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SINTESIS

La digestion anaerobia se ha convertido en una estrategia sustentable para el tratamiento de
estiércoles porcinos, dado por la obtencidén de metano y un lodo con propiedades biofertilizantes.
Este proceso es el resultado del metabolismo coordinado de bacterias y archaeas(Riviere et al.,
2009; Madigan et al., 2010), cuya eficiencia depende de la estabilidad de la poblacion ante
cambios nutricionales y ambientales. En Cuba, la calidad del estiércol porcino y la presencia de
inhibidores como el nitrégeno amoniacal, han limitado la eficiencia de su degradacion anaerobia.
En este trabajo se propuso como objetivo general: Analizar el efecto de la adicion de paja de
arroz y de arcillas residuales sobre la digestion anaerobia de estiércol porcino y la comunidad
procariota responsable de la produccién de metano.

Para ello, se evalud la adicion del cosustrato paja de arroz y la adicién de arcillas residuales, a la
digestion anaerobia de estiércol porcino, bajo régimen discontinuo, a temperaturas mesofilica
(35 °C) y termofilica (55 °C) y bajo régimen semicontinuo en reactor de tipo tanque agitado, a
temperatura mesofilica. Se optimizé la actividad metanogénica especifica mediante el disefio del
medio para la codigestion de los tres sustratos, utilizando la metodologia de superficie de
respuesta y un disefio compuesto central (factorial completo 2%). Ademas, se caracterizé la
comunidad procariota desarrollada con la adicion de la paja y las arcillas mediante técnicas
microbiologicas y moleculares basadas en el gen ARNr 16S de bacterias y archaeas.

El disefio del medio de codigestion anaerobia permitié optimizar la actividad metanogénica a
valores de 1,31 gCH,-DQO-gSV™-L™, superiores a los informados para la digestion de estiércol
mezclado con sustratos similares, lo que propicia un mejor aprovechamiento de las mezclas de
residuos para la produccion de metano. Las arcillas residuales estimularon la codigestion de
estiércol porcino y paja de arroz, dado por sus propiedades adsorbentes que reducen el efecto
inhibitorio del nitrégeno amoniacal presente en el estiércol. En régimen semicontinuo, la adicién
de arcillas mantuvo una produccién de metano alta y estable por mas de 20 dias.

La temperatura tuvo un efecto determinante sobre la composicion de la comunidad procariota.
Las archaeas metandgenas acetotroficas del orden Methanosarcinales prevalecen en condiciones
mesofilicas y son responsables del incremento de metano, lo que facilita la implementacion de los
sistemas de digestion anaerobia en las condiciones ambientales de Cuba. La adicion de paja de
arroz y arcillas residuales a la digestion de estiércol porcino provoc6 cambios en la diversidad y
dindmica de la comunidad procariota, donde las poblaciones favorecidas fueron bacterias
celuloliticas, especies del filo Bacteroidetes y especies de archaeas de la familia
Methanosaetaceae. Se informaron siete secuencias del gen ARN 16S de bacterias que difieren de
las previamente descritas en los érdenes conocidos y dos secuencias del gen ARN 16S de archaeas
perteneciente al orden Methanomicrobiales, no relacionada con las familias antes descritas. Estos
hallazgos cambian el estado actual del conocimiento sobre la estructura de estas comunidades
procariotas y su dependencia de las interacciones tréficas.
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INTRODUCCION

La digestidon anaerobia se ha convertido en una estrategia sustentable para el manejo adecuado de
residuos, dado por su biodegradacion hasta metano (CH4) y la obtencion de un lodo con
propiedades biofertilizantes (Verstraete et al., 2005; Ward et al., 2008). Este proceso es el
resultado del metabolismo coordinado y combinado de diferentes grupos de bacterias y archaeas,
cuya eficiencia depende de la estabilidad de esta poblacién mixta ante cambios ambientales y

nutricionales (Riviere et al., 2009; Nettmann et al., 2010).

La creciente produccién porcina en Cuba, de forma descentralizada, ha favorecido la generacion
desmedida de estiércoles por lo que la digestion anaerobia ha jugado un importante papel como
tecnologia de tratamiento, con el consiguiente aprovechamiento energético del CH, (Sosa et al.,
2005; Chao et al., 2011). El estiércol porcino constituye un buen sustrato base para la digestion
anaerobia, pues contiene capacidad tampén y una amplia variedad de nutrientes (Gonzélez-
Ferndndez y Garcia-Encina, 2009; Rodriguez et al., 2011). Sin embargo este proceso se ha visto
limitado por varios factores, entre ellos las altas concentraciones de nitrogeno amoniacal del
estiércol (Sung y Liu, 2003; Chen et al., 2008), el bajo balance de carbono/nitrogeno (20:1) y la
falta de algunos micronutrientes, que ha ocasionado bajos rendimientos de CH,4 y baja remocion
de la demanda quimica de oxigeno (DQO). En Cuba, segin algunos informes el contenido de
nitrégeno amoniacal en el estiércol porcino supera los limites maximos permitidos (> 2,1 g-L™) y

el balance de carbono/nitrogeno esta muchas veces por debajo de 20:1.

Para mejorar la digestién anaerobia de estiércol porcino se han utilizado con éxito cosustratos
organicos de origen agricola (Ward et al., 2008; Kacprzak et al., 2010), cuyo alto contenido de
carbono mejora el balance carbono/nitrogeno. La codigestion de residuos ganaderos y agricolas
se ha difundido en Europa (Campos, 2001) y América (Xia et al., 2012); donde se informan altas
producciones de CH,4 con reduccion de costos del proceso (Lehtomaki et al., 2007; Molinuevo-
Salces et al., 2012). Los residuales agroindustriales del arroz, (paja, cascarilla y residuos del
secadero) pueden utilizarse como cosustrato en la digestion de estiércol porcino. La degradacion
anaerobia de estos residuos ha sido evaluada por varios autores (Yu et al., 2004; Mussatto et al.,
2008; Yanfeng et al., 2008; Contreras et al., 2012), cuyos resultados muestran los mayores

potenciales de CH,4a partir del residuo paja (Butchaiah et al., 2009; Chandra et al., 2012).



La paja de arroz resulta un cosustrato atractivo debido a su bajo costo de produccion y alto
contenido de carbono y nutrientes (Wang et al., 2009; Contreras et al., 2012). A nivel mundial se
producen mas de 730 millones de toneladas de paja de arroz por afio (Zhao et al., 2010). En
Cuba, existe una elevada generacion de este residuo en la Empresa Agroindustrial “Sur del
Jibaro” de Sancti Spiritus (mas de 4,72 toneladas de paja por hectéarea), donde la mayoria es
incinerada (Contreras, 2013) o se deja en el campo como cobertura vegetal, causando serios
dafios ambientales y afectaciones en el rendimiento del propio cultivo (Abril et al., 2009). La
utilizacion racional de la paja de arroz como cosustrato en la digestion de estiércol porcino puede

aumentar la produccion de CH, y ayudar a su gestion ecoldgica.

Por otro lado, se ha informado sobre la mejora en la digestion anaerobia de estiércoles con la
utilizacion de zeolitas (clinoptilolita y mordenita), y otras arcillas (montmorillonita y glauconita),
dado principalmente por su capacidad de adsorber iones amonio (NH,"), lo que regula el
equilibrio amonio < amoniaco (Milan et al., 2003; Montalvo et al., 2006; Kotsopoulos et al.,
2008; Duran-Barrantes et al., 2009). Las zeolitas y arcillas, ademas, constituyen una fuente de
minerales para las bacterias y archaeas (Demirel y Scherer, 2011; Pobeheim et al., 2011), muchos
de los cuales actuan como cofactores enziméticos (Blaut, 1994) y otros intervienen en la
remocién de toxicos, como es el caso del Ca®* que promueve la remocién de propionato (Kim et

al., 2002) o el Na* y el K* que pueden intercambiarse con el NH,".

Las arcillas residuales del proceso de purificacion de aceites basicos industriales que se generan
en la Industria Petroquimica Cubana son basicamente bentonitas (Arcillas TONSIL®, México,
Informacidn técnica) que poseen una composicion catiénica similar al de las zeolitas (Ca?*, Mg*,
Fe?*, Na* y K" y otras arcillas (Yeritsyan et al., 2008), las cuales pueden utilizarse como aditivo

inorganico en la digestion anaerobia de estiércol porcino.

La generacion del estiércol porcino, la paja de arroz y las arcillas residuales en una misma area
geografica, los hace disponibles para su uso en la codigestién anaerobia con un menor costo. Sin
embargo, es necesario determinar la viabilidad de la mezcla y considerar los factores ambientales
que influyen en la digestion. La temperatura constituye un factor clave (Van Lier et al., 1993), asi
como la concentracién de sustrato y su naturaleza, pues influyen directamente sobre la actividad
enzimética en todas las etapas del proceso (Campos, 2001; Blume et al., 2010), entre ellas la

actividad metanogénica especifica (AME) responsable de la obtencién de metano.



En los ultimos 20 afios, se han introducido varias mejoras tecnoldgicas para optimizar la
digestion anaerobia, tales como: el desarrollo de sistemas técnicos, la introduccion de cosustratos,
o la digestion a altas temperaturas para asegurar una buena sanitizacion (Ahring, 2002; Ahring y
Westermann, 2004). No obstante estos esfuerzos, la optimizacion de las actividades enzimaticas y
el estudio acerca de la influencia de la interaccion de los sustratos sobre el metabolismo de la

microbiota anaerobia ha sido limitado (Nettmann et al., 2008).

La eficiencia de la metanogénesis depende en gran medida de la estructura y dinamica de la
comunidad procariota (Verstraete et al., 2005; Nettmann et al., 2010). En este sentido, se ha
estudiado la diversidad procariota en reactores que producen CH, a partir de diferentes sustratos
organicos, por ejemplo: ensilaje de cultivos energéticos, residuos de frutas, vegetales y residuos
ganaderos (Klocke et al., 2008; Krause et al., 2008; Nettmann et al., 2008; Nettmann et al., 2010;
Supaphol et al., 2011; Zhang et al., 2011), cuyos resultados muestran la correspondencia entre
algunos parametros operacionales y la diversidad microbiana existente (Wittebolle et al., 2009;
Kim et al., 2010; Carballa et al., 2011; Pycke et al., 2011). Sin embargo, el impacto de los
cosustratos organicos sobre la microbiota formadora de CH, (Hori et al., 2006; Krause et al.,

2008) y sobre todo el impacto de los minerales sobre estas comunidades ha sido poco estudiado.

La aplicacion de técnicas novedosas para el analisis del metagenoma de los ecosistemas
anaerobios, como la técnica del polimorfismo de longitud de fragmentos terminales de restriccion
(T-RFLP), la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (g-PCR) y la libreria de clones,
basados en el analisis del gen ARNr 16S como marcador evolutivo, ha permitido un mayor
entendimiento de la fisiologia y bioquimica de los llamados “microorganismos anaerobios no
cultivables”. Sin embargo, no se ha informado la diversidad procariota responsable de la
produccion de metano en reactores que degradan, simultaneamente, estiércol porcino, paja de
arroz y arcillas residuales. De hecho, en Cuba no se ha informado el empleo de estas técnicas

moleculares para caracterizar la microbiota en sistemas de digestion anaerobia.
Teniendo en cuenta estos antecedentes se propone la siguiente hipdtesis:

“La digestion anaerobia de estiércol porcino y la comunidad procariota relacionada con la
obtencién de metano, se pueden favorecer con la adicién de paja de arroz como cosustrato y de

arcillas residuales como aditivo inorgéanico”.



Objetivo General

Analizar el efecto de la adicion de paja de arroz y de arcillas residuales sobre la digestion
anaerobia de estiercol porcino y la comunidad procariota responsable de la produccion de

metano.
Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la adicién de paja de arroz y de arcillas residuales sobre la digestién
anaerobia del estiércol porcino, en régimen discontinuo a temperatura mesofilica y

termofilica.

2. Optimizar la actividad metanogénica especifica mediante el disefio del medio de
codigestion anaerobia del estiércol porcino y paja de arroz con adicion de arcillas

residuales, a temperatura mesofilica y termofilica.

3. Evaluar el efecto de la adicion de paja de arroz y de arcillas residuales sobre la digestion
anaerobia del estiércol porcino en un reactor de tipo tanque agitado en régimen

semicontinuo a temperatura mesofilica.

4. Caracterizar la comunidad procariota durante la digestion anaerobia del estiércol porcino
con la adicion de paja de arroz y arcillas residuales, atendiendo a su diversidad, dindmica,

cuantificacion y distribucion taxondémica.
Novedades cientificas

1. Se demostrd el efecto estimulante de las arcillas residuales (con base bentonita) sobre la
produccién de CH, durante la codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz,
dado por su capacidad para adsorber iones amonio en solucién. La reduccién de la
concentracion de nitrogeno amoniacal del estiércol porcino favorece el desarrollo de
archaeas metanogenas sensibles al amoniaco, como las especies de Methanosaetas,

consideradas las mas eficientes en la produccion de metano.

2. Se disefio un medio para la codigestion de estiércol porcino, paja de arroz y arcillas
residuales, que permitié optimizar la actividad metanogénica especifica a valores de 1,3
gCH,-DQO-gSSV ™ -d?, superiores a los valores informados en la literatura para otras mezclas

de sustratos similares.



3. Se informa por primera vez para la ciencia, el impacto de la adicion de arcillas residuales con
base bentonita sobre la diversidad y dinamica de bacterias y archaeas de sistemas anaerobios
bajo régimen semicontinuo. La adicion de arcillas aumentd la razén Bacteroidetes/Firmicutes
y disminuy0 el nimero total de archaeas donde prevalecen las especies de Methanosaetas,
hallazgo que modifica el conocimiento actual sobre la estructura de estas comunidades

procariotas y su dependencia de las interacciones troficas.

4. Se informan por primera vez para la ciencia, siete secuencias del gen ARN 16S de bacterias
que participan en la digestién anaerobia de estiérrcol porcino, paja de arroz y arcillas
residuales, las cuales difieren de las previamente descritas en los Ordenes bacterianos
conocidos. Se obtuvieron ademds, dos secuencias del gen ARN 16S de archaeas,
pertenecientes al orden Methanomicrobiales, no relacionadas con las familias descritas.
Estos resultados contribuyen al conocimiento de la diversidad de genes y/o especies

procariotas presentes en sistemas anaerobios bajo condiciones nutricionales determinadas.

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la diversidad y dinamica de la comunidad
procariota y su correlacion con parametros fisico-quimicos, en sistemas anaerobios. Las nuevas
secuencias del gen ARNr 16S de bacterias y archaeas obtenidas, fueron depositadas en la base de
datos del Laboratorio de Biologia Molecular Europeo (EMBL) con los nimeros de acceso:
HG007881-HG007957 (Bacteria) y HG007868-HG007880 (Archaea). En el orden practico, los
resultados contribuyen al desarrollo de las tecnologias anaerobias, pues con el uso del cosustrato
paja de arroz y la aplicacién de arcillas residuales, se logra incrementar la produccién de CH, a
partir de estiércol porcino, sustentado en el efecto positivo de estos sustratos para promover el
predominio de determinadas bacterias y archaeas que favorecen el proceso. La aplicacion de los
resultados trae ademas beneficios econdmicos, ambientales y sociales, ya que contribuye a
mejorar la eficiencia de la transformacion de biomasa en CH, para fines energéticos. Esto implica
mayor reduccion de la carga contaminante de los estiércoles porcinos y el reuso y gestion
ecoldgica de los residuos (paja de arroz y arcillas residuales). La codigestién anaerobia en una
misma area geografica, constituye un ejemplo en la busqueda de nuevas practicas agroecologicas

en granjas del sector privado y estatal.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 La digestion anaerobia para la obtencién de metano

La digestion anaerobia ocurre espontaneamente en la naturaleza para degradar la materia organica
hasta la forma mas reducida del carbono: el metano (CH,4), ademas se produce CO; y trazas de
otros gases (HS, H,, NHs, etc). Esta mezcla conocida como biogas, fue llamada gas de pantanos,

gas natural de yacimientos subterraneos o gas metabdlico de rumiantes (Madigan et al., 2010).

El CH,4 es un hidrocarburo gaseoso saturado, incoloro e inodoro, con propiedades combustibles y
puede formar mezclas explosivas con el aire, siendo también constituyente del gas natural (Stams
et al., 2003). A pesar de que la actividad humana genera CH, por si misma, este no siempre
puede ser capturado para ser utilizado como combustible, es por ello que son necesarias

tecnologias para su produccion en forma controlada.

Como proceso de tratamiento, la digestién anaerobia tiene algunas ventajas sobre la aerobia. En
la digestién anaerobia el 90 % de la energia disponible por oxidacion directa se transforma en
CH, y s6lo un 10 % de la energia se consume en el crecimiento microbiano, frente al 50 %
consumido en un sistema de tratamiento aerobio. Ademas, se obtiene un efluente estabilizado con
propiedades biofertilizantes, dado por su mayor mineralizacion, menor contenido de pat6genos,
menor fitotoxicidad y menor volumen de lodo (Campos, 2001). No obstante, la disminucion de la
emision de gases de efecto invernadero y su uso como fuente de energia renovable, son las

ventajas mas aprovechadas de la digestion anaerobia (Stams et al., 2003).
1.1.1 Microbiologia y bioquimica de la digestion anaerobia

Los modelos tradicionales de digestion anaerobia la dividen en varias etapas: hidrolitica,
acidogénica, acetogénica y metanogénica. Muchas de estas reacciones ocurren simultaneamente
sin una separacion clara de fases (Campos, 2001), lo cual respalda las asociaciones simbidticas

microbianas encontradas en estos ecosistemas (Stams et al., 2003).

La etapa hidrolitica es llevada a cabo por enzimas extracelulares, excretadas por bacterias
fermentativas. Esta etapa puede ser la limitante de la velocidad del proceso global, cuando se
trata de materia organica con alto contenido de solidos. Incluso, en casos donde las fases
acidogénicas o metanogénicas son consideradas como pasos limitantes, la hidrolisis puede afectar

el conjunto del proceso (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).



Uno de los principales componentes de la materia organica y de los residuos ganaderos y
agricolas, son los materiales lignocelul6sicos, compuestos por lignina, celulosa y hemicelulosa.
La lignina es un polimero (complejo aromatico, no carbohidrato) altamente resistente a la
digestion anaerobia, que limita la hidrdlisis de la celulosa y de otros sustratos (Myint et al., 2007;
Vavilin et al., 2008). La celulosa se hidroliza principalmente a celobiosa y glucosa, mientras que

la hemicelulosa produce pentosas, hexosas y acidos urénicos.

Las proteinas son hidrolizadas por proteasas en peptonas, péptidos y aminoacidos. Hay proteasas
extracelulares (proteinasas) que atacan a la proteina entera y las peptidasas intracelulares cortan
aminoéacidos del extremo de proteinas y péptidos. Generalmente, la tasa de hidrélisis de proteinas
es menor que la de carbohidratos (Gavala et al., 2003). La degradacion de lipidos consiste en una
ruptura inicial de las grasas por lipasas, donde se forman acidos grasos de cadena larga y
moléculas de glicerol. Una molécula de fosfolipidos produce un equivalente de acido fosforico,

uno de glicerol y dos de acidos grasos (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).

La etapa fermentativa o acidogénica consiste en la fermentacion de productos solubles de la
hidrolisis, donde se obtiene &cido lactico, etanol, acido propionico y acido butirico, entre otros
(Stams et al., 2003), cuyas concentraciones varian en funcién del consumo de H,. Cuando el H;
es eliminado de forma eficiente, las bacterias fermentativas no producen compuestos reducidos
como el etanol, que favorece la produccion de H, y ATP. La actividad de algunas bacterias
fermentativas y acetogénicas se favorece a valores bajos de presion parcial de H, (Pavlostathis y
Giraldo-Gomez, 1991).

La fermentacion de azlcares la realizan diferentes grupos bacterianos, principalmente las que
pertenecen al género Clostridium. La principal ruta que utilizan estos grupos es la de Embden-
Meyerhof-Parnas. El acetil-CoA se reduce empleando, como transportador de electrones, el
NADH derivado de las reacciones de la ruta. Las proporciones de los productos dependen de la
duracion y las condiciones de reaccion, donde el butirico y el acético son los productos
mayoritarios, si el pH se mantiene alcalino (Madigan et al., 2010). Sin embargo, otros estudios

muestran que el propidnico puede ser mayoritario en ciertas condiciones (Hashimoto, 1986).

Otras bacterias del género Propionibacterium, llevan a cabo un proceso distinto, conocido como
fermentacion acido-propiodnica, en la que se produce acido propionico, succinico, acético y CO..

Sus requerimientos nutricionales son complejos y crecen con lentitud. Las bacterias acido-



propidnicas difieren de las del género Clostridium, en que su fermentacion se basa en la
conversion del piruvato a oxalacetato por carboxilacién, y la conversion a través de succinato y
succinil-CoA a metilmalonil-CoA y propionil-CoA, donde dos tercios de la glucosa se

transforman en propionato y un tercio en acetato (Madigan et al., 2010).

