buena capacidad
tampon, asimismo, presentaron poca materia organica solubilizada (DQQOs) que aporte a

la fermentacion.

Tabla 12: Caracterizacion de lodos digeridos de la PTAR de San Sebastian utilizados

como indculo en las pruebas de potencial acidogénico.

Parametros Unidades Inéculo Inéculo Inéculo
1 2 3
ST (%) 3,99 2,98 3,19
sV (%) 2,12 1,76 2,08
SVIST (%) 53% 59% 65%
pH - 7,40 7,36 7,45
DQOt mg Oz L1 24.815,71 24.107,42 26.911,35
DQOs mg Oz L1 1.057,16 805,32 1.067,50
NAT mg N L 1.965,6 n.d. n.d.
AT mg CaCOs L? 7.100 n.d. n.d.

n.d.: no determinado



b. Residuos

Los residuos utilizados en las pruebas de potencial acidogénico presentan el mismo origen
que las pruebas de potencial metanogeénico, por lo que los resultados de la caracterizacion
(Tabla 13) son similares a lo mostrado en la Tabla 9. No obstante, se realizaron analiticas
adicionales (ej.: NTK, Cr, Or, Nt y St) para conocer el tipo de naturaleza organica

presente en los residuos (glucidica, proteica y lipidica).

De acuerdo a la Tabla 13, se observa que los residuos de la FORSU y PM presentan un
alto contenido de materia organica, expresado en SV. Ademas, en términos de contenido
de nitrégeno asociado a las proteinas (NTK), destaca la cantidad presente en los LP con
2.968 mg N L, por encima de los otros residuos. Este comportamiento es a causa de la
alta carga de nutrientes (amoniaco y amonio) presente en el agua residual doméstica
(Horttanainen et al. 2017). En el caso del residuo vegetal (AL y PM), el valor del NTK
es menor debido a la naturaleza glucidica presente en los restos de lignina, pectina,
hemicelulosa y celulosa (Campbell y Reece 2007). La BM present6 una alta cantidad
proteica (80,48 mg N g ST1) debido a las especies de microalgas presentes en el residuo
(Hayes et al. 2017).

Respecto al célculo de la relacion de C/N de los residuos utilizados en la pruebas de
potencial acidogénico, se destaca el valor alto de C/N presente en los residuos de PM
(36,75%) seguido de la FORSU (22,81%) y AL (18,55%), sustratos potenciales para la
digestion y fermentacion anaerobia (Fang et al. 2019). Si bien no se disponen de datos
del analisis elemental para LP, segun la literatura (Cheng et al. 2016, Zhang et al. 2014,

Fang et al. 2019) el ratio del C/N se tendria en valores mas bajos de los deseados (6-9%).
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Tabla 13: Caracterizacion de los distintos residuos utilizados en las pruebas de
potencial acidogénico.

Parametros  Unidades LP FORSU AL PM BM
ST (%) 4,14 25,13 11,12 26,70 6,56
SV (%) 3,11 24,43 10,44 25,64 5,12

SVIST (%) 7514%  94,43%  93,86%  9596%  77,98%
pH - 6,62 4,79 4,51 4,17 7,24
DQOt mg O2 L' 4268008 1.216,77* 1.138,77*° 1.141,29* 1.116,06*
DQOs mgO2Lt  2.790,58 n.d. n.d. n.d. 8.614,552
NTK mgNgST? 2968 56,56 48,16 13,27 80,48
NAT mg N L* 347,20 n.d. n.d. n.d. 369,60
AT mg CaCOs L1 1.540,00 n.d. n.d. n.d. 7.340,00
Cr (%) n.d. 46,30 42,3 46,30 44,10
Ot (%) n.d. 53 53,34 54,45 52,22
Nt (%) n.d. 2,03 2,28 1,26 6,22
St (%) n.d. 0,22 0,35 0,25 0,84

Ratio C/N (%) n.d. 22,81 18,55 36,75 7,09

aDato expresado en mg O, g ST, por presentar fracciones organicas de naturaleza sélida.
b Dato expresado en mg N L, por presentar fracciones organicas de naturaleza liquida.

c. Ensayos de potencial acidogénico

En las Tablas 14 y 15 se muestran los resultados de las mediciones analiticas (inicio y
final) en las mezclas empleadas para las pruebas de mono-fermentacion y co-

fermentacion, respectivamente.

Respecto a las pruebas de mono-fermentacion (Tabla 14), la remocion de la materia
seca (ST) alcanzd un rango del 6,19% — 29,79 % y la materia organica (SV) 3,13%-
56,78%, lo cual significa que parte de la materia organica biodegradable se ha utilizado
en la fermentacion acidogénica. Del mismo modo, la cantidad de materia organica
solubilizada (DQOs) aumentd en un rango de 1,31 a 3,13 veces al final del ensayo al igual
que el contenido de amonio (NAT) de 25% al 68,54%. Ambos comportamientos son
frecuentes en escenarios de fermentaciones acidogénicas (Garcia-Aguirre et al. 2019), lo

cual evidencia la disponibilidad de materia organica de facil conversion acidogeénica.



Finalmente, en las pruebas de co-fermentacion (Tabla 15) se observa una leve remocion
de la materia seca (ST) en torno a valores de 5,35-10,68%, no obstante, la reduccién de
la materia organica (SV) estuvo en un rango moderado del 19,42-37,50% producto de la
naturaleza organica de las mezclas de residuos. Ciertamente, en condiciones basicas (pH
9), se liberé mayor alcalinidad (AT) para los residuos de PM y BM que lo registrado en
las pruebas de mono-fermentacion (pH 5,5). Esta tendencia es resultado del amonio
liberado en el sistema, lo cual genera mayor capacidad tampon al sistema (Dahiya y
Mohan 2019).
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Tabla 14: Valores de las mediciones analiticas para los ensayos de potencial acidogénico (mono-fermentacion) de los residuos orgénicos al

inicio (1) y al final del experimento (F).

Parametros Unidades LPi LPr FORSUI FORSUr ALl ALFr PMi PMe BM BMF
ST (%) 4,17 3,91 15,17 13,08 7,93 5,57 11,46 8,80 5,28 4,00
SV (%) 2,64 2,55 13,57 11,62 6,62 4,39 9,94 7,13 3,62 2,73
SVIST (%) 63,24 65,31 89,45 88,89 83,46 78,9 86,70 81,03 68,59 68,22
pH - 5,89 5,73 5,26 5,50 5,67 5,53 5,64 5,50 5,75 5,70
DQOt mg Oz L 32.511  42.405,96 n.d 1.240,562 n.d 925,452 n.d 1065,57* 49.031,29 60.590,16
DQOs mg Oz L? 3.197,66 10.011,24 23.718,89 56.764,04 9.786,24 22.179,78 18.421,71 24.159,41 5.464,13 16.382,02
NAT mg N L* 1.523 2.240 997 1.680 1.288 1.848 1.120 1.400 2.318 2.940
AT mg CaCOs L1 900 2.600 900 3.350 2.200 4.900 120 2.800 4.800 3.340

n.d.: no determinado

aDato expresado en mg O, g ST, por presentar fracciones organicas de naturaleza sélida.



