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RESUMEN

Los residuos agricolas son biomasa lignocelulésica con gran potencial en la obtencion de biogas, la cual se
ve limitada por su estructura compleja de celulosa, hemicelulosay lignina. Debido a esto, es necesario hacer
una serie de pretratamientos que faciliten su obtencién. Particularmente los residuos horticolas se generan
en grandes cantidades, debido a que aproximadamente el 30% de la cosecha se pierde en los procesos de
adecuacion para la comercializacion de los productos. En este trabajo, se estudié el efecto del
pretratamiento de maceracion enzimatica continua a residuos de biomasa horticola provenientes de la
Sabana de Bogota-Colombia, con el fin de mejorar la obtencién de biogds mediante digestién anaerobia.
Se utilizaron residuos de hortalizas de hoja (lechuga y espinaca) y como indculo contenido ruminal bovino,
con 84,38%SV y 78,56 %SV respectivamente. Para realizar el tratamiento enzimético, se disefid y
construyé un sistema de maceracion enzimatico (SME), al cual ingresa el slurry de residuos vegetales junto
con las enzimas celulasas, para generar un slurry vegetal tratado que fue utilizado como sustrato en la
evaluacion de la produccion de biogas. En esta primera etapa se evaluo el efecto de la carga enzimatica
(Ce) en el SME sobre la produccién de azucares reductores. En la segunda etapa se evalu6 el efecto de la
Ce y la carga organica (Co) sobre la produccién de biogas en biodigestores batch. El SME tuvo un efecto
significativo en la obtencion de azucares reductores, alcanzando un aumento cercano al 50% con un valor
de 8,5 ggucosa- 100 gSV 1, utilizando una Ce de 40 und de celulasa. Por otro lado, en la segunda etapa,
se encontraron bajos niveles en la produccion de metano debido a la répida acidificacion del material
vegetal en el proceso de digestién. Debido a la disminucion del pH en el proceso de digestibilidad, se obtuvo
un bajo potencial biogquimico, siendo su méxima produccién de 0,534 mLcy,. gSV " a una Co de 4gSV/L

y una Cg de 30und de celulasa.
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INTRODUCCION

La contaminacién ambiental por la generacidn de desechos residuales agroindustriales provenientes de sus
procesos productivos es una problematica mundial que se le atribuye al mal procesamiento y disposicién
final de los mismos. Segun las evaluaciones agropecuarias realizadas por el Ministerio de Agricultura en la
sabana de Bogota-Cundinamarca, se estima que, en los municipios aledafios se producen 727 Ton/dia de
residuos organicos sin una adecuada disposicion, debido a que el 65% de los residuos van a depo6sitos
sanitarios y que el otro 35% se utiliza para diversos fines (AGRONET, 2014). Los altos costos de
disposicion de los residuos agroindustriales debe ser asumido por las diferentes industrias que lo generan,
convirtiéndolo en un problema tanto ambiental como econdmico. Adicionalmente, no se cuenta con
informacion del aprovechamiento de biomasa residual para la produccidn de biogas en la regién.

El Departamento Nacional de Planeacion de Colombia tenia el proposito para el 2018, que el 20% de los
residuos fueran aprovechados incentivando el reciclaje y a su vez como alternativa de remediacion



ambiental, pero s6lo se ha alcanzado un 17% (Pefiaranda et al., 2017). Por lo que se hace necesario estudiar
e implementar alternativas que permitan mitigar la problematica ambiental mencionada. Por otro lado, la
demanda energética ha incrementado con el paso del tiempo y seguira aumentando considerablemente
debido a la urgencia de las naciones por garantizar el desarrollo socioeconémico. Esto ha agotado en
abundancia las fuentes energéticas tradicionales y ha ocasionado un incremento alarmante de las emisiones
de CO, (AGRONET, 2014; Hernandez y Rodriguez, 2013).

Una solucién al problema de disposicion de residuos organicos generados por industrias agropecuarias es
su uso en la produccion de biogas, debido a que puede ser utilizado en la obtencidn de energia eléctrica y
calor, siendo una energia alternativa, que puede generar un impacto positivo en el ambiente representado
en la disminucion de gases efecto invernadero y contribuyendo en el aumento de la matriz energética del
pais. No obstante, el pais no ha incursionado a fondo en su produccion y hay escasez de tecnologias para
este fin (Tobares y Petrotecnia, 2013; Hernandez et al., 2014).