Por su parte, la fermentacién de aminoacidos y de otras moléculas nitrogenadas es realizada por
varios grupos de bacterias cuyos productos son: &cidos organicos volatiles, acido succinico,
amonio, sulfuro reducido, acido aminovalérico, CO, y H,. Esta fermentacién es un proceso
rapido y no limita la velocidad de la degradacion de compuestos proteicos (Pavlostathis y
Giraldo-Gomez, 1991). Algunas bacterias del género Clostridium fermentan aminoacidos, cuyos
productos finales de la oxidacidén son NH3, CO, y un acido carboxilico con un atomo de carbono
menos que el aminoacido oxidado. Segun el aminoacido fermentado se producen los acidos n-
butirico, isobutirico, isovalérico, caproico, ademas de metilmercaptano, cadaverina, putrescina y
H,S, fundamentalmente (Madigan et al., 2010).

La degradacion de &cidos grasos de cadena larga (AGCL) ocurre mediante la p-oxidacion. El
AGCL entra a la célula y es activado por la Coenzima A (formando el tio-éster-CoA), lo que
disminuye su efecto toxico. Si es un &cido con un ndmero n impar de atomos de carbono, se
obtendrian n-1 acetil-CoA y un propionil-CoA (Madigan et al., 2010). Ademas, ocurre la
deshidrogenacion del &cido graso, liberandose H; a través del NADH. La B-oxidacion de AGCL

es una ruta muy dependiente de la accion simbidtica de los organismos consumidores de H,.

La etapa acetogénica es la transformacion de acidos y aminoéacidos en compuestos que puedan
metabolizar las archaeas metanogénas. Este proceso involucra reacciones energéticamente
desfavorables, donde las bacterias acetogénicas necesitan ser estimuladas por las metandgenas u
otros consumidores de H, y la AG de la reaccion depende de la presion parcial de H, (Stams,
1994; Campos, 2001). Algunos representantes de las especies acetogénicas son: Syntrophomonas
wolfei y Syntrophobacter wolini. Un tipo especial de acetogénicas, son las homoacetogénicas,
que consumen H, y CO, y producen acetato (Fig. 1.1). Estas bacterias son capaces de crecer
heterotroficamente a partir de polisacaridos, al contrario de las metandgenas (Madigan et al.,

2010). Los principales exponentes son Acetobacterium woodii y Clostridium aceticum.

La etapa metanogénica es llevada a cabo por archaeas metandgenas que forman el CHy, de ahi

el nombre: biometanizacién (Stams et al., 2003). Las metandgenas son anaerobias obligadas y
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utilizan sustratos con uno o dos atomos de C unidos por enlace covalente (acetato, formato,
metanol, algunas metilaminas y CO,). Habitan asociadas a bacterias (como las acetoclasticas) que
mantienen un bajo potencial redox (-300 mV) (Madigan et al., 2010). Se pueden establecer dos
grandes grupos de metandgenas en funcion del sustrato principal: las hidrogenotréficas, que
consumen H, y acido formico y las metilotroficas o acetoclasticas, que consumen grupos metilos
del acetato, metanol y algunas aminas. En teoria, solo el 33 % del CH,4 se produce a partir de
reducir CO,, utilizando el H, generado durante la degradacion de los sustratos iniciales al nivel
del acetato (Fig. 1.2). Estas reacciones redox estan involucradas en los procesos de fijacion de C
y ambos procesos son acoplados a la formacion de acetil-CoA, principal precursor del C para la

biosintesis celular (Madigan et al., 2010).

Otros estudios han mostrado que el 70 % del CH, es producido a partir de acetato. Por lo tanto, el
acetato es un intermediario clave en todo el proceso (Fig. 1.3). Las reacciones llevadas a cabo por
estos grupos microbianos han sido muy estudiadas, con énfasis en la conservacion de la energia
durante la metanogénesis, que es el paso final donde interviene la enzima metilreductasa
(Madigan et al., 2004). La interaccion de la CoB con la CHz-CoM forma CH; y un
heterodisulfuro (CoM-S-S-CoB). Este complejo es reducido por los electrones que se translocan a
través de la membrana a partir del H,, los cuales reducen la F40 y después la metanofenazina
(Fig. 1.4). Esta dltima, a través de un citocromo tipo b, transfiere electrones a la heterodisulfuro
reductasa, enzima que reduce el complejo a sus formas oxidadas HS-CoM y HS-CoB, en una
reaccion exergénica asociada a la extrusion de protones hacia el exterior de la membrana, lo cual
crea una fuerza motriz de protones. Este gradiente de protones es disipado por una ATPasa

translocadora de protones que sintetiza ATP en el interior celular (Madigan et al., 2010).
1.1.2 Factores ambientales y nutricionales que afectan el proceso

Temperatura. La digestion anaerobia tiene lugar en un amplio intervalo de temperaturas, pero los
mas utilizados son psicrofilico (< 20 °C), mesofilico (20 - 45 °C) y termofilico (45 - 65 °C). A
altas temperaturas las velocidades de las reacciones bioquimicas y las velocidades especificas de
crecimiento maxima (umax) aumentan (Van Lier et al., 1993), pero dentro de cada intervalo de
temperatura x se hace maxima, por ejemplo 35-37 °C para la digestién anaerobia mesofilica y 54-
56 °C para la termofilica. La digestion anaerobia en condiciones termofilicas es mas sensible a

cambios ambientales que la digestion en condiciones mesofilicas, sin embargo, en esta primera
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hay mayor velocidad de degradacion, mayor rendimiento de CH,, mejor separacion solido-
liquido y mejor calidad microbioldgica del lodo. La calidad de los lodos en condiciones
termofilicas esta dada por el menor contenido de patogenos, su facil deshidratacion y la reduccion
de los malos olores (Kim et al., 2002; Nielsen et al., 2004; Li et al., 2010).

Las ventajas de la digestion anaerobia termofilica indicadas anteriormente se fundamentan en la
acelerada transferencia de H, interespecifica que incrementa la velocidad de reaccion y en general
del metabolismo, por lo que aumenta la metanogénesis y disminuye el tiempo de retencion
hidraulico en los reactores (Gavala et al., 2003). Esto no significa que los microorganismos
termofilos deban crecer mas rapido que los mesdfilos, pues el crecimiento puede estar limitado

por el catabolismo de sus sustratos y no por la velocidad de sintesis de las macromoléculas.

La temperatura influye directamente en los equilibrios, como en el de amonio < amoniaco y
acidos grasos volatiles ionizados <« no ionizados (Campos, 2001). El efecto inhibidor del amonio
(NH;") puede ser mayor en el rango termofilico, donde también se ha detectado mayor tasa de
hidrolisis de las proteinas (Gallert et al., 1998). La solubilidad de los gases NHs, H,S y H,
desciende al aumentar la temperatura, lo que favorece la transferencia liquido-gas. Esto supone
un efecto positivo dado por la toxicidad de los citados compuestos (Angelidaki y Ahring, 1994,
Hansen et al., 1998). La principal desventaja radica en que la baja solubilidad del CO, implicara
un aumento del pH en los reactores termofilicos, lo que en condiciones de alta concentracion de
amonio puede causar un efecto negativo (Méhnert, 2007). Las sales organicas son mas solubles a
altas temperaturas, por lo que la materia organica es mas accesible para los microorganismos. Sin
embargo, también aumenta la solubilidad de compuestos tdxicos y por tanto seran potencialmente
mas toxicos, lo que explica la mayor inhibicion de determinados compuestos en el rango

termofilico, como los AGCL.

En general, la velocidad del proceso de digestion anaerobia aumenta con la temperatura pero trae
consigo gastos energéticos, por lo que la decision final dependera del balance energético en el

sistema. Las temperaturas mas utilizadas en la digestion de residuos estan en el rango mesofilico.

pH y Alcalinidad. Los microorganismos anaerobios necesitan para su desarrollo un pH en torno a
la neutralidad, con un valor optimo que oscila en la mayoria de los casos entre 6y 8,3 (Lay et al.,
1997). En los sistemas anaerobios las sobrecargas organicas o la presencia de un inhibidor de la

etapa metanogénica provoca desequilibrios en la produccién y consumo de &cidos grasos



volatiles, cuya acumulacién declina el pH y provoca la acidificacion del reactor (Campos, 2001).
El pH también influye en los equilibrios quimicos (Campos y Flotats, 2003), por ejemplo, un pH
bajo influye en la conversién de propionato a acetato, debido a que el componente toxico es la
forma no ionizada del acido acético, que aumenta con la acidez del medio (Fukuzaki et al., 1990).
Ademaés el pH influye en la distribucién de la forma ionizada y no ionizada del amonio, lo cual

también influye en la inhibicidn del proceso de metanogeénesis.

La alcalinidad o capacidad tampon es importante para asegurar la estabilidad de la digestion
anaerobia. La alcalinidad en un reactor es generada por los bicarbonatos y los acidos grasos
volatiles. En un reactor estable la alcalinidad total (AT), medida por titulacion de una muestra a
pH entre 4,0 y 4,3, deber estar por encima de 2,5 g-L™* (Fannin et al., 1987). La alcalinidad del
bicarbonato o alcalinidad parcial (AP) esta presente en forma de HCO3;. La AP, medida por
titulacion de una muestra a pH 5,75; tiene una correlacién empirica con la acumulacién de &cidos
grasos volatiles (Hawkes et al., 1994). Sin embargo, esta relacién no se observa durante la
acumulacion de estos acidos en respuesta a sobrecargas de amonio, debido a que el amonio
incrementa la alcalinidad del sistema. Los acidos grasos volatiles (AGVs) reaccionan con el
bicarbonato, produciendo la alcalinidad debida a estos &cidos, en la relacion: AP = AT - 0,71
[AGVs], lo que resulta en una caida del pH. La relacion entre la concentracion de AGVs y la AT
(AGVSs/AT) indica el funcionamiento del reactor y debe fluctuar entre 0,1 y 0,35 (Ahring et al.,
1995; Boursier et al., 2005). Otro indicador es la relacion entre la alcalinidad parcial y total, alfa

(o), que debe oscilar entre 0,5y 0,9.

En funcion de la alcalinidad del medio, la disminucion de pH sera mas o menos rapida
(Angelidaki y Ellegaard, 2003; Mé&hnert, 2007). En residuos ganaderos, que presentan altas
concentraciones de amonio y por tanto altas alcalinidades, la disminucion de pH sera poco
importante incluso aunque se produzcan altas acumulaciones de acidos (Campos, 2001). Por ello,
el pH no se considera una buena variable de control. Se consideran indicadores de control del
proceso: la relacion de alcalinidades, la concentracidn de &cidos grasos volatiles, la produccion de

biogas y CH,, la relacion acido propionico/acido acético y la presion parcial de Ho.

Contenido de nutrientes. El proceso anaerobio se caracteriza, a diferencia de los procesos
aerobios, por los bajos requerimientos de nutrientes debido fundamentalmente a los bajos indices

de produccion de biomasa. A pesar de ello, la biomasa necesita para su desarrollo el suministro



de una serie de nutrientes minerales, ademés de una fuente de carbono y de energia. Las
necesidades de nitrogeno y fdsforo estan en funcion de la concentracion de carbono inicial. La
relacion C:N debe oscilar entre 15-30:1, y la de C:P entre 75-113:1 (Demirel y Scherer, 2011;
Rodriguez et al., 2011; Takashima et al., 2011). Los principales micronutrientes son Fe**, Co?*,

Ni%*, Mo*", Se y las vitaminas B, y By, utilizadas como factores de crecimiento.

Tiempo de retencién hidraulico. En los reactores de tipo tanque agitado el tiempo de retencion
hidraulico coincide con el tiempo de retencion celular, por lo que éste debera ser suficiente como
para permitir el desarrollo de la comunidad microbiana. Al aumentar el tiempo de retencion
aumenta la materia organica degradada y una vez superado el éptimo disminuye la produccion
de CH4, por lo que es necesario su determinacion para cada tipo de residuo y de reactor (Campos,
2001). En la digestion anaerobia de residuos ganaderos el tiempo de retencion puede oscilar entre
10 y 45 dias.

Velocidad de carga organica (VCO). La VCO es la relacion entre la cantidad de materia organica
alimentada, expresada en unidades de DQO o soélidos volatiles, por unidad de volumen efectivo
de reactor y tiempo, la cual es directamente dependiente de la concentracion del sustrato y del
tiempo de retencién hidraulico. Altas cargas organicas, en ausencia de inhibidores, proporcionan
altas producciones de CH, y en el caso de sobrecargas puntuales, que acumulan acidos grasos
volatiles (Ahring et al., 1995) se puede desestabilizar el proceso. El tiempo de retencion
hidraulico y la VCO estan determinados por el tipo de sustrato y son los principales pardmetros

de disefio que definen el volumen de un reactor (Campos, 2001).

Agitacion. La agitacion en la digestion anaerobia persigue poner en contacto el sustrato fresco
con la poblacién microbiana, favorecer la salida de los gases producidos, proporcionar una
densidad uniforme de poblacion microbiana, prevenir la formacion de capa una superficial,
espumas y sedimentos, prevenir la formacion de espacios muertos que reducen el volumen
efectivo y eliminar la estratificacion térmica, manteniendo una temperatura uniforme (Campos,
2001). La velocidad de agitacion es un parametro que influye en el equilibrio entre la buena

homogeneizacion y la correcta formacion de agregados bacterianos (Fannin et al., 1987).

Taxicos, inhibidores y reguladores del proceso. Son muchas las sustancias que pueden inhibir la
digestion anaerobia tales como el nitrdgeno amoniacal (Hansen et al., 1998; Schnurer y
Nordberg, 2008), algunos cationes y metales pesados (Kugelman y Chin, 1971) y ciertos



compuestos organicos como los AGCL (Luostarinen et al., 2009), mientras que ciertos
intermediarios metabolicos constituyen reguladores del proceso, este es el caso del H, y del acido
acetico (Angelidaki et al., 1993; Hyun et al., 1998).

Nitrégeno amoniacal (N-NH4"). El nitrégeno amoniacal es un importante nutriente para los
microorganismos, cuya carencia puede provocar el fracaso de la digestion anaerobia, sin embargo
una concentracion excesivamente alta del mismo puede limitarla (Schnurer y Nordberg, 2008).
No existe un consenso en la bibliografia consultada sobre la concentracion exacta de amonio que
inhibe el proceso de digestion anaerobia (Chen et al., 2008). Varios autores han informado
concentraciones de N-NH," inhibitoria desde 1,7 a 7 g-L™ para la digestién de estiércol de ganado

vacuno, porcino y gallinaza, como se muestra en la Tabla 1.1.

El amoniaco libre (NH3). Es la forma que parece causar mayor inhibicion ya que el efecto

inhibitorio aumenta a pH alcalinos y a altas temperaturas, donde el equilibrio de formacion de
NH; es favorecido. La variabilidad respecto a la concentracion inhibitoria de NH3, responde tanto
al tipo de sustrato que se degrada, como a la “adaptacion” de la microbiota presente (Tabla 1.1).
En la digestion de estiercol porcino se demostr6 mayor inhibicion en la fraccion liquida del
estiércol, cuyas concentraciones de NHjz por encima de 0,04 g-L™* inhibieron a las archaeas
metanogenas entre un 84 y 94 % (Belmonte et al., 2011). La funcidon de inhibicion que relaciona
la Kmax con la concentracion de NH; libre depende del grupo de metandgenas que predominan,
siguiendo para las metandgenas acetoclasticas un modelo sigmoidal, y para las hidrogenotréficas
un modelo lineal (Angelidaki y Ahring, 1993; 1994; Borja et al., 1996).

En general, la carga orgéanica del reactor y el nimero de microorganismos activos, determinan la
magnitud de la inhibicion por amonio y amoniaco (Ahring, 1995), lo que puede explicar en parte,
la variabilidad en las concentraciones inhibitorias encontradas. Gallert et al., (1998), en trabajos
con residuos vegetales de mercado, observaron que al aumentar la concentracion de 0,5a 6,5 g-L
! de N-NH," en el régimen mesofilico, aument6 la inhibicién de la protedlisis (desaminacién de
peptonas) y la metanogénesis En las experiencias de Gallert et al.,, (1998) no se detectd
acumulacion de H, por lo que la metanogénesis hidrogenotrofica no fue inhibida a esta
concentracion. A pesar de esto, las bacterias y archaeas metandgenas se “adaptaron” a nuevas
concentraciones de N-NH,", pero la pmay desciende al aumentar la concentracion de N-NH,". Este



comportamiento ha sido constatado por diversos autores (Hashimoto, 1986; Angelidaki y Ahring,
1994; Gallert et al., 1998; Hansen et al., 1998).

Tabla 1.1 Resumen de las concentraciones inhibitorias de nitrogeno amoniacal y de amoniaco
libre, informadas por varios autores en sistemas de digestion anaerobia con estiércol como
sustrato.

Concentraciéon de  Concentracion de

Tipo de reactory Sustrato que se

NH," inhibidora NH; inhibidora o Referencia
(LY (g-LY condiciones degrada
Reactores mesofilicos y -
2,5 0,02 termofilicos Estiercol de (Hashimoto, 1986)
0,20 - . ganado vacuno
(indculo sin adaptar)
Reactores mesofilicos y Estiéreol de
4,0 0,39 termofilicos (Hashimoto, 1986)
. ganado vacuno
(indculo adaptado)
Reactor termofilico (3 L)
i alimentado Estiércol de (Angelidaki y
6.0 0,60-0,80 continuamente ganado vacuno Ahring, 1994)
(in6culo muy adaptado)
5,0-7,0 0,69-0,99 Reactor UASB Estiercolde g ora et al., 1996)
termofilico ganado vacuno
Ensayos en discontinuo (Krylova et al
2,8 - (mesofilico y Gallinaza y B
o 1997)
termofilico)
Ensayos en discontinuo
y en tanque agitado - . (Hansen et al.,
6,0 1,10 (mesofilico y Estiércol porcino 1998)
termofilico)
S Estiércol porcino
Codigestién en
2.1 i discontinuo (termofilica) . (Flotats et al., 1999)
lodos residuales
) i Digestion por contraflujo . (Jian Guang et al.,
14-17 de fluido (mesofilica) Gallinaza 2012)

Cationes y metales pesados. Se han declarado diferentes concentraciones inhibitorias para varios

cationes, por ejemplo para el Ca** 4600 mg-L*, para el K* 4800 mg-L™*y para Na* 7400 mg-L™*
(Kugelman y Chin, 1971). En este ultimo se han referido valores superiores en dependencia de la
“adaptacion” de la microbiota y su composicion (Vallero et al., 2003). La concentracion
inhibitoria de los cationes depende de su accién como contraién. ElI K™ es contraion del Na*, del
Mg?* y del Ca®*; el Na* lo es del NH,", K*, Mg?* y Ca?*; el Ca** es contraion del K*; el Mg®* lo
es del K"y el NH," lo es del K™ (Kugelman y Chin, 1971). La toxicidad de los cationes aumenta
con el peso molecular, por ende los metales pesados causan efectos tdxicos a menor
concentracion. La toxicidad de los metales esta dada por la union de éstos a los grupos prostéticos

de enzimas involucradas en la digestion anaerobia (Ulmanu et al., 2003).



Otros compuestos organicos: Los alquilbencenos, nitrobencenos, bencenos halogenados,

alcoholes y fenoles, alcanos, éteres, aminas, amidas, y acidos grasos de cadena larga, se han

informado como toxicos en procesos anaerobios (Hwu y Lettinga, 1997; Ungerfeld et al., 2004).

Acidos grasos volatiles (AGVs). Los AGVs son los intermediarios mas importantes de la

digestion anaerobia y muestran una rapida respuesta a las variaciones en el sistema (Fujishima et
al., 2000), dado por sobrecargas organicas o por la introduccion de téxicos (Ahring et al., 1995).
La acumulacion de la forma no ionizada de &cido acético y/o propionico en un reactor, puede
inhibir la acetogénesis a partir del acido propiénico (Fukuzaki et al., 1990), la acetogénesis a
partir del &cido butirico y/o la metanogénesis acetoclastica. Sin embargo, son necesarias
concentraciones de los cidos acético y butirico por encima de 4 g-L* para afectar la produccion

de CH,. Los acidos propionico y valérico son los primeros que afectan el proceso.

Hidrégeno. La oxidacion de la materia organica esta estrictamente regulada por las presiones
parciales de H,, por tanto es un importante intermediario de la digestion anaerobia y su
acumulacion puede provocar la acumulacion de &cidos grasos volatiles, especialmente la de
propidnico (Fukuzaki et al., 1990). La degradacién de acetato, propionato y butirato depende de
que las presiones parciales de H, sean muy bajas. Al respecto, las metandgenas hidrogenotrdéficas
juegan un rol crucial en la constante eliminacion de H, (Luo et al., 2002). Altos valores de la
presion parcial de H, estan relacionados con el aumento de la fraccion iso sobre la fraccion n de
los acidos butirico y valérico (Hill y Cobb, 1993). Las presiones parciales de H; en equilibrio no
deben superar los 10 Pa para permitir la degradacion del propionato (Pauss et al., 1990). La
energia de reaccion en la formacion de CO, y H, a partir de acetato, es mucho mas pequefia que

la reaccion contraria (acetogénesis) (Pauss et al., 1990).
1.1.3 Tecnologias de digestion anaerobia para obtener metano

Las tecnologias de digestion anaerobia se han clasificado segun la forma de adicionar el sustrato,
el modelo de flujo y la separacion de fases. Otros criterios se basan en el disefio del reactor
anaerobio atendiendo a parametros operacionales como: el contenido de sélidos en el sustrato
(hdmeda y en seco), las etapas del proceso (una etapa o multi-etapas), el régimen de alimentacion
(discontinuo o continuo) y la temperatura de operacion (mesofilico y/o termofilico) (Angelidaki y
Ellegaard, 2003; Braun et al., 2010; Weiland, 2010; Li et al., 2011). Otras clasificaciones se

basan en el tamafio de la planta y la aplicacion de la tecnologia (Heiermann et al., 2011).