Tabla 15: Valores de las mediciones analiticas para los ensayos de potencial acidogénico (co-fermentacion) de los residuos orgénicos al
inicio (1) y al final del experimento (F).

Parametros Unidades LP+FORSUI LP+FORSUF LP+AL:i LP+ALFr LP+PMi LP+PMr LP+BMi LP+BMFr

ST (%) 5,55 5,25 4,49 4,06 6,27 5,60 4,39 3,98
SV (%) 4,38 2,76 3,04 2,45 4,71 2,95 2,83 1,87
SVIST (%) 78.95 52.55 67,88 60,38 75,17 52,61 64,52 46,97
pH - 9,00 9,02 9,04 8,92 9,15 8,93 9,00 9,14
DQOt mg Oz L? n.d. n.d. n.d. n.d. 33.937,37 40.592,79  35.814,2 62.593,14
DQOs mg Oz L 6.726,73 26.209,14  5.165,79 18.815,14 5.611,69 21.538,01 6.325,04 17.224,72
NAT mg N L* n.d. n.d. n.d. n.d. 772,8 1.635,2 1.344 1.876
AT mg CaCOs L* n.d. n.d. n.d. n.d. 5.333 13.000 9.900 13.990

n.d.: no determinado



4.2.2. Pruebas de mono-fermentacion
a. Produccion de AGV

En la Figura 12a se observa que los residuos agroindustriales de AL, PM y BM presentan
los valores més altos de produccion de AGV, llegando a 8.559, 7.853 y 8.769 mg DQO
L, respectivamente. Sin embargo, el perfil de produccion de AGV en la BM fue
diferente, presentando una fase répida de conversion acidogénica durante los primeros
dos dias, la cual represento el 90,34% de la produccion final de AGV. Ademas, se observo
una disminucion considerable de la produccion de AGV durante el periodo subsiguiente,
desde el dia 2 hasta el dia 7. La acumulacion excesiva de amonio (2.940 mg N L) habria
afectado la etapa acidogénica (Magdalena etal. 2019) y podria haber limitado la
produccién de AGV. Este comportamiento también esta relacionado con la repentina
caida del pH de 6,64 a 5,64 durante estos dias. De acuerdo con lo investigado por
Jankowska et al. (2017), la fermentacion en valores cercanos a la neutralidad (pH 7)
funciona mejor para la biomasa microalgal, en comparacién con las condiciones &cidas y

alcalinas.

En el caso de los residuos de AL y PM los resultados indican una tendencia a aumentar
la produccion de AGV hasta el final de la prueba. Para la FORSU y LP se ilustra una
cinética de produccion de AGV mucho menor. Dicho de otra manera, la FORSU alcanz6
una produccion de apenas 5.206 mg DQO Ly un incremento del 68,54% en el contenido
de amonio (NAT). La produccion final de AGV fue similar a los valores reportados por
Garcia-Aguirre et al. (2017) , hasta 4.981 mg DQO L. Por otro lado, los LP obtuvieron
una produccion final de AGV de hasta 5.263 mg DQO L%, con una concentracion maxima
de AGV alcanzada el dia 7. Estos resultados estan en relacién con los presentados por
Moretto et al. (2019), quienes sefialan que las condiciones dptimas para la produccion de

AGYV a partir de FORSU y LP se dan a temperaturas mesofilicas y pH alcalino.
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Figura 12: (a) Evolucién del perfil de produccion de AGV, (b) composicion de AGV y (c)

evolucion del pH para las pruebas de mono-fermentacion de residuos.

b. Distribucién de los bioproductos de AGV

De acuerdo a la literatura, la distribucion de los bioproductos de AGV formados en los
ensayos de mono-fermentacion, dependen de diversos factores que afectan el proceso de
fermentacion acidogénica, tales como: tipo de microbiota presente en el indculo,
concentracion y las caracteristicas del sustrato, pH, potencial redox, entre otros (Riondet
et al. 2000, Zhou et al. 2018, Feng et al. 2018). De acuerdo con la Figura 12b y Figura
13, se deduce que la distribucion de los bioproductos fue principalmente afectada por el

tipo de sustrato, co-sustrato y pH hasta el dltimo dia (dia 10).

Es importante destacar que en condiciones de pH acido y temperaturas termofilicas, los
principales bioproductos sintetizados son el &cido butirico y el acido acético. Ademas, se
observa una baja proporcién de acido valérico, en concordancia con los resultados de
Jiang et al. (2013), quienes explicaron que la temperatura termofilica también juega un

papel importante en la distribucion de los bioproductos. Una notable produccién de acido



butirico fue alcanzada en la FORSU y PM, contabilizado en 4.172 y 6.114 mg DQO L™,

respectivamente.

Por otro lado, los residuos de AL muestran una produccion considerable de acido acético,
hasta el 50,26%, probablemente debido a la conversion del propionato, butirato, alcoholes
y CO2 hacia acetato adicional a través de la via acetogénica reductora de protones u
homoacetogénica (Zhou et al. 2018). En cuanto al resultado en general, estos valores se
reproducen en otros estudios realizados por Feng etal. (2018), Dosta etal. (2018),
Esteban-Gutiérrez et al. (2018) y Garcia-Aguirre et al. (2019), quienes concluyeron que
la fermentacidn acidogénica de residuos ricos en carbohidratos estd dominada por la via

metabdlica del acido butirico a pH &cido y temperatura termofilica.
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Figura 13: Produccién de AGV en condiciones acidas (pH 5,5) y temperatura termofilica
durante pruebas de mono-fermentacion anaerobia: (a) LP, (b) FORSU, (c) AL,
(d) PM y (e) BM.



c. Evaluacion de la inhibicion del biogés y metano

Respecto al monitoreo del contenido de biogas (mL STP) y de metano (%) en los ensayos

de mono-fermentacion (Figura 14), se confirma que la actividad metanogénica fue

reducida, evidenciando una alta actividad de microorganismos acidogénicos y la

acumulacién de biogas fluctda entre los 199,74-500,95 mL STP y un contenido final de

CHasen un rango de 1,0% - 16,90%. Este comportamiento puede estar relacionado por la

variacion del pH durante la fermentacién, con una tendencia a disminuir cuando el valor

es menor a 6,0.
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4.2.3. Pruebas de co-fermentacién
a. Produccion de AGV

En la Figura 15 se observa que durante las pruebas de co-fermentacion, la produccion de
AGV es mayor que las pruebas de mono-fermentacion, a excepcion de los residuos de la
BM.