Particularmente, la implementacion de tecnologias que permitan darle un alto valor agregado a la biomasa
residual est subvalorada y permitiria entre muchos beneficios, que las fincas de la region de la Sabana de
Bogota puedan generar energia que puede ser utilizada en sus propias actividades (Lansing et al., 2008;
Mufoz et al., 2018), tales como cocina y calefaccién de cultivos y granjas pecuarias en las temporadas mas
frias del afio. De acuerdo con Varnero (2011), el biogas en su composicion se conforma entre un 50-70%
de metano (CH,) y aporta un poder calorifico de entre 6000 y 6500 Wh m™3, el biogas es especialmente
prometedor como alternativa energética para paises en desarrollo (Marti-Herrero et al., 2014; Pérez et al.,
2014).

Especificamente, los desechos agricolas procedentes de cultivos horticolas son biomasa disponible que
puede ser utilizada como sustrato en la digestion anaerébica. Sin embargo, su aprovechamiento se ve
limitado por la fuerte asociacion de sus componentes de celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales, se
encuentran asociados dentro de una matriz compleja unida por fuerzas covalentes y no covalentes. Por esta
razén, es necesario realizar pretratamientos a la biomasa con el fin de mejorar la disponibilidad a aztcares
simples y obtener altos rendimientos de biogas a un bajo costo energético (Pérez et al., 2002; Tobares y
Petrotecnia, 2013; Zhu y Pan, 2010). La sabana de Bogota tiene una produccion total de hortalizas de
22265 Ton/afio, siendo los principales productores Zipaquird y Sibaté que debido a su altitud y bajas
temperaturas ocasiona pérdidas de producto de entre un 30 y 50% (AGRONET, 2014; DANE, 2002),
equivalentes a pérdidas en un rango de 6680 y 11133 Ton/afio.

En los sistemas de produccién de biogas, la digestion anaerobia de un sustrato organico se asemeja al tracto
digestivo de los rumiantes, la cual se lleva a cabo mediante microorganismos anaerébicos como bacterias
celuloliticas presentes en su contenido ruminal que descomponen la celulosa y demas polisacaridos en
acetatos, ademas contiene bacterias metanogénicas las cuales convierten parte de los acetatos en metano y
diéxido de carbono (Budiyono et al., 2009). Los in6culos como el estiércol y contenido ruminal hacen parte
importante en la cinética del proceso de produccion de biogas (Luengo y Alvarez, 1988), por ende el
contenido ruminal es un inéculo apropiado para la digestibilidad, ya que el uso de este aumenta la tasa de
produccion de biogas en una segunda o tercera parte respecto al blanco (Budiyono et al., 2014). EIl rumen
de las vacas especificamente es mejor que otros contenidos ruminales debido a que presenta mas complejos
extracelulares multienziméticos para hidrolizar la biomasa lignocelul6sica para la produccién de biogas
(Xing et al., 2020).

En este proyecto se evalud la produccién de biogas a partir de residuos horticolas pretratados en un sistema
de maceracion enzimatico continuo, disefiado y construido para tal fin.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion se realizé en 5 etapas; 1) Disefio y construccion del SME, 2) Diagnéstico de
la generacion de residuos horticolas en la Sabana de Bogota, 3) Acondicionamiento y caracterizacion de la
biomasa y del inéculo, 4) Evaluacion del SME, Estudio del efecto de la Ce sobre la produccidn de azlcares
reductores, 5) Evaluacion de la produccién de biogas a partir de residuos horticola pretratados
enzimaticamente.



Disefio y construccion del sistema de maceracién enzimatico (SME)

Se realizé el disefio y construccion de un equipo para la realizacion de un tratamiento de maceracion
enzimatica que involucra tratamiento mecanico mediante el paso de la biomasa por un tornillo sin fin
(husillo) asistido por un motorreductor. Para el tratamiento enzimatico se utilizé la enzima comercial
Celluclast 1,5L-15 FPU/g Slurry. Para el disefio del husillo se modificé la metodologia usada por Ramos
de Valle (2000), donde con base en el disefio de un extrusor, se adoptaron los parametros angulo del filete,
paso de rosca y se fijaron las variables de longitud del husillo, longitud de la aleta, didmetro de raiz y el
perfil de la rosca. Se disefiaron dos juegos de pifiones en el SME con diferentes relaciones, lo que permitid
tener dos velocidades en el equipo. Posterior al disefio del equipo se procedi6 a la construccion de este
utilizando materiales de bajo costo.