En general, el desarrollo de las tecnologias ha estado encaminado al disefio de reactores capaces
de cumplir con requerimientos basicos como: altas tasas de carga organica, tiempos de retencion
hidraulicos cortos para minimizar el volumen de reactor y una maxima produccion de CH4 (Ward
et al., 2008).

Muchas de las tecnologias comerciales existentes aplicadas para residuos con alto contenido de
solidos suspendidos, responden al modelo de tanque agitado y su diferencia fundamental esta en
la forma de agitar. La agitacion por recirculacion de biogas, la agitacion mecanica y la
recirculacién de masa en digestion, son las mas utilizadas. Por ello, el tiempo de residencia tipico

de reactores comerciales es superior a 20 dias (Ward et al., 2008).

El reactor tipo tanque agitado bajo régimen de alimentacion continua o semicontinua, con
agitacion continua o intermitente durante los ciclos de adicion — extraccion es uno de los mas
utilizados para el tratamiento de residuos semisélidos, como los residuos ganaderos (de 0,01 a
0,20 g-L* de sélido totales) y por sus caracteristicas es uno de los més utilizados en los estudios

microbiologicos de la digestion anaerobia (Campos, 2001).

Para la digestion anaerobia de compuestos lignoceluldsicos, se han utilizado tecnologias basadas
en sistemas de dos etapas (un reactor hidrolitico y uno metanogénico) (Zhang y Zhang, 1999); y
en sistemas de una etapa, utilizando un reactor anaerobio de flujo ascendente en fase sélida con

recirculacion de liquido (Mumme et al., 2010) o un reactor tipo tanque agitado (Contreras, 2013).
1.1.4 Introduccién de la tecnologia de digestion anaerobia en Cuba

La tecnologia de digestion anaerobia se introdujo en Cuba a principios de los afios 80, con el
objetivo netamente ambiental del tratamiento de residuos ganaderos (Barreto-Torrela, 2006) y el
tratamiento de residuales en fabricas de azucar y sus derivados (Gonzalez et al., 1995).
Actualmente existen varias plantas de digestion anaerobia cuyo fin es la produccion de biogas
para uso comunitario. Los digestores mas difundidos son del tipo chino e hindd, a pequefia y
mediana escala, los cuales presentan como desventajas comunes, largos tiempos de retencién
hidraulicos y baja eficiencia de conversion del sustrato, que trae como consecuencia una baja

velocidad de produccién volumétrica de biogas.

A mayor escala, existen pocos ejemplos de plantas en el pais. Una de ellas es utilizada para el
tratamiento de las vinazas de la destileria Heriberto Duquesne en Villa Clara, la cual trabaja con

un reactor de flujo ascendente de lecho de lodos con capacidad para tratar 3 000 m® de vinazas



con una produccion de 16 000 m® de biogas destinado a las calderas de la destileria y la coccién
de alimentos (Obaya-Abreu et al., 2004). Otra planta a gran escala esta ubicada en el Vertedero
de calle 100 en La Habana, la cual emplea reactores de tipo tanque agitado para el tratamiento de
residuos s6lidos provenientes de agro mercados y podas de arboles, con posibilidades de entregar
60 kWh de energia eléctrica. Sin embargo, en ambos casos, se ha constatado el manejo ineficiente

del proceso anaerobio lo cual ha impedido explotar las plantas a toda su capacidad.

Con el desarrollo de la produccion porcina de forma descentralizada, la tecnologia de digestion
anaerobia ha jugado un papel crucial en el tratamiento del estiércol para la obtencion de biogas
(Chao et al., 2007; Guardado-Chacén, 2007; Chao et al., 2011). Sin embargo, a pesar de las
experiencias en la tematica, a juicio de la autora, varios criterios han contribuido a la baja
eficiencia de estas tecnologias en la obtencion de CH,, lo que ha limitado su uso para fines
energeéticos, entre ellos: a) Uso de tecnologias de tipo chino e hindu, cuyos disefios no tienen en
cuenta la agitacion (intermitente, mecénica o con biogas), b) No empleo de indculos (Li et al.,
2010), c) Limitado control fisico-quimico y microbioldgico del proceso. En este sentido, el tema
constituye un reto para los cientificos cubanos, que precisa de estudios de optimizacion de la
digestion anaerobia, para mejorar la metanogénesis a partir de las diferentes fuentes de residuos
disponibles, sobre todo agropecuarios e industriales.

1.2 Tratamiento de residuos agropecuarios e industriales. El estiércol porcino

La gestion de los residuos organicos en Cuba, se ha visto seriamente afectada por la separacion
progresiva de la explotacion ganadera y la agricola, de forma tal que la mayoria de ellas no
poseen una base territorial suficiente para garantizar la reutilizacion de los residuos. También han
influido negativamente el aumento del censo ganadero, sobre todo el porcino y el aumento de las
explotaciones ganaderas y agricolas. La creciente produccion porcina en Cuba ha conllevado a la
generacion desmedida de residuos porcinos en determinadas areas, que supera la capacidad de
aceptacion del medio. El uso de la digestion anaerobia como tecnologia de tratamiento de
residuos porcinos se ha incrementado en los Gltimos afios (Cruz et al., 2004; Sosa et al., 2005;
Guardado-Chacon, 2007; Chao et al., 2011).

El estiércol porcino constituye un buen sustrato para la digestion anaerobia (Nges et al., 2012),
pues presenta buena capacidad tampon y contiene gran variedad de nutrientes que hacen viable el

proceso (Vanotti et al., 2007; Gonzalez-Fernandez et al., 2008; Gonzalez-Fernandez y Garcia-



Encina, 2009; Rodriguez et al., 2011). Sin embargo, varios autores han informado sobre el
fracaso de la digestion anaerobia del estiércol porcino y la disminucién de su potencial de CH,
(Moller et al., 2004) debido fundamentalmente a las altas concentraciones de nitrogeno
amoniacal contenidas en el sustrato (Hansen et al., 1998; Sung y Liu, 2003; Chen et al., 2008), al

bajo balance carbono/nitrégeno (20:1) y a la carencia de algunos micronutrientes.

Para mejorar la eficiencia de la digestion anaerobia de estiércol porcino y con ello la produccion
de CH,, se ha recurrido a la adicion de cosustratos organicos de naturaleza agricola (Alatriste-
Mondragon et al., 2006; Ward et al., 2008; Cavinato et al., 2010; Kacprzak et al., 2010), cuyo

contenido de carbono puede aumentar el balance de carbono/nitrégeno y suministrar nutrientes.
1.2.1 Tratamiento integrado de residuos mediante codigestion anaerobia

El término codigestion anaerobia se emplea para expresar el tratamiento integrado de dos o mas
sustratos de diferentes tipologias. La principal ventaja de la codigestion anaerobia radica en el
aprovechamiento de la sinergia de las mezclas, que compensa las carencias de cada uno de los
substratos por separado (Campos, 2001). Ademas, aumenta la produccion de CH,4 y disminuye el
costo del proceso (Lehtomaki et al., 2007; Molinuevo-Salces et al., 2012). La codigestion de
residuos ganaderos y agricolas constituye una tendencia en Europa (Mata-Alvarez et al., 2014) y
América (Xia et al., 2012), donde la mayoria de las tecnologias se basan en el reactor de tipo
tanque agitado, bajo condiciones mesofilicas o termofilicas (Alatriste-Mondragon et al., 2006;
Lindorfer et al., 2008; Ward et al., 2008; Kacprzak et al., 2010).

1.2.2 La paja de arroz como cosustrato

El arroz constituye el alimento basico para la mayoria de la poblacion mundial. Los principales
paises productores son los asiaticos, donde se cultivan méas de 160 000 millones de hectareas (ha)
cada afio (Chandra et al., 2012). En Cuba, donde también constituye un alimento basico, la
produccion de arroz se ha incrementado vertiginosamente en aras de sustituir importaciones del
grano, y se vaticina para el 2015 una produccion de 1 086 000 toneladas (t). Durante el proceso
productivo se generan varios residuos: los restos de la cosecha (paja de arroz), la cascarilla del
arroz y las impurezas o residuos del secado, los cuales no tienen una disposicion final
ambientalmente adecuada (Garcia-Rivero, 2010; Contreras, 2013). Existen algunos métodos para
el uso de la paja de arroz como alimento animal y para obtener pulpa de papel, entre otros

(Yanfeng et al., 2008). Sin embargo, la gran mayoria de la paja generada por cosecha es



incinerada a campo abierto o queda abandonada en los campos, causando serios dafos
ambientales (Abril et al., 2009; Garcia-Rivero, 2010; Lei et al., 2010).

En la region central de Cuba existe una elevada produccién de arroz, concentrada en la Empresa
Agroindustrial “Sur del Jibaro”, en Sancti Spiritus, donde en el 2011 se produjeron 112 592 t y se
generaron 4,72 t-ha™ de paja de arroz. Si se tiene en cuenta el bajo peso especifico de la paja, se
puede afirmar que la utilizacién de esta como cosustrato de la digestion de estiércol porcino, no
solo aumentaria la eficiencia del proceso, sino que ayudaria a su gestion ecoldgica convirtiéndola
en una fuente de energia renovable y limpia. En este sentido, varios autores han informado
potenciales de metano (aprox. 167 kgch.t?) y potenciales energéticos (aprox. 8 352 MJ)
similares para las pajas de arroz procedentes de diferentes paises productores como India,
Tailandia y Filipinas (Butchaiah et al., 2009; Chandra et al., 2012).

La paja de arroz contiene de 32 a 47 % de celulosa, de 19 a 27 % de hemicelulosay de 5 a 24 %
de lignina entre otros macro y micronutrientes (Karimi et al., 2006; Contreras, 2013). Esto hace
que sea una biomasa prometedora como cosustrato de la digestion de estiércoles, dado por su bajo
costo de produccion y su alto contenido de carbono y nutrientes (Wang et al., 2009; Contreras et
al., 2012). Su biodegradacion anaerobia ha sido ensayada por varios autores, utilizandola como
monosustrato o como cosustrato de estiércoles, sobre todo de vacuno (Yu et al., 2004; Mussatto
et al., 2008; Yanfeng et al., 2008; Contreras et al., 2012).

Mussatto et al., (2008) y Yanfeng et al., (2008) obtuvieron un efecto positivo en la produccién de
CH, a partir de la digestién de estiércol y paja de arroz con rendimientos de 200-250 L-kg™. No
obstante, estos autores destacan la necesidad del tratamiento previo de la paja para mejorar la
disponibilidad de la celulosa y la hemicelulosa, pues la lignina ha demostrado ser altamente

resistente a la digestion anaerobia.
1.2.3 Laadicion de micronutrientes

Los micronutrientes juegan un papel importante en la digestion anaerobia para obtener CH,4
(Hinken et al., 2008; Pobeheim et al., 2010). El estiércol porcino contiene una gran variedad de
estos, que incluyen al Na*, K*, Ca*", Fe?*, Cu?*, Zn*" entre otros, sin embargo las concentraciones

y disponibilidad de estos depende de muchos factores.

El requerimiento de micronutrientes de las bacterias y archaeas relacionadas con la obtencion de

CH, ha sido informado en detalle. Estas requieren determinadas concentraciones de Fe**, Mg?*,



Ni?*, Co®*, Cr¥*, Cu*, zZn®*, Mo, W y Se (Kumar et al., 2006; Pereda et al., 2006; Demirel y
Scherer, 2011; Pobeheim et al., 2011), en dependencia de los sustratos a degradar (Chen et al.,
2008). Desde el punto de vista fisiologico, muchos de estos metales constituyen cofactores
enzimaticos de algunas etapas de las rutas biosintéticas y de degradacion de los sustratos, como

las involucradas en la formacion de metano (Madigan et al., 2010).

Adicion de minerales arcillosos y zeolitas. EI empleo de minerales complejos como zeolitas y
arcillas como fuente de micronutrientes y como intercambiador de cationes en solucion ha
mostrado un efecto positivo sobre la digestion anaerobia. Se ha constatado su influencia en la
biodisponibilidad de iones amonio durante la digestion anaerobia de algunos estiércoles
(Angelidaki y Ahring, 1993; Milan et al., 2003; Montalvo et al., 2005; Montalvo et al., 2006;
Kotsopoulos et al., 2008; Milan et al., 2010; Wang et al., 2011).

La aplicacion de arcillas (glauconita y montmorillonita) y zeolitas naturales (clinoptilolita y
mordenita), ha aumentado la eficiencia de la metanogénesis en la digestion de estiércol porcino
(Hansen et al., 1999; Milan et al., 2003; Duran-Barrantes et al., 2008; Kotsopoulos et al., 2008)
porque disminuyen las concentraciones de amonio en solucion que de otro modo resultarian

inhibitorias para las archaeas metandgenas (Karakashev et al., 2005; Nettmann et al., 2010).

Las arcillas residuales procedentes del proceso de refinado de aceites comestibles, se han
utilizado con éxito como aditivos inorganicos en la digestion de estiércol bovino (Ahring et al.,
1992) o de estiércol porcino (Campos, 2001). Aunque este ultimo autor informd un efecto

inhibitorio cuando se utilizan altas concentraciones de arcillas debido a su contenido en AGCL.

El efecto positivo de arcillas y zeolitas, se basa en su estructura cristalina, formada por tetraedros
de alumino-silicatos hidratados y cationes alcalinos y alcalino-térreos, unidos a través de atomos
de oxigeno (Yeritsyan et al., 2008). Esta le permite ganar y perder agua reversiblemente, adsorber
y/o absorber moléculas (propiedad de adsorcion o de actuar como una criba molecular) e
intercambiar cationes (Na*, Ca®*, etc.) sin sufrir cambios apreciables en la estructura (Andrade et
al., 2008; Wang et al., 2008). Por ello, su uso en procesos de tratamiento se ha incrementado en

los ultimos afios (Fernandez et al., 2008).

Milan et al., (2001) encontré que el aumento de la concentracion de zeolitas en un digestor
anaerobio de residuos liquidos porcinos que operaba a temperaturas entre 27 y 30 °C provoco

una disminucion del rendimientos de metano. Esto indica que la adicién de zeolitas debe ser



controlada, pues un incremento de la concentracion de sélidos en el reactor provoca una
reduccion del agua disponible e incrementa la viscosidad aparente del medio, lo que obstaculiza

la transferencia de masa entre el sustrato y la microbiota.

Por otro lado, la cinética de la digestion de residuos vacunos, estudiada en reactores discontinuos
con biomasa inmovilizada sobre zeolitas naturales, mostré que, en los reactores sin zeolitas habia
una mayor inhibicion debido a la concentracion de NH," generada durante la anaerobiosis (Borja
et al., 1993), donde el rendimiento de metano fue 5 veces mayor en los reactores con zeolitas.
Este mismo comportamiento se observo en procesos en discontinuos (a 25 °C), con la utilizacion
de residuos porcinos (Duran-Barrantes et al., 2008), donde los reactores con zeolitas mantuvieron

valores mucho mas bajos de NH," y de acidos grasos volatiles que los reactores sin zeolitas.

Al estudiar el efecto de diferentes tipos de zeolitas naturales y sintéticas (mordenita,
clinoptilolita, zeolita 3A y zeolita 4A) en reactores discontinuos, con la utilizacion de lodos
organicos ricos en NH,", se observé que en los reactores con zeolitas habia una remocion
significativa de NH," con producciones de CH4 1,7 veces mayores que en los reactores sin el
mineral (Tada et al., 2005). Kotsopoulos et al., (2008) evaluaron la digestion anaerobia de
residuos porcinos en reactores discontinuos termofilicos (55 °C), que operaban con dosis de
zeolitas entre 0 y 12 gramos por litro de residuo. En este caso, la produccion de metano fue
significativamente elevada en los reactores con zeolitas naturales a las dosis mas altas, en

comparacion con las producciones obtenidas en los reactores sin este mineral.

En general, existen multiples evidencias de que la aplicacién de zeolitas naturales en los procesos
anaerobios puede aumentar entre un 10 y 30 % la produccion de biogas, lo cual es muy util
cuando se aplica la digestion anaerobia para obtener CH,4 con fines energéticos (Montalvo, 2012).
No obstante, la dosis de zeolita mas adecuada va a depender de cada situacion en especifico y

sobre todo de las caracteristicas de los residuos a tratar.

En Cuba, el desarrollo de la Industria Petroquimica ha propiciado la generacion de residuales
arcillosos, durante la purificacion de los aceites basicos industriales. Estos residuos son
basicamente bentonita que contienen minerales (Ca**, Mg, Fe**, Na* y K*) en su composicion,
en concentraciones similares a las informadas para algunas zeolitas y bentonitas (Informacion
técnica del fabricante: Arcillas TONSIL®, México). Las estrategias de tratamiento de estos

residuos soélidos, resultan costosas y dificiles de aplicar. Actualmente, dichos residuos se



depositan en lagunas para el tratamiento de residuales del petréleo, lo que ha causado serios

dafios ambientales.

La utilizacion de estas arcillas residuales (con base betonita), como aditivos inorganicos, en la
digestion anaerobia de estiércol porcino resulta atractiva porque puede contribuir a elevar la
eficiencia del proceso, al ser empleada como fuente de micronutrientes y como adsorbente de
iones amonio. Sin embargo, es necesario analizar las concentraciones Optimas para lograr el

aumento de CHy sin introducir efectos indeseables.

En la digestion anaerobia, en régimen discontinuo, de una mezcla de los &cidos acético,
propidnico y butirico (en relacion 70:20:10), donde se caracterizd la biopelicula formada, se
demostré que la inclusién de Ni**, Co** o Mg?* a la zeolita natural en dosis de 0,05 g-gSSV™,
tuvo gran influencia en el predominio de ciertas especies procariotas (Milan et al., 2010). Por
ello, es preciso conocer, ademéas de la dosis de arcilla a aplicar, su efecto sobre la comunidad

microbiana relacionada con la obtencidén de metano.
1.3 Optimizacién de la digestion anaerobia para la obtencion de metano

En busca de optimizar la digestion anaerobia, se han hecho algunas mejoras tecnoldgicas en los
altimos 20 afios, las cuales se han enfocado hacia el desarrollo de sistemas técnicos, a la
introduccion de cosustratos y al aumento de la temperatura para asegurar una buena sanitizacion
(Ahring, 2002; Ahring y Westermann, 2004). Sin embargo, el estudio de las actividades
enzimaticas y la influencia de la interaccion de los sustratos sobre éstas, asi como de la fisiologia

de la microbiota anaerobia, ha sido limitado (Nettmann et al., 2008).

A pesar de los buenos resultados de la codigestion, al mezclar diferentes tipos de residuos se
corre el riesgo de introducir sustancias toxicas o inhibidoras para el proceso anaerobio, por lo que
es preciso determinar la viabilidad de la mezcla, la proporcion adecuada de cada sustrato y la

optimizacion de factores como la temperatura, la carga organica, etc. (Campos, 2001).

Cuando se considera el control de factores ambientales, se debe tener en cuenta que la digestion
anaerobia implica la interaccién de poblaciones microbianas complejas y cada una de ellas
requiere de diferentes condiciones para su crecimiento (Madigan et al., 2010) y de la regulacion
de los parametros de operacion segun el tipo de reactor. En este marco, la estadistica se vuelve
una herramienta imprescindible para analizar de forma holistica las variables dependientes e

independientes. El disefio de mezclas permite el analisis del efecto simple y combinado de



diferentes factores dentro de una mezcla sobre un producto final (variable dependiente) (Campos,
2001). Por ejemplo, este tipo de disefio permite analizar el efecto de diversas cargas organicas y
concentracion del indculo, asi como el efecto de variables de proceso, a la vez que se analizan los

efectos de los diferentes sustratos de una mezcla.

En este sentido, se aplicé con éxito la técnica de Optimizacion de Respuesta Multiple para
optimizar la obtencion de CH; y H, durante la digestion anaerobia de vinazas tequileras
(Espinoza-Escalante et al., 2009). Estos autores encontraron que la temperatura, el pH y el tiempo
de retencion hidraulico, tienen un marcado impacto sobre el comportamiento de la microbiota
anaerobia, donde la temperatura termofilica (55 °C) resultd 6ptima para la obtencion de Hy, y la
temperatura mesofilica (35 °C) resultd Optima para la obtencion de CH,. EIl aporte de los
resultados tiene dos vertientes; la primera explica la capacidad de la microbiota mixta para crecer
en un sustrato de alta carga organica (vinazas tequileras) y explica la capacidad experimental del
reactor discontinuo para tratar este tipo de aguas industriales; la segunda, en la linea estadistica,
que muestra la utilidad del disefio de mezclas, el disefio mixto y la optimizacion de respuestas

multiples, en estudios de digestion anaerobia.