La produccion de AGV mas alta registrada al final de las co-fermentaciones estudiadas
(Figura 15a), son la mezcla de LP + FORSU, alcanzando los 11,12 g DQO L; lo cual
significa un aumento de la produccion 2,14 veces méas en comparacion con la prueba de
mono-fermentacion de la FORSU. No obstante, el valor mdximo de AGV en la mezcla
de LP+FORSU se registré el dia 4 (por encima de los 12 g DQO L), y disminuyd
moderadamente los siguientes 3 dias. Aparentemente, la contribucion de un co-sustrato
liquido en condiciones alcalinas generd una rapida hidrolisis y solubilizacion de la
FORSU durante los primeros dias, lo que contribuy6 a una mayor concentracion final de
AGV en comparacion con un solo sustrato. Una conclusion similar fue dada por Li et al.
(2018), quienes reportaron que la co-digestion de LP con FORSU podria mejorar el
contenido de hidrégeno y la produccién de AGV. Coincidiendo con los resultados
anteriores, la co-fermentacion de residuos de LP+AL y LP+PM también mejoro la
concentracion final de AGV con valores de 10,36 y 10 g DQO L, respectivamente.
Aparentemente, el ambiente alcalino mejoré la hidrdlisis y la solubilizacion de
carbohidratos y proteinas, con una mayor liberacion de materia organica solubilizada

facilmente fermentable (Dahiya et al. 2015).

En contraste con los resultados expuestos anteriormente, la co-fermentacion de LP+BM
fue afectada por la presencia de un co-sustrato y las condiciones alcalinas del medio. En
este ensayo, se obtuvo un alto incremento del NAT (40%), y una reduccion del 17% de
la concentracion final de AGV en comparacion con los resultados del apartado 4.2.2.
Probablemente la alta liberacion de amonio influyé en la inhibicion parcial de la
acidogeénesis desde el dia 2 hasta el 9. Estos resultados también podrian estar relacionados
con el alto contenido de proteinas presentes en la mezcla de LP+BM, lo cual liber¢ altas
cantidades de nitrégeno amoniacal (NHz3), inhibiendo el metabolismo fisioldgico de los

microorganismos acidogenicos (Sun et al. 2018). Por el contrario, en condiciones acidas,
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el amoniaco permanece en la forma ionizada (NH4"), que es menos toxico, ya que el valor
pka para el amoniaco a 37°C es 9,25 (Elbeshbishy et al. 2017).

Para todas las pruebas de co-fermentacidn de residuos se observa gque la evolucion del pH
(Figura 15c) presenta una tendencia a disminuir los primeros dos dias de iniciar el ensayo
producto de la hidrélisis de la materia organica y a estabilizarse posteriormente en un

rango alcalino debido a la alta capacidad tampon presente en el sistema.
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Figura 15: (a) Evolucién del perfil de produccion de AGV, (b) composicion de AGV 'y
(c) evolucion del pH para las pruebas de co-fermentacion de residuos.

b. Distribucién de los bioproductos

En condiciones de co-fermentacion con LP en un ambiente alcalino (pH 9), se visualiza
un cambio de bioproducto de acido butirico hacia la produccién de acido acético (Figura
16). De acuerdo con las observaciones realizadas por Luo et al. (2019), Garcia-Aguirre
etal. (2017) y Dahiya et al. (2015), concluyeron que las condiciones alcalinas podrian

reducir la via metabdlica del butirato.



En esta investigacion, el espectro de AGV para ensayos de co-fermentacion a partir de
LP + FORSU, LP + AL, LP + PM y LP + BM, estuvo dominado por la acumulacion de
acido acético en 38,36%, 50,66%, 54,39% y 46,52%, respectivamente. Es decir,
estableciendo condiciones de pH Optimas se podria dirigir la fermentacion hacia un
producto especifico (Garcia-Aguirre et al. 2019). Del mismo modo, la temperatura juega
un papel importante en la distribucién de los bioproductos. Por ejemplo, Jiang et al.
(2013), encontraron que las rutas metabolica del acetato y propionato prevalecian a
temperaturas de 35° C y 45° C, representando el 70% del total de AGV, mientras que el
butirato fue el producto principal a 55 °C, equivalente al 81% de todos los productos,

seguido de acetato y propionato.
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Figura 16: Produccion de AGV en condiciones alcalinas (pH 9) y temperatura termofilica
durante pruebas de co-fermentacion anaerobia: (a) LP+FORSU, (b) LP+AL, (c)
LP+PM vy (d) LP+BM.

c. Evaluacion de la inhibicion del biogas y metano

En laFigura 17 se ilustra la produccion de biogas y contenido de metano generado durante
la co-fermentacion de LP+FORSU, LP+AL, LP+PM y LP+BM.



De acuerdo a los resultados mostrados, el contenido de biogas se mantuvo en torno a

valores muy bajos en todos los ensayos de co-fermentacion, oscilando entre 40,88-157,90

mL STP, asimismo, la actividad metanogénica fue parcialmente inhibida (1,56%-14.83%

de CHg). Si bien las condiciones alcalinas redujeron la actividad metanogénica, la

proliferacion de metandgenos metilotroficos y oxidantes de hidrégeno en ambientes

fuertemente alcalinos pueden ser favorecidos (Ali Shah et al. 2017).

Diferentes autores coinciden en que las condiciones alcalinas limitan la conversion de los

AGV en metano (Zhang et al. 2009, Lee et al. 2014), por lo que estos resultados son

significativos en la evaluacion del rendimiento de produccion de AGV de manera sencilla

y répida para una plataforma mayor a la del laboratorio.
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4.2.4. Evaluacion del rendimiento del proceso de fermentacion
a. Grado de acidificacion (%)

Los factores de operacion, como el pH alcalino (9) y la temperatura termofilica (55°C),
generaron un aumento de la DQOs en todos los residuos estudiados. En general, cuando
se inhibe la actividad metanogénica, la DQOs formada puede convertirse en &cidos
carboxilicos (correspondiente al grado de acidificacion), alcoholes y una fase gaseosa que
consiste en Ho y CO,, (Garcia-Aguirre et al. 2017). Segun los resultados mostrados en la
Tabla 16, durante las pruebas de mono-fermentacion, el grado de acidificacion (%) de los

residuos de naturaleza sélida fue menor que los residuos de naturaleza liquida.

En esta investigacion, se alcanz6 un alto grado de acidificacion en las pruebas de mono-
fermentacion de BM, alcanzando un 54%, seguido de LP con 53%, asi como un grado
moderado de acidificacidn durante la mono-fermentacion de AL y PM, en torno a valores
de 33%-39% de DQOs. Segun Perimenis et al. (2018), una ligera disminucién de este
rendimiento en los residuos de AL y PM podrian deberse al mayor contenido de fraccion
lignocelulosica, las cuales son mas recalcitrantes a la conversion acidogénica de la
materia organica solubilizada. Por el contrario, durante la mono-fermentacion de FORSU,
las condiciones &cidas y la temperatura termofilica resultaron perjudiciales para la
proliferacion de microorganismos acidogénicos, alcanzando un grado de acidificacion

bajo representado solo con un 9%.