Diagnéstico de la generacion de residuos horticolas en la Sabana de Bogota

Se realizé andlisis de la produccién anual de productos horticolas en la Sabana de Bogota, segun la
informacion suministrada por CORABASTOS (2015) y DANE (2002), se analizaron los datos mensuales
y se estimd la generacion de residuos.

Acondicionamiento y caracterizacion de la biomasa y del inéculo

La biomasa residual horticola (lechuga y espinaca en relacion 3:1) se recolect6 en el Centro de Bio-Sistemas
de la Universidad Jorge Tadeo Lozano sede Chia, la cual fue lavada y troceada en un homogeneizador para
la obtencidn de un slurry vegetal, el cual se conservé en refrigeracion previo a su caracterizacion y uso en
las pruebas de produccion de biogas. Se utilizé como indculo el contenido ruminal bovino procedente del
Frigorifico Los Cristales de Mosquera-Cundinamarca. Tanto en el slurry como el inéculo se determing el
porcentaje de humedad (%H), solidos totales (ST) y solidos volatiles (SV) mediante método modificado
“Total, Fixed, and Volatile Solids in Solid and Semisolid Samples” de APHA (2005), se secaron los crisoles
en una mufla a 550°C durante 20 minutos, se conservaron en desecador hasta temperatura ambiente y se
determiné su masa, posteriormente se tomaron aproximadamente 7 g de muestra iniciales y se pusieron a
secar a 103-105°C hasta que la diferencia del valor de su masa fue menor a 50 mg, estos datos permitieron
el célculo de la humedad. Posteriormente se llevaron a una mufla a 550°C durante dos horas, luego se
llevaron los crisoles al desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y se pesaron. El %H, %ST y %SV
de la muestra se determinaron como lo indica las ecuaciones 1-3 respectivamente, siendo; A, el peso de la
muestra seca a 103-105°C mas el crisol; B, el peso del crisol; C, peso de la muestra inicial y D, el peso final
del crisol después de ignicién a 550°C. Se realizé el experimento por triplicado y se determiné su promedio,
desviacion estandar y su coeficiente de variacion.

v (C-B-(A-B)
/OH_< — >*100 (1)
%ST = <?:g>*100 )

A-D
%SV = (5—5) * 100 3)

Evaluacion del sistema de maceracion enzimatica (SME), Estudio del efecto de la Ce sobre la
produccion de azucares reductores

La evaluacion del proceso de maceracion enzimatica del sustrato en el SME sobre la produccion de azlcares
reductores se determiné variando las condiciones de proceso de Ce de las enzimas comerciales Celluclast
1,5L-15 Und/g Sustrato, en el rango de (0, 20, 40y 60 Und/g). La reaccidn se llevo a cabo a una temperatura
de 50°C. El andlisis de los azUcares se realizo antes y después del tratamiento, para lo cual se generd un
extracto centrifugando las muestras a 2000 rpm durante 30 minutos para recuperar el sobrenadante de cada
una. La determinacion de azucares reductores se realizd utilizando el método DNS propuesto por Miller



(1959), determinando la absorbancia a 575 nm en un espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific,
Evolution 300). Se realizaron las pruebas por triplicado y se determin6 su promedio, desviacién estandar y
su coeficiente de variacion.