En estudios referidos a la optimizacion de la produccién de CH, a partir de residuos alimenticios,
el método convencional “Cambio de un factor a la vez”, ha sido el mas utilizado en el disefio de
experimentos multifactorial (Wang et al., 2008). Este es un método experimental en el cual se
varia un factor mientras se mantienen los demas a niveles fijos en ciertas condiciones especificas.
Por lo tanto son experimentos muy laboriosos, consumen mucho tiempo y pueden no encontrar el

verdadero Gptimo pues se ignora el efecto de la interaccion entre las variables.
1.3.1 La Metodologia de Superficie de Respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas
Gtiles para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés es influida por
varias variables, y el objetivo es optimizar esta respuesta (Montgomery, 2005). Esto se logra
cuando se determinan las condiciones de operacion Optima para un sistema, o se determina una
region del espacio de los factores en la que se satisfacen las condiciones de operacién. Existen
varios disefios experimentales para ajustar superficies de respuesta, entre ellos el disefio
compuesto central ha sido muy utilizado ya que permite analizar diferentes tipologias de

sustratos con sus concentraciones respectivas y el analisis del efecto de sus interacciones



(Montgomery, 2005; Khalili y Bonakdarpour, 2010). Este disefio tiene la ventaja de predecir la
respuesta basada en un set de experimentacion, donde cada factor (sustrato) se varia en el rango
de concentraciones elegidas. Por tanto, se ahorra tiempo y se obtiene una superficie de respuesta,
cuyo 6ptimo estara determinado por la altura méaxima de la curvatura de dicha superficie, lo cual

facilita el entendimiento del rango éptimo y lo acota a valores mas cercanos al punto maximo.

La actividad metanogénica especifica puede ser utilizada como variable respuesta (variable
dependiente), teniendo en cuenta su amplio uso para evaluar la digestion y codigestion anaerobia
de residuos, la eficiencia en la metanogénesis, el efecto de factores ambientales, asi como el
efecto tdxico de algunos sustratos (Campos, 2001; Chellapandi et al., 2010; Souto et al., 2010).

1.3.2 La Actividad Metanogénica Especifica

La actividad metanogénica especifica (AME) se define como la capacidad transformadora que
tiene una unidad de masa de microorganismos para convertir el sustrato en CH,4, en una unidad de
tiempo. El objetivo de este ensayo es determinar el potencial de metano méximo de una biomasa
frente a sustratos especificos que permiten diferenciar los grupos troficos de metandgenas (Soto
et al., 1993). La ventaja de esta determinacion es que no se distorsiona el sistema biolégico que
se pretende estudiar, por tanto, se conservan las interacciones entre los diferentes grupos tréficos,
donde el objetivo es elucidar bajo qué condiciones experimentales puede lograrse un alto valor de

la AME que impligue mayor rendimiento de CH, (por gramo de biomasa).

Hoy dia, se aborda con gran aceptacion el “test de AME”, no solo para caracterizar la microbiota
metanogeénica de un lodo, sino también para el control del proceso y la deteccion de problemas en
el mismo, ya que el rendimiento de CH,4 es un excelente indicador de las metandgenas (Michaud
et al., 2005). Desde el punto de vista fisioldgico, esto se basa en que las archaeas metandgenas
son las unicas que contienen los genes de la Coenzima-M, que forma parte de la Metil-reductasa,

considerada la enzima clave de la metanogénesis (Madigan et al., 2010).
1.4 Comunidades microbianas en reactores de digestion anaerobia

En la digestion anaerobia participa una compleja y variada comunidad microbiana, cuya
diversidad depende de la naturaleza del sustrato, las concentraciones de este y de las condiciones
ambientales operantes (Narihiro y Sekiguchi, 2007; Riviere et al., 2009). En ecosistemas como el

rumen se pueden encontrar alrededor de 1000 unidades taxondmicas operacionales (Hess et al.,



2011) que son considerados altamente dinamicos y con una regulacion de redes metabolicas muy
compleja (Freitag y Prosser, 2009; Almeida et al., 2011).

Por ello, el conocimiento acerca de la estructura y dindmica de esta microbiota es fundamental
para mejorar la eficiencia del proceso (Fernandez et al., 2000; Hori et al., 2006; Krause et al.,
2008). Ademas, la deteccion temprana de problemas de inhibicién, pueden solucionarse, si se
conoce la correlacion entre la dinamica de la microbiota y los pardmetros operacionales del
proceso (McHugh et al., 2004; Verstraete et al., 2005; Lee et al., 2008; Malin y Ilimer, 2008;
Rincon et al., 2008; Talbot et al., 2008; Nettmann et al., 2010).

En dependencia del sustrato inicial, se desarrollaran las especies bacterianas capaces de
hidrolizarlos. En el caso de reactores que tratan estiércol bovino, se han identificado bacterias
provenientes del tracto gastrointestinal del animal, por ejemplo, bacterias degradadoras de
polisacaridos del filo Bacteriodetes (Wang et al., 2010). Sin embargo, en el caso de reactores que
tratan estiércol porcino, varios autores han demostrado el predominio de bacterias del filo
Firmicutes, principalmente, de las clases Clostridia y Bacillis (Li et al., 2010; Wirth et al., 2012),
ya sea utilizando el estiércol porcino como monosustrato o en codigestion con residuos agricolas.
También predominaron en el tratamiento de aguas residuales porcinas con la utilizacion de
biofiltros (Snell-Castro et al., 2005) o en reservorios de estiércol porcino previo a la entrada de un

reactor anaerobio (Tang et al., 2005).

A partir del estiercol porcino y de reservorios de este, fueron aisladas bacterias anaerobias
obligadas de bajo % de GC, Gram positivas pertenecientes a los géneros Clostridium,
Lactobacillus y Streptococcus del filo Firmicutes (Cotta et al., 2003). Resultados similares se
obtuvieron en aislamientos, a partir de muestras del tracto gastrointestinal de los cerdos y sus
heces fecales (Pryde et al., 1999)

En la mayoria de los reactores de digestion anaerobia se han identificado bacterias claves como
las fermentadoras secundarias, estas son las bacterias oxidadoras de acidos grasos productoras de
H,, en su mayoria bacterias sintrofas, por ejemplo: Syntrophomonas wolfei (que oxida acidos
grasos entre C, y Cg y produce acetato, CO, y H, y Syntrophobacter wolinii (que oxida
propionato y produce acetato, CO, y H, (Madigan et al., 2010) y en general otras bacterias de los
géneros Syntrophomonas, Syntrophospora y Thermosyntropha, que se han identificado en

reactores mesofilicos tipo tanque agitado, durante la digestion de estiércol porcino y vacuno



(Hofman-Bang et al., 2003). Estas bacterias viven en sintrofia con las consumidoras de H,
(metandgenas hidrogenotroficas) (Madigan et al., 2010). No obstante, bacterias perteneciente a
otros filo (Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Chloroflexi) tambien se han identificado
en estas microbiotas anaerobias que fermentan estiércol porcino (Snell-Castro et al., 2005; Li et
al., 2010; Wirth et al., 2012).

Respecto a la comunidad de archaeas en reactores que tratan estiércol porcino como
monosustrato, en codigestion o utilizado como indculo, se han encontrado indistintamente
metandgenas hidrogenotréficas o acetoclasticas. De acuerdo con la estimacion de que el 70 % del
metano es producido por metandgenas acetoclasticas, se ha informado el predominio de
metandgenas del orden Methanosarcninales que incluye a las familias de Methanosaetaceae y
Methanosarcinaceae (Ahring, 2003; Karakashev et al., 2005; Supaphol et al., 2011). De acuerdo
con los autores que aseveran que la digestién anaerobia de estiércol porcino es dominada por
metandgenas hidrogenotroficas, los érdenes Methanomicrobiales y Metanobacteriales son los que
predominan (Whitehead y Cotta, 1999; 2001; Snell-Castro et al., 2005; Peu et al., 2006; Kim et
al., 2010; Zhu et al., 2011).

Las familias de Methanosaetaceae y Methanosarcinaceae termofilas y de especies de
Methanothermobacter y Methanobacterium, asi como, especies del orden Methanobacteriales y
especies de Methanosarcinas, fueron las predominantes durante la biodegradacion de residuales

porcinos, ya que forman parte de la flora intestinal de los cerdos (Boopathy, 1996).

Durante la caracterizacion microbiolégica mediante métodos moleculares de un reactor anaerobio
de membrana que trataba aguas residuales porcina en condiciones mesofilicas, se encontrd que
las familias Methanosaetaceae y Methanosarcinaceae, predominaron durante la operacion del
reactor cuya abundancia se pudo correlacionar con la concentracion de &cidos graso volatiles
(Padmasiri et al., 2007). En este estudio también se encontraron metandgenas hidrogenotroficas
de los ordenes Methanobacteriales y Methanomicrobiales. Las metandgenas perteneciente al
orden Methanobacteriales estaban en abundancia durante la arrancada del reactor, sin embargo
esta abundancia disminuy0 durante una caida del rendimiento a la vez que aumentaban la
metandgenas del orden Methanomicrobiales, lo que mostrdé que la relaciones sintréficas de estas

podian permanecer intactas en condiciones de estrés.

En reactores tipo tanque agitado, en condiciones mesofilicas, donde uno de los cosustratos fue



estiércol porcino o vacuno se observé disminucion de las especies Methanosaetas cuando
aumentaban las concentraciones de acetato y viceversa. Cuando aumentan las concentraciones de
acetato se favorecen las especies Methanosarcinas (Hofman-Bang et al., 2003). Sin embargo, a
pesar de la presencia de Methanosarcinas, en estos reactores se encontré que predominaban las

metandgenas hidrogenotroéficas del orden Methanomicrobiales.

En reactores en discontinuo que fermentaban residual porcino en condiciones mesofilicas, se
constato el predominio de los 6rdenes Methanobacteriales y Methanomicrobiales (Kim et al.,
2010). En este estudio también se encontré una fuerte correlacion entre poblaciones de
metandgenas pertenecientes al orden Methanobacteriales y poblaciones de metandgenas del orden
Methanosarcinales. En un reactor tipo tanque agitado, en condiciones mesofilicas, durante la
digestion anaerobia de silage de maiz, y con la utilizacion de lodo anaerobio de estiércol porcino
como indculo, se encontr6 también un alto nimero de copias de los genes ARNr 16S que
representaban a especies del orden Methanobacteriales (Blume et al., 2010). En reactores (escala
industrial) que degradaban estiércol porcino como monosustrato a 39 °C, se detectd que el 58 %
de las metanogenas pertenecia al orden Methanobacteriales, el 34 % pertenecia al orden

Methanomicrobiales y solo el 2,4 % pertenecia al orden Methanosarcinales (Zhu et al., 2011).

1.4.1 Caracterizacion por métodos microbiolégicos dependientes de cultivo y métodos

moleculares independientes de cultivo
1.4.1.1 Filogenia y taxonomia de bacterias y archaeas anaerobias

Algunos elementos de la filogenia y taxonomia de bacterias y archaeas anaerobias han permitido
el desarrollo de diferentes métodos microbioldgicos y moleculares para lograr un mayor
acercamiento a la fisiologia de los microorganismos que participan en el proceso de digestion
anaerobia (Kim et al., 2010; Nettmann et al., 2010).

Como se discutid anteriormente, se han informado diferentes bacterias anaerobias habitando los
sistemas de biometanizacidn. Dentro de estas, las bacterias Gram positivas de bajo contenido de
GC vy esporuladas, pertenecientes al filo Firmicutes y miembros de los géneros Clostridium y
Bacillis. Estas se han caracterizado por secretar hidrolasas (Bacillis) y fermentar azUcares.
También algunas especies de Clostridium pueden fermentar aminoéacidos y purinas (Madigan et
al., 2010). Ademas se han encontrado bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes de amplia

distribucion en el medio ambiente. Este filo incluye tres clases, donde la clase Bacteroidetes es la



maés estudiada e incluye al género Bacteroides, cuyas bacterias se encuentran abundantes en las
heces de animales de sangre caliente, por tanto son las bacterias que pueden encontrarse en
estiércoles y residuos animales. Las especies de Bacteroides son anaerobias, Gram-negativas, no
forman endosporas, tiene un contenido GC del 40 - 48 % vy contienen &cido
mesodiaminopimélico en su capa de peptidoglicano. Pueden fermentar azlcares simples, pero su

principal fuente de carbono son los polisacaridos de origen vegetal (Madigan et al., 2010).

Otro importante filo de bacteria encontrado en sistemas de digestion anaerobia es el
Proteobacterias, que incluyen una gran variedad de patdgenos como: Escherichia, Salmonella,
Vibrio, Helicobacter, Neisseria gonorrhoeae. Otras son de vida libre, e incluyen muchas de las
bacterias responsables de la fijacion del nitrdgeno. También, se pueden encontrar algunas
bacterias del filo Actinobacterias como Actinomyces israelii, que pueden crecer bajo condiciones
anaerobias. Son bacterias Gram positivas pero, al contrario de Firmicutes, tienen alto contenido

de GC y algunos Actinomycetes producen esporas externas (Madigan et al., 2010).

Respecto al Dominio Archaea, existen cuatro filos diferentes, pero el filo Euryarchaeota es donde
se encuentran las metanogenas (Madigan et al., 2010). Actualmente, se conocen cerca de 60
especies de metandgenas y a pesar de constituir un grupo filogenético coherente, no es
homogéneo pues existen grandes diferencias fisioldgicas y morfoldgicas entre ellas. Por este
motivo se han dispuesto cuatro subdivisiones: las clases Methanobacteria, Methanococci,

Methanomicrobia y Methanopyri (Boone, 2001).

Morfolégicamente las archaeas metandgenas pueden ser bacilos cortos y largos, cocos de varias
ordenaciones celulares, células en forma de placas y filamentosos. En cada familia y hasta en
cada género, existen morfologias diferentes. En la familia Methanomicrobiaceae hay
metandgenas en forma de cocos, de espiral y de baston. Se encuentran en diferentes ambientes, y

por ende, tienen metabolismos diferentes, al reducir disimiles sustratos hasta CH, (Boone, 2001).

Todas las metandgenas poseen varias coenzimas especiales, donde la Coenzima M, Unica de
estas, es necesaria para la actividad de la enzima Metil Co-M reductasa, que participa en el paso
final de la formacion de CH, (Solera et al., 2002), la cual se considera también Unica de estas
metandgenas, por tanto sus genes codificadores (mcrA) constituyen marcadores moleculares (Zhu
et al., 2011; Shima et al., 2012). No obstante, la similitud en las secuencias de los genes de ARN

ribosémico (ARNr 16S), ha permitido definir la relacion filogenética de bacterias y archaeas.
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Los genes ARNr 16S constituyen un marcador evolutivo dado por su distribucién universal, su
funcidén constante y su cambio con suficiente lentitud como para permitir detectar relaciones muy
antiguas. Es de un tamafio relativamente pequefio (1,5 kb) y tiene una estructura de mosaico que
alterna regiones hipervariables altamente conservadas en el reino Procariota. En bacterias, los
genes que codifican para los ARNr estan organizados en operones. Cada operdn ribosémico
incluye genes para los ARNr 23S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf), separados por regiones espaciadoras
0 intergenicas, y contiene ademas genes para uno o0 mas ARN de transferencia (ARNt). EI gen rrs
conocido cominmente como gen ARNr 16S, ha sido el més utilizado como marcador molecular
(Madigan et al., 2010).

La taxonomia moderna tiende a agrupar los microorganismos en funcion de la similitud entre sus
genes, que a la vez es un reflejo de su proximidad evolutiva. Asi, se han disefiado maltiples
métodos agrupados en diferentes categorias que difieren en su fundamento, poder de
discriminacion, rango taxonomico al que son aplicables, reproducibilidad, interpretacion y

estandarizacion (Sanz y Kochling, 2007).

Las técnicas microbioldgicas basadas en la microscopia y el cultivo han sido insuficientes para la
identificacion de todas las bacterias y archaeas en la digestion anaerobia (Sanz y Kochling, 2007).
Por ello, se han utilizado técnicas moleculares, que proporcionen el complemento necesario a los
métodos microbioldgicos, siguiendo el enfoque de taxonomia polifasica (Molina-Mufioz, 2007,
Zhao et al., 2010). Esto permite obtener mayor informacion de una microbiota, asi como de su

dinamica espacio-temporal (O’Flaherty et al., 2006).

La taxonomia polifasica no es méas que el consenso de utilizar varios métodos para distinguir
especies en base a su genética y fenética. Esta incluye la taxonomia numeérica, la clasificacion de
los organismos basado en su similitud, morfologia o en cualidades observables, ademas incluye el
analisis de los genes codificantes del ARN ribosomico (ribotipado), la hibridacion ADN-ADN,
el analisis de acidos grasos de la membrana externa y la pared celular, la filogenia o relacion
evolutiva, etc.(Madigan et al., 2010).

1.4.1.2 Métodos moleculares para el analisis taxonémico y filogenético

El avance de la metagenémica en la Ultima década ha sido crucial para dilucidar las relaciones
metabdlicas en comunidades complejas como los reactores anaerobios (Talbot et al., 2008;
Tabatabaei et al., 2010; St-Pierre y Wright, 2014). Para el monitoreo de las comunidades
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microbianas anaerobias, las herramientas moleculares mas usadas pueden agruparse en dos
categorias: sondas moleculares, usadas con mayor eficiencia cuando se tiene un conocimiento
previo de la poblacion microbiana, y analisis de fragmentos de ADN, usada cuando no se conoce
la estructura de la comunidad microbiana (Anneli et al., 2007). Las técnicas basadas en sondas
moleculares mas usadas en digestion anaerobia, incluye a la Hibridacion in situ de fluorescencia
(FISH, por sus siglas en inglés) y la FISH combinada con la amplificacion enzimatica de la sefial
de fluorescencia (deposicion de reportero catalizado) (CARD-FISH, por sus siglas en inglés)
(Sanz y Kochling, 2007; Amann y Fuchs, 2008). Estas técnicas permiten la visualizacion directa
de microorganismos no cultivados, su cuantificacion y el conocimiento de si son activos en su

propio habitat natural (Sanz y Kochling, 2007; Amann y Fuchs, 2008).

Las técnicas basadas en el analisis de fragmentos de ADN, se trata del aislamiento, clonacién y/o
secuenciacion de genes “marcadores” o fragmentos de ADN, conservados a nivel de especie,
género, familia, etc. Estas técnicas parten de la necesidad de extraer el ADN y amplificar las
secuencias por PCR. La separacion de los fragmentos amplificados y su visualizacion puede

basarse en varios aspectos (Anneli et al., 2007):

v' Diferencias conformacionales, observables tras la migracion a través de un gradiente de
desnaturalizacién quimico (DGGE, Denaturing gradient gel electrophoresis) o térmico

(TGGE, Temperature gradient gel electrophoresis);

v’ Polimorfismo de la conformacion de la hebra sencilla de ADN de estas moléculas (SSCP,

Single strand conformation polymorphism);
v" Amplificacion al azar de ADN polimoérfico (RAPD, Random amplified polymorphic DNA);

v" Polimorfismo de longitud de fragmentos de ADN obtenidos por digestién con enzimas de
restriccion (RFLP, Restriction fragment length polymorphism; ARDRA, Amplified ribosomal
DNA restriction analysis; T-RFLP, Terminal-restriction fragment length polymorphism);

v Polimorfismo en longitud de genes o espacios intergénicos de distintas especies bacterianas
(RISA, rDNA internal spacer analysis).

La T-RFLP ha sido utilizada para examinar la composicion y dindmica de comunidades
microbianas, asi como la abundancia relativa de las poblaciones (Schiitte et al., 2008). Esta

herramienta ha sido aplicada para caracterizar ecosistemas de digestion anaerobia, segun la



diversidad y dinamica, sobre todo de archaeas metandgenas en diferentes condiciones
ambientales y nutricionales (Padmasiri et al., 2007; Wang et al., 2010; Rademacher et al., 2012).

Ademas, a partir de la amplificacion de los genes ARNr 16S, se pueden construir librerias de
clones para aislar, clonar y secuenciar estos fragmentos, lo que se traduce en la identificacion de
unidades taxondémicas operacionales (OTUs), que permiten obtener su filiacion filogenética
(Talbot et al., 2008). Las librerias de clones del gen ARNr 16S han permitido caracterizar la
digestion anaerobia de diferentes sustratos (Klocke et al., 2007; Sanz y Kochling, 2007;
Nettmann et al., 2008; Talbot et al., 2008), o identificar ciertas especies que prevalecen en
determinadas condiciones operacionales (Nettmann et al., 2010; Zhu et al., 2011), incluso en
condiciones de estrés (Rademacher et al., 2012). De hecho, recientemente fueron caracterizadas
microbiotas en reactores anaerobios con la utilizacion de técnicas avanzadas de secuenciacion de
fragmentos cortos de estos genes (pirosecuenciacion) (Rademacher et al., 2012; Wirth et al.,
2012), encaminadas a correlacionar parametros operacionales del proceso con determinadas

especies 0 géneros.

Por otro lado, también se puede realizar la amplificacion de estos genes (ARNr 16S) en tiempo
real (g-PCR), a fin de cuantificar grupos especificos de la comunidad. La g-PCR ha sido muy
utilizada en la cuantificacion de metandgenas en condiciones especificas o extremas (Blume et
al., 2010; Kim et al., 2010), por ejemplo, para cuantificar la razon bacteria/archaea y para
cuantificar los ordenes y familias representativos de archaeas metandgenas: Methanobacteriales
(MBT), Methanomicrobiales (MMT), Methanococcales (MCC), Methanosarcinaceae (Msc),
Methanosaetaceae (Mst) en reactores anaerobios (Yu et al., 2005; Yu et al., 2006; Blume et al.,
2010; Kim et al., 2010).