De acuerdo con la Figura 12c, los microorganismos acidogénicos no pueden sobrevivir
en un pH bajo (4,32-5,26) por lo tanto producen una sustancia neutra como mecanismo
de defensa (es decir, etanol, producto de un cambio metabdlico hacia la fermentacion
alcohdlica) para prevenir la reduccién del pH (Zheng et al. 2015). Por el contrario, los
valores del pH obtenido en esta investigacion no concordaron con lo reportado por
Garcia-Aguirre et al. (2017), quienes encontraron que la fermentacion de la FORSU
alcanzd hasta un 75% de DQOs en condiciones de prueba similares. En efecto, su
investigacion también planted la hipotesis de que la menor proporcion de sustrato e

indculo (S/1) influyd en el grado de acidificacion.

La co-fermentacion en condiciones alcalinas presentd un mayor grado de acidificacion
que la mono-fermentacion a pH acido. Es notable el grado de acidificacion de la co-

fermentacion de LP+FORSU, la cual alcanzo el 42%, es decir, se increment6 en 4,63
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veces mas que la mono-fermentacion de FORSU. Este rendimiento de la fermentacion
esta de acuerdo con la investigacion de Moretto et al. (2019), quienes determinaron que
el pH neutro y el pH alcalino, podrian ser condiciones de trabajo elegibles para alcanzar
altas concentraciones de AGV o rendimientos de acidificacion en una mezcla de
LP+FORSU, especialmente relacionada con la DQOs. La co-fermentacion de LP+AL
presento los resultados méas favorables respecto del grado de acificacion, alcanzando un
55% de DQOs. Le siguen la co-fermentacion de LP+PM, con un 46% de DQOs; y la BM
con un 42% de DQOs.

b. Rendimiento de conversion acidogénica (mg AGV g DQOsustrato)

En general, el pH alcalino y la presencia de un co-sustrato mejoraron el rendimiento de
conversion acidogénica o AGV (Tabla 16). Estos resultados se encuentran en
concordancia con varios estudios que demostraron que en condiciones de pH alcalino,
como pH 9 o 10, el rendimiento de AGV fue més de 3-4 veces mayor que apH 5 0 7 no
controlado (Liu etal. 2012). Segun Garcia-Aguirre etal. (2017) el ambiente alcalino
resulta beneficioso para la solubilizacion de grasas y la degradacion de proteinas y
carbohidratos solubles, asi como, evita el crecimiento de metandgenos hidrogenotréficos

y acetoclasticos, lo que enriquece las condiciones de tolerancia a los alcalis.

Durante la mono-fermentacién de la FORSU, se aprecia una baja conversién de DQO a
AGV, que apenas alcanzo los 39 mg AGV g DQOsustrato. ESto podria deberse a una alta
proporcion de DQO en el sustrato en comparacion con la DQO presente en el indculo,
como se menciono en los anteriores apartados. En cuanto a lo mencionado, los autores
Lim etal. (2008), Arslan et al. (2016) y Jiang etal. (2013) concluyeron que un bajo
rendimiento de AGV esta en relacion con una sobrecarga de sustrato organico alimentado,
lo cual conduce a la acumulacion de residuos sélidos no utilizados en el reactor. No
obstante, para los sustratos: LP, AL, PM y BM, el rendimiento fue alto, en un rango que
oscila de 129 a 262 mg AGV g* DQOsustrato.

Por otro lado, se aprecia un aumento del rendimiento de conversion acidogénica para
todas las mezclas de LP con sustratos. En otras palabras, la co-fermentacion de LP y
FORSU mejord el rendimiento de AGV, alcanzado los 269 mg AGV g DQOsustrato. D€
manera similar, en la fermentacion de residuos de LP+AL, LP+PM y LP+BM, el
rendimiento de AGV fue alto y alcanzo6 los 360, 353 y 311 mg AGV g DQOsustrato,
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respectivamente. De acuerdo con lo estudiado por Zhou et al. (2018), el escenario de co-
fermentacion constituye un complemento adecuado de nutrientes y equilibra la relacion
C/N. Ademas, los posibles compuestos toxicos en un sustrato podrian diluirse agregando
otro sustrato (Zhu et al. 2008, Zhou et al. 2018).
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Tabla 16: Resumen de los principales resultados de la fermentacion durante el potencial acidogénico.

Rendimiento de

P.otenlcigl Sustrato oH AGV 1 Distribucion de bioproductos de AGV GA conversién acidogénica
acidogénico (mg DQO L) (% DQO) (%) (MGAGV g DQOsusrato)
LP 55 5.263 24:19: 29 (HAc, HPr, HBuUt) 52,57 261,82
FORSU 55 5.206 20: 80: 0 (HAc, HBut, HVal) 9,17 39,04
Mono-fermentaciéon AL 55 8.559 50: 9: 37 (HAc, HPr, HBut) 38,59 138,44
PM 55 7.853 19: 3: 78 (HAc, HPr, HBut) 32,51 129,25
BM 55 8.769 28: 29: 20 (HAc, HBut, Iso-val) 53,53 239,45
LP + FORSU 9 11.124 38: 35: 10 (HAc, HBuUt, Iso-val) 42,44 269,26
Co-fermentacién LP+ AL 9 10.354 51: 13: 13 (HAc, HBuUt, Iso-val) 55,03 359,64
LP + PM 9 9.955 54: 18: 10 (HAc, HBut, Iso-val) 46,22 352,58
LP + BM 9 7.281 47: 14: 17 (HAc, HPr, Iso-val) 42,27 311,05




4.3, POTENCIAL ACIDOGENICO A PARTIR RESIDUOS DE PULPA DE
MANZANA (PM): PRODUCCION DE ACIDO GRASOS VOLATILES
(AGV) A ESCALAPILOTO

Segln los resultados obtenidos en el apartado anterior (ver apartado 4.2) y la
disponibilidad del residuo, se considerd que un buen sustrato para evaluar la produccion
de AGV aescala piloto fue la pulpa de manzana (PM). Como se menciono anteriormente,
se realizaron pruebas preliminares de potencial acidogénico (Anexo 4), a escala
laboratorio (mono y co-fermentacion) para este residuo, seleccionandose como condicion
experimental mas idonea a escalar la co-fermentacion de LP+PM (1:1), en un ratio I/S
(v/v) de 1:1 y a pH alcalino. En los siguientes apartados se explicaran a detalle los
resultados del seguimiento analitico, la produccién de AGV y la evaluacion del

rendimiento del proceso de fermentacion obtenido en la investigacion.
4.3.1. Resultados del seguimiento analitico

a. Caracterizacion de los residuos e inéculo

En la Tabla 17 se detalla la caracterizacion del indculo y residuos utilizados en las pruebas
de produccion de AGV a escala piloto. De acuerdo a lo observado, los resultados son

similares a lo obtenido en la Tabla 12 y 13.