Evaluacion de la produccion de biogas a partir de residuos horticola pretratados enzimaticamente

En la etapa de produccién de biogas a partir de residuos horticolas, se desarrollé un disefio experimental
factorial 22, utilizando la metodologia de superficie de respuesta con cuatro repeticiones en el punto central,
estudiando el efecto de la Ce en una dosis de (20-60 Und/g) y la Co de slurry vegetal a una concentracion
de (2-10gSV/L). La biodigestion se realizo en botellas plasticas de 600 mL de capacidad con un con un
volumen de liquido del 80% de su capacidad (Figura 1). Los biodigestores se burbujearon con nitrégeno
previo al ensayo, para garantizar la digestion anaerdbica. Las variables de respuesta fueron: composicion
de metano (%CH.), diéxido de carbono (%CO,), volumen de biogas y metano, el potencial bioquimico de
metano (PBM) expresado como mLCH4/gSVafiadidos y el pH final. EI volumen y composicién del biogas
se determind mediante un sensor Biogas5000 (LANDTEC). Se realizé un andlisis estadistico mediante el
software DESIG-EXPERT V11. El disefio experimental arrojé 12 experimentos (Tabla 3) con 3 controles
sin tratamiento enzimatico para un total de 15 experimentos que se realizaron por duplicado. El proceso de
digestion anaerobia se llevé a cabo mediante pruebas batch bajo condiciones mesofilicas (35-38°C), a una
relacion sustrato/inculo (S/X) en SV de 3y en un tiempo de retencion de 33 dias.
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Fig. 1 Esquema configuracion pruebas batch.



RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema de maceracion enzimatico (SME)

Para la construccion del SME se procedi6 al disefio del husillo como se ilustra en la Figura 2, y su posterior
construccién en acero inoxidable. El husillo es el encargado del transporte y mezclado del slurry vegetal,
por lo cual se decidio elaborar canales a lo largo de la aleta del mismo con el fin de maximizar la eficiencia
de mezclado y aumentar el tiempo de retencion dentro del equipo. El husillo tiene una longitud de 500mm
de los cuales en los primeros 265mm la aleta tiene 8 canales, en la parte central de 95mm se adaptaron 4
canales, la parte final con 140mm tiene 2 canales y se incorpor6 una salida cénica de 22mm de longitud.
La aleta de geometria cuadrada consta de un perfil de rosca con una altura de 3mm y un ancho de 3mm. El
angulo de filete del husillo es de 26,6° con un paso de rosca de 25mm.
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Fig. 2 Plano disefio del husillo.

El disefio del SME se realiz6 en el software AUTODESK Inventor como se ilustra en la Figura 3, el cual
consta de; (1) husillo de transporte y mezclado; (2) una tolva de alimentacion, por la que ingresa el material
vegetal y enzimas; (3) una chaqueta de calentamiento que trabaja por flujo de agua caliente en paralelo, el
cual proporciona la temperatura Optima requerida por las enzimas (50°C); (4) un motorreductor que
suministra potencia al equipo; (5) dos juegos de pifiones con diferentes relaciones, los cuales proveen al
equipo velocidades distintas; (6) una boquilla de salida del slurry vegetal tratado; (7) la estructura de
soporte. La construccién del SME se realiz6 en acero inoxidable y el resultado final se ilustra en la Figura
4. El motorreductor tiene una potencia de ¥ HP y una velocidad de salida de 100 rpm. Los dos juegos de
pifiones tienen relaciones de 3:5 y 2:5 para unas velocidades finales de 60 y 40 rpm respectivamente, siendo
esta ultima la trabajada a lo largo del presente trabajo.



Fig. 3 Plano 3D disefio del SME.

V.

Fig. 4 Reporte fotogréafico del SME.

Seleccion de los residuos horticolas

La lechuga, la espinaca y el apio son tres de las hortalizas con mayor produccion en la sabana de Bogota,
con una produccion anual de 4086,7 - 2056,7 y 1539,6 toneladas respectivamente (DANE, 2002). La Figura
5 ilustra la produccién mensual de residuos de horticolas generados en el afio 2015. La lechugay la espinaca
tienen la més alta produccién en la mayor parte del afio; los residuos generados por estas hortalizas son
aproximadamente 1844 toneladas por afio, las cuales constituyen el 30% de la produccién y tienen un
potencial importante en la produccidon de biogas.
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Fig. 5 Produccion mensual de residuo de las hortalizas de lechuga, espinaca y apio.
Considerando los niveles de produccion de lechuga y espinaca, este trabajo se realiz6 utilizando una
relacién lechuga-espinaca de 3:1, guardando la relacién del nivel de produccidn de estas hortalizas.
Caracterizacion de slurry vegetal e in6culo

En la Tabla 1 se encuentran los datos de la caracterizacion del slurry vegetal de lechuga-espinaca y el
inéculo de contenido ruminal utilizado en esta investigacion.