Para este trabajo se seleccionaron las técnicas de T-RFLP, la construccion de libreria de clones
del gen ARNr 16S de bacterias y archaeas y la g-PCR, teniendo en cuenta su amplio uso en la
caracterizacion de comunidades anaerobias relacionadas con la obtencion de metano (Nettmann
et al., 2010). El uso de estas técnicas moleculares diferentes, permitira conocer la diversidad,
dindmica y filiacion taxondmica de las bacterias y archaeas que participan en el proceso, y su

correlacién con las condiciones nutricionales y ambientales, durante la obtencion de metano.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Procedencia de los residuos agropecuarios e industriales. Caracterizacion fisico-quimica

El estiércol porcino. Para los ensayos en semicontinuo el estiércol fue colectado de corrales de

cerdos en la granja “El Colorado”, Sancti Spiritus, Cuba. Para los ensayos en discontinuo el
estiércol fue colectado de corrales de cerdos de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). La paja de arroz (residuo de cosecha

de la planta de arroz) fue colectada al azar en los arrozales de la Empresa Arrocera “Sur del
Jibaro” de Sancti Spiritus, Cuba. Para los ensayos en discontinuo esta fue triturada y
posteriormente tamizada hasta diametro de particula < 3 mm. Para los ensayos en semicontinuo,
después de la trituracion (triturador Severin, Gmb, Alemania) se obtuvieron pajas de hasta 5 cm,

la cual fue utilizada directamente sin tamizar. Las arcillas residuales, obtenidas a partir de los

procesos de purificacion de aceites basicos industriales extraidos del petrdleo, fueron gentilmente
donadas por los responsables ambientales de la Industria Petroquimica, Refineria de Petroleo

“Sergio Soto” de Sancti Spiritus, Cuba.

Los sustratos se caracterizaron segun los parametros fisico-quimicos siguientes: solidos totales
(ST), volatiles (SV) y fijos (SF), el pH (pH-conductivity meter, OAKTON, EUTECH Instrument,
Singapur), la alcalinidad, el nitrogeno total (N-total) y amoniacal (N-NH,"), segin los métodos
estandar (APHA-AWWA-WEF, 2012). Se determind la relacion de alcalinidades como el
cociente de la alcalinidad parcial y total. También se determind el carbono organico total en base
humeda mediante el Analizador Multi N/C (Analytik Jena). Se determind el contenido de
nitrogeno organico por diferencia entre el nitrogeno total e inorganico y por ende, se estimé el
contenido proteico total segdn el factor (Norg-6,25). Se determinaron los cationes Na*, K7, ca*,
Mg?* y el anién PO,* por cromatografia de iones (ICS- 1000 e ICS- 2000), ademés de los
metales AL*" y Fe** por espectrometria de absorcién atémica (ThermoScientific).

2.2 Experimentos en discontinuo de codigestion anaerobia de estos residuos para la

obtencidn de metano, en condiciones mesofilicas y termofilicas

2.2.1 Seleccion y caracterizacion de los inoculos
El in6culo inicial fue extraido de una planta anaerobia de tratamiento de estiércol porcino de la

Empresa Porcina del Estado de Yucatan, México. Este indculo fue utilizado para el arranque y



posterior estabilizacion de 2 reactores de acrilicos (Volumen 4 L), que fueron adaptados por mas
de 4 meses, uno a condiciones mesofilicas (35 + 2 °C), y otro a condiciones termofilicas (55 * 2
°C), alimentados con estiércol porcino (diluido con agua 1:3). La adaptacion del inéculo a
condiciones termofilicas se realiz6 segin la metodologia propuesta por (Cabirol et al., 2003).
Cada uno de estos reactores fue analizado semanalmente segin los parametros fisico-quimicos
indicados en el epigrafe 2.3.1 de este capitulo. Los microorganismos propagados en los reactores
de 4 L, adaptados a cada condicion de temperatura por mas de 6 meses, fueron utilizados como

indculo de los ensayos en discontinuo en condiciones mesofilicas y termofilicas.

2.2.2 Experimentos de codigestion anaerobia en discontinuo

Los experimentos se realizaron en cdmara anaerobia, en botellas de 60 y 120 mL. Se utilizaron
3,8 gSSV-L™* de inéculo y medio minimo de crecimiento, reducido en atmésfera de nitrégeno,
que contenia: K;HPO, 0,50 g-L™; KH,PO, 0,33 g-L™*; NH,CI 0,20 g-L*; MgCl,-6H,0 0,10 g-L’
- CcaCl,-2H,0 0,15 g-L"; NaCl 0,10 g-L™; FeSO,-6H,0 0,01 g-L™*; Na,S-9H,0 0,02 g-L%;
NaHCO; 3,0 g-L; disolucién de vitaminas 10 mL-L™; disolucién de micronutrientes 10 mL-L™;
Resazurina 1 mL-L™; Cisteina 1 g-L™y Na,S como disolucién reductora. Se incubé a 35 6 55 + 2
°C durante 65 dias. Con la paja pretratada fisicamente, se evalué la adicion de 0,95; 3,22; 10,86 y
17,6 gSTV-L™ de paja de arroz a la digestion de estiércol porcino (36,6 gSTV-L™). Se evalud la
digestién anaerobia de arcillas como monosustrato a concentraciones de 2,1y 4,1 gSTT-L?, y
posteriormente se evalu la adicion de 0,8; 2,1; 4,1y 8,3 gSTT-L™ de arcillas a la codigestion de
estiércol y paja de arroz. Los controles utilizados fueron: inoculo sin sustrato, digestion de

estiércol como monosustrato y codigestion de estiércol y paja de arroz.

2.3 Analisis de las fermentaciones en discontinuo
2.3.1 Parametros fisico-quimicos

Se determinaron los sélidos totales totales (STT), totales volatiles (STV) y totales fijos (STF) y el
pH, seguin los métodos estandar (APHA-AWWA-WEF, 2012) al inicio y al final de los
experimentos. Se determiné la alcalinidad a dos puntos de pH (5,75 y 4,30). La relacion de
alcalinidades (o) se calculé como el cociente de la alcalinidad parcial (a pH = 5,75) entre la
alcalinidad total (a pH = 4,30). Se determino el nitrégeno amoniacal (N-NH;") y el N-Kjeldahl o
nitrégeno total segun los métodos estandares (APHA-AWWA-WEF, 2012).



2.3.2 Determinacion de acidos grasos volatiles

La concentracion de acidos grasos volatiles (AGVs) en cada botella al final de los experimentos,
fue determinada por cromatografia de gases (Cromatografo SRI modelo 8610, con detector de

flama, columna Zebron y con gas acarreador Helio a 30 psi).

2.3.3 Determinacion de metano y didxido de carbono

Se midio la produccién de metano (CH,;) y dioxido de carbono (CO,) cada 24 o 48 h, por
cromatografia de gases (Cromatdgrafo: Fisher Gas Partitioner Modelo 1200, con detector de
conductividad térmica, de doble columna Porapak Q, malla molecular 5A y gas acarreador Helio
a 25 mL-min™). Se utiliz6 CH, puro y mezcla de CH,/CO, para construir las curvas de
calibraciédn. Se calcul6 la cantidad de metano en moles, segun la presién y temperatura ambiental
en el laboratorio del Instituto de Ingenieria, UNAM (Ciudad de México) (0,771 atm y 293,15 K,
respectivamente) y luego se determinaron los mili moles totales en la fase gaseosa de la botella,
cuyos valores se dividieron por los g de SV de sustrato afiadido en cada caso. Ademas, se
determind el rendimiento de metano en mL por gSV a condiciones normales de presion y

temperatura (1 atm y 273,15 K, respectivamente).

2.3.4 Determinacion de la actividad metanogénica especifica

La actividad metanogénica especifica (AME), definida como la cantidad de sustrato convertido a
metano por unidad de biomasa celular por unidad de tiempo, se calcul6 teniendo en cuenta la
pendiente de la curva de formacién de metano en la etapa exponencial, de cada sistema
(velocidad maxima de formacién de metano), dividido entre el valor de los gSSV de

microorganismos (inéculo) puesto en cada sistema. La AME se expresé en gCH,-DQO-gSSV-d™.

2.4 Optimizacion de la actividad metanogénica especifica en la codigestion anaerobia de

estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales

La optimizacion de la actividad metanogénica especifica (AME) se llevd a cabo mediante la
metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 2005). Se empleé un disefio compuesto
central basado en el método de Box y Hunter (L6pez Planes, 1988), donde la AME fue
seleccionada como variable respuesta (variable dependiente). El disefio consistié en un factorial

completo 2¥ (para k = 3) con la variante de ser centrado en las caras, es decir, con seis puntos



axiales (puntos estrellas) localizados en el centro de las caras y ademas, dos repeticiones del
punto central (Montgomery, 2005). Las 16 variantes de mezcla se analizaron con tres repeticiones
por variante e incluyeron dos corridas centrales para determinar el error experimental y el ajuste
de los modelos. Se realizaron los ensayos en régimen discontinuo, utilizando la metodologia y el
medio de cultivo descrito en el epigrafe 2.2.2, donde cada factor (concentracion de sustrato) fue

evaluado a niveles bajo, medio y alto como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Niveles de concentracion de los sustratos (factores) para las variantes de mezcla segun
el disefio factorial 2° compuesto central (centrado en las caras).

Nivel de los factores

Factores Simbolos Bajo Medio Alto
Estiércol porcino (gSTV-L™) A 9,10 22,85 36,60
Paja de arroz (gSTV-L™) B 7,00 12,30 17,60
Arcillas residuales (gSTT-L'l) C 0,80 4,55 8,30

La variable dependiente (AME) fue ajustada mediante una ecuacion polinomial cuadratica para

correlacionarla con las variables independientes. La ecuacion cuadratica utilizada fue:

k k

k k
— 2 Ec. 2.1
Y =A+ 2 AX 2 AXT DD AXX,
i=1 i=1 i=1 j=1
Donde Y es la variable respuesta (AME) que depende de las variables de entrada Xi; Xj
(concentracion de cada sustrato), Ao es el coeficiente lineal para Xi; Aii es el coeficiente

cuadratico, y Aij es el coeficiente de interaccion.

Se utilizé el software STATISTICA version 8,0 (StatSoft Inc., USA) para el disefio de los
experimentos y el procesamiento de los resultados obtenidos. La calidad del ajuste del modelo
fue expresada por el coeficiente de determinacién R y el coeficiente de determinacion ajustado
(Rzadj). La significacion estadistica fue determinada mediante los valores de Fisher (F-valor),
basado en los valores de probabilidad (p-valor) con un 95% de nivel de confianza. Se utilizaron
los estadigrafos coeficiente de correlacion (R), suma de cuadrados (SS), media de la suma de
cuadrados, chi-cuadrado (¥°) y Durbin-Watson para analizar la significacion del modelo
cuadratico. El estadigrafo Durbin-Watson se utiliz0 ademas, para determinar si existia

autocorrelacion de primer orden. La significacion del coeficiente de regresion fue analizada por la



prueba t-Student. La normalidad de los datos fue analizada construyendo la grafica de
probabilidad normal de los residuos. Ademas se determiné el porcentaje de contribucion de cada

factor con la utilizacidn de las ecuaciones siguientes:

" SS;
PCi ZI:]. *100 Ec. 2.2

> > SSi+SSi+SSy
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" SSi
PCi= — == *100 Ec. 2.3
D s Dy SSi+SSi+ SSi
Zi SSij
PCij = =L *100 Ec. 2.4

n n
DD SSi+ S+ SSi
Donde PC;, PC;, y PC;; representan la contribucion total (PC) de primer orden, del término
cuadratico y de la interaccion, respectivamente. SS;, SS;i y SS;; representan la suma de cuadrados

computada de primer orden, del término cuadratico y de la interaccion.

Finalmente, el software permitid visualizar las superficies de respuestas en 3D y 2D, para mostrar
el efecto de la interaccion de dos factores (manteniendo el tercero a nivel fijo) sobre la AME.

2.4.1 Ensayos de validacion del modelo de optimizacion

Se realizaron experimentos en discontinuo en similares condiciones, pero con la utilizacion de las
concentraciones de sustrato que segun el modelo maximizan los valores de AME. De esta
manera, para condiciones mesofilicas se utilizaron 28,35 gSTV-L™ de estiércol, 17,60 gSTV-L*
de pajay 8,30 gSTT-L™ de arcilla.

Para condiciones termofilicas se utilizaron 20,10 gSTV-L™ de estiércol, 10,18 gSTV-L™ de paja
y 3,05 gSTT-L™ de arcilla. Las botellas se incubaron a 35 + 2 °C 0 55 + 2 °C, respectivamente,
durante 21 dias. En ambos casos, el in6culo utilizado provenia de los reactores de laboratorio
antes mencionados, que se manteniana 35+ 2 °C 0 55 + 2 °C, respectivamente. De igual manera,

se realizo el analisis inicial y final de los pardmetros fisicoquimicos (epigrafe 2.3.1) y se



determind la produccion diaria de CH, y CO, por cromatografia de gases (epigrafe 2.3.3). Se
calculo la AME a partir de la mejor pendiente de la curva de formacion de metano como se
explica en el epigrafe 2.3.4 y teniendo en cuenta que se utilizaron 3,9 y 3,2 gSSV-L™ de inéculo
mesofilico y termofilico, respectivamente. Se aplicé la prueba t de Student para evaluar la
relaciéon entre los valores de AME observados por las nuevas condiciones experimentales y la

respuesta predicha por el modelo de optimizacion.

2.5 Determinacion de la capacidad de adsorcion de las arcillas

Para determinar las propiedades adsorbentes de las arcillas residuales, se determiné el coeficiente
de adsorcion, con la utilizacién de la isoterma de Freundlich segun la metodologia propuesta por
Wang et al., (2011), con la modificacion de utilizar diferentes concentraciones de las arcillas. Se
adicionaron 20, 50, 93 y 172 g-L™* de arcillas a tubos de vidrio y se afiadieron 0,04 L de cloruro

de amonio en cada tubo en un rango de concentracién entre 3y 7 g-L™.

Los tubos se mantuvieron en bafio Maria, a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se analiz6 la
concentracion de iones amonio remanentes en la solucién de cada tubo, mediante el método de
determinacion de nitrogeno amoniacal (N-NH,") por destilacion (Vapodest, Gerhardt, Germany).
Se utilizaron blancos de cada concentracion de amonio sin la adicion de arcillas. La cantidad de

iones amonio adsorbida fue calculada segun la ecuacion propuesta por Wang et al., (2011):

G = (Co- Ceq) V/ m Ec.25

donde G: es la cantidad de amonio adsorbido por unidad de masa de la arcilla (mg-g™). Co: es la
concentracion de amonio del blanco (inicial) para cada concentracion evaluada (mg-L™), Ceq: €5
la concentracién de equilibrio al momento de la medicién (concentracion final obtenida, mg-L™).
V: es el volumen total de la solucion y m: la masa de arcilla (materia fresca) afiadida en cada

Caso.

Posteriormente, se empleo6 el modelo de Freundlich para determinar los coeficientes de adsorcion

del material. Estos coeficientes se determinaron por la funcién matematica:
G =K;Ce'" Ec.2.6

donde K;s : constituye la capacidad de adsorcion o coeficientes de adsorcién de Freundlich y n: la



intensidad isotérmica de esta adsorcién.

La ecuacion lineal resultante se obtiene aplicando la funcion logaritmica, donde se pueden

extrapolar los datos experimentales.

Log G = Log K¢ + 1/n Log Ceq Ec. 2.7

2.6 Codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz con adicion de arcillas

residuales, en semicontinuo utilizando un reactor de tipo tanque agitado

La codigestion de los sustratos fue evaluada en régimen semicontinuo (en ciclos de adicion-
extraccion), con la utilizacion de un reactor de tipo tanque agitado de 10 L de capacidad, el cual
fue inicialmente inoculado con una mezcla de lodos anaerobios provenientes de 3 plantas de
mediana escala (de 24, 45 y 60 m® de reactor tipo chino, que tratan estiércol porcino). Estas
plantas fueron previamente caracterizadas y los lodos anaerobios evaluado segun su AME.
Posteriormente, se adicionaron al reactor tres partes iguales de cada lodo, hasta 6 litros, y se
rellend hasta 9 L (Volumen efectivo del reactor) con estiércol porcino diluido (1 % de SV),
proveniente de la granja porcina “El Colorado” y se incub6 a temperatura de 35 * 2 °C, durante
los 3 meses posteriores. En este periodo el reactor fue alimentado semanalmente con estiércol

porcino diluido con agua del grifo (hasta 1-1,5 % de SV).

A partir de este tiempo, se comenzd a aumentar paulatinamente la carga organica de estiércol
porcino a partir de 0,5 kgSV-m™>.d, esta carga fue aumentada cada 7 dfas hasta 2,5 kgSV-m=-d™
(Fig. 2.1). A partir de este momento, la carga organica se disminuy6 hasta 1,5 kgSV-m=-d,
donde se estabilizé el sistema por 15 dias y luego, la carga se disminuy6 hasta 1 kgSV-m=.d™,
donde se estabiliz6 otros 15 dias. En este momento, se comenz6 a aplicar paja de arroz, con carga
orgénica de 0,3 la cual se aumentd hasta 2,3 kgSV-m=-d* segn la metodologia propuesta por
Klocke et al., (2007), donde se deja de adicionar estiércol después de la segunda semana y se
continta con la adicion de paja de arroz como monosustrato. A continuacion, se disminuyo la
carga organica de paja hasta 1,5, momento en la cual comienza su codigestion con estiércol
porcino a velocidad de carga orgénica de este de 1 kgSV-m=-d™. A los 122 dias de la codigestion
anaerobia de estiércol y paja de arroz (1 kgSV-m>.d* de estiércol y 1,5 kgSV-m=-d™* de paja de

arroz), fueron afiadidas 0,5 kgSV-m™.d* de arcillas durante 5 dias.



En una segunda fase, se aumentd la carga organica de estiércol a 1,5 kgSV-m™>.d™, pero a la
misma la carga de paja de 1,5 kgSV-m>.d™. En esta fase, una vez estabilizado el reactor se
agregaron nuevamente, 0,5 kgSV-m™>.d! de arcillas. Posteriormente, y durante un periodo de
mas de 100 dias, se vario la carga organica de estiércol con el objetivo de lograr una adaptacion
de la microbiota a mayores cargas de este sustrato. De esta manera, se evaluaron tiempos de
retencion hidraulica de 30, 35 y 25 dias. A este ultimo, (velocidad de carga organica de estiércol
de 2 kgSV-m™.d) se realiza la dltima aplicacion de arcillas (9 dosis), en este caso, a intervalos

de 3 dias, dejando 2 dias sin aplicar.
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Fig. 2.1 Operacion del reactor durante la digestion y codigestion anaerobia de estiércol porcino y
paja de arroz, con adicién de arcillas residuales en tres fases (indicada por lineas verticales), bajo
régimen semicontinuo.

El reactor de tanque agitado fue mantenido a temperatura constante de 35 + 2 °C, mediante un
intercambiador de calor (doble cubierta con recirculacién de agua) y con agitacion intermitente
(de 2 a 4 h diarias) a 50-80 rpm. EI metano producido fue medido por desplazamiento de un
émbolo en un recipiente que contenia solucion de NaOH al 2,5 %. A la salida del reactor, se
colecto el biogas producido durante 2 h por dia, para analizar la composicién de este (CH; y
CO,), con la utilizacién de un analizador de gases modelo SR2-DO (Herman Sewerin GmbH,

Germany).

2.6.1 Anélisis de pardmetros fisicoquimico del reactor en semicontinuo

El comportamiento del reactor fue analizado a través de la produccién diaria de CH,4, con la
consideracion de la temperatura ambiental y presion atmosférica, para normalizar los litros de

CH; (Ln) segun metodos estandar (VDI-4630, 2006). Se determinaron parametros fisico-



quimicos como se describe en el epigrafe 2.3.1. Se determiné la concentracion de AGVs por
titracion y por cromatografia de gases (Cromatografo Focus Thermo Scientific). Se determind la
relacion AGVS/AT y la concentracion de nitrogeno amoniacal segun los métodos estandar (VDI-
4630, 2006). La concentracion de amoniaco libre fue calculada segun la temperatura y el pH
dentro del reactor. La concentracion de acidos grasos voldtiles fue determinada por titracion y

corroborada por cromatografia de gases (Focus Thermo Scientific).
2.7 Analisis de la comunidad procariota
2.7.1 Métodos microbioldgicos dependientes del cultivo

El cultivo se desarroll6 en botellas de 60 mL de capacidad con el medio minimo de crecimiento
descrito en el epigrafe 2.2.2, e inoculado en cdmara anaerobia con 1 gSSV-L™ de lodo procedente
de la digestion anaerobia de los tres sustratos en regimen discontinuo, al cabo de 21 dias de
incubacion. Para distinguir los grupos troficos presentes se emplearon los sustratos especificos:
celulosa (2,2 g-L™%), sacarosa (2,2 g-L™), glucosa (2,2 g-L™), acetato de sodio (2,2 g-L™), metanol
(2 %), mezcla de acido acético, &cido propidnico y acido butirico (2:1:1), y una mezcla de
formiato de sodio (2 %) y H,-CO, (80:20 %). Todas las soluciones de sustrato fueron ajustadas

previamente a pH entre 6y 7.