Tabla 17: Caracterizacion del inéculo y residuo utilizado en las pruebas de

produccidon de AGV a escala piloto.

Parametros Unidades Inéculo LP PM
ST (%) 3,55 4,00 28,04
SV (%) 1,91 2,90 27,37

SVIST (%) 54% 72% 98%
pH - 7,40 6,97 3,84
DQOt mg Oz L1 2.121,59 39.365,64 1.162,69%

DQOs mg Oz L1 1.285,64 6.280,18 n.d.
NTK mgN L ! 3.892 2.968 13,27°
NAT mg N L 2.072 4872 n.d.
AP mg N L 5.650 700 n.d.
AT mg CaCOz L? 6.850 2.100 n.d.

n.d.: no determinado
3 Dato expresado en mg O, g ST, por presentar fracciones organicas de naturaleza sélida.
b Dato expresado en mg N g ST 2, por presentar fracciones organicas de naturaleza sélida



b. Ensayo de potencial acidogénico

En la Tabla 18 se detallan los resultados de las mediciones analiticas para las mezclas
utilizadas en los ensayos de potencial acidogénico de la PM a escala piloto. Ciertamente,
los resultados al inicio y final del ensayo estan en concordancia con los resultados
obtenidos en la Tabla 13. Asi, la remocion de la materia seca expresada en ST alcanzé el
25,16 %, mientras que la reduccion de los SV alcanzo el 30,63 %, por el contrario, la
materia organica solubilizada presente en el sistema (DQOs) aumentd en mas del 100 %,

asi como el contenido de amonio en el sistema (NAT) en un 20 %.

Tabla 18: Valores de las mediciones analiticas para los ensayos de potencial

acidogénico a escala piloto al inicio (1) y final del experimento (F).

Parametros Unidades LP+PMi LP+PME

ST (%) 9,24 6,92
sV (%) 5,37 3,72
SVIST (%) 58,08% 53,83%
pH - ~9,0 8,68
DQOt mg O2 gSV* 1.091,79 777,57
DQOs mg Oz L 14.005,29 36.018,66
NTK mg N g SV! n.d. 22,4
NAT mg N L 1.400 1.680
AP mg CaCOz L? 2.780 5.550
AT mg CaCOsz L 4.420 10.400

n.d.: no determinado

4.3.2. Producciéon de AGV, distribuciéon de los bioproductos y evaluacién del

rendimiento del proceso de fermentacion

Los resultados obtenidos en la plataforma piloto demuestran la dificultad de reproducir
los rendimientos alcanzados a escala de laboratorio. La compleja heterogeneidad de la
mezcla de los residuos a nivel piloto y la consecuente inestabilidad del pH durante los
primeros dias del ensayo (Figura 18d) afectaron la produccion de AGV (Figura 18a) y el
rendimiento del proceso de fermentacion (Figura 18by Tabla 19). Asi, la produccion total
de AGV (Tabla 19) alcanzé los 6,4 g DQO L1, aproximadamente un 50% menos que lo
reportado a escala laboratorio. Asimismo, el grado de acidificacién (GA) al final del
ensayo representé un 18% de DQOs (Figura 18b) y el rendimiento de conversion

acidogénica alcanzo los 94,77 mg AGV g DQOsustrato.



En la Figura 18b se observa que el incremento inusual de la materia orgénica soluble
(DQOs) al final del proceso de la fermentacion acidogénica esté relacionado al efecto
abiotico de la dosificacion manual de HCI 4N y NaOH 4N para estabilizar el pH a 9
(Figura 18d). Si bien el choque alcalino (Figura 18d) favorece la solubizacion y la
hidrolisis de la materia organica, ajustar el pH constantemente seria perjudicial para
microorganismos acidégenos y la actividad de las enzimas clave involucradas durante la

fermentacion acidogena (Huang et al. 2018, Garcia-Aguirre et al. 2019).

No obstante, la distribucién de los bioproductos (HAc, HPr, HBut) fue reproducible a lo
obtenido a escala de laboratorio. Es decir, se obtuvo un alto contenido de acido acetico
(Figura 18a 'y Tabla 19) de hasta 70%, seguido en menor proporcién de acido propidnico
(10%) y &cido butirico (10%).

A pesar de que la produccion de AGV, el grado de acidificacion y el rendimiento de
conversion acidogeénica a escala piloto fueron bajos en comparacion a lo reportado en las
pruebas de laboratorio (Tabla 19), los resultados de la investigacion revelaron un
significativo potencial acidogénico de los residuos de PM para una plataforma de
biorefineria, a través de los principales bioproductos generados (&cido acético, propidnico
y butirico), los cuales tienen una mayor aplicabilidad industrial y valor econémico que el
metano y el compost. De modo que, investigaciones realizadas por Tamis et al. (2014),
Morgan-Sagastume et al. (2015) y Liu et al. (2018), han concluido que es posible acortar
la brecha entre los resultados de pruebas de laboratorio y la aplicacion industrial (Garcia-
Aguirre et al. 2019).
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Figura 18: (a) Perfil de distribucion de AGV, (b) evolucion del GA (%) y DQOs, (c)
biogas y contenido de metano (%) y (d) evolucién del pH durante la co-

fermentacion de LP+PM a escala piloto.

Finalmente, se registraron valores muy bajos de biogas en el fermentador, menor a 2 mL
min (Figura 18c) y consecuentemente las concentraciones de metano acumulado
diariamente también fueron bajas (1,08%-7,70%). Estos valores demuestran la inhibicién
del crecimiento de bacterias metanogénicas debido al ajuste del pH en torno a 9. Por tanto,
se evidencidé que bajo las condiciones de ensayo definidas en la investigacion, la
fermentacion hacia acido acético y otros bioproductos fue la principal ruta metabdlica en

la degradacion de la materia organica durante la co-fermentacion de LP+PM.



Tabla 19: Resumen de los principales resultados de la fermentacion durante el potencial acidogénico a escala laboratorio y piloto.

Potencial acidogénico Escala Sustrato pH AGV Distribucion de GA Rendimiento
bioproductos de (%) de conversion
-1

(GBRO L") AGV acidogénica

(% DQO) (mg AGV g*

DQOsustrato)

Laboratorio . q
Co-fermentacion preliminar) LP(1.1F2|\/| (HAc, HPr, HBut)
+

(1:1) (HAc, HPr, HBut)




4.4. POTENCIAL ECONOMICO DE LA PRODUCCION DE AGV A PARTIR
DE RESIDUOS GENERADOS EN EL AMBITO URBANO Y
AGROINDUSTRIAL: ENFOQUE HACIA UNA ECONOMIA CIRCULAR

En este apartado se realiza una breve valoracion del potencial econémico de la
fermentacion anaerobia como tecnologia de produccion de AGV a partir de residuos de
origen urbano y agroindustrial, y se tratan aspectos relacionados con la viabilidad de esta
alternativa en un enfoque hacia la Economia Circular. Esta discusion se ha basado en el
trabajo realizado por Perimenis et al. (2018), quien recoge una metodologia para calcular
el valor econémico anual de los residuos, considerando lo siguiente:

- La produccion anual de é&cidos grasos volatiles totales (AGVt), obtenido de la
multiplicacién de la cantidad de residuos generados anualmente con el contenido de
DQO del residuo (Tabla 13) y el rendimiento de conversion acidogénica o de AGV
respectivo (Tabla 16).

- Valor econémico anual de los residuos basados en la produccion de AGVt previamente
calculada, la distribucién de los AGV (%) (Figura 12b y Tabla 16) y precios
comerciales de AGV (8$) de Zacharof y Lovitt (2013) (Tabla 2).

4.4.1. Cantidad de residuos de origen urbano

Segln lo reportado por el MINAM (2018), durante el afio 2016 a nivel nacional se
generaron 7.005.576 ton/afio de residuos solidos municipales urbanos, de los cuales el
53,16% representa la fraccion organica (MINAM 2016). Por lo tanto, en un escenario
ideal, la cantidad de residuos de naturaleza organica potencialmente aprovechables es de
aproximadamente 3.724.164 ton/afio.

4.4.2. Cantidad de residuos de origen agroindustrial

Respecto a la generacion de residuos de origen agroindustrial, MINAGRI (2017) reportd
en su Boletin Estadistico de la Produccion Agricola 'y Ganadera 2017 - I11 Trimestre que
la produccion de alcachofa y manzana alcanzaron las 74.200 ton/afio y 26.000 ton/afio,
respectivamente. En relacion a ello, Osuna-Aguirre et al. (2019) reportaron que durante
el cultivo de la alcachofa (Cynara scolymus L.) sélo es utilizado en el proceso industrial
el 30-35 %, generando un alto porcentaje de residuos o lo que equivale a 51.940 ton/afio
de residuos de alcachofa potencialmente aprovechables. En esa misma linea, Urbina et al.

(2016) determino que alrededor del 65% del total de materia contenida en la manzana
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(Malus domestica) es utilizado para actividades industriales (ej.: produccion de mosto),
por lo que da lugar a una gran cantidad de residuos aprovechables de hasta 9.100 ton/afio.

4.4.3. Valor econémico de los residuos de origen urbano y agroindustrial

En la Tabla 20, se presenta el valor economico anual de la conversion acidogénica de
residuos de origen urbano y agroindustrial de importancia local y regional, representado
por la FORSU, residuos de AL y PM.

En general, el potencial econdémico obtenido a partir de residuos urbanos y
agroindustriales en una plataforma de biorefineria se encuentra alrededor de los $/
333.400 - $/ 40.907.974. Estos valores obtenidos abren un nuevo panorama para apostar
por la gestion circular de los residuos de distinta naturaleza organica a través de la
transformacion de éstos en bioproductos o recursos de alto valor econdémico, en
concordancia con la filosofia de McDonough y Braungart (2003), Pauli (2011) y Ellen
MacArthur Foundation (2013), quienes definen los primeros pasos que se deben dar para

lograr la transicion de la Economia Lineal a la Economia Circular.

Aunque los resultados indican un buen potencial econdmico para invertir en un mercado
de produccion de AGV a partir de residuos urbanos y agroindustriales, estos resultados
solo consideran el valor final del producto més no la inversion requerida para
aprovecharlo en su forma utilizable, asi como, tampoco se considera el margen de
aumento de precios para los bioproductos. Sin embargo, en una plataforma de
biorrefineria, el valor agregado de los residuos podria aumentar aun mas si la DQO no
convertida del sustrato después de la conversion acidogénica se digiere ain més para la
produccion de metano (Perimenis et al. 2018).
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Tabla 20: Valor economico anual de los residuos de origen urbano y agroindustrial.

Rendimiento
Cantidad DQO de conversion Produccion de Precio por K Valor
Residuo de residuo residuo acidogénica AGV $/K D[()QO g) Econdmico Referencias
(ta)  (gCOD/g) (gAGVg®  (KgDQOacv/a) g PRV Aev ($/a)
DQOsustrato)
FORSU 3.724.164 0,30 0,04 45.296.711 0,90 40.907.974 MINAM (2018)
(Osuna-Aguirre et al. 2019,
AL 51.940 0,13 0,14 921.806 0,89 821.113 MINAGRI 2017)
PM 9.100 0,30 0,13 360.082 0,93 333.384 (Urbina et al. 2016,

MINAGRI 2017)




V. CONCLUSIONES

El impacto de la concentracion del sustrato al inicio del ensayo afecto el potencial
de produccion de AGV vy el rendimiento del proceso de fermentacion. La alta
proporcion de DQO en el sustrato inhibi6 parcialmente la etapa acidogeénica en la
mono-fermentacion de la FORSU (5.206 mg DQO L de AGV) en comparacion
con los otros residuos evaluados (5.263 mg DQO L - 8.769 mg DQO L de AGV).
En esta misma tendencia, la produccion de AGV en LP fue afectada por el pH acido
y la temperatura termofilica de operacion (55°C). Por otra parte, el grado de
acidificacion (%) de los residuos de naturaleza liquida (BM y LP) fue mayor
durante las pruebas de mono-fermentacion (>50% DQOs). Cabe resaltar, que en
condiciones de pH acido y temperatura termofilica, el principal bioproducto
sintetizado es el &cido butirico y en menor proporcién el acido acético y el &cido

propionico.

La presencia de un co-sustrato liquido (LP) en condiciones alcalinas mejoro el
potencial de produccion de AGV y el rendimiento de conversion acidogénica en un
escenario de co-fermentacién. Los ensayos preliminares a las pruebas de co-
fermentacion (Anexo 4) demostraron que el ambiente alcalino mejoro la hidrolisis
y la solubilizacion de carbohidratos y proteinas de los LP, de esta forma la co-
fermentacion de residuos de LP+FORSU (1:1), LP+AL (1:1) y LP+PM (1:1)
alcanzaron una produccion por encima de los 10 g DQO L de AGV. Ademas, se
obtuvo como bioproducto principal &cido acético, seguido del &cido butirico e iso-

valérico, en la mayoria de los ensayos de co-fermentacion a pH alcalino.

La produccion de AGV en los escenarios de mono-fermentacion y co-fermentacion
a escala de laboratorio pueden ser dirigidos hacia la sintesis de bioproductos
deseables a partir del control de parametros de proceso (Ej.: pH y temperatura de
operacion). Ademas, se demostré que el co-tratamiento con residuos
complementarios (residuo urbano y agroindustrial) son escenarios viables para el

futuro de la valorizacion de los lodos de PTAR o biosélidos.



La produccion de AGV vy el rendimiento del proceso de co-fermentacion de LP +
PM (1:1) a escala de planta piloto fue afectado por el impacto del pH en el sistema;
sin embargo la distribucion de los bioproductos obtenidos fue reproducible a lo
obtenido a escala de laboratorio. Vale decir que a escala piloto se obtuvo un alto
contenido de &cido acético (70%), acido propionico (10%) y acido butirico (10%),
los cuales tienen mayor aplicabilidad industrial y potencial econdmico que el

metano en un escenario de biorefineria dentro del marco de la Economia Circular.
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VI. RECOMENDACIONES

Establecer una proporcion adecuada de sustrato/inéculo (S/1) en relacion al DQOt
alimentado (mg O, L) para mejorar el potencial de produccion de AGV. Estudios
refieren que una sobrecarga de sustrato organico inhibe la acidogénesis, por lo que

es importante tener en cuenta la naturaleza orgénica del residuo.

Evaluar diferentes escenarios de co-fermentacién que permitan aumentar el
rendimiento del proceso de fermentacion a partir de la mezcla de sustratos de
diferente naturaleza organica, es decir, con diferente composicion de carbohidratos
y proteinas, como LP y FORSU. Los efectos sinérgicos también deben estudiarse a
profundidad para analizar y aislar los microorganismos involucrados en el sistema,

los cuales ayudarian a comprender la bioquimica de las rutas metabdlicas.

Estudiar la aplicacion de consorcios bacterianos (bioaumentacion) como estrategia
para mejorar el rendimiento en la fermentacién acidogénica, lo cual constituye
posibilidades prometedoras para futuras investigaciones en la produccion de

bioproductos especificos de alto valor agregado.

Finalmente, para competir en un modelo de Economia Circular es necesario un paso
final en la purificacion de los bioproductos de aplicacion industrial y de importancia
econdmica (por ejemplo: &cido acético, acido butirico y acido propionico), a partir
de la recuperacion y separacion de compuestos organicos (por ejemplo: técnicas de
microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion). Por lo tanto, es importante obtener
bioproductos altamente concentrados para competir directamente con productos

hechos a partir de petrdleo.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Imagen aérea del lugar de ejecucion de la investigacion.

5 \ 3
A

Campus Ibaeta (main site)

Figura 19: Imagen aérea del Centro Tecnologico Ceit- IK4 y el Campus de Ibaeta Tecnun
(43°18'16.4"N 2°00'33.5"W).

FUENTE: Adaptado de Ceit-1K4 (2018)



ANEXO 2. Imégenes de laPTAR Loiola (San Sebastian), inéculo y residuos empleados

en la investigacion.

Figura 20: Planta de tratamiento de Aguas residuales (PTAR) Loiola de San Sebastian,
perteneciente al consorcio de Aguas de Afiarbe S.A.

Figura 21: Toma de muestra del indculo (lodo digerido) en los digestores de la PTAR

Loiola.
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Figura 22: Toma de muestra de lodos crudos (LP) en los espesadores de la
PTAR Loiola.

LUTH [T RTINS Al

Figura 23: Inoculo (lodo digerido) y lodo crudo (LP) utilizados en la

investigacion.
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Figura 24: Fraccién organica de residuos solidos (FORSU) utilizada en la

investigacion.

Figura 25: Residuos de alcachofa (AL) utilizados en la investigacion.
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Figura 27: Residuos de pulpa de manzana (PM) utilizados en la investigacion.
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Figura 28: Biomasa microalgal (BM) utilizada en la investigacion.
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ANEXO 3. Eleccion del pH en los ensayos de co-fermentacion.

Los ensayos preliminares a las pruebas de co-fermentacion determinaron que el co-

sustrato utilizado, lodos de PTAR (LP), presenta mejor produccién y rendimiento de

produccién de AGV en un pH alcalino (pH 9), por lo que se decidio trabajar la

investigacion en un entorno alcalino para potenciar la produccion y rendimientos de

produccion de AGV entre las distintas co-fermentaciones evaluadas. En la Figura 50 y

Tabla 21 se muestran las diferencias alcanzadas a diferentes pH.
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Figura 29: (a) Produccion de AGV en LP1 (pH 5,5) y (b) produccién de AGV en LP2

(pH 9).
Tabla 21: Resumen de los principales resultados de los ensayos preliminares.

Tiempo (d)

Rendimiento de

Distribucion de Grado de conversién
AGV . e S
Sustrato pH (mg DQO L) bioproductos de acidificacion acidogénica
g AGV (% DQO) (%) (MgAGV g
DQOsustrato)
24:19: 29
LP1 55 5.263 52,57 261,82
(HAc, HPr, HBut)
44:16:14
LP2 9 7.296 (HAc, Iso-Val, 47,78 362,93
HPr )
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ANEXO 4. Pruebas preliminares a escala laboratorio del potencial acidogénico (mono-
fermentacion y co-fermentacion) de la pulpa de manzana (PM).
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Figura 30: (a) Produccion de AGV en PM1 a pH 5,5, (b) produccion de AGV en
PM2 a pH 5,5, (c) produccion de AGV en LP+PM (1:1) a pH 9, (d)
produccion de AGV en LP+PM (4:1) apH 9.
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Tabla 22: Resumen de los principales resultados de las pruebas preliminares del potencial acidogénico (mono-fermentacién y co-

fermentacion) de la pulpa de manzana (PM).

Rendimiento de

. L AGV Distribucion de bioproductos GA co'nver,su_)n
Potencial acidogénico Sustrato pH q o acidogénica
(mg DQO LY) e AGV (% DQO) (%) (MGAGV gt
DQOsustrato)
PM1 55 7.853 19: 3: 78 (HAc, HPr, HBut) 32,51 129,25
Mono-fermentacion
PM?2 5,5 6.520 53: 3:43 (HAc, HPr, HBut) 56,94 214,59
LP +PM
1) 9 15.536 58: 8: 24 (HAc, HPr, HBut) 55,10 255,68
1:1
Co-fermentacion
LP + PM
4:1) 9 11.124 38: 35: 10 (HACc, HBut, Iso-val) 42,44 269,26
4:1
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ANEXO 5. Imégenes de las instalaciones del Centro tecnoldgico Ceit- 1K4.

Figura 31: Instalaciones utilizadas en el Centro tecnoldgico Ceit- IK4 (Laboratorio
analitico, laboratorio de ensayos y laboratorio instrumental).
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ANEXO 6. Equipos utilizados durante el desarrollo de la investigacion.

Figura 32: Sensor de presién (IFM

cuantificacion del biogas.

Figura 33: Jeringa de 1 mL utilizada en la toma de muestra para la
composicion del biogés en las pruebas de laboratorio.

Figura 34: Bolsa Tedlar de 5 L utilizada en la toma de muestra para la
composicion del biogés en la plataforma piloto.
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Figura 35: Equipo de cromatografia de gases GC-TCD HP6890 (columna SUPELCO
60/80 Carboxen, Ref. 10001-2390-U).

|
rH
|

Figura 36: Equipo de cromatografia de gases Agilent GC-6890, equipado con un FID
(Flame lonization Detector) y una columna capilar (DB-FFAP, 30m x 0,25
mm i.d., 0,25 um film, Agilent J&W ref. 122 — 3232E), utilizado en la
medicion de AGV.
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Figura 37: pH-metro CRISON GLP 21+ sonda 5014T (izquierda) y pH-metro
CRISON sonda portatil CRISON 5200T (derecha).

z’)/a,

1

Figura 39: Equipo de filtracién y bomba de vacio.
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4 .
Figura 42: Estufa Selecta Modelo 381 (izquierda) y horno mufla Hobersal
(Modelo 12PR/300, serie 8B) (derecha).
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Figura 43: Analizador de elementales LECO CS-200 (izquierda) y LECO TC-400
(derecha).

Figura 45: Unidad de digestion Selecta “Bloc-digest 12 utilizada en la digestion
de las muestras para la DQO.
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ANEXO 7. Imégenes de la investigacion.

Figura 49: Ejemplo de procesamiento de las muestras para la fermentacion acidogénica

a escala de laboratorio.

. a4 / \
\‘ i‘ . 2 i

Figura 50: Procesamiento de las muestras (LP+PM) para la fermentacion acidogénica
a escala piloto.
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ANEXO 8. Recta de calibracion para la medicion de AGV.

Acido acético (HAc) Acido Propionico (HPr)
12 4
cociente 0/’ cociente 35
1 / . /
0.8 25

¥=0.001016x / ¥ =0.003035x

0.6 R*=0.992236 2 2=
/ / R =0.998664
15
04 / X /
0z /

. 05 +
g
o 82 T T 1 [} . T ]
[+} 500 1000 1500 1} 500 1000 1500
mg/l mg/1
Acido butirico (HBut) Acido Isobutirico (H iso-but)
s 6
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4 5
35 Pl . /
3 o ¥ =0.004318x /
25 R =0.999892 3 v = 0.004384x

1-: ' i / R* =0.995708
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: . : o . .
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5 7
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Figura 51: Recta de calibracion para la medicion de AGV.
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ANEXO 9. Anélisis estadistico del potencial metanogénico (Test BMP).

ANOVA unidireccional: mLCH4/gSV vs. Residuo

Fuente G
Residuo

Error 1
Total 1

S =10.94

Nivel N
AL 3
BM 3
FORSU 3
LP 3
PM 3

Desv.Est.

L SC
4 55644
0 1196
4 56840

R-cuad.

Media
265.13
235.36
376.79
193.15
274 .34

agrupada

CM
13911
120

= 97.90

Desv.Est.
4.89

0.25
21.38
1.47
10.72

= 10.94

F P
116.31 0.000
% R-cuad. (ajustado) =

97.05%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada
Fmm————— Fmm————— Fmm————— Fmm—————
(=*=-)
(=*=-)
(=*=-)
(==*-)
Fom— Fo————— Fo————— Fo
180 240 300 360

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Residuo N
FORSU 3
PM 3
AL 3
BM 3
LP 3

Las medias

Media
376.79
274 .34
265.13
235.36
193.15

que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Agrupac
A
B
B
C
D

ién

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Residuo

Nivel de confianza individual =

Residuo =

Residuo I
BM

FORSU

LP

PM

Residuo =

Residuo I
FORSU

LP

PM

Residuo =

nferior
-59.13
82.30
-101.34
-20.15

BM resta

nferior
112.07
-71.57
9.62

FORSU re

AL restado de:

Centro
-29.77
111.66
-71.98

9.21

do de:

Centro
141.43
-42.21

38.98

stado de:

99.

Superior
-0.41
141.02
-42.62
38.57

Superior
170.79
-12.85

68.34

18%
———————— e i
(==*=)
(=*=-)
(=*=)
(__*_
———————— it e e i
-120 0 120 240
———————— it e
(==*-)
(=*==)
(=*=-)
———————— it e
-120 0 120 240
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Residuo Inferior Centro Superior -------- Fo———————
LP -213.00 -183.64 -154.28 (--*-)
PM -131.81 -102.45 -73.09

Residuo = LP restado de:

Residuo Inferior Centro Superior -------- fomm - fomm Fomm +-

PM 51.83 81.19 110.55
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ANEXO 10. Actividades de difusidn de la investigacion.

La presente investigacion formo parte del proyecto PROAZETIK: Produccion de
acético a partir de RSU (residuos solidos urbanos): avanzando hacia una Economia
Circular, financiada por la Diputacion Foral de Gipuzkoa (Espafa) y el Centro
tecnoldgico Ceit-1K4. Este proyecto consistio en transformar la fraccion organica de los
RSU vy los lodos de PTAR en acido acético y otros bioproductos asimilables a una
plataforma de biorefineria. Para mayor informacion se puede visitar el siguiente link:

https://www.ceit.es/es/sala-de-prensa/noticias-y-eventos/8299-utilizando-residuos-para-

consequir-cosmeticos

PROAZETIK

circularidad

= G ceit | -

Figura 52: Publicidad del proyecto PROAZETIK: Produccidn de acético a partir de RSU

(residuos sélidos urbanos): avanzando hacia una Economia Circular.
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Figura 53: Participacion en el Il Congreso Internacional de Residuos Sélidos (VIII

Congreso Nacional de Residuos Solidos en el Per(l - UNALM).
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https://www.ceit.es/es/sala-de-prensa/noticias-y-eventos/8299-utilizando-residuos-para-conseguir-cosmeticos

ANEXO 11. Certificado de pasantia en el Centro Tecnologico Ceit-1K4.

ceit

Enrique Aymerich Soler, Responsable del Grupo Agua y residuos de Ceit (Centro
Tecnolégico Ceit — 1k4)

CERTIFICA: Que D. José Manuel Alejandro Cerdan Morillo, NIE Y4918409B ha
realizado una pasantia en la Division de Agua y Salud (grupo de Agua y
residuos) de este Centro. Ha participado en la linea de investigacion en
“Recuperacién de compuestos orgénicos a partir de aguas residuales, lodos,
residuos urbanos y agroalimentarios’, habiendo sido su desempefio
plenamente satisfactorio. La duracién de esta pasantia ha comprendido las
fechas desde el 19 de septiembre de 2018 hasta el 26 marzo de 2019.

Y para que conste, y a peticién del interesado expido el presente certificado en San
Sebastian, a veintiséis de marzo dos mil diecinueve.

Enrique Aymerich Soler

ika

Figura 54: Certificado de pasantia en el Centro Tecnoldgico Ceit-1K4.
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