Tabla 1. Resultados caracterizacion slurry vegetal e indculo.

MUESTRA | %Humedad | %Sdlidos %5Solidos
(%H) totales volatiles
(%ST) (%SV)
Slurry 91,82+0,15 | 8,18+0,15 | 84,38+0,84
Vegetal
Inéculo 94,49+0,22 | 551+0,22 | 78,56+ 0,43

Los valores de la caracterizacion de residuos de comida, entre los cuales se encuentran residuos de frutas y
vegetales son similares a los reportados por Gongalves Neto et al. (2021), Li et al. (2018), Kostenberg y
Marchaim (1993) y Kafle et al. (2014). Relacionado con la caracterizacion del contenido ruminal utilizado
como indculo, presenta valores similares al estudio realizado por Sanchez et al. (2015), donde se obtuvo
valores de 83,66%H - 16,34%ST y un 80,89%SV. Otros valores se reportan en los estudios de Budiyono
et al. (2009) y Ozbayram et al. (2018).



Evaluacion del sistema de maceracién enzimatico

En la Tabla 2, se presentan los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en el SME a diferentes dosis
de enzimas; se encontr6 que la dosis de las enzimas tiene un efecto significativo sobre la generacion de
azUcares (p<0.05) y en general un efecto positivo del tratamiento enzimatico realizado en el SME. Se
obtuvo la mayor produccién de 7,22 g Glucosa * 100 g MSS~* con una Ce de 40 Unidades de celulasas,
lo cual representa un incremento del 48% respecto al blanco. No se encontraron diferencias significativas
entre las dosis de 40 y 60 Unidades.

Tabla 2. Efecto de la carga enzimatica sobre la produccion
de azlcares reductores.

CARGA AZUCARES REDUCTORES
ENZIMATICA
[U I’]d] g Glucosa g Glucosa g Glucosa
L extracto] [100 g MSsSs [ 100 g SV ]
0 11,466 + 0,615 | 3,739+0,201 | 4,431+0,238
20 18,959 + 0,499 | 6,183 +0,163 | 7,327 + 0,193
40 22,055 +1,015 | 7,192+0,331 | 8,523 + 0,392
60 21,834 £0,965 | 7,121 +£0,315 | 8,438 +0,373

MSS: Masa seca de slurry, SV: Solidos volatiles.

La eficiencia de la hidrdlisis es baja considerando la recalcitrancia de los materiales lignocelulésicos y alta
resistencia a la degradacién enzimatica (Galbe & Zacchi, 2012). La evaluacién realizada por Procentese
et al. (2017) donde se realiza un pretratamiento alcalino e hidrolisis enzimética con celulasa Cellic CTec 2
a residuos de lechuga, determiné que el efecto de la enzima incrementa la produccién de azlcares y
posterior produccién de bio-butanol. En estudios realizados por Martinez et al. (2017) sobre la influencia
de pretratamientos bioldgicos por medio de la celulasa ZY-maXX-XL200 a residuos lignocelulésicos de
sorgo, girasol, maiz, malanga y residuos de pan, se obtuvieron rendimientos més altos en la hidrélisis y
produccion de biogas en los ensayos con tratamiento enzimatico. También se han realizado tratamientos
enzimaticos a residuos de papel de oficina y desechos municipales, con lo cual se mejoré la produccion de
azUcares en la hidrélisis en un 94% y posterior obtencién de biogas (Taherzadeh & Karimi, 2008).
Adicionalmente, la evaluacion de un pretratamiento enzimatico realizada por Zieminski et al. (2012) a pulpa
y residuos de remolacha, evidencié que el pretratamiento mejoré la produccién de azlcares en un 88,9% y
59,4% respectivamente, maximizando la produccién de biogas. Un pretratamiento enzimatico utilizado por
Wang etal. (2018) de la celulasa proveniente de Aspergillus Niger para sustrato de rastrojo de maiz
afectando significativamente la produccion de biogas, aumentando su rendimiento en un 36,9%.



Produccion de biogéas a partir de residuos horticola pretratados enzimaticamente

Los datos del volumen y composicidn de biogas producido, asi como el potencial bioquimico de metano y
pH final de los biodigestores se reportan en la Tablas 3.

Tabla 3. Resultados ejecucion experimental produccion de biogas.

EXP VALORES VALORES VARIABLES DE RESPUESTA
CODIFICADOS | EXPERIMENTALES
Volumen
[mL]
Ce Co Ce Co %CH4 Biogas | CHa PBM pHf
[Und] [y_SV] [nglx;M]
L g
1 0 1,41 40 11,66 0,2 183.52 | 0,37 0,066 | 2,88
2 0 0 40 6 0,12 295,62 | 0,35 0,205 | 3,26
3 -1,42 0 11,6 6 0,2 190,94 | 0,38 0,133 | 3,49
4 0 0 40 6 0,2 183,42 | 0,37 0,127 | 3,21
5 -1 -1 20 2 0,2 256,21 | 0,51 0,534 | 5,55
6 0 0 40 6 0,2 174,17 | 0,35 0,121 | 3,25
7 -1 1 20 10 0 238,33 0 0 2,72
8 0 -1,41 40 0,34 0 196,53 0 0 531
9 1 -1 60 2 0,1 196,07 | 0,20 0,204 | 3,14
10 1 1 60 10 0 218,99 0 0 2,81
11 1,41 0 68,2 6 0 222,75 0 0 2,94
12 0 0 40 6 0,2 171,42 | 0,34 0,119 | 3,29
Ce: Carga Enzimatica, Co: Carga Orgéanica, CHs: Metano, PBM: Potencial Bioquimico de Metano,

pH:: pH final.

Se realiz6 un analisis para el volumen de metano (V¢y,) Y pHr. Las respuestas se ajustaron bien a modelos
polinomiales de tercer orden representados en las ecuaciones 4 y 5. EI modelo de V¢, ajusto bien debido
a que la variable de regresion que mide la cantidad de reduccion en la variabilidad dada por el R? es de
0,9826 y un R?ajustado de 0,9594, lo que nos indica que el modelo explica un 98,26% de la variabilidad
de las respuestas (X. Wang et al., 2018). De igual forma sucedi6 para el modelo de pH¢ con un valor de R?
de 0,9695 y un R?ajustado de 0,9390. Las variables de regresion de los modelos estadisticos se recopilan
en la Tabla 4.

Ven, = B+ B2Cg + B3Co + B1CrCo + BsCe® + BsCo” + B1Cx*Co + BsCrCo® + BoCo’ €))

siendo: B, = —1,9317; B, = 0,0739; Bs = 1,3743; B, = —0,0144; fs = —8,46 + 10™4;
Bs = —0,2189; B, = 8,87+ 1075; Bz = 6,83 10~%; By = 0,0101

pHy = By + B2Cg + B3Co + BuCrCo + BsCo® + BsCr*Co + B7Ce* + BsCo’® %)

siendo: B; = 4,1229; B, = 0,0600; 5 = 0,0181; B, = —0,0145; B5 = —0,0460;
s =2,48%107% B, =1,9%1073; B3 = 3,589 % 1073

En los analisis de varianzas ANOVA se muestra que el modelo tiene valores de probabilidad muy bajos
(P< 0,0001) para todos los valores F de las respuestas como lo reporta la Tabla 4, demostrando que los
modelos de regresion en ambos casos son altamente significativos, en adicién, los coeficientes de
determinacion ajustada (R? ajustado) defienden la alta significancia de los modelos (Mufioz et al., 2009).
La capacidad predictiva de los modelos (R?predicho) son Utiles, ya que explica gran porcentaje de los datos
en comparacion con los datos originales.
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Tabla 4. ANOVA variables de regresion modelo cubico reducido

Variable de
Variable de respuesta

Regresion pHf Ven,

Valor F 31,80 42,37

Valor p - Modelo <0,0001 0,0001
Valor p - Co 0,0006 <0,0001
Valor p - Ce 0,0006 < 0,0001

Media 3,45 0,3643

R? 0,9695 0,9826

R? ajustado 0,9390 0,9594

R? predicho 0,6064 0,7282

Precision adecuada = 18,7685 15,2375
V¢n,: Volumen de Metano,
C,: Carga organica, C,: Carga enzimética.