Se determiné la concentracion de azlcares reductores segun el método Dubois (Fenol-Sulfarico)
(Jarrell y Kalmok, 1988). Para los grupos metanogénicos se cuantifico la produccion de metano
por cromatografia de gases y se determind la AME como se describe en epigrafe 2.3.4. Para la
determinacién de los valores de actividades enzimaticas, se tuvo en cuenta la concentracion de

sustrato y la concentracion de biomasa microbiana, utilizada en cada botella.

2.7.2 Métodos microbiologicos independientes del cultivo. Métodos moleculares

Extraccion de ADN y amplificacion del gen ARNr 16S de bacterias y archaeas: De los ensayos
en discontinuo, para validar la optimizacion de la AME, se tomaron muestra de la biomasa
microbiana al inicio y al final (después de 21 d) de los experimentos. De los ensayos en
semicontinuo, se tomd muestra de biomasa microbiana del reactor después de la arrancada
(fermentacion de estiércol porcino como monosustrato), después de varias semanas de

codigestion de estiércol y paja de arroz y durante la tercera aplicacion de arcillas al reactor. La



extraccion del ADN metagendmico se realizé con la utilizacion del kit de extraccion PowerSoil®

DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories Inc., USA), segln las instrucciones del fabricante.

Cada muestra fue tomada por duplicado y de cada una, se realizaron dos extracciones del ADN.
La amplificacion del gen ARNr 16S, se realizo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con la utilizacién de la metodologia propuesta por: Rademacher et al., (2012) con algunas
modificaciones. Para los genes de bacterias, se utiliz6 el cebador 27f (5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 37, (Lane, 1991; Sipos et al., 2007)) marcado en el extremo
terminal 5’ con Indodicarbocianina (Cy5) y el cebador 926r (5" CCGTCAATTCMTTTRAGTTT
3", (Weisburg et al., 1991; Després et al., 2007)). Cada reaccion contenia tampon de la enzima
Recombinante Taq polimerasa (1X), MgCl, (2 mmol-L™), los deoxinucléotido trifosfato (dNTP,
0,2 mmol-L™), cada cebador (0,4 umol-L™), 1 U de la enzima polimerasa y 1pl del ADN molde
(aprox. 10 ng). El programa fue el siguiente: desnaturalizacion a 95 °C, 3 min, seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C, 30 s, alineamiento a 51 °C, 30 s, y elongacion a 72 °C, 90 s,

posteriormente se programé una etapa de extension final a 72 °C, 8 min.

Se utilizaron como controles positivos, ADN genomico de cultivos puros de Clostridium
tyrobutyricum (DSM 2637), Escherichia coli (DSM 1116), Pseudomonas fluorescens (DSM
50090), y Desulfosarcina variablis (DSM 2060) (Leibniz Institute DSMZ — German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany (DSMZ). Se utilizaron tres

repeticiones de la PCR por cada ADN molde analizado.

Para los genes de archaeas se utilizaron los cebadores Arl09f (5 ACKGCTCAGTAACACGT
3", (GroRRkopf et al., 1998)) marcado en el extremo terminal 5’ con Cy5 y el cebador Ar912r (5
CTCCCCCGCCAATTCCTTTA 37, (Lueders y Friedrich, 2000)). Las condiciones de reaccion
fueron similares a las descritas para bacterias, con la diferencia de que en este caso se utilizo 2,5

mmol-L™* de MgCl, y la temperatura de alineamiento fue 52 °C, en 28 ciclos.

Se utilizaron como controles positivos ADN genomico de cultivos puros de Methanoculleus
bourgensis (DSM 3045), Methanoculleus marisnigri (DSM 1498), Methanofollis liminatans
(DSM4140), Methanomicrobium mobile (DSM 1539) y Methanospirillum hungatei (DSM 864)
(Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,
Braunschweig, Germany (DSMZ). Todos los reactivos para las PCR fueron suministrados por

Fermentas (St. Leon-Rot, Germany) y los cebadores fueron suministrados por Biomers (Ulm,



Germany). Los fragmentos del gen ARNr 16S amplificados, fueron purificados con la utilizacion
del kit QlIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany), segln las instrucciones del
fabricante. Se midio la concentracion de los fragmentos del gen ARNr 16S amplificados, por

fotometria, con la utilizacion de un Nanofotémetro (Implen, Miinchen, Germany).

Analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos terminales de restriccion: En general, el
analisis de T-RFLP fue llevado a cabo segln la metodologia propuesta por: Rademacher et al.,
(2012). Aproximadamente, 250 ng de cada producto de PCR (fragmentos del gen ARNr 16S), fue
digerido con 10 U de cada una de las enzimas de restricciéon Mspl y Hin6l (para fragmentos de
bacterias) y Alul (para los fragmentos de archaeas), en un volumen total de 20 ulL a 37 °C, por 4 h

(todas las enzimas fueron suministradas por Thermo Scientific Fermentas, Germany).

Por cada producto de PCR procesado, se trabajd con tres repeticiones en la digestion.
Posteriormente, 0,5 ul de cada muestra de fragmentos obtenidos de la digestién, marcado en el
extremo terminal 5’ con Cy5 (fragmentos de restriccion terminales, FTs), fueron aplicados a una
solucién Tampdn SLS (Beckman Coulter, Krefeld, Germany), que contenia 0,5 uL de estandares
de ADN de diferentes tamarios (ADN-600), marcados con el croméforo D1 (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany). Los FTs fueron separados por electroforesis capilar y detectados por
fluorescencia (GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Krefeld,
Germany) a 4,8 kV, durante 70 min.

Los datos obtenidos de los electrofenogramas, fueron analizados mediante el software GeXP
analysis (version 10.2), donde se considero la talla de los FTs, calculada segun el tiempo de
migracion de los estandares de ADN de diferentes tamafios aplicados. Todos los fragmentos, con
una longitud entre 60 y 650 pares de base (pb) fueron utilizados para el andlisis subsiguiente con
la herramienta de software libre T-REX, disponible en linea: http://trex.biohpc.org/ (Culman et
al., 2009).

La identificacion de los maximos de fluorescencia “verdaderos” se pudo discernir por el ruido de
la linea base de las sefales de los FTs marcados (Abdo et al., 2006), asi como por la posicion de
estos por debajo del umbral de frecuencia de 0,5 (Smith et al., 2005), todo ello basado en su
altura. Para el subsecuente analisis se visualiz6 la abundancia relativa (en base a la altura de los
méaximos de fluorescencia) de cada FTs. Los FTs, que representaban menos de 1 6 2 % de esta

abundancia relativa en cada muestra, no se consideraron.


http://trex.biohpc.org/

Construccion de la libreria de clones del gen ARNr 16S de bacteria y archaeas: La libreria de
clones se realizo solo para las muestras seleccionadas de los ensayos en semicontinuo. Se analizé
la muestra de biomasa microbiana del reactor de tanque agitado cuando fermentaba estiércol
como monosustrato, (denominada: Digestion de estiércol) y durante la aplicacion de arcillas a la
codigestion de estiércol y paja, es decir, al dia 4 y al dia 10, después de adicionar la primera dosis
de arcilla en la fase Ill. A partir del ADN extraido de estas muestras se amplificaron por PCR los
genes ARNr 16S, como se describio anteriormente, pero en este caso con los cebadores no
marcados. Los fragmentos amplificados de tres repeticiones de reaccion fueron mezclados y
purificados con la utilizacion del kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
segun las instrucciones del fabricante. Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el vector
pGem®-T, y transformados en células competentes de E. coli cepa JM 109, segin las

recomendaciones de los proveedores (Promega, Mannheim, Germany).

A partir de las colonias crecidas en placa, se seleccionaron al azar, colonias de color blanquecino,
y se inocularon en medio liquido (Promega, Mannheim, Germany), luego se incubaron a 37 °C,
16 h y 150 rpm. Posteriormente, los plasmidos fueron extraidos mediante el kit NucleoSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel, Duren, Germany). La insercion correcta y orientacion adecuada del
gen ARNr 16S fue examinada por medio de una doble digestion con las enzimas de restriccion
Ncol y Sall (Thermo Scientific Fermentas, Germany), de acuerdo a las instrucciones de los

fabricantes.

A continuacidn, se llevé a cabo la secuenciacion del ADN plasmidico de cada clon en la empresa
GATC Biotech AG (Konstanz, Alemania). Las secuencias obtenidas fueron procesadas en el
software BioNumerics 7.0 (Applied Maths, Belgium). Después de analizar la calidad de las
secuencias, se realizé un alineamiento multiple de las secuencias, donde se utilizo el algoritmo
Needleman-Wunsch con la herramienta de calculo de similitud CLUSTAL-W en combinacion
con la herramienta de asociacion de secuencias UPGMA, con la utilizacion de la herramienta de
correccion Kimura-2-parameter, y los parametros por defecto, todas disponibles en el servidor

web del Instituto de Bioinformatica Europeo, EBI: www.ebi.ac.uk.

Apoyado en este analisis las secuencias fueron agrupadas en Unidades Taxonomicas
Operacionales (OTU, del inglés) en base a un 97 % de similitud. A continuacion, las secuencias

de cada OTU definido, se compararon con las disponibles en las bases de datos del European


http://www.ebi.ac.uk/

Molecular Biology Laboratory (EMBL), con la utilizacion de la herramienta BioNumerics
BLASTN, basada en la comparacion nucleétido-nucledtido de muestras ambientales (env_nt

databases).

Los arboles filogenéticos se construyeron tomando como criterio la no inclusiéon de los huecos
(gaps) del alineamiento, y sobre la base de la agrupacion de secuencias, teniendo en cuenta las
medias aritméticas no ponderadas (UPGMA), con la correccion de parametros por defecto Kimura-
2-parameter, y los valores de confianza se calcularon mediante el método de muestreo con

reemplazamiento con 1000 repeticiones (método Bootstrap).

La PCR cuantitativa en tiempo real: Los ensayos de la PCR en tiempo real (g-PCR) fueron
realizados a las mismas muestras utilizadas para construir la libreria de clones (muestra de la
digestion de estiércol, y muestras tomadas al dia 4 y al dia 10 después de la adicion de la primera
dosis de arcillas en la fase Ill). De manera general, se siguié una metodologia propuesta
anteriormente para sistemas anaerobios similares (Bergmann et al., 2010), donde se cuantifica el
numero de copias del gen ARNr 16S de bacterias en general, y el nimero de copias del gen ARNr
16S de archaeas metanogeénicas de los ordenes Methanobacteriales y Methanomicrobiales, asi
como de las familias Methanosarcinaceae y Methanosaetaceae. De igual manera, se ensayaron

tres repeticiones por muestra de ADN analizado.

2.7.3 Andlisis de la diversidad y organizacion de la comunidad procariota

La riqueza de especies de bacterias y archaeas se determino por la metodologia propuesta por
(Marzorati et al., 2008) basado en el nimero de FTs o el numero de OTUs obtenidos en cada
muestra. Se utilizé el indice de Shannon (H) (Shannon y Weaver, 1963) para evaluar y comparar
esta diversidad, y se calculé el indice de Equidad (indice de Pielou, H/Hnax) de la comunidad
procariota en cada muestra tomada del reactor, como el cociente del indice de Shannon y el
namero potencial de especies en la muestra. Este indice describe la uniformidad de la distribucion
de los individuos en la comunidad (Pielou, 1966). Se determind, ademas, el coeficiente de
Jaccard (J) para evaluar la similitud de especies en las muestras evaluadas lo que refleja la

dindmica del reactor durante la codigestion anaerobia con adicién de las arcillas residuales.



2.8 Andlisis estadistico

Se comprobd la normalidad y la homogeneidad de varianza, mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la prueba de Bartlett, respectivamente. En los casos en que no se cumplieron las
premisas del ANOVA se realizaron las transformaciones apropiadas a la variable analizada. De
verificarse las dos premisas anteriores, se empled un andlisis de varianza de clasificacion simple
y ANOVA bifactorial. Para comparar las medias de los rendimientos de metano, las
concentraciones de &cidos grasos volatiles y las AME de los ensayos en discontinuo, asi como,
para comparar los parametros evaluados en régimen semicontinuo, se utilizé la prueba de rangos
multiples de Duncan utilizando el Software STATGRAPHICS Centurion XV (version 15,1), para

un 95 % de nivel de confianza.



3. RESULTADOS

3.1 Codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz, con adicion de arcillas
residuales industriales. Ensayos en discontinuo
3.1.1 Caracterizacion de los sustratos
Los sustratos estiércol porcino, paja de arroz y las arcillas residuales industriales fueron
caracterizados segun los parametros fisico-quimicos mostrados en la Tabla 3.1. Se observé una
desbalanceada relacion carbono/nitrégeno en el estiércol (19:1) y en la paja (48:1). También se
muestra que la concentracion de nitrogeno amoniacal (N-NH,") en el estiércol ocupa mas de 50
% del nitrégeno total de esta biomasa (2,24 g-L™). En el caso de la paja, practicamente todo el

nitrégeno proviene del nitrégeno organico.

Tabla 3.1 Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos evaluados. Cada valor representa la
media de tres repeticiones.

) Estiércol Paja de Arcillas
Parametros . .
porcino arroz residuales
ST (%) 6,30 94,60 97,70
SV (% de ST) 69,30 70,40 41,30
COT (g-kg™) 78,30 43,00 42,80
N-Total (g-L™) 4,12 0,89 n/d
N-NH," (g-L™) 2,24 0,03 0,00
N-organico (g-L™) 1,88 0,86 n/d
Proteinas (g-L™) 11,70 5,38 n/d
Relacion C:N 19:1 48:1 n/d
Alcalinidad (g CaCO5-L™) 2,70 n/d n/d
Relacion de Alcalinidades alfa (o) 0,45 n/d n/d
pH 7,90 n/d n/d
Na* (mg-kg™) 245,80 1972,00 393,50
K* (mg-kg™) 2 100,00 12 186,00 527,50
Mg* (mg-kg™) 1 824,00 18,76 42,48
ca®* (mg-kg™h 1761,00 1 309,00 3708,00
PO,* (mg-kg™) 7 019,00 2,95 <0,50
AP (mg-kg™) 271,90 5 936,00 13 127,00
Fe** (mg-kg™) 442,40 4 754,00 1 510,00

n/d: no determinado

Las arcillas residuales contienen poca materia organica (SV = 41,3 %) y carbono organico total

(COT = 42,8 g-kg™). En cuanto al contenido de minerales, las arcillas contienen 2,3 veces més



iones Mg®* que la paja y ademés contienen 3,4 veces mas Fe?* que el estiércol. También es
notable el contenido de AI** (2,2 veces mas que en la paja, y 48 veces mas que en el estiércol). El
contenido de iones Ca®* en las arcillas también es mas del doble del contenido de este, tanto en
estiércol porcino como en la paja de arroz. Es notable también la concentracion de iones Na™ y K*

gue contienen las arcillas residuales.

3.1.2 Codigestion anaerobia de estiércol porcino, con la utilizacion del cosustrato paja de
arroz, en condiciones mesofilicas y termofilicas

En condiciones mesofilicas los resultados mostraron un incremento significativo de la actividad

metanogénica especifica (AME) cuando se adicion6 paja de arroz hasta concentraciones de 10,86

gSTV-L! (Fig. 3.1), respecto al control sin paja de arroz (botellas inoculadas sélo con 36,6

gSTV-L™ de estiércol porcino). A concentraciones de 17,6 gSTV-L™ se apreci6 una reduccién de

la AME a valores similares al control.

De manera analoga, en condiciones termofilicas también se observd un incremento significativo
de la AME con la adicién de paja de arroz a concentraciones entre 0,95 y 10,86 gSTV-L™,
respecto al control sin paja de arroz (Fig. 3.1). No se detectaron diferencias significativas entre
las AME a concentraciones de paja de 0,95 y 3,22 gSTV-L™, obteniéndose una méaximo de
actividad cuando se empled 10,86 gSTV-L™. Se destacan los bajos valores de AME obtenidos en

el control y a altas concentraciones de paja (17,6 gSTV-L™).

En términos de rendimiento de metano (calculados en condiciones normales de presion y
temperatura) (Tabla 3.2), se evidencid que tanto en condiciones mesofilicas como termofilicas no
se existieron diferencias significativas cuando se utilizaron concentraciones de paja arroz de 0,95;
3,22 y 10,86 gSTV-L™; pero si se obtuvieron diferencias significativas (p < 0,05) entre estos
sistemas y el control y cuando se empleé 17,6 gSTV-L™ de paja de arroz. El potencial de metano
obtenido en la digestion anaerobia de estiércol porcino como monosustrato (control), en

condiciones mesofilicas, fue de 285 + 21,3 mLy-gSV™.

Respecto a la acumulacién de acidos grasos volatiles medidos al final de los experimentos, se
obtuvieron diferencias significativas entre cada condicidn de temperatura ensayada (mesofilica y
termofilica) (Fig. 3.2). En condiciones termofilicas, se obtuvo mayor acumulacion de los &cidos
grasos volatiles: acético, propionico y butirico, mientras que en condiciones mesofilicas estas

concentraciones fueron muy bajas (< 15 mg-L™). En el rango termofilico, la fase mas afectada
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Fig. 3.1 Actividad metanogénica especifica durante la adicion de diferentes concentraciones de
paja de arroz a la digestion anaerobia de estiércol porcino en condiciones mesofilicas (35 °C) y
termofilicas (55 °C). Letras diferentes significan diferencias significativas (p < 0,05), entre las
actividades metanogénica, segun la prueba de Duncan aplicada. Control: botellas inoculadas sélo
con 36,6 gSTV-L™ de estiércol porcino. Cada condicion de concentracién de paja de arroz fue
ensayada con tres repeticiones.
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Fig. 3.2 Concentracion de &cidos grasos volatiles al final de la digestion anaerobia de estiércol porcino con
0,95; 3,22; 10,86 y 17,20 gSTV-L™ de paja de arroz en condiciones mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55
°C). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05), entre la concentracion de cada &cido,
seglin la prueba de Duncan aplicada.Control: botellas inoculadas sélo con 36,6 gSTV-L™ de estiércol
porcino. Cada concentracion de los &cidos grasos volatiles representa la media de tres repeticiones.



fue la acetogénica, donde los niveles de acido propidnico fueron los mas altos para las
concentraciones de 3,22 y 17,6 gSTV-L™, los cuales coinciden con los menores valores de
actividad metanogénica especifica (AME) (0,4 y 0,1 gCH,-DQOg-SV*.d*, respectivamente) y de
remocion de sélidos volatiles (60,3 y 42,9 %, respectivamente) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Pardmetros fisico-quimicos al finalizar la digestién anaerobia de estiércol porcino. Los
experimentos se realizaron en régimen discontinuo, con la adicion de diferentes concentraciones
de paja (0,95; 3,22; 10,86 y 17,6 gSTV-LY), en condiciones mesofilicas (35 °C) y termofilicas
(55 °C). Los valores representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar.

Parametros 35°C 55°C

Paja de arroz

(@OTV-L ) 0,95 3,22 10,86 17,6 0,95 g7, 10,86 17,6
STT (g:LY) 55¢1,0 58405 64+01 7,001 | 65+0,7 72409  7,3+08  7,6+10
STV (gL 19410 22405 3,701 43+0,1 | 3,0%0,7 43409 3508  42+10
STF (g-LY) 36410 3,6¢05 27401  2,7+01 | 35+0,7 29+09  3,8+0,8  3,3+10
@'éi'é”c')‘i?ﬂ_l) 35¢10 3209 35109 34:08 | 33+09 3210 35+10 3509
Relacion de 07400 08400 08400 07+0,0 | 0,700 0,7+0,0 0,8+0,0  0,5+0,0
alcalinidades (o)

pH final 75402  75+01 7502 7502 | 7,801  7,740,1  7,74+0,3  7,1%0.2
(Ff)zgnoc'on SV 72,9+41 79,4+2,6 79,634 50,1426 | 582421 60,3+2,6 81,0432 42,9426
CH, 4 306+10,8 434+145 399486 297432,2 | 4384252 3974593 399+17 82,6436
(mLyn-gSVY)

SST: Solidos suspendidos totales

SSV: Solidos suspendidos volatiles

SSF: Solidos suspendidos fijos

Remocion de SV: Remocion de solidos volatiles
Los restantes parametros fisico-quimicos determinados respaldaron la estabilidad de los procesos.
Se logré una eficiente remocion de solidos volatiles en condiciones mesofilicas para las
concentraciones de paja de arroz de 3,22 y 10,86 gSTV-L! (79,4 y 79,6 %, respectivamente)
mientras que en condiciones termofilicas para las mismas concentraciones de paja de arroz (3,22
y 10,86 gSTV-L™) este porcentaje de remocién fue diferente (60,3 y 81,0 %, respectivamente). A

17,6 gSTV-L™ de paja, se obtuvo la menor remocién de solidos volatiles (42,9 %) (Tabla 3.2).



3.1.3 Adicion de arcillas a la codigestion de estiércol porcino y paja de arroz

La digestion anaerobia de las arcillas residuales resultantes del proceso de purificacion de aceites
extraidos del petroleo, utilizando el inoculo adaptado a estiércol porcino, mostré que no es
posible la biodegradacion de estas como monosustrato, pues la produccién de metano en cada
botella fue igual e incluso inferior a la del control (indculo sin sustrato). Por esta razon, las
arcillas fueron consideradas en este estudio como aditivo inorganico y no como materia organica
aplicada.

Con la adicion de arcillas a la codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz (36,6 -
10,86 gSTV-L™, respectivamente), la AME mostré el mismo comportamiento gaussiano descrito
para la codigestion de estiércol porcino y paja de arroz. En condiciones mesofilicas se obtuvo un
méximo de AME cuando se emple6 2,1 gSTT-L™ de arcillas, cuyo valor fue significativamente
superior (p < 0,05) a los obtenidos con el resto de las concentraciones ensayadas (Fig. 3.3). Por el
contrario, en condiciones termofilicas se obtuvieron altos valores de AME a las concentraciones
de arcillas de 0,8; 2,1y 4,1 gSTT-L™, los cuales fueron significativamente superiores (p < 0,05) a

los alcanzados en el control y cuando se utilizé una concentracién de arcillas de 8,3 gSTT-L™.

A pesar de los altos valores de AME (1,2 gCH,-DQO-gsv*.d") alcanzados con la adicién de
arcillas, en ambas condiciones de temperatura, los rendimientos de metano fueron similares a los
obtenidos sin la adicion de estas (codigestion de estiércol porcino y paja de arroz), incluso

inferiores en condiciones termofilicas (Tabla 3.3).

En cuanto a la acumulacion de acidos grasos volatiles, medida al final de los experimentos, se
detectaron bajos niveles en condiciones mesofilicas, principalmente en los sistemas que contenian
2,1y 4,1 gSTT-L* (Fig. 3.4). En condiciones termofilicas, se not6 una mayor acumulacién de
estos acidos, sobre todo de propionico, el cual fue detectado en todos los sistemas de codigestion.
En el control los niveles de &cido propiénico acumulados superaron los 160 mg-L™* en
correspondencia con la baja produccion de metano observada (Tabla 3.3). En los sistemas de
codigestion donde se adicionaron 8,3 gSTT-L™ de arcillas, se alcanzaron concentraciones altas de
4cidos grasos volatiles, (en condiciones termofilicas, se superaron los 500 mg-L™), que se

corresponde con la baja AME obtenida.

El andlisis de algunos parametros fisico-quimicos (Tabla 3.3) indicaron que en la codigestion de

estiércol porcino y paja de arroz con la adicion de las arcillas a bajas concentraciones (0,8 - 4,1
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Fig. 3.3 Actividad metanogénica especifica durante la adicién de 0,8; 2,1; 4,1y 8,3 gSTT-L™ de
arcilla residual a la codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz, en condiciones
mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55 °C). Letras diferentes significan diferencias significativas
(p < 0,05), entre las actividades metanogénica, segun la prueba de Duncan aplicada. Control:
botellas inoculadas con estiércol porcino y paja de arroz en la misma relacion de concentracion
de 36,6-10,86 gSTV-L™, respectivamente. Cada condicién de concentracién de arcilla residual
fue ensayada con tres repeticiones.
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Fig. 3.4 Concentracion de &cidos grasos volatiles al final de la codigestion anaerobia de estiércol porcino y
paja de arroz con 0,8; 2,1; 4,1y 8,3 gSTT-L™ de arcilla residual, en condiciones mesofilicas (35 °C) y
termofilicas (55 °C). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05), entre la concentracion
de cada acido, segun la prueba de Duncan aplicada.Control: botellas inoculadas con estiércol porcino y
paja de arroz en la misma relacion de concentracién de 36,6-10,86 gSTV-L™, respectivamente. Cada
concentracion de los &cidos grasos volatiles representa la media de tres repeticiones.



gSTT-L™), las remociones de solidos volatiles fueron altas (> 87 %, en condiciones mesofilicas y
> 81 %, en condiciones termofilicas). La relacion de alcalinidades (a < 0,5) mostro la inhibicion

en el sistema que contenia 8,3 gSTT-L™ de arcillas residuales en condiciones termofilicas, donde
se obtuvo el valor més bajo de pH (6,1).

Tabla 3.3 Parametros fisico-quimicos al finalizar la codigestion anaerobia de estiércol porcino y
paja de arroz en régimen discontinuo, con la adicion de diferentes concentraciones de arcilla
residual (0,8; 2,1; 4,1y 8,3 gSTT-L™), en condiciones mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55 °C).
Los valores representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar.

Parametros 35°C 55 °C

Arcilla residual

(@STT.L) 08 2.1 41 8,3 08 2l 41 83
STT (g-LY 6,740,8  7.4+06 8,6+09 102+10 | 8308 89+10 9,6+09 10.2+1,1
STV (g-LY 24+0,8  29+06 29409 42410 | 36408 38+1,0 37409 41+11
STF (g-L™Y) 43+0,8  45+06 57409 6,0+10 | 47+08 51+10 509409  6,1+1,1
Alcalinidad

(gCacI:cgg-L'l) 36+0,8  39+07 3,8+08 28+08 | 38+04 37401 37403  24+09
Relacion de 08+0,0 08+00 08400 06400 | 07400 07400 0,7+00  0,5%01
alcalinidades (o)

pH final 76400  75+02 77401 72401 | 80401 7.6+01 7.8+00  6,1+01
Ef,/eognoc'on SV 875450 86,0433 87,1461 753+42 | 81,2439 816+42 834%52 42,6+64
CH, . 3944133  424+11,0 3614142 2904368 | 313+30,1 290+14,9 269+12,1 0,040,0
(mLy-gSV™)

STT: Solidos totales totales

STV: Solidos totales volatiles

STF: Solidos totales fijos

Remocidn de SV: Remocidn de solidos volatiles

3.1.4 Capacidad de adsorcion de las arcillas

Para corroborar las propiedades adsorbentes de las arcillas residuales utilizadas en este estudio, se
realiz6 un ensayo en discontinuo para determinar los coeficientes de adsorcion segun la Isoterma
de Freundlich, al poner en contacto diferentes concentraciones de arcillas con concentraciones
conocidas de iones amonio en disolucion, como se describe en Materiales y Métodos. La tabla 3.4
muestra los coeficientes obtenidos para cada concentracion de arcilla residual empleada, con su

respectivo ajuste al modelo determinado por el coeficiente de determinacion (R?).



El mejor comportamiento de la arcilla como adsorbente lo muestra para las concentraciones entre
50 y 93 g-L* de materia fresca de arcilla afiadida, donde se obtiene el mejor ajuste al modelo que
describe la ecuacién o isoterma de Freundlich con coeficientes de adsorcion, Ky iguales a 1,43 y

1,82 respectivamente (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Propiedades adsorbentes de las arcillas residuales. Coeficiente de Freundlich (K;) vy
capacidad de adsorcion de la arcilla (n) con ajuste a la ecuacion logaritmica (coeficiente de
correlacién R?).

Concentracion de

arcillas (g-L %) K n Ln R’
20 11201 067+01 1,49 0,87
50 143400 120+00 078 0,99
93 182400 29800 034 0,96
172 073+01 179+01 0,56 0,70

Ademas, la intensidad de la isoterma en ambos casos (1,29 y 2,98, respectivamente) demuestran
la fortaleza de la unién adsorbente-adsorbido (Tabla 3.4). Sin embargo, se observa que hay falta
de ajuste del modelo cuando se utilizan bajas concentraciones de arcillas (20 g-L™* de materia
fresca de arcilla afladida, R* = 0,87) o muy altas concentraciones de esta (172 g-L™* de materia

fresca de arcilla afiadida, R? = 0,70).

La capacidad de adsorcion de las arcillas evaluadas, a 37 °C mediante la isoterma de Freundlich
puede representarse por la siguiente ecuacion:
078
G=143 Ceq Ec. 3.1

3.2 Optimizacion de la actividad metanogénica especifica en la codigestion anaerobia de

estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales
3.2.1 Disefio de los experimentos.

Como se describe en el capitulo anterior, se evaluaron 16 variantes de mezcla donde la actividad
metanogénica especifica (AME) se utilizé como variable dependiente, tanto para obtener la mejor

variante de mezcla (en cuanto a concentracion de sustrato) como para analizar el efecto de



interaccion entre los sustratos (efecto de la tipologia de sustrato), en cada condicion de

temperatura (mesofilica y termofilica).

El disefio de las variantes de mezcla, como muestra la matriz del disefio de los experimentos
sugerido por el software, en términos de concentracion de sustrato (Tabla 3.5), permitié trabajar
en un rango de concentraciones cercanas a las evaluadas en los ensayos en discontinuo, tanto para
el sustrato paja de arroz (7,0 - 17,6 gSTV-L™") como para las arcillas (0,8 - 8,3 gSTT-L™), donde
se utilizaron, ademés, concentraciones inferiores de estiércol (9,1 - 36,6 gSTV-L™) para evitar la

inhibicidon en condiciones termofilicas.

Tabla 3.5 Variantes de mezcla de sustratos y arcilla residual segin el disefio factorial 2° a los
niveles de concentracion bajo, medio y alto.

No. Estiércol porcino Pajadearroz  Arcilla Residual

(gSTV-L™Y (gSTV-L? (gSTT-L™)
1 9,10 7,00 0,80
2 9,10 7,00 8,30
3 9,10 17,60 0,80
4 9,10 17,60 8,30
5 36,60 7,00 0,80
6 36,60 7,00 8,30
7 36,60 17,60 0,80
8 36,60 17,60 8,30
9 9,10 12,30 4,55
10 36,60 12,30 4,55
11 22,85 7,00 4,55
12 22,85 17,60 4,55
13 22,85 12,30 0,80
14 22,85 12,30 8,30
15 22,85 12,30 4,55
16 22,85 12,30 4,55

3.2.2 Obtencion de metano durante la codigestion anaerobia de estiércol, paja y arcillas

en mesofilia'y termofilia
Los resultados mostraron un perfil diferente en la formacién de metano en ambas temperaturas
(Fig. 3.5), lo que demuestra el desigual comportamiento de la comunidad procariota formadora de
metano cuando se varian las concentraciones de cada cosustrato. Se not6 una inhibicion de la

metanogénesis, cuando las concentraciones de estiércol y arcillas fueron méaximas y minima la de



paja (mezcla 6). En condiciones mesofilicas se inhibié también la formacién de metano en la
mezcla 3 (Fig. 3.5).

Los parametros fisico-quimicos: pH entre 7,4 y 8,1, alcalinidad entre 2,98 y 3,80 g CaCO5-L™, «
entre 0,67 y 0,84 y la remocion de solidos volatiles entre 72 y 85 %, indicaron estabilidad en los
procesos, aunque para las mezclas 6 de ambas temperaturas, la mezcla 3 de condiciones
mesofilicas y la mezcla 16 de condiciones termofilicas, se observd una inhibicién de la

metanogeénesis.
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Fig. 3.5 Produccién de metano durante la codigestion anaerobia de las mezclas de estiércol
porcino, paja de arroz y arcillas residuales a 35 °C y 55 °C. Las mezclas se determinaron segun el
disefio factorial 2° y cada factor (sustrato) se evalué a niveles de concentracién bajo, medio y
alto, con tres repeticiones por mezcla a ensayar.



3.2.3 Modelo de regresion y evaluacidn estadistica

Los datos experimentales de actividad metanogénica especifica (AME), obtenidos segun la curva
de metano de cada condicion de mezcla (Fig. 3.5), se ajustaron a una ecuacion polinomial de
segundo orden mediante un analisis de regresién mdltiple. Las ecuaciones obtenidas fueron las

siguientes para cada condicion de temperatura:

SMA =1,2859+ 0,067 - A+ 0,053-B+0,075-C—0,4588- A?—0,1988-A-B Ec. 3.2
(o]

~0,1538-A.C-0,1088-B°+0,2313-B-C-0,0388-C* (35°C)

SMA =1,3524 — 0,087 - A— 0,066 - B— 0,008 - C— 0,5436 - A%+ 0,0588 - A- B Ec. 3.3

+0,2963- A-C—0,0986 - B2+ 0,0038 - B- C— 0,0786 - C? (55°C)

Los valores estimados por el modelo y los valores de AME obtenidos experimentalmente en las
diferentes concentraciones de mezcla se muestran en la tabla 3.6. Se realizd el analisis de
varianza (ANOVA) para determinar si el modelo cuadratico utilizado fue adecuado. Este analisis
mostr6 que los modelos cuadraticos fueron significativos con un nivel de confianza del 95 %
(Fmodel 35cc = 25,61; valor-p = 0,0041 Yy Frogel ssoc = 9,24; valor-p = 0,0068). Ademas el valor-F
calculado (Fca = MCogelo/MCerror) resultdo mayor que el tabulado (Fy; gLn-6L+1) = Foos: 96 = 4,1), 0

que indic6 que el modelo fue adecuado.

El ANOVA mostrd, que en condiciones mesofilicas, el efecto del componente cuadratico del
estiércol y el efecto de las interacciones entre los cosustratos estiércol y paja; estiércol y arcillas;
paja y arcillas, fueron altamente significativos sobre la AME. El efecto lineal de la arcilla fue
significativo, pero con un valor menor (valor-p = 0,0495) mientras que la adiciéon de paja no
mostré un efecto significativo sobre la AME. En condiciones termofilicas, se obtuvo un efecto
altamente significativo del componente cuadratico de estiércol y de la interaccion estiércol y
arcilla (valores-p de 0,0020 y 0,0026 respectivamente); sin embargo el efecto de los componentes
lineales y cuadraticos de la arcilla y la paja, asi como el efecto de las demas interacciones, no

fueron significativos sobre la AME.

La calidad del ajuste del modelo fue controlado por el coeficiente de determinacién (R?). En
condiciones mesofilicas (R® = 0,97463), sélo el 2,54 % de la variacion total no pudo ser explicada

por el modelo de regresion, pero en condiciones termofilicas (R® = 0,9327), el 6,73 % de la



variacion total no pudo ser explicada por el modelo. No obstante, ambos modelos de regresion
resultaron adecuados para estimar los datos experimentales. Los valores de R? y el coeficiente
ajustado (Rzad,-) respectivos resultaron proximos, (Rzad,: 0,9366 para condiciones mesofilicas y
Rzadj = 0,8317 para condiciones termofilicas). En adicién, la baja dispersién de los valores de
AME obtenidos y los estimados alrededor de la linea diagonal corroboraron la alta calidad del

ajuste del modelo en ambas condiciones de temperatura.

Tabla 3.6 Actividad metanogénica especifica estimada segin el modelo bifactorial 2% y Ia
observada experimentalmente, a las diferentes concentraciones de mezcla indicadas en tabla 3.5.

No. AME (35 °C) AME (55 °C)
Observada Estimada Desviacion Observada  Estimada  Desviacion
estandar estandar
1 0,27 0,36 0,09 1,11 1,15 0,12
2 0,42 0,36 0,12 0,61 0,54 0,10
3 0,42 0,40 0,14 1,02 0,89 0,10
4 1,26 1,32 0,11 0,29 0,29 0,09
5 1,26 1,20 0,14 0,25 0,27 0,10
6 0,56 0,58 0,14 0,69 0,84 0,14
7 0,38 0,45 0,12 0,15 0,25 0,11
8 0,84 0,75 0,08 0,85 0,83 0,14
9 0,84 0,76 0,01 0,74 0,90 0,11
10 0,84 0,89 0,13 0,96 0,72 0,13
11 1,12 1,12 0,14 145 1,32 0,12
12 1,26 1,23 0,14 1,14 1,19 0,12
13 1,26 1,17 0,11 1,31 1,28 0,08
14 1,26 1,32 0,13 1,32 1,27 0,01
15 1,26 1,29 0,18 1,27 1,35 0,21
16 1,26 1,29 0,18 1,27 1,35 0,21

También, el estadigrafo Durbin-Watson fue cercano a 2 en ambos casos (2,3823; valor-p =
0,1623 en condiciones mesofilicas y 2,4736; valor-p = 0,1241 en termofilicas), cuya p > 0,05,
indico que no hubo indicios de correlacion de serie entre los residuos y constituyo otra evidencia

de la calidad de ajuste del modelo.

Para confirmar si habian diferencias significativas entre los valores de AME obtenidos
experimentalmente y los estimados por el modelo, se analizé el estadistico Chi-cuadrado (y?). En
ambas condiciones de temperatura se obtuvo que los valores de y* calculados (3% ssoc = 0,085;

Yeat soc = 1,458) fueron menores que el valor de %° tabulado (% (o dr-1) = Xtab (0.05: 15) = 7,261),



por tanto, no hubo diferencias significativas entre los valores de AME obtenidos y los estimados
por el modelo. Este estadigrafo también corrobora la adecuacion del modelo para optimizar la

variable respuesta (AME).

3.2.4 Efectos de los componentes del modelo y sus interacciones sobre la actividad

metanogénica especifica

Los valores de AME en las diferentes variantes de mezcla, muestran un amplio rango en ambas
condiciones de temperatura, de 0,27 a 1,26 gcH.pQo-gSSV™-d™* en condiciones mesofilicas y de
0,15 a 1,45 gcH,0go-gSSV-d™ en condiciones termofilicas. Los resultados indican que la AME

fue fuertemente afectada por las variables seleccionadas en este estudio.

La trascendencia de cada coeficiente, fue analizada mediante el analisis del t-Student (valor-t),
con su respectivo valor-p. El valor-t, que representa la razon entre el efecto del parametro
estimado y su desviacion estandar, mostr6 que en condiciones mesofilicas el efecto lineal de las
arcillas, el efecto cuadratico del estiércol y las interacciones de primer orden entre el estiércol
porcino y la paja de arroz, entre el estiércol porcino y las arcillas residuales y entre las paja de
arroz y las arcillas residuales, resultaron los efectos mas significativos sobre la AME. Sin
embargo, en condiciones termofilicas, el valor-t, indicé que sélo los coeficientes de la interaccién
entre el estiércol porcino y la paja de arroz y entre el estiércol porcino y las arcillas residuales,

fueron significativos.

El porcentaje de contribucion (PC), igualmente indico la baja influencia de los sustratos por
separado y el efecto positivo de la interaccién entre estos, es decir de la codigestion. En
condiciones mesofilicas, la mayor contribucién fue de la interaccion entre los tres componentes
(PCiotint= 56,47 %), donde la interaccion entre la paja de arroz y las arcillas residuales tuvo la

mayor contribucién (25,89 %).

El componente cuadratico de estiércol también tuvo una gran contribucion (PCiot. cuad A = 35,72
%). En condiciones termofilicas, la contribucion total de los componentes cuadraticos y la de la
interaccion fue similar (PCiot. cuad = 49,14 % y PCiotint = 43,68 %, respectivamente) ademas, el
componente cuadratico de estiércol y la interaccion entre el estiércol porcino y las arcillas
residuales ocuparon casi la totalidad del porcentaje de contribucion (46,63 y 42,02 %,

respectivamente).



3.2.5 Superficie de respuesta tridimensional (3D) y sus contornos en dos dimensiones

La naturaleza no lineal de las superficies de respuesta obtenidas y la de sus respectivos contornos,
demostraron la existencia de una interaccion considerable entre los sustratos evaluados. En otras
palabras, no existié una relacion lineal entre las variables seleccionadas, lo cual corrobora la
adecuacion del modelo de segundo orden utilizado para estimar los valores de AME. En ambas
condiciones de temperatura, se observé que el estiércol porcino influye notablemente sobre la
AME (Fig. 3.6a, 3.6b, 3.7a y 3.7b). Cuando las concentraciones de estiércol porcino fueron las
extremas (9,1 6 36,6 gSTV-L™) se obtuvieron menores valores de AME, en comparacion con las

obtenidas con la concentracién media (22,85 gSTV-L™) en ambas temperaturas.

=
—

2]

AME (gCH,-DQO-gSSV™.L™)
Paja (gSTV™*.LY)

8 16 24 32 40

Estiércol (gSTV'.L™)

=

AME (gCH,-DQOgSSV™.L™)
Arcillas (gSTT™L™)

g 16 24 32 40

Estiércol (gSTV L™

Fig. 3.6 Superficies de respuesta 3D y sus respectivas graficas de contornos 2D que muestran el
efecto de la interaccion de dos sustratos sobre la AME, manteniendo el tercero a nivel fijo, en
condiciones mesofilicas.

En cuanto a la paja de arroz, no se obtuvo un efecto significativo sobre la AME. En condiciones

mesofilicas el efecto de la interacciéon entre el estiércol porcino y la paja de arroz a bajas



concentraciones, mostrd muy poco efecto sobre la AME; sin embargo, al aumentar los niveles de
paja, se observé un incremento en la AME (Fig. 3.6a). En condiciones termofilicas, por el
contrario, un ligero decremento fue observado en la AME, al aumentar la concentracion de paja

de arroz (Fig. 3.7a).
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Fig. 3.7 Superficies de respuesta 3D Y sus respectivas graficas de contornos 2D que muestran el
efecto de la interaccion de dos sustratos sobre la AME, manteniendo el tercero a nivel fijo, en
condiciones termofilicas.

La adicion de arcillas si tuvo un efecto apreciable sobre la AME, sobre todo en su interaccién con
el estiércol porcino (Fig. 3.6b y 3.7b). En condiciones mesofilicas, se obtuvo un aumento en la
AME al aumentar la concentracion de arcillas a niveles bajos de estiércol. Por el contrario, en
condiciones termofilicas, al aumentar la concentracion de arcilla, manteniendo niveles bajos de
estiércol, se reduce la AME. Sin embargo, hay un efecto positivo de la arcilla, cuando se utilizan

niveles altos de estiércol porcino, lo que indica que las arcillas residuales reducen el efecto



inhibitorio de las altas concentraciones de estiércol porcino sobre la AME.

Cuando se utilizaron concentraciones bajas de paja de arroz y de arcillas residuales se obtuvo una
respuesta similar en ambas temperatura. Sin embargo, a altas concentraciones de paja de arroz y
de arcillas, en condiciones mesofilicas, se obtuvo una AME superior a 1,5 gcH,-0Qo-gSSV™*-d™;
mientras que, en condiciones termofilicas, los valores fueron similares en toda la superficie y

menores que 1,5 gcH,-0Qo-gSSV ™ -d ™.

3.2.6 Condiciones Optimas para maximizar la AME

El modelo polinomial de segundo orden obtenido, se utilizé para determinar las condiciones que
maximizan los valores de AME vy fue ajustado mediante el método de minimos cuadrados. Sobre
la base del analisis del algoritmo de optimizacion se puede inferir que el modelo de segundo

orden se aproxima adecuadamente a la superficie real.

En condiciones mesofilicas, el comportamiento no lineal de la respuesta estimada, a los niveles
de estiércol evaluados, mostré el maximo de AME (1,536 gcH,-pQo-gSSV™-d ™) a 18,73 gSTV-L’
! de estiércol; pero las graficas de paja y arcillas mostraron sus maximos de AME (1,31 gCH,-
DQo-gSSV*-d?), a concentraciones de 17,6 gSTV-L™ y 8,3 gSTT-L?, respectivamente. Por tanto,
la combinacién éptima seria 28,35 gSTV-L™ de estiércol, 17,6 gSTV-L™ de pajay 8,3 gSTT-L™
de arcillas, con un nivel de confianza de 95 %. En condiciones termofilicas, la combinacion de
concentraciones que resultd en la maxima AME fue a 20,1 gSTV-L™" de estiércol, 10,18 gSTV-L™
de paja 'y 3,05 gSTT-L™ de arcillas, para valores de AME méximos de 1,38 gcH,-0Qo-gSSV™*-d™,
en el rango de 1,19 a 1,57 gcH,-0Q0-gSSV™2-d™, con un nivel de confianza del 95 %.

3.2.7 Validacion de los modelos de optimizacién

Para validar la adecuacion de los modelos propuestos y predecir la AME en la codigestion
anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz con adicion de arcillas residuales, se realizaron
nuevos experimentos (con tres repeticiones) con la utilizaciéon de las concentraciones Optimas
antes determinadas. En condiciones mesofilicas, se observé una fase de latencia de 10 dias, pero
mostré una AME promedio de 1,23 + 0,41 gcH,-DQ0-gSSV™-d™ (valor medio de AME +
desviacion estandar) mientras que, en condiciones termofilicas, la fase de latencia fue de 4 dias y
los valores promedio de AME fueron de 1,35 + 0,26 gcH,-DQ0-gSSV™ -d*. Ademés, la
concentracion de 4cidos grasos volatiles (< 150 mg-L™), el pH (6,9 - 8,0) y la a (0,65 - 0,83),



indicaron la estabilidad de los procesos en cada sistema.

Las AME obtenidas no mostraron diferencias significativas entre cada condicion de temperatura.
En condiciones mesofilicas, el valor de t-Student calculado (t.s = 0,3038) fue menor que el
tabulado (twb (00s; 4) = 2,1318); y la probabilidad calculada (p-valore = 0,7765), indicé que no
hubo diferencias significativas entre los valores de AME observados y los 6ptimos predichos por
el modelo. En condiciones termofilicas, el valor de t-Student (t.y = 0,1655) fue también menor
que el tabulado (p-valore, = 0,8766), lo que evidencia que tampoco existieron diferencias

significativas entre los valores de AME observados y los predichos por el modelo.

3.3 Estructura de la comunidad microbiana desarrollada con la codigestién de los tres

sustratos en ensayos discontinuos
3.3.1 Métodos microbiolégicos dependientes de cultivo

La microbiota generada durante la codigestion anaerobia de los tres sustratos a las
concentraciones optimas fue re-inoculada en medios de crecimiento que contenian sustratos
especificos. Se aprecio el consumo de celulosa, sacarosa y glucosa por bacterias hidroliticas y
fermentativas segun se muestra en la Fig. 3.8. En condiciones termofilicas, se favorecid la
hidrolisis de la celulosa, respecto a las condiciones mesofilicas; de hecho, la actividad hidrolitica

de la microbiota mesofila frente a la celulosa no superé los 3 gDQO-gSSV™.d™ (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Actividades enzimaticas celulolitica, sacarolilica y glucolitica de bacterias procedentes
de la digestion anaerobia en condiciones mesofilicas y termofilicas.

Actividad Enzimatica

Temperatura (gDQO-gSSV*-d™)
Celulolitica Sacarolitica Glucolitica
Mesofilia 29+0,2 74+172 165+2,2
Termofilia 138+23 8,0+1.3 172+29

Para el caso de los grupos acidogénicos y metanogénicos, se determind la AME. En condiciones
mesofilicas, se obtuvo mayor produccién de metano en el sistema que contenia metanol, seguida
por la produccion de metano del sistema con acetato de sodio (Fig. 3.9). Por el contrario, en
condiciones termofilicas se obtuvo una produccién de metano considerable en el sistema que

contenia la mezcla de formato y H,-CO,. En ambas condiciones de temperatura también se



(=
LA

[a}
35°C —O—cc]ulusaa § 55°C “G"CE:I'I.I'DSE.&
[a
— 20 4 _‘_53‘53"mb 2.0 —e—sacarosa
____ #— glucosa o glucosa ®
c0 £l
; 1.5 = L5
= 1,0 2 1,0
Z# 0.5 Z 05
o —
0,0 0,0 E—
0 5 10 15 0 5 10 15
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Fig. 3.8 Consumo de diferentes sustratos por los grupos tréficos presentes en el proceso de
digestion anaerobia, en condiciones mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55 °C). Letras diferentes
significan diferencias significativas entre la capacidad de la microbiota para consumir cada
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Fig. 3.9 Produccion de metano por los grupos de archaeas metandgenas presentes en el proceso
de digestion anaerobia, en condiciones mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55 °C) a partir de los
sustratos: acetato, metanol y una mezcla de formato/H,-CO,. Se ensayd con tres repeticiones por
sustrato evaluado. Control: mezcla de acidos grasos volatiles (en la relacion 2:1:1).



observé crecimiento en el acetato de sodio.

En adicion, a partir de las curvas de produccion de metano (Fig. 3.9) se determinaron los
respectivos valores de AME frente a los diferentes sustratos especificos ensayados (Fig. 3.10a) y
posteriormente estos valores fueron utilizados para estimar el nimero méas probable (NMP) de
células, en los sistemas con cada sustrato especificos, segun la correspondencia que existe entre la
AME vy el log NMP.

En general, se obtuvieron diferencias entre el NMP de la microbiota mesoéfila y la termdfila
desarrolladas con la codigestion de estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales, lo que
indica el efecto de la temperatura en la estructura de la comunidad procariota relacionada con la
obtencion de metano (Fig. 3.10Db).
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Fig. 3.10 Actividad metanogénica especifica (a) y Numero méas probable de células (b) a
expensas de diferentes sustratos en mesofilia y termofilia. Control: mezcla de acidos grasos
volatiles en la relacién 2:1:1.

3.3.2 Métodos moleculares independientes de cultivo

Las microbiota meso6fila y termofila desarrollada con la codigestion de estiércol porcino, paja de
arroz y arcillas residuales en los ensayos en discontinuo, fueron también analizadas por métodos
moleculares, mediante el andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos terminales de
restriccion (T-RFLP, del inglés). Esto permitio detectar la diversidad de la comunidad procariota,

asi como la dindmica de esta con la adicion del cosustrato paja y las arcillas residuales.



La diversidad obtenida en las muestras inicial y final (después de 21 dias de codigestion de
estiércol paja y arcillas) demostré que existe una tendencia al predominio de ciertas especies con
la codigestion (Tabla 3.8). La riqueza de especies (Rr) fue similar, tanto en la muestra inicial,
como en la muestra final; sin embargo, segln el indice de Jaccard (J’), se obtuvo que en mesofilia
el 48,4 % de las especies son similares en ambas muestras inicial y final, a diferencia del
resultado en termofilia, donde se obtuvo que so6lo el 18,8 % de similitud entre la muestra inicial y

final, resultados que demuestran el efecto de la temperatura en la asimilacion de estos cosustratos.

Es de notar que existe un 35,5 % de similitud entre las muestras iniciales de la microbiota
mesofita y la termdfila, lo cual puede ser esperado, si se tiene en cuenta que ambos indculos
provienen del mismo ecosistema y fueron adaptados a cada condicion de temperatura. No
obstante, la estructura de la comunidad desarrollada en mesofilia, con la adicion de los
cosustratos (muestra final), es significativamente diferente a la desarrollada en termofilia, con
soloun J’ = 13,5 %.

Dominio Bacteria. La mayor variedad de especies (Rr = 24) se obtuvo en la muestra final que

refleja la codigestion anaerobia de los tres sustratos, en mesofilia, aunque el indice de Shannon
indico que la diversidad fue mayor en las muestras iniciales, de ambas temperaturas (Tabla 3.8).
La organizacion de la comunidad expresada como el indice de Equidad, tanto en las muestras
iniciales, como en los sistemas de codigestion anaerobia, fue similar, sin embargo, si se notaron

diferencias entre cada temperatura.

Tabla 3.8 Analisis de la diversidad y organizacién de la comunidad de bacterias presentes en la
codigestion anaerobia de estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales, al inicio y al cabo
de 21 dias de incubacion a las temperaturas de 35°C y 55 °C.

Muestras Temperatura Riqu_eza de indice de indice de Equidad  Varianza
(°C) especies (Rr) Shannon (H) (H/Hmax) (Var H)
Inicial 35 22 2,46 0,80 0,10
Final 35 24 2,29 0,72 0,09
Inicial 55 20 2,70 0,90 0,11
Final 55 18 2,51 0,87 0,10

La abundancia relativa de los fragmentos de restriccion terminales de las muestras iniciales de
ambas condiciones de temperatura, mostraron el predominio de los fragmentos de 66, 98 y 231

pb (Fig. 3.11a). En las muestras finales que reflejan la codigestion de los tres sustratos, se not6
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Fig. 3.11 Abundancia relativa de los fragmentos de restriccion terminales (FT) y sus tallas en pb, de bacterias (a) y archaeas (b), en la
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mesofilicas (35 °C) y termofilicas (55°C).



una tendencia (mas acentuada en mesofilia) al predominio de ciertos grupos. En este sentido, se
encontrd mayor abundancia relativa de los fragmentos de 89, 97 y 162 pb en mesofilia; mientras

que, en termofilia, aumentaron su abundancia los fragmentos de 144, 151y 231 pb.

Dominio_Archaea. No se determinaron los indices de diversidad, ni organizacion de la

comunidad procariota (H y H/Hpax) debido al bajo nimero de especies obtenidas (entre 5y 7).

En la muestra inicial de la temperatura mesofilica, predominaron los fragmentos de 108 pb, con
un 59,21 % de abundancia relativa, también se destacaron los fragmentos de 343 pb (12,5 % de
abundancia relativa) y otros fragmentos de 57 y 203 pb (Fig. 3.11b). En la muestra final, que
refleja la codigestion anaerobia de los tres sustratos en mesofilia, se redujo el predominio de los
fragmentos de 108 pb, y se favorecieron otras especies (fragmentos de 431 y 470 pb), donde los

fragmentos de 470 pb resultaron predominantes.

En la muestra inicial de la temperatura termofilica, se encontré predominio de los fragmentos de
343 y 629 pb, aunque también se detectaron fragmentos de 101, 203, y 257 pb. En la muestra
final que refleja la codigestién anaerobia de los tres sustratos en termofilia, la estructura de la
comunidad fue similar a la obtenida en el momento inicial; sin embargo, en este caso
predominaron los fragmentos de 629 pb, a la vez que disminuyé el predominio de los fragmentos
de 343 pb. En este caso, también se detectaron fragmentos de 82, 108, 203, 257, 339 pb. Es de
notar que los fragmentos de 108, 203 y 343 pb fueron detectados, tanto en las muestras iniciales

como en las muestras finales de ambas condiciones de temperatura.

3.4 Codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz con adicion de arcillas en

reactor de tipo tanque agitado bajo régimen semicontinuo, en condiciones mesofilicas

Antes de la adicion del cosustrato paja de arroz al reactor de tanque agitado, la digestion
anaerobia de estiércol porcino fue analizada a diferentes velocidades de cargas organicas de
estiércol. En este caso, se encontr6 que los parametros fisico-quimicos (rendimiento y % (v/v) de
metano, pH, N-NH," y NHs) fueron los esperados para este sustrato (Tabla 3.9). A medida que se
aument6 la carga organica de estiércol, se observd el aumento significativo en cuanto a la
produccion volumétrica de metano, el rendimiento de este, el pH, la concentracion de nitrogeno

amoniacal y el amoniaco libre.



Con la adicion del cosustrato paja de arroz (1,5 gSV-L™-d?), a la digestién anaerobia de 1,5
gSV-L*.d? de estiércol, se noté un incremento en la produccién volumétrica de metano que fue
significativamente diferente de los valores obtenido cuando solo se digiere estiércol porcino. Sin
embargo, los valores de rendimiento de metano se mantuvieron en el mismo orden de magnitud,
dado por la mayor carga organica adicionada, en términos de soélidos volatiles, que aporta el

cosustrato paja de arroz (Tabla 3.9).

Tabla 3.9 Comportamiento de las variables fisico-quimicas durante la digestion de estiércol
porcino (monosustrato) y en codigestion con paja de arroz, a diferentes velocidades de carga
organica de estiércol en el reactor. Letras diferentes en cada fila, indican diferencias significativas
en las variables estudiadas segun la Prueba de Rangos Multiples de Duncan con un 95 % de
confianza. Cada valor representa el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Parametros Digestion de estiércol porcino 5 Codige_:stién
(monosustrato) estiércol-paja de arroz
VCO (gSV-L*.d% 1,0 1,5 2,0 1,0-1,5 1,5-1,5
CH, (Ly-m3-d™) 349,9+51,2°  401,6+297° 4925+394° | 4551+387°  581,9 + 584
CHa(Lyn-kgSVY) 2239+94°  2468+378° 3125+366% | 199,0+91°  209,0+391°
CH. (% Viv) 48,0 +3,0° 49,0 £4,0° 49,0 +3,0° 52,0 +2,0° 55,0 +2,0°
pH 7,7+0,1° 7,7+0,1° 8,0+0,2° 7,7+0,2° 7,6 £0,0°
AGVs (g-L™h 0,8+0,4° 1,1+0,3" 0,6 +0,4° 1,9+0,2° 1,8+0,1°
AGVs/AT 024012 0,3+0,0° 02+0,1°2 0,3+0,0° 0,3+0,0°
N-NH," (g-kg™) 0,8+0,0° 1,1£0,0° 1,2+0,0° 09+0,1° 1,0 +0,0°
NH; (g-kg™) 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,2+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0°

VCO: velocidad de carga organica

AGVs: acidos grasos volatiles

AT: alcalinidad total
Ademas, con la codigestion de estiércol porcino y paja de arroz se notd un incremento
significativo en el porciento de metano en el biogas y una acumulacién significativa de acidos
grasos volatiles, que provoc6 una disminucion del pH. Es de notar que con la aplicacion del
cosustrato paja de arroz a la digestion anaerobia de 1,5 gSV-L™.d™ de estiércol porcino, se
obtienen concentraciones de nitrdgeno amoniacal y de amoniaco libre que no difieren
significativamente de las obtenidas cuando se utilizan bajas carga de estiércol (1,0 gSV-L™*-d™).
La relacion AGVs/AT se mantuvo entre los valores aceptables (< 0,3), indicando la estabilidad en

el reactor durante este periodo de codigestion.



Una vez estabilizado el sistema de codigestion anaerobia de estiércol y paja, durante 30 dias, se
evalud la adicion de las arcillas residuales, con base bentonita, en tres fases (I, 11 y Ill) (Fig.
3.12). En la fase | (adicion de 0,5 gSV-Lyeaet —-d™ de arcillas, por 5 dias), se observé un periodo de
latencia para la formacion de metano, cuya produccion después de 60 h se incrementd hasta
superar los 350 Ly-kgSV™ pero después de 11 dias esta disminuyd hasta los valores iniciales

(199,0 + 9,1 Ly-kgSV™). En el biogés se alcanzé un 65 % (v/v) de metano con este incremento.

Las concentraciones de nitrégeno amoniacal (N-NH,4") dentro del reactor, disminuyeron desde un
valor promedio de 0,9 hasta 0,3 g-kg™, justo después de la adicién de arcillas. Esto provocé una
disminucion del amoniaco (NHs) libre, de 0,08 hasta 0,03 g kg™, a pH estable entre 7,6 y 7,4.

Los pardmetros de concentracion de 4cidos grasos volatiles y relacion de alcalinidades, a (0,65-
0,72), se mantuvieron estables, sin embargo, la concentracion de acidos grasos volatiles mostré
un incremento a partir de 18 dias después de la adicion de arcillas. Esto no tuvo repercusién en el
pH que no disminuyd de 7,4, aun cuando la concentracion de &cidos grasos volatiles fue la mas
alta detectada en esta fase I (1,99 g-L™%).

Los valores de cenizas (solidos totales fijos) en el reactor mostraron una disminucion después de
60 dias de aplicadas las primeras dosis de arcilla, tiempo en el cual este valor no super6 los 25
gSTF-L™. Los sélidos volatiles se mantuvieron entre 30 y 35 gSTV-L™, durante esta fase I.

Antes de la segunda aplicacion de las arcillas residuales (fase Il), fue aumentada la VCO de
estiércol a 1,5 gSV-Lreact --d ™, manteniendo la carga orgénica de paja a 1,5 gSV-Lyeaet -d ™. Las
variables fisico-quimicas evaluadas durante esta codigestion de estiércol y paja, muestran el
aumento de metano correspondiente, en términos de produccion volumétrica (Tabla 3.9). Sin
embargo, en cuanto a rendimiento de metano, no se obtuvo diferencias significativas respecto a la
codigestion cuando se us6 1,0 gSV-Lreac{l-d'1 de estiércol ni cuando se usd este como
monosustrato a 1,5 gSV-Liea-d™*. Ademds, se obtuvo el esperado aumento en las

concentraciones de nitrégeno amoniacal (Tabla 3.9).

En la fase I, se volvieron a aplicar 0,5 gSV-Lreac{l-d'1 de arcillas, por 7 dias. El total de arcillas
representd el valor de concentracion que maximiza la actividad metanogénica especifica,
obtenido en este estudio durante su optimizacion, en condiciones mesofilicas (8,3 gSTT-L™"). Los
resultados mostraron un rapido incremento en el rendimiento de metano hasta alcanzar 500

Ln-kgSV™ en menos de 24 h (Fig. 3.12). Sin embargo, el reactor no se mostré estable en cuanto
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al rendimiento de metano y se observaron maximos y minimos. A pesar de ello, se observé una
disminucion de las concentraciones de N-NH;" pero en este caso, no se afectaron las

concentraciones de NH; gaseoso, cuyo valor medio fue de 0,6 g-kg™.

La concentracion total de los acidos graso volatiles, disminuy6 hasta 0,6 g-L™, pero aumentaron
nuevamente, después de 19 dias de la adicion de arcillas. Aunque los valores de pH no fueron
afectados por esta disminucion de los acidos, si se notd un ligero incremento a valores medios de
7,82. Por otro lado, a pesar de la inestabilidad en el rendimiento de metano, la relacion de

alcalinidades (o) se mantuvo en valores entre 0,71 y 0,74.

Posteriormente, durante 100 dias fueron evaluadas diferentes cargas organicas de estiércol y paja
que representaron tiempos de retencién hidraulica de 30, 35y 25 dias. En este periodo, se detectd
un variable rendimiento de metano, en correspondencia con la carga organica aplicada al reactor.
Se notd un aumento en la concentracion de N-NH,", dado por el incremento de la carga orgéanica
de estiércol lo que conllevé a un aumento del NH; gaseoso, hasta 0,16 g-kg™, que pudo estar
relacionado con el valor més bajo de la relacion de alcalinidades obtenido (o = 0,65) en ese
momento (dia 226), donde coincidié ademas con la mas alta concentracién de AGVs obtenida en
ese periodo (2,03 g-LY). Al tiempo de retencién hidraulica de 25 dias se obtuvo la mayor
estabilidad de las variables fisico-quimicas, por lo que a este tiempo de retencion hidraulica, fue

llevada a cabo la tercera fase de aplicacion de arcillas.

En la fase Ill, se aplicd la misma concentracion de arcillas pero durante 9 dias y a intervalos de
dos dias para evitar la sobrecarga del sistema apreciada en la fase Il. En este caso, se realiz6 a
mayores cargas organicas de estiércol (2,0 gSV-Lreact—-d™) manteniendo la carga de paja de 1,5
gSV-Lreact ~-d™ (tiempo de retencion hidraulica de 25 dias). Estas cