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Resumen

La urbanizacion y la industrializacion ha generado diversos problemas medioambientales,
siendo la generacion de residuos organicos uno de los principales focos de atencién debido
al impacto medio ambiental que genera su deposicion. La fermentacion anaerobia se
presenta como una solucion sostenible para el tratamiento de estos residuos, ofreciendo un
control efectivo y generando productos de valor agregado como el biogas y los acidos

grasos volatiles (AGV).

La fermentacion anaerobia posee una serie de variables, entre ellas la estrategia de
mezclado, la cual puede ser en reactores de estanque agitado (STR) o bien en reactores
del tipo de lecho de lixiviacion (LBR), pero no existe claridad en como afecta la produccién
de AGV la estrategia del mezclado a diferentes pH. Por otro lado, tampoco existe claridad
en como afecta el tipo indculo en la en la sintesis de AGV a partir del alperujo, por lo cual
se planta como hipétesis que, si se cambia el pH, la estrategia del mezclado o el tipo de

inéculo, afecta la sintesis de produccion de AGV a partir de desechos organicos.

Este estudio compara el impacto del mezclado y el pH en la produccion de AGV a partir de
residuos alimentarios, utilizando un LBR y un STR con un 10% de contenido total de sélidos
en operacion Batch a dos niveles de pH (sin control y a pH 7). Los experimentos se llevaron
a cabo a 30 °C con una relacién indculo/sustrato del 10% gsv inocuio/Jsv sustrato Y S€ realizaron

en duplicado.

Este trabajo también estudia el impacto del tipo de indculo en la sintesis de AGV a partir de
alperujo, para ello se utilizé un inéculo rico en microorganismos hidroliticos, proveniente de
una planta de tratamiento de cafia de azucar, y por otro lado se utilizé un indculo proveniente
de una planta de tratamiento de aguas residuales urbanas (PTAR). Estos experimentos se

realizaron en una camara climatizada a 37 °C, con una concentracion inicial de in6culo de



10 gsv/I, alimentandose cada semana con 2 gsv/l de alperujo durante 59 dias manteniendo

un pH 5.

En la fermentacion anaerobia de los residuos alimentarios, en los sistemas sin control de
pH se observé una disminucién progresiva del pH durante los primeros 5 dias de operacion,
alcanzando valores cercanos a 4. Tanto el LBR como el STR mostraron una solubilizacién
similar en términos de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), alrededor del 50%. Sin
embargo, el contenido de AGV en la fase soluble fue mayor en el STR, con una fraccion
AGV/DQO soluble del 2814%, en comparacién con el 11£3% del LBR. En el LBR, el acido
acético fue el principal AGV cuantificado, representando el 55+5%, mientras que, en el STR,

el acido butirico fue el predominante, alcanzando el 73+4%.

En la fermentacion anaerobia a pH 7 del residuo alimentario, se observaron diferencias en
la solubilizacién de la materia organica, siendo mas eficiente en el STR con un 70,01£5,1%,
mientras que el LBR alcanzd un 30,1£2,6%. Sin embargo, la fraccion de AGV fue similar en
ambos casos, aproximadamente el 50% (AGV/DQO soluble). En cuanto a la composicion
de los AGV, el acido butirico fue el acido predominante en el LBR, representando el

52,91+2,3%, mientras que, en el STR, el acido butirico alcanzé el 70,7+£2,0%.

Los resultados indican que, en sistemas sin control de pH, el mezclado no tiene un efecto
significativo en el valor final alcanzado de solubilizacion de la materia organica,
probablemente debido al cambio significativo de pH en el sistema. No obstante, la etapa de
acidificacion se ve afectada por la transferencia de materia. En sistemas a pH 7, se observa
un efecto significativo del mezclado en la solubilizacion de la materia organica, siendo mas
eficiente en el STR, pero no se aprecia un impacto significativo en la composicion de los

AGV producidos.



En los experimentos de la produccion de AGV a partir de alperujo utilizando un in6culo de
la planta tratamiento de cafia de azucar, se obtuvo un rendimiento de hidrodlisis del
31,76+1,6%, por otro lado, al utilizar un inéculo de un digestor anaerobio de una planta de
tratamiento de aguas residuales urbanas, se obtuvo un rendimiento de hidrélisis del 19,16
11,8%, lo que permitié concluir que existié un aumento de rendimiento de hidrdlisis al utilizar

microorganismos hidroliticos.

Se observé que los rendimientos de acidificacion fueron similares , ya que cuando se utilizé
el inéculo hidrolitico, se obtuvo un 37,35%£3,4% AGVpaoeqDQOsoubie de acidificacion y
cuando se utilizé el in6culo metanogénico, se obtuvo un de 29,9910,04%
AGVpaoeDQOsoible, Sin embargo se observé que la principal diferencia entre ambos casos
fue la concentraciéon de acido acético, ya que al operar con el indculo hidrolitico este valor
se mantuvo relativamente constante a lo largo de la operacion y cuando se us6 el indculo

metanogénico, fue cambiando a lo largo de la operacion.



Nomenclatura

AGV
PLA
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HPLC
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PTARU
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Acido Graso Volatil
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Cromatografia de liquidos de alto rendimiento
Demanda Quimica Soluble de Oxigeno
Organizacion de las Naciones Unidas

Planta de Tratamiento de Aguas Urbanas Residuales
Razén Indculo Sustrato

Reactor de Estanque Agitado

Reactor de Lecho de lixiviacién

Rendimiento de Acidificacion

Rendimiento de Hidrolisis

Residuos Solidos Municipales

Solidos Minerales

Solidos Totales

Solidos Volatiles

Tiempo de Retencion Hidraulico
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1. Introduccidén

1.1. Generacion de residuos organicos

En los ultimos tiempos, la humanidad ha logrado mejorar su calidad de vida, lo que se refleja
en el aumento de la esperanza de vida. Este progreso se debe, en parte, a los avances
tecnoldgicos recientes, pero también al cambio en el estilo de vida de las personas. Este
cambio en el estilo de vida comenzé a finales del siglo XIX con el proceso de urbanizacion,
que ha continuado en aumento en los ultimos afios. Se proyecta que hacia el afo 2050, dos
tercios de la poblacién vivirdn en areas urbanas en lugar de rurales, segun un informe de
las Naciones Unidas en 2018 (ONU, 2018). Aunque este fendmeno ha traido numerosos

beneficios para la humanidad, también ha tenido efectos negativos en aspectos sociales,

econdmicos y, sobre todo, medioambientales.

El aumento significativo de la poblacién ha agotado de manera acelerada los recursos
naturales, especialmente aquellos provenientes de fuentes no renovables como los
derivados del petréleo. Por esta razon, la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) ha
introducido 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), que se muestran en la figura 1.
Estos objetivos buscan un cambio en la perspectiva, promoviendo la reintegracion de los
residuos en los procesos productivos, generando nuevas fuentes de recursos, mejorando
la gestion de los desechos y disminuyendo el impacto en el medio ambiente. Este enfoque
renovado, conocido como economia circular, considera la gestion de residuos como una

oportunidad para dar valor a lo que antes se consideraba simplemente basura.
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Figura 1. Objetivos del desarrollo sostenible de la ONU

Los residuos generados por las cuidades se componen principalmente de materia organica,
la cual en su mayoria es “food waste”, es decir residuos alimentarios. Estos corresponden
aquellos alimentos que fueron elaborados para el consumo humano, pero que, debido a
diversos factores, estos alimentos acaban como basura. Estos residuos varian segun
diversos factores, como culturales, econémicos, geograficos, estacionales y sociales, es

por esto mismo es que resulta dificil crear una gestion adecuada de residuos.

Informacion proporcionada por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), indica que se ha estimado que aproximadamente se desperdician
1,6 mil millones de toneladas métricas de alimentos cada afio y se espera que para el ano
2050 esta cifra aumente en un 15% (Lahiri et al., 2023). En chile en 2017 se generaron un
total de 23 millones de toneladas de residuos, de las cuales aproximadamente el 34.3%,
equivalente a 7.9 millones de toneladas, se categorizé como Residuos Sélidos Municipales
(RSM). Es importante destacar que el 96% de estos RSM se enviaron a disposicion final, lo

que significa que solo el 4% se revalorizd. Dentro de los RSM se encuentra que el 58%
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corresponde a materia organica, es decir en chile se producen 4,6 millones de toneladas

de residuos organicos domiciliaros al afio (Ministerio del Medio Ambiente, 2022).

Los tratamientos tradicionales que se le aplican a los residuos alimentarios corresponden
al depdsito en rellenos sanitarios o incineracion, los que provocan una serie de problemas
medioambientales, ya que los rellenos sanitarios aportan a la creacién de gases de efecto
invernadero por la descontrolada metanogénesis, ademas de contribuir a la contaminacién
de aguas y suelos por los percolados que se generan (Zhang et al., 2005). En cuanto a los
problemas que presenta la incineracién, se encuentra el alto requerimiento energético que
se necesita debido a la alta humedad de los residuos alimentarios y ademas aporta a la

contaminacién del aire (Zhou et al., 2018).

Otro tipo de residuo organico que son un foco de atencidén corresponden a los residuos
agroindustriales, un ejemplo de un residuo agroindustrial es el alperujo, este es un
subproducto de la produccién de aceite de oliva, el cual se obtiene a partir del olivo. En este
proceso, es importante destacar que solo el 20% de la materia prima original se convierte
en aceite de oliva, lo que significa que el 80% restante se convierte en alperujo. En otras
palabras, este proceso genera una cantidad de residuos mayor que la de los productos

principales (Serrano et al., 2021).

Se estima que anualmente se producen alrededor de 3 millones de toneladas de aceite de
oliva a nivel mundial (Consejo Oleicola Internacional, 2022) lo que implicaria que se
producen alrededor de 12 millones de toneladas de alperujo anualmente. Dentro de los
principales productores de aceite de oliva destaca Espafia, ya que produce alrededor del
42% de aceite de oliva a nivel mundial (Donner et al., 2022), lo que implica que Espafia

genera alrededor de 4,8 millones de tonales de alperujo anuales.
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En lo que respecta al tratamiento de residuos del aceite de oliva, actualmente
aproximadamente el 90% se lleva a plantas de extraccion de orujo para obtener aceite de
orujo crudo. Esta extraccién se realiza principalmente utilizando solventes organicos, siendo
el mas comun el hexano técnico (una mezcla de alcanos) (Garcia et al., 2020),
adicionalmente, se debe disminuir el contenido de humedad de alperujo, proceso el cual
requiere mucha energia. Cabe mencionar que, en este tipo de plantas, se lleva a cabo
procesos de cogeneracion de energia con el alperujo sin aceite, con el fin de suministrar
energia para el propio proceso y para la red eléctrica (Farifas et al., 2020). Sin embargo,
debido al uso de solventes organicos, las altas emisiones de diéxido de carbono vy
requerimiento energético, se categoriza como un proceso poco sostenible y amigable con
medio ambiente (Ribeiro et al., 2020), ademas el aceite de orujo tiene un bajo valor

comercial (Farifas et al., 2020), lo cual no genera un producto de alto valor agregado.

El compostaje es una alternativa que se ha implementado para la gestion de los residuos
organicos, pero se considera un método de gestion de residuos en vez de un método de
valorizacion, lo que implica un costo para el sector (Serrano et al., 2021). Desde este punto
de vista, para mejorar la sostenibilidad en la gestion de residuos, es fundamental desarrollar
procesos de tratamiento energéticamente eficientes y respetuosos con el medio ambiente

que estén en linea con los objetivos del desarrollo sostenible de la ONU.

1.2. Valorizacion de residuos organicos

Puesto que se busca una alternativa de tratamiento de residuos que sea capaz de crear
compuestos de valor agregado con el fin de fomentar una economia circular de forma
sostenible, aparece el concepto de biorrefineria. Las biorrefinerias son instalaciones que
integran diversos procesos unitarios para lograr sinergias entre ellos, lo que aumenta
significativamente el valor del proceso completo en comparaciéon con la suma de los

procesos individuales. Estas instalaciones estan disefiadas para convertir residuos
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biodegradables en productos de alto valor agregado, como biocombustibles o productos

quimicos industriales, lo que facilita la reintegracion de los residuos en el ciclo productivo.

Las biorrefinerias utilizan, entre otros, procesos de fermentacion anaerobia, los cuales son
procesos biolégicos que se realizan con microorganismos anaerobios, es decir en ausencia
de oxigeno, los cuales son capaces de transformar moléculas organicas complejas, como

las presentes en los residuos alimentarios, a otros compuestos mas simples.

Las biorrefinerias se presentan como una solucién sostenible al tratamiento de estos
residuos, ya que no solo permite un control adecuado de los residuos, sino que también
genera productos de valor agregado, como el biogas, acidos grasos volatiles, entre otros
compuestos (Xu et al., 2011). Las biorrefinerias van en linea con los objetivos 11 y 13 del
desarrollo sostenible, ya que se generan fuentes de energia que no proveniente de fuentes

fésiles y se crean cuidades y comunidades y sostenibles

Los acidos grasos volatiles son moléculas organicas de cadena corta, es decir que tienen
entre 3 a 6 carbonos. Estos son compuestos quimicos que presentan un gran interés
comercial, ya que se utilizan principalmente como precursores para sintesis de otros
compuestos de interés, como PHA (Valentino et al., 2017) el cual es un bioplastico que no
proviene de una fuente fosil y que ademas es biodegradable, por lo cual es un compuesto
qgue va en linea con los objetivos del desarrollo sostenible de la ONU. También es posible
producir hidrogeno (K. Wang et al., 2014) el cual al igual que el biogas, es un
biocombustible. Otro compuesto que se puede fabricar a partir de los acidos grasos volatiles
corresponde a los 4cidos grasos de cadena media (Q. Wang et al., 2022) los cuales son
biocombustibles que presentan la ventaja que, a diferencia de los ya mencionados, este se
utiliza en formato liquido, por lo cual facilita su uso y transporte. Los otros biocombustibles

se comercializan en formato gaseoso, por lo cual, debido a varios factores técnicos, resulta
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dificil y peligroso su uso, por lo cual los acidos grasos de cadena media presentan ventaja

sobre el biogas y el hidrogeno.
1.3. Digestion anaerobia

Como se mencioné anteriormente, los acidos grasos volatiles se sintetizan en el proceso
de digestién anaerobia, el cual se compone principalmente de 4 etapas, los cuales
corresponden a hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, tal como se puede

ver en el esquema de la figura 2.
1.3.1. Hidrdlisis

La materia organica compleja (proteinas, carbohidratos y lipidos) no puede ser digerida
directamente por los microorganismos, a menos que se descomponga en compuestos
solubles mas simples que puedan atravesar la pared celular. Es por ello que la etapa de
hidrdlisis es la que proporciona sustratos organicos para el proceso de digestion anaerobia
(Varnero, 2011). Esta etapa es llevada a cabo por enzimas extracelulares segregadas por
los microorganismos responsables de las demas etapas. Cabe destacar que la etapa de
hidrolisis podria ser el paso limitante de la velocidad en el proceso global de digestion
anaerobia, especialmente en el caso de algunos residuos complejos, como, por ejemplo,

los materiales lignocelulésicos (Aboudi et al., 2021).

1.3.2. Acidogénesis

En la etapa de acidogénesis, las moléculas organicas simples solubles generadas en la
hidrolisis son introducidas al metabolismo de los microorganismos, lo que produce
compuestos reducidos como el acido propiénico, butirico y valérico, etanol, entre otros.
También pueden resultar de esta etapa compuestos que pueden ser utilizados directamente
por las bacterias metanogénicas, como el acido acético, acido férmico e hidrégeno

molecular (Varnero, 2011).
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1.3.3. Acetogénesis

En esta etapa, los compuestos resultantes de la acidogénesis son sometidos a una
oxidacion adicional por parte de las bacterias acetogénicas. De esta oxidacion se obtiene

compuestos mas simples como el acido acético, hidrégeno molecular y diéxido de carbono

(Varnero, 2011).