Por otro lado, en la Figura 6a se evidencia el comportamiento de las variables Co y Ce sobre el proceso de
produccion de metano en mL metano, determinando que la mayor produccién se presenta a bajas
concentraciones de materia organica y baja dosificacion enzimética, siendo el punto méaximo de 1,25 mL a
una Code 49SV/L y una Ce de 30 unidades de celulasas. A esta misma condicidn se obtiene PBM de 0,534
mLcy, . gSV 1 correspondiente a una produccion de biogas de 267 mL.

La superficie de respuesta representada en la Figura 6b muestra el efecto de la Co y Ce sobre el pH final
después de los 33 dias de fermentacion. Al aumentar los SV y la concentracion de enzima en el sistema, el
pH disminuye lo que lo convierte en un ambiente acido que inhibe la actividad microbiana metanogénica
del inéculo. Las bacterias metanogénicas son de crecimiento lento y sensibles a bajos valores de pH,
causante de inhibicién de la metanogénesis debido a la disminucidn en la produccién de acetatos y toxicidad
de los acidos en la fermentacion, conjuntamente la generacién excesiva de acidos grasos disminuye la
metanogeénesis ya que favorece la via metabdlica del hidrégeno (Carmona et al., 2005; Nguyen et al., 2019).
El descenso del pH a valores inferiores de 6, es causa de que el biogas generado sea pobre en metano y asi
mismo, tenga menores cualidades calorificas (Varnero, 2011). En el estudio realizado por Xing et al. (2020)
se determin6 que la baja concentracién de pH y la alta produccién de acidos grasos volatiles (AGV)
inhibieron los microbios ruminales tanto de vaca como de oveja, disminuyendo la biodegradacion de
residuos de comida y paja de maiz en la fermentacion, generando una disminucién en la produccion de
metano y un aumento en la produccién de CO,. Nguyen et al. (2019) refiere en su estudio la caida de pH a
la inhibicién hidrolitica y acidégena dada por bacterias de este género presentes en el liquido ruminal,
ocasionando un incremento en la produccién de AGVs y una disminucion en la produccion de biogas en
comparacion con indculo de lodos anaerobios. El in6culo de lodos anaerobios en algunos casos contiene
mayor cantidad de bacterias metanogénicas que en liquidos ruminales, debido a que en algunos rumiantes
es mayor la presencia de bacterias hidroliticas y acidogénicas que las metanogénicas consecuencia de la
absorcion del animal (Patra et al., 2017).
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Fig.6 Superficies de respuesta: Carga Organica y Carga Enziméatica
sobre las variables de respuesta

La Figura 7 muestra el efecto del inéculo (liquido ruminal bovino) y su mixtura con el slurry horticola sobre
la produccién de biogas y metano, se realizé una comparacion del punto central de Co del disefio
experimental con y sin slurry de hortalizas. Se trabajo la prueba de solo inéculo a una Co de 2gSV/L y la
prueba slurry-inéculo a una Co de 6gSV/L y 2gSV/L respectivamente. Se observa que la sola presencia de
biomasa vegetal disminuye de forma drastica la produccién de metano asi presente mayor cantidad de SV
totales. A pesar de que presentan valores similares en la produccidn de biogés, se determiné que la mezcla
slurry-inéculo produce una menor cantidad de metano que la generada por el in6culo de manera
independiente, concluyendo que la adicion de slurry horticola disminuye el pH creando un ambiente 4cido
que causa inhibicion de las metanogénesis como también se evidencié en el andlisis de superficie de
respuesta en la Figura 6b. El estudio realizado por Aybek y Ugok (2017) sobre la produccion de biogas y
metano a partir de residuos de frutas y vegetales mediante método batch Hohenheim a una relacion S/X de
1, determin6 que los residuos de lechuga generaron los valores mas bajos en la produccién de metano y
biogés respecto a otros residuos, obteniendo valores de 290 mLcy,.gSV™"y 536 mLpjozss5. gSV ™"
respectivamente. Unas de las razones por las que la produccién de metano disminuye con la adicién del
slurry vegetal al inéculo es la rapida acidificacién del material vegetal causando inhibicién de la
metanogénesis como lo reporto Kafle et al. (2014) en su estudio de digestion anaerébica batch de residuos
de col China con estiércol de cerdo, determinando que al afiadir mas cantidad de SV del material vegetal
se disminuy¢ el pH final y posterior produccion de metano. En adicion, las bajas concentraciones de
hemicelulosa en la biomasa y la baja relacion SV/ST y C/N conlleva a una baja produccién de metano,
como en el estudio realizado por Yan et al. (2017), donde reportd bajas relaciones C/N para la espinaca y
lechuga de 7,96 y 8,68 respectivamente, lo que afectd la produccién de metano obteniendo valores de
157,55 mLcy,. gSV ~1para la espinaca y 198,89 mLCH4.gSV‘1para la lechuga. La alta tasa de produccion
de AGVs conduce a la acumulacion inhibitoria de la metanogénesis, provocando una caida en el nivel de
pH como se evidencié en el estudio de Chanakya et al. (2009), en el cual la digestion anaerobia de residuos
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vegetales como repollo generé concentraciones méas altas de CO; que de CHa, con concentraciones de
metano menores al 1%, lo que indico un estancamiento de metanogénesis debido a una sobrecarga de AGVs
en el proceso ocasionando que el PBM no se pudiera cuantificar. La estabilidad del pH en rangos neutros
de entre 6,5y 7,5 es de suma importancia en la generacién de metano del proceso de digestion anaerobia.
En el presente trabajo se observd una disminucion de los niveles de pH al incrementar los valores de Co y
Ce como se reflej6 en el estudio de Uma et al. (2013), donde la caida de pH causa de un incremento en la
tasa de Co dio como resultado una alta concentracion de AGVs durante la fase de acidogénesis.

210,00 1,20
_ 204,00 1,00
_El 198,00 'g
N 192,00 0,80 -
go I
@ 186,00 0,60 2
§ £
g 180,00 0,40 3
= o
g 174,00 020 >
168,00 !
162,00 . ; 0,00
Indculo Inéculo-Slurry
M Volumen Biogas [mL] 176,825 206,158
H Volumen Metano [mL] 1,061 0,353

Fig.7 Efecto del slurry e inéculo sobre la produccion de biogas y metano

CONCLUSIONES

Se determiné que el sistema de maceracion enzimatico permitid la realizacién de un tratamiento mecanico-
enzimatico que caus6 un efecto positivo en la hidrdlisis, aumentando la produccién de azlcares reductores,
ya que se obtuvieron incrementos 1,5 veces méas altos comparado con el control. El analisis de varianza
determiné que las variables Coy Ce asociadas en los modelos de superficie de respuesta, tuvieron efectos
significativos sobre las variables de respuesta: pH final y volumen de biogds y metano, en este caso
incrementando la produccién de biogés, pero a muy bajas concentraciones de metano debido a la
disminucion del pH, generando un ambiente &cido que inhibié las reacciones metanogénicas
desfavoreciendo la produccién de metano en el proceso. Se comprob6 que la biomasa horticola trabajada
proveniente de lechuga-espinaca a una relacion de 3, desfavoreci6 la produccion de metano debido a la
rapida acidificacion del material vegetal en el proceso de digestion, favoreciendo la via metabdlica del
hidrégeno y reacciones acidogénicas que sobrecargaron el proceso e inhibieron la metanogénesis. En las
pruebas del efecto del slurry de hortalizas sobre el inoculo determind que la solo presencia del slurry
disminuy6 de forma dréstica la produccion de metano en la digestion. El incremento en la Co como en la
Ce disminuye la produccion de metano debido la disminucion del pH en la digestion anaerobia. La mayor
produccion de metano se presenta a bajas concentraciones de materia orgénica y baja dosificacion
enzimatica, siendo el punto maximo de 1,25 mL a una Co de 4gSV/L y una Ce de 30 unidades de celulasas.
A esta misma condicion se obtiene PBM de 0,534 mLy,.gSV ~" correspondiente a una produccion de
biogés de 267 mL. Aunque la produccion de metano fue baja, el sustrato fue fermentable generando buenas
cantidades de CO,. Se recomienda realizar estudios relacionados con la evaluacion del proceso de AGVs,
probar un proceso de codigestion con otro sustrato y evaluar la calidad del digestato para su posible uso
como biofertilizante.
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