1.3.4. Metanogénesis

En esta ultima etapa de la ruta de la digestién anaerobia, los microorganismos
metanogénicos, bajo condiciones anaerobias estrictas, producen metano a partir de
Hidrégeno y diéxido de carbono y/o acido acético y/o acido formico y/o metanol (Varnero,
2011). Cabe mencionar que, si el sustrato es altamente biodegradable, por ejemplo, un

sustrato no lignocelulésico, la metanogénesis corresponde a la etapa limitante de la

velocidad de la digestién anaerobia.

Materia organica compleja

| Proteinas ‘ | Carbohidratos | | Lipidos |
Hidralisis
v w -
| Aminoacidos, azlicares | ‘ Acidos grasos, alcoholes |
Y —

Fermentacion

-
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Propidnico, butirico,
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Oxidacion
anaerobia

| Acstico

4
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Hidrageno, CO,

[
o
Homoacetogénesis
Met angg{:}n.gNl Metanogénesis
acetoclastica hidrogenotrafica

didxido de carbono

Metano

Figura 2. Diagrama de digestion anaerobia (Pavlostathis, 1991)



1.4. Variables operacionales de la fermentacion anaerobia

El proceso anteriormente descrito es afectado por diversas variables, dentro de ellas
destaca; temperatura, pH, razén in6culo sustrato (ISR), tiempo de retencién hidraulico,
tiempo de retencién de sdlidos, tasa de carga organica, etc. (Cabrera et al.,, 2019). A

continuacion, se detalla cada uno de estos efectos:

1.4.1. Temperatura

Se ha visto en estudios como diferentes rangos de temperatura influyen en las diferentes
partes de la digestién anaerobia (Gong et al., 2021). Especificamente en la digestion
anaerobia de residuos alimentarios, se ha observado mayores ratios de solubilizaciéon en
condiciones mesoéfilas de 35 °C y 45 °C y también produccién de biogas fue favorecida en

condiciones mesdfilas (Komemoto et al., 2009).

1.4.2. pH

Uno de los principales factores que afectan la digestion anaerobia es el pH, el efecto de
este parametro ha sido ampliamente estudiado y se ha demostrado que este proceso es
favorecido a pH neutros ya que es necesaria la metanogénesis para que no se acumulen

metabolitos intermediarios (Jiang et al., 2013; Zhang et al., 2005).

1.4.3. ISR

Se ha estudiado ampliamente como afecta la razén entre los soélidos volatiles del indculo
con respecto a los sdlidos volatiles del sustrato en la digestion anaerobia, puesto que el ISR
es directamente proporcional a la cinética de hidrdlisis y acidificacién, sin embargo, no se
ha observado diferencias significativas a ISR% mayores al 20% (Xiong, Hussain, & Lee,

2019; Xu et al., 2012).
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1.4.4. Inéculo

La digestion anaerobia implica la participacion de diversos microorganismos, cada uno
especializado en una etapa especifica del proceso. Estos microorganismos desempenan
funciones distintas y requieren condiciones operativas éptimas particulares. Por lo tanto, al
llevar a cabo este procedimiento, es crucial seleccionar adecuadamente los
microorganismos y ajustar las condiciones del proceso segun los objetivos deseados.
Estudios recientes indican que se logra un rendimiento mayor al realizar la digestion
anaerobia en diferentes etapas (De Gioannis et al., 2017). Esto puede atribuirse a la
presencia de diferentes microorganismos en cada fase (Le et al., 2024), ya que las
condiciones especificas de cada etapa favorecen la proliferacion de ciertos organismos,
optimizando asi el metabolismo especifico y mejorando los rendimientos generales del

proceso.

1.4.5. Estrategia de mezclado

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre como diferentes variables de operacion
afectan a diversos procesos de fermentacion anaerobia. Estos estudios suelen realizarse
en estanques de reactor agitado (STR), como los que se ilustran en la figura 3. En este tipo
de configuracion, tanto el sustrato como el in6culo se mantienen en suspensién en una
solucion que contiene el digerido, gracias a una agitacion constante. Comiunmente estos
estudios no consideran la agitacion como un factor significativo en la operacion, sin
embargo, es importante sefialar que, si el reactor presenta un alto contenido de sélidos, es
decir superior al 10%, el efecto de la agitacion podria tener una relevancia significativa. (Xu

etal., 2014).
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D

Figura 3. Reactor de Tanque Agitado (STR)

Para procesos con un alto contenido de sdlidos, se sugiere la implementacion de un reactor
de lecho de lixiviacio) (Singh et al., 2023), como se muestra en la figura 4. Este sistema
consta de un lecho de lixiviacién, en el cual se encuentra mezclado el sustrato con el
inéculo, y el digerido liquido se recopila en la parte inferior, en un estanque de recoleccién.
Posteriormente, este digerido se recircula hacia la parte superior del lecho de lixiviacién
mediante una bomba. Al ser introducido el lixiviado en la parte superior de la torre,
desciende por gravedad a lo largo de la mezcla de sustrato e indculo, enriqueciéndose con
productos de la fermentacién anaerobia. Este tipo de configuracién permite tratar mayores
cantidades de sélidos, ya que no es necesario mantenerlos en constante agitacion

(Bayrakdar et al., 2018).
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Figura 4. Reactor de Lecho de Lixiviacion

1.5. Motivacion

Los reactores de lecho de lixiviacion ofrecen varias ventajas sobre los reactores de tanque
agitado en la fermentacién anaerobia de desechos organicos con alto contenido de solidos.
La principal de ellas radica en que, al no requerir una agitacion constante del sustrato y el
inéculo, se traduce en un ahorro energético, debido que para mantener una alta cantidad
de sdlidos en suspension se necesita mucha energia (Khalid et al., 2011). Una ventaja
adicional que presentan los LBR es que el digerido se encuentra separado de la fase sdlida,
esto elimina la necesidad de llevar a cabo un proceso de separacion entre el sustrato y el
producto de interés, como ocurre en el caso de los STR. Esta separacién simplificada puede
conducir a una mayor eficiencia y facilidad en la recuperacion del producto final (Hussain et

al., 2017).

A pesar de las ventajas operacionales que ofrecen los LBR en la fermentacion anaerobia
de desechos organicos con alto contenido de sdlidos, no existe informacién necesaria para
afirmar que los LBR son mas eficientes que los STR, ya que los beneficios reportados son
solo energéticos y no se reportan las diferencias en cuanto a rendimiento o las diferencias
que podrian existir a nivel de composiciéon del digerido. Se cree que los rendimientos y

concentracion de compuestos de compuestos obtenidos se vean afectados por las
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limitaciones de transferencia de materia de los LBR y por los desafios operativos que
presentan los LBR, como problemas de hermeticidad e inundacién del lecho. No obstante,
la literatura informa que, utilizando un material estructurante en el lecho, seleccionando
adecuadamente el tiempo de retencion hidraulica (TRH) y un ISR adecuado, se pueden
evitar problemas como la inundacién del lecho, demostrando que con ciertos ajustes
operativos se pueden mitigar algunas de las limitaciones asociadas con los LBR (Demirer
& Chen, 2008; Karthikeyan & Visvanathan, 2013; Nkemka et al., 2014; Saha et al., 2023;

Xiong, Hussain, & Lee, 2019).

A pesar de que existan estudios que afirmen que se puede mejorar los rendimientos de los
LBR en la digestion anaerobia de desechos organicos con alto contenido de sélidos, es
necesario que exista un estudio que compare los rendimientos y composiciéon de los
digeridos con los obtenidos en el STR bajo las mismas condiciones de operacion, para
poder determinar cuales efectivamente son las diferencias de operar bajo dos sistemas de
agitacion distintos. Por otro lado, para que el estudio tenga un mayor rango de comparacion,
debe realizarse a diferentes pH, para demostrar si las diferencias obtenidas son
independientes del pH, ya que como se sefald anteriormente, es uno de los factores mas

importantes de la fermentacion anaerobia.

Se propone que el estudio sea realizado con desechos alimentarios, para estar en linea con
los ODS, sin embargo, se hace necesario hacer un estudio adicional utilizando alperujo, ya
qgue no existe suficiente informacion sobre cémo afectan las diferentes condiciones en la
produccion de AGV a partir de alperujo. Se sospecha que el tipo de indculo afecte el
proceso, ya que, al tratarse de un compuesto lignoceluldsico, se ha reportado como influye
el tipo de in6culo en la fermentacién anaerobia en desechos lignoceluldsicos (Soto et al.,
2022) sin embargo, no hay informacién en como afecta el tipo de inéculo en la produccion

de AGV a partir de alperujo, por lo cual se hace necesario su estudio.
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2. Hipotesis

La hipotesis que plantea el presente trabajo de tesis corresponde a “Si se cambia el pH de
operacion, la estrategia de mezclado o el tipo de in6culo en la fermentacién anaerobia de
residuos organicos, entonces se obtendra rendimientos distintos y diferentes

concentraciones de acidos grasos volatiles en el digerido del proceso”.

3. Objetivos

3.1. General

Determinar el impacto de diferentes factores operativos en la generacion de acidos grasos

volatiles a partir de desechos organicos en reactores con alto contenido de sélidos.

3.2. Especificos

. Entender como el pH afecta la generacion de acidos grasos volatiles a partir de

desechos alimentarios en reactores con alto contenido de sdlidos.

. Estudiar dos estrategias de mezclado y su efecto en la produccién y solubilizacion

de acidos grasos volatiles a partir de residuo alimentarios en reactores.

. Determinar el efecto del inéculo en la producciéon de acidos grasos volatiles a partir

de alperujo en reactores con alto contenido de solidos.
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4. Materiales y métodos

4.1. Efectos del mezclado y del pH

Se fermentd de forma anaerobia desechos alimentarios con el fin de producir AGV, esto
con el fin de estudiar el efecto del mezclado y del pH. Para ello se realizaron 4 experimentos
en duplicado, dos en STR, a pH libre y a pH 7, y otros dos en LBR, a pH libre y a pH 7.
Posteriormente de analiz6 el digerido de cada experimento realizado. El diagrama de

experimentacion se muestra en la figura 5.

Variando
estrategia Sl
_ . o Andlisis
Alperujo i de ~EE Quimico
mezclado y
pH

Figura 5. Esquema general de experimentos de fermentacién anaerobia de desechos alimentarios.

4.1.1. Materiales

4.1.1.1. Sustrato

Se preparé un sustrato emulando un residuo alimentario chileno, manteniendo el contenido
de proteinas, frutas, verduras y carbohidratos. Este se preparé tras la revision de estudios
de fermentacién anaerobia de residuos alimentarios (Bouallagui et al., 2009; Brown & Li,
2013; Dahiya et al., 2015; Izumi et al., 2010; Jiang et al., 2013; Lim et al., 2008; Yin et al.,

2016). La composicion del sustrato se presenta en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion del residuo alimentario

Contenido % [P/P]

Observacion

Carne 10% cocido

Repollo 4% Crudo

Zanahoria 4% Cocido sin céscara
Espinaca 4% Crudo

Tomate 4% Crudo con cascara
Brocoli 4% Cocido

Papas 20% Cocido sin cascara
Naranja y limoén 6% Crudo con cascara
Manzana 6% Crudo con cascara
Banana 8% Crudo con cascara
Arroz 12% Cocido

Fideos 12% Cocido

Pan 6% Cocido

Una vez preparado el sustrato, se mantuvo congelado a -20 °C y previo a utilizarlo se

descongel6 a temperatura ambiente. La caracterizacion del sustrato se presenta en la tabla

2.

Tabla 2. Caracterizacion del residuo alimentario

Parametro

Valor

DQO total [gO2/gresiduo]

0,1566

Sélidos totales [gst/KGresiduo]

294,03

Solidos Volatiles [gsv/KGresiduo]

233,58
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4.1.1.2. In6culo

El inéculo utilizado fue lodo anaerobio extraido de una planta de tratamiento de aguas
urbanas. El indculo fue almacenado a 4 °C y previo a su uso fue sometido a un tratamiento
térmico a 75 °C durante 15 min, con el propésito de inactivar la actividad metanogénica
(Xiong, Hussain, Lee, et al., 2019). La caracterizacion correspondiente al indculo se muestra

en la tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion del lodo anaerobio

Parametro Valor

DQO total [gO2/residuo] 0,1369

Solidos totales [gst/KQresiduo] 100,6

Solidos Volatiles [gsv/KGresiduo] | 84,85

4.1.2. Métodos

4.1.2.1. Disefio experimental

Se realizaron experimentos con 4 condiciones de operacion, donde se comparé el tipo de
reactor, entre un reactor de tanque agitado (STR stirred tank reactor) y un reactor de lecho
de lixiviacion (LBR leaching bed reactor), y variando entre aplicar control de pH a valor

neutro (7) o sin control de pH.

Fermentacion
Anaerobia

+ Residuo | Condiciones: | Caracterizacion:
alimentario - Estanque agitado pH 7 +bao
simulado + Estanque agitado pH libre : eggé:‘r;d“"dlm y

* LBRpH7
« LBR EH libre + Otros compuestos

de fermentacion.

Figura 6. Esquema de trabajo para experimentos de fermentacion anaerobia de residuos alimentarios.
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Los experimentos fueron alimentados con 109,7 g de sustrato (en solidos volatil) y con una
carga del inéculo del 10% respecto a los solidos volatiles, ya que se ha reportado que es el
maximo valor que se puede operar el LBR para evitar la inundacién del lecho (Xiong,
Hussain, & Lee, 2019). El sistema se componia de un 68% de agua libre, la cual contaba
con una concentracién de 2 g/l de bicarbonato y 10 ml/l de solucién de macronutrientes,
segun Tabla 4. Los experimentos fueron operados durante 14 d y la temperatura se mantuvo

constante en una camara caliente a 30 °C.

Tabla 4. Composicién de macronutrientes

Compuesto Concentracion [g/1]
KH2PO4 37
NH,4CI 170
CaClx-2H20 8
MgCls-H20 9

4.1.2.2. Operacion en LBR

El rector de lecho lixiviado es un cilindro acrilico de 1,7 |, en donde fue introducido el
sustrato, el inéculo y el material estructurante, este ultimo se agrego con el fin de mejorar
el contacto entre el sustrato y el lixiviado y evitar que el lecho se compacte. El material
estructurante correspondio a anillos cilindricos de PLA, los cuales cuentan con un largo de
10 mm, un espesor de 1 mm y un diametro externo de 10 mm. La cantidad utilizada en cada

experimento fueron 145 gramos.

El reactor fue segmentando en 3 partes, dividido de forma homogénea el sustrato, el inéculo
y el material estructurante, en donde cada segmento fue separado por una rejilla metalica.

En la parte inferior del reactor se fue recolectando el lixiviado, el cual se mantuvo
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homogéneo mediante agitacion y en el caso de controlador de pH se fue dosificando NaOH
de 1 N o HCL 1 N segun necesidad, para el caso de sin control de pH no se dosifico tales

compuestos.

El lixiviado recolectado fue recirculado intermitentemente hasta la parte superior del reactor
mediante una bomba peristaltica, para que este luego mediante gravedad fuera recorriendo
todo el lecho del reactor para luego ser recolectado en el fondo en el tanque de lixiviado.
La recirculacion fue realizada intermitentemente, a un caudal de 22,6 I/d, 10 veces al dia
durante 64 minutos, ademas, el sistema poseia una salida de gases unida a un medidor de
flujo volumétrico para cuantificar la produccion del biogas. El sistema puede ser observado
en la figura 7. Una muestra de 30 ml fue extraida diariamente del tanque de lixiviado, y con

tal de mantener el volumen de lixiviado, se reponian los 30 ml con agua fresca.

Figura 7. Montaje sistema LBR. (1) LBR, (2) Controlador pH, (3) Estanque lixiviado, (4) Bomba de
recirculacion.
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4.1.2.3. Operacion en STR

Los reactores de sistema agitado fueron estanques de 2,5 |, donde fue introducido el
sustrato, el indculo y la fase liquida. Tal mezcla se mantuvo homogénea con la suficiente
agitacion mecanica con el fin de mantener el sustrato en suspension. Tal reactor contaba
con 3 salidas, la primera de ellas era una salida de gases, la cual conectaba a un medidor
de flujo volumétrico para medir la produccién de biogas. La segunda de ellas era la entrada
del dosificador de NaOH 1 N y HCI 1 N para mantener el pH a 7 en el caso de controlar el
pH. La ultima de las salidas correspondia a la toma de muestra, donde se extraia
directamente del reactor 30 ml y luego se reponian los mililitros extraidos con agua del grifo

por la misma toma de muestras. El montaje del experimento se presenta en la figura 8.

Figura 8. Montaje sistema STR. (1) STR, (2) Controlador pH, (3) Agitador
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4.2. Efecto del in6culo

Para estudiar el efecto del in6culo en la produccién de AGV a partir de alperujo, se debieron

realizar dos experimentos, cada uno en duplicado, un tipo de experimento utilizé un in6culo

rico en microorganismos metanogénicos y el otro tipo de experimento utilizé un indculo rico

en microorganismos hidroliticos, donde posteriormente se realiz6 un analisis quimico de

cada digerido obtenido. Lo mencionado anteriormente se ilustra en la figura 9.

Dos

: g experimentos S Analisis
Alperujo anaerobia con indoulos Digerido Quimico
distintos

Figura 9. Esquema general de experimentos de fermentacién anaerobia de alperujo

4.2.1. Materiales

4.2.1.1. Sustrato

El sustrato utilizado fue proporcionado por la cooperativa de aceite de oliva "Oleicola El

Tejar Ntra. Sra. De Araceli", que se encuentra en Marchena, Sevilla, Espafia. Este sustrato

se mantuvo preservado a una temperatura de -20 °C y para utilizarlo se descongel6 en

camaras frigorificas a una temperatura de 4 °C. La caracterizacion realizada se muestra en

la tabla 5.
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Tabla 5. Caracterizacion de Alperujo

pH 4,2

Humedad [%] 72,73%0,37

Solidos totales [mgsi/kQiotal 272.742%3.662

Solidos minerales [Mgsm/Kgiotal] 15.793+109

Solidos volatiles [Mgsv/kQwta] | 256.950+£3.553

DQO total [gO2/kg] 32619,4

DQO soluble [mgO-/l] 13.873+0,8

4.2.1.2. In6culo

En este estudio se utilizaron dos tipos de inéculos, el primero de ellos fue un inéculo
proveniente de una planta de tratamiento de cafa de azucar, rico en microrganismos

hidroliticos. La caracterizacion realizada a este indculo se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacion Indculo de Planta de Tratamiento de Cafia de AzUcar.

pH 4.0

Humedad [%] 50,96+0,13

Solidos totales [Mgsi/kgrotal] 490.436 +1.279

Solidos minerales [Mgsm/KGiotal] 111.432+443

Solidos volatiles [Mgsv/KGiotal] 379.00+4835

DQO soluble [gO/l] 523,08+1,44

El otro in6culo empleado fue un lodo metanogénico proveniente de un digestor anaerobio
de la planta de tratamiento de aguas residuales urbanas (PTARU) (EDAR) “Copero”
(EMASESA), localizada en Dos Hermanas, Sevilla (Espafa). La caracterizacion realizada

se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Caracterizacion Indculo de planta de tratamiento de aguas residuales urbanas.

pH 7,33

Humedad [%] 96,51+0,18

Solidos totales [Mgsi/kQiotal] 34.928,2 +0,1

Solidos minerales [Mgsm/Kgiotal 12.586,1+0,3

Solidos volatiles [Mgsv/kgiotal] 22.342,1+0,2

DQO soluble [mgO-/l] 664,5+0,8

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Disefio experimental

Se realizaron experimentos bajo dos condiciones iniciales distintas, cada una de ellas por
duplicado. El primer tipo de condicion inicial fue introducir un inéculo rico en
microorganismos metanogénicos y el segundo tipo de condicién inicial fue introducir un
inéculo rico en microorganismos hidroliticos, en ambos casos se inoculo con 10 gsv/l.
Adicionalmente, como condicion inicial, se ajusté el pH inicial del reactor a 5, ajustandose

de forma manual durante la operacién utilizando HCI 1 Ny NaOH 1 N.

Los reactores operaron durante 59 dias con un volumen util de 800 ml con agitacion
continua suficiente para mantener el sustrato en suspension. Los reactores fueron
alimentados con 2 gsv/l de alperujo los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56. Estos se
ubicaron dentro de una camara climatizada entre 35 y 37 °C. El sistema de muestreo
consistid en extraer un total de 120 ml cada 7 dias, el volumen extraido se sustituia
semanalmente con agua fresca, la configuracion anteriormente descrita se ilustra en la
figura 10. Las mediciones de DQOs, AGV’s, solidos totales, volatiles y minerales se

realizaron los dias que se muestran en la tabla 8.
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Figura 10. Esquema experimental de produccion de AGV a partir de alperujo.

Tabla 8. Calendario de muestreo de experimentos de fermentacion anaerobia de alperujo.

6,8,13,15,20,22, | 3,7,10,14,17,21, 12916.23.30 4,5,11,12,18,19,
Dia 27,29,34,36,41,43, | 24,28,31,35,38,42, ’3% 214 él é8 " | 25,26,32,33,39,40,
48,50,55,57 45,49,52,56,59 T 46,47,53,54
Volumen extraido [ml] 20 30 20 0
DQO s
ST,SM,SV
AGV

4.3. Andlisis quimico

A las muestras tomadas se le midié6 su demanda quimica de oxigeno DQO, utilizando el
método de reflujo cerrado en base al estandar colorimétrico de “American Publics Health

Asocciation” (APHA, 2005).

Para las muestras de los reactores batch se les midi6 la concentracién de los diferentes
acidos grasos volatiles, etanol y acido lactico por medio de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) se realizé utilizando un cromatégrafo marca Agilent Technologies
modelo 1260 Infinity. El equipo trabajo utilizando como fase movil una solucién de acido
sulfarico 0,005 mMol/l y con 2 médulos de deteccion operando en forma simultanea: DIR
(Detector de indice de infrarrojo) y DAD (Detector de arreglo de diodo), donde, el primero
fue el que determind etanol, mientras que el segundo, detectd acidos grasos volatiles a una

longitud de onda de 210 nm (de Sa et al., 2011).
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En cuanto a los reactores semi continuos, Los acidos grasos volatiles individuales se
cuantificaron en un cromatdografo de gases Shimadzu GC-2025, equipado con una columna
Stabilwax-DA (Crossbond Carbowax Polietilenglicol, RESTEK) de 0,25 mmx30 m
(diametro interno x longitud) y un detector de ionizacion de llama (FID) a 250 °C. La
temperatura del horno se incrementé gradualmente desde 100 hasta 170 °C con una rampa
de temperatura de 5 °C/min. Se utilizd6 N2 (30 mL min-1 ), H2 (40 mL min1 ) y aire (400 mL

min-1 ) como gas portador a un caudal de 40 mL min-1 a 504 kPa.

4.4. Andlisis de resultados

A partir de las mediciones de DQO, se determind la cantidad de materia organica

solubilizada, usando la ecuacién 1 para reactores Batch.

v _ DQO soluble medida
solubtlizacion = 100 total alimentada

(ec.1)

En cuanto a los reactores semi continuos, el rendimiento de hidrélisis se calculé a partir de
la ecuacion 2, la cual es descrita por Wu et al. (2015) para el calculo de la hidrdlisis reactores
continuos (L.-J. Wu et al., 2015).

([DQOS] + [DQOCH4])efluente - [DQOS]influente
([DQOt] + [DQOS])influente

Hidrolosis (DQ0,%) = (ec.2)

Donde:

DQO:s influente: DQO soluble alimentada al reactor gO2/I.
DQO:rinfiuente: DQO total alimentada al reactor gO-/I.
DQO:s efivente: DQO soluble del efluente del reactor gO4/l.

DQOcHas efivente: Metano producido en el reactor gO2/I.
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Con los valores medidos de las concentraciones de los AGVs, se determind su demanda
de oxigeno tedrica utilizando la ecuacion 3 y con tal valor se obtuvo el rendimiento de

acidificacion con la ecuacion 4.

4a+ b —2c —3d

CoHy 0N, + 7 0, = aC0, + (b — 3d)H,0 + dNH;
D00 _4a+b—2c—3d PM(0,) 3
Q0eq = 4 PM(CH, 0Ny &)

. _DQo equivalente AGV
acidificaciéon — DQO soluble medida

(ec.4)

Donde:

a: Numero de atomos de carbono en la molécula analizada.
b: Niumero de atomos de hidrégeno en la molécula analizada.
¢: Numero de atomos de oxigeno en la molécula analizada.
d: Numero de atomos de nitrégeno en la molécula analizada.

DQOeq: Demanda quimica de oxigeno determinada tedrica.
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5. Resultados y discusion

5.1. Estudio del efecto del pH y mezclado

A partir del andlisis quimico y de resultados, se presenta la discusion realizada de como
afect6 la estrategia de mezclado a diferentes pH en los experimentos de produccion de
AGYV a partir de desechos alimentarios. Se analiz6 el impacto en el pH, en la DQO soluble,
en la concentracion de los AGV, en los rendimientos de hidrdlisis y de acidificacion, ademas

de como se vieron afectados otros compuestos de fermentacion
5.1.1. pH

Diferencias fueron observadas en el pH de la muestra en la operacién sin control de pH.
Como se puede observar en la figura 11, el valor del pH disminuyé desde su valor inicial
hasta el 5 dia de operacion donde logré estabilizarse para ambos tipos de reactor. Para el
caso de LBR el pH estuvo en torno a 4,1310,07, y para el caso del STR alrededor de
3,6910,09. Tales resultados ya han sido reportados anteriormente, en donde XU et al.
(2014) reporta que para los primeros dias de operacién en LBR el lixiviado tuvo un pH entre
3.94—4.17 (Xu et al., 2014) y para |. Owusu-Agyeman et al. (2023) para un batch agitado
reporta que el pH disminuyé hasta 3.7 a causa de la acumulacién de AGV en el sistema
(Owusu-Agyeman et al., 2023). En el STR y en el LBR se obtienen valores similares de pH,

por lo cual no se aprecia un efecto del mezclado en el valor alcanzado de pH.
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Tiempo [d]

Figura 11. pH en sistemas no controlados. En gris STR y LBR con control de pH, en naranja sistema LBR sin
control de pHy en azul sistema STR sin control de pH.

5.1.2. Demanda Quimica de Oxigeno

En los sistemas en donde no hubo un control del pH de la fase liquida, se observé que para
los sistemas operandos en STR y LBR se lograron valores similares de DQO soluble, el
cual se mantuvo en un rango a partir del quinto dia de 43,2+2,7 gO./l para STR y para LBR
45,2+3,3 gO2/l, lo que se traduce en una solubilizacion de la materia organica de 47,4+2,9%
para STR y 49,5+3,6% para LBR. En la literatura se reportan valores similares de
solubilizacién de materia organica de residuos alimentarios en condiciones similares a las
utilizadas en estos experimentos, Chakraborty et al. en 2022 reportan una solubilizacién del
45,18% en sistemas LBR sin control de pH (Chakraborty et al., 2022) y Law et al. (2023)
publicaron que su reactor del tipo STR sin control de pH, alcanzé una solubilizacién del
47+1%(Law et al., 2023). Cabe mencionar que se observo un efecto en cuanto a la cinética
de solubilizacion, ya que para el sistema en STR el valor de DQO soluble se logré estabilizar

a partir del tercer dia, pero para el sistema en LBR este se estabilizé a partir del quinto dia,
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por ende se puede afirmar que existe una diferencia en la cinética de solubilizacion, pero

no se observa un efecto en el valor alcanzado de solubilizacién al final de la operacion.

Por otro lado, a un pH 7 si se observé un efecto significativo en el mezclado, debido a que
la DQO soluble para los sistemas STR se estabilizé en torno a los 63,914,6 gO2/l y para
sistemas LBR llegé a valores de 27,5+2,4 gO/l, lo que representa una solubilizacion del
70,015,1% para STR y 30,1£2,6% para LBR, por lo cual se podria afirmar que la

solubilizacién fue mayor en sistemas STR que en LBR cuando se oper6 a pH 7.

Observando los sistemas STR se aprecia que la solubilizacion fue mayor cuando se
controlé el pH 7, lo cual va acorde a estudios anteriores, como es el caso de Zhang et al.
(2005), en el cual se comenta sobre que hubo un mayor rendimiento de hidrélisis a pH
neutro (Zhang et al., 2005); sin embargo, ocurre el caso contrario para lo sistema de lecho
de lixiviacion, tal como se observa en la figura 12, ya que la DQO soluble alcanzé mayores
valores cuando el sistema no poseia control de pH. Esto puede atribuirse a que en los
sistemas LBR existié menor contacto entre el indculo y el sustrato, por lo cual a pesar de
que la hidrdlisis es favorecida a pH neutros, este efecto no se logra apreciar debido a que
el inéculo no es capaz de entrar en contacto con todo el sustrato, por lo cual adquiere mayor
significancia la extraccion acida de los compuestos organicos. Por lo cual se puede concluir
que cuando hay menor contacto entre el inéculo, el sustrato y la fase lixiviante, la

solubilizacién es desfavorecida a pH neutros, siendo mejor la solubilizacién a pH acidos.
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Figura 12. DQO soluble en los diferentes sistemas. (A) LBR a pH 7, (B) LBR pH libre, (C) STRa pH 7, (D) STR
pH libre. En azul DQO soluble medida, en naranja AGV equivalente a DQO, en gris DQO total y en verde
solubilizacion.

5.1.3. Acidos grasos volatiles totales

En los experimentos sin control sobre el pH, se puede observar en la figura 12 que la
concentracion total de los acidos grasos volatiles oscila en torno a 12,05+1,5 gO/I para los
estanques agitados y 4,4+0,5 gO-/l para los reactores con lecho de lixiviacion, lo que
representa una conversion de la materia organica soluble a acidos grasos volatiles de un
11+3% para los LBR y de un 28+4% para STR, Xu et al. (2014) obtuvo un rendimiento del
13% de acidificacion al operar sin control de pH y con recirculacién intermitente del (Xu et
al., 2014) y Silva et al. (2016) reporta un rendimiento de acidificacion del 32,4% al utilizar

residuos municipales (Silva et al., 2016). Se puede inferir que a pesar de que ambos
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sistemas tengan la misma capacidad de solubilizacion de materia organica, los sistemas
con un mayor contacto entre las fases, posee una mayor capacidad de producir acidos

grasos volatiles cuando no se tiene un control sobre el pH del sistema.

Se observaron diferencias en la figura 12 en cuanto a la concentracion final de acidos
grasos volatiles en los experimentos a pH 7, ya que se logré una mayor concentraciéon de
estos en los sistemas STR con un valor en torno a los 32,943,7 gO./L y para los sistemas
LBR 13,7+£3,3 gO2/L, sin embargo, la conversién de materia organica soluble a acidos
grasos volatiles en STR estuvo entre el 51,115,6% y para el LBR estuvo entre 52,4+18,8%.
Se pueden encontrar valores similares en la literatura, Hussian et al. (2017) se reporta un
47+7% de acidificacion en LBR operado a pH 7 (Hussain et al., 2017) y Fernandez et al.
(2020) informa un 50% de acidificacion operando en batch en condiciones similares al STR
(Fernandez et al., 2020). No se observé diferencias entre estos valores, por conclusiéon se
puede afirmar que el mezclado no tiene un efecto significativo en la conversion de DQO
soluble a AGV cuando se opera a pH 7. Esto pudo haber sido a causa de que la materia
organica una vez solubilizada, logra estar en contacto con todo el inéculo en ambos casos,
tanto como el LBR como en el STR, por lo cual, no mezclar el sustrato con el in6culo

constantemente no afectaria la conversion de materia organica soluble a AGV.

Cabe destacar que tanto para STR como para LBR, la concentracion final total de acidos
grasos volatiles y la conversién de DQO soluble a AGV aumenta cuando se el pH sistema
fue de pH 7. Este comportamiento se ha visto en otros estudios de produccion de AGV a
partir de residuos alimentarios, ya que tanto como Jiang et al. (2013) y Zhang et al. (2005)
reportan mejores rendimientos de hidrolisis y de acidificacion a partir de residuos

aliemtarios.
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5.1.4. Acidos grasos volatiles individuales

En la figura 13 se puede apreciar que, ante la ausencia de control sobre el pH, se obtuvieron
concentraciones similares de acido acético en los sistemas LBR y STR; sin embargo, en
los sistemas STR se obtuvieron mayor cantidad de acido propidnico y butirico, lo que
produce una diferencia en el perfil de acidos grasos volatiles en el sistema. Por otro lado,
cuando el sistema opera a pH 7, en los reactores del tipo STR se obtuvo mayor
concentracién de AGV, sin embargo, en ambos tipos de reactores el acido butirico es el

predominante, seguido por el acido acético y por ultimo el acido propidnico.

En los reactores del tipo LBR se observd que la produccién de AGV fue mayor a pH 7,
ademas, también existié un efecto en el perfil de acidos grasos volatiles, ya que cuando no
existio control sobre el pH, el acido predominante fue el acido acético, pero a pH 7 el acido
que mayor se genero fue el acido butirico, lo cual pudo haber sido a causa de que a sin
control de pH se vio favorecida la conversacion de los AGV de mayor tamafio a acido acético
y a pH 7, la acetogénesis pudo haber sido limitada, generando asi una mayor acumulacion

de acido butirico.

Para el STR se observd que se logré una mayor concentracion de cada AGV cuando se
trabajé a un pH 7, por otro lado, no se observé que el pH produciera un efecto significativo
en el perfil de acidos en el estanque agitado, ya que en ambos casos se obtuvo que el acido
predominante fue el acido butirico con contenido similares. Una mayor produccion de AGV
a pH 7 en comparacion a pH acidos, pudo haber sido a que en el medio acido hay mayor
presencia de protones, lo que genera limitaciones en las etapas de acidogénesis y
acetogénesis, ya que estas liberan protones al medio, por lo cual quimicamente a pH 7 son

favorecidas las reacciones que permiten la produccion de AGV.

44



En la literatura se encuentra que al operar a condiciones similares de LBR también
obtuvieron que el AGV predominante a pH neutros es el butirico (Xiong, Hussain, Lee, et
al., 2019) y a pH acidos predomina la produccién de acético en LBR (Hussain et al., 2017)
y Ali et al. (2021) reporta que en tanto como en pH acidos como en neutros, el acido que se

produce en mayor cantidad al utilizar residuos alimentarios es el acido butirico en STR (Ali

et al., 2021).
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Figura 13. Composicion de acidos grasos volatiles. (A) LBR a pH 7, (B) LBR pH libre, (C) STRapH 7, (D) STR

pH libre. Azul para acido acético, naranja indica acido propionico, verde indica acido butirico y rojo indica &cido
isobutirico.
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5.1.5. Acido lactico

En cuanto a la sintesis de acido lactico se observd que este se acumulo en el sistema solo
cuando se oper6 a pH acido, tal y como se aprecia en la figura 14. También se pudo apreciar
que se produjeron cantidades similares para los sistemas LBR y STR, siendo 11,0+2,3 g/l
para LBRy 12,1+0,75 g/l para STR. Esto representa un 24,2+2 5% de la fraccion de DQO
soluble en LBR y un 27,7+2,3 % del total de DQO soluble en el STR, lo cual al igual ocurrido
que con la DQO, no se logra apreciar un efecto del mezclado en la acumulacion de acido
lactico. En la literatura se ha reportado resultados similares a los obtenidos, Kim et al. (2016)
observd la acumulacion de &acido lactico en la fermentacion anaerobia de residuos
alimentarios a pH libre, posiblemente como resultado de la fermentacion lactica (Kim et al.,

2016).

Cuando se opero6 a pH 7, se aprecid la presencia de acido lactico solo el primer dia, luego
no se detectd en los siguientes dias de operacién. Tal caso se asemeja al de GU et al.
(2018), en el cual reportan la presencia de acido lactico los primeros dias de operacion,
pero al ir afadiendo agentes neutralizantes para mantener un pH neutro, se logré disminuir
casi en su totalidad la concentracion de acido lactico, fomentando asi la presencia de AGV

(Gu et al., 2018).

Estos resultados también indican que a pH 7 se favorece la reduccion de moléculas
complejas a compuestos mas pequefios, ya que como se sefialé anteriormente, a pH 7 se
obtienen mayor cantidad de AGV, no asi en el caso cuando no existe control de pH, en
donde se ve favorecida la produccion de moléculas mas grandes, tal y como lo es el acido

lactico.
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Figura 14. Acumulacién de Acidé lactico en el sistema. Amarillo indica LBR a pH libre, Azul indica STR a pH
libre, naranja indica STR a pH 7 y gris indica LBR a pH 7.

5.1.6. Etanol

Tal y como se muestra en la figura 15, en el STR se obtuvo a partir del quinto dia una
concentracién de etanol de 6,73+0,78 g/l a pH libre y 12,88+1,13 g/lapH 7,yen el LBR a
partir del quinto dia la concentracién de etanol estuvo alrededor de 3,3710,20 g/l sin control
de pHy en 6,8010,66 g/l a pH neutro. Al igual que la produccion de AGV, la produccion de
etanol se vio favorecida por el mezclado, lo cual puede ser explicado ya que, al igual que
los AGV, el etanol es un producto de la acidogénesis (Varnero, 2011), por lo cual, si los
microorganismos tienen mayor area de contacto con el sustrato, estos pueden digerir mayor
cantidad de sustrato. En cuanto al efecto del pH en el STR, la acumulacién de etanol fue
mayor cuando se opero a pH 7. Esto ya ha sido reportado en literatura, en donde WU et al.
(2017) trabajé con la fermentacién acidogénica de residuos de frutas y verduras en un
reactor de estanque agitado, observé mayor cantidad de etanol a pH cercanos a 7 en

comparacion a pH cercano a 4 (Y. Wu et al., 2017).
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Figura 15. Acumulacién de etanol en el sistema. Amarillo indica LBR a pH libre, Azul indica STR a pH libre,
naranja indica STR a pH 7 y gris indica LBR a pH 7.

5.1.7. ldentificacion de compuestos de fermentacion

Con las concentraciones obtenidas y utilizando la ecuacién 3, se pudo conocer la
composicion porcentual de la DQO soluble al final de la operacion para cada condicién, lo
cual se muestra en la figura 16. Para los sistemas a pH 7, tanto STR como LBR, se puede
ver que se logro identificar mas del 90% de los compuestos que pertenecen a la DQO
soluble, los cuales la componen principalmente AGV, acido lactico y etanol, sin embargo,
en los STR sin control de pH solo se logré identificar cerca del 80% de los componentes de
la DQO soluble y para el LBR fue identificable solo el 50% de los componentes organicos
solubles. Los compuestos no identificados podrian ser moléculas solubilizadas, como
proteinas, lipidos o carbohidratos complejos, pero que no han sido acidificadas. Esto puede
ser a causa de que la acidogénesis y la acetogénesis es inhibida a pH acidos, por lo cual el
digerido obtenido cuando no existe control de pH, aun tiene potencial de ser acidificado

para producir mas AGV.
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5.2. Estudio del efecto del in6culo

A partir del andlisis quimico y de resultados, se presenta la discusion realizada de como
afect6 el tipo de indculo inicial en los experimentos de produccion de AGV a partir de
alperujo. Se analiz6 el impacto en la DQO soluble, en la concentracion de los AGV y en los

rendimientos de hidrolisis y de acidificacion.
5.2.1. Demanda Quimica de Oxigeno

La acumulacion de DQO soluble obtenida en los sistemas se representa en la figura 17,
donde se observd que cuando se utilizd el inéculo de planta de tratamiento de cana de
azucar, el valor de la DQO soluble disminuyo de su valor inicial hasta los 7,17+0,32 gO2/I,
esto representd que al final de la operacién hubo una hidrdlisis del 31,76%1,6%. Por otro
lado, cuando se utilizd un indculo PTARU, el valor de la DQO soluble aumenté desde su
valor inicial hasta llegar a un valor de 2,9210,28 gO-/I, por lo cual el rendimiento de hidrélisis
en este caso fue de 19,1611,8%. Este ultimo valor de hidrdlisis es similar a lo que se
encuentra en la literatura, ya que se ha reportado que para la fermentacién anaerobia de
alperujo a pH 5 usando un inéculo proveniente de un digestor anaerobio de una planta de
tratamiento de aguas residuales, se obtiene una solubilizacién promedio del 20% (Cabrera
et al., 2019). La hidrdlisis obtenida en el primer caso es mayor que en el segundo caso, por
lo cual se puede concluir que la solubilizacién de materia organica del alperujo fue
favorecida al utilizar una mayor cantidad de microorganismos hidroliticos, ya que se cree
que el in6culo proveniente de la planta de tratamiento de cafia de azucar tenga mayor

cantidad de microorganismos hidroliticos.
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Figura 17. DQO soluble en reactor semi continuo de fermentacién anaerobia de alperujo. En verde los
resultados obtenidos utilizando indculo hidrolitico y en naranja los resultados obtenidos utilizando inéculo
metanogénico. Circulo para representar DQO soluble y triangulo AGV en DQO equivalente.

5.2.2. Acidos grasos Volatiles

Los AGV producidos al utilizar el indculo de la cafa de azucar fueron en aumento hasta el
dia 14, en donde mantuvieron su valor estable hasta la final operacion, tal y como se ensefa
en la figura 17. La suma de AGV fue de 2,75+0,32 gO2/l, lo que significé un 37,35+£3,4% de
acidificacion. Los AGV obtenidos cuando se utilizo el inéculo PTAR se pueden ver en la
figura 17, donde se aprecié que estos aumentan su concentracion inicial hasta el dia 21 a
0,8810,26 gO2/l y luego disminuyeron su valor hasta el dia 49 y para el final de la operacion,
al dia 59, se logré aumentar su concentracion a 1,10+0,02 gO./I. Esta disminucion de AGV
pudo haber sido causa debido a que a pH acidos la acetogénesis es limitada, por lo cual la
produccion de acido acético pudo haber sido disminuida a tal punto de que se extrajo mas
acido acético de lo que se produjo del reactor, generando asi una disminucion de

concentracion de AGV total dentro del reactor.
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El rendimiento de acidificacion al utilizar el indculo PTAR en el dia 59 fue de 29,99+0,04%,
el cual es un valor bastante similar al utilizar el inéculo de la cafia de azucar, por lo cual no

se podria concluir si existe un cambio en el rendimiento de acidificacion.
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Figura 18. Composicién de acidos grasos volatiles en reactor semi continuo de fermentacion anaerobia de
alperujo con inéculo de cafia de azlcar. Azul para acido acético, naranja indica acido propiénico, gris indica
acido isobutirico, amarillo para acido butirico, celeste indica acido isovalérico y verde acido valerico.
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Figura 19. Composicién de acidos grasos volatiles en reactor semi continuo de fermentacion anaerobia de
alperujo con inéculo PTARU. Azul para acido acético, naranja indica acido propionico, gris indica acido
isobutirico, amarillo para acido butirico, celeste indica acido isovalérico y verde acido valerico.

Cuando se utilizé el indculo de la planta de tratamiento de cafa de azucar, los principales
AGV obtenidos correspondieron al acido acético, propionico, butirico y valerico, tal como se
puede apreciar en la figura 18. A partir del séptimo dia se aprecié un aumento de los AGV,
principalmente de acido acético, lo cual puede ser atribuible a la acidogénesis y
acetogénesis que ocurre en las condiciones anaerobias otorgadas al sistema. A partir de la
segunda semana se obtuvo una composicion de acido acético de 43+3%, 20+1% de

propionico, 18+7% de butirico y 12+2% de valerico.

Como se observa en la figura 19, cuando se utilizé el inéculo PTAR, se aprecié que las
primeras 3 semanas se vio favorecida la sintesis de acido acético hasta lograr un 71+5%,
luego la concentracion de acido acético disminuyo hasta el dia 49. Esto podria explicarse
por la limitacion de la acetogénesis a un pH acido, debido a que los protones son uno de
los productos de la degradacién hacia acido acético, y al haber protones en el medio, la

acetogénesis es limitada, lo cual favorecié la acumulacion de acidos de cadena mas larga,
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como el acido valerico y butirico, que no se lograron degradar a acido aceético. Junto a este
efecto, al extraer muestras del reactor, la produccidon de acido acético pudo haber sido
menor a la cantidad extraida, lo que habria provocado una disminucion de su concentracion
dentro del reactor. Finalmente, al dia 59 de la operacién se obtuvo una composicion de
acido acético en torno al 38+4%, 27+3% de propidénico, 17+5% de butirico y 17+2% de

valerico.
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6.

Conclusiones

A partir del trabajo de investigacion realizado se puede concluir que:

En los experimentos sin control de pH, la solubilizacion de materia organica es similar
en el STRy en el LBR. Caso contrario ocurre a pH 7, ya que la solubilizacion de materia

organica es mayor en el STR en comparacién al LBR.

En sistemas sin control de pH, la acidificacién es mayor en los STR que en los LBR. Por
otro lado, a pH 7, la estrategia del mezclado no tiene un efecto en el rendimiento de

acidificacion.

En sistemas sin control de pH, existe un efecto de la estrategia del mezclado sobre la
composicion de los AGV. Por otro lado, a pH 7, la estrategia del mezclado no parece

afectar la composicién de los AGV.

La estrategia del mezclado no influye en la produccion de acido lactico, pero si influye
en la produccion de etanol, siendo mayor la produccion de etanol en el STR que en el

LBR cuando no se tiene control de pHya pH 7.

Al utilizar un inéculo de una planta de tratamiento de cafia de azucar en la sintesis de
AGYV a partir de alperujo, se obtiene un mejor rendimiento de hidrélisis que cuando se
utiliza un indéculo PTARU. Cabe mencionar que, en ambos casos, se obtiene un
rendimiento de acidificaciéon similar, con la diferencia que la concentraciéon de acido
acético a lo largo de la operacion, ya que cuando se utilizé el in6culo de la cahfa de
azucar esta se mantiene constante y con el inéculo PTARU esta concentracion es

variable.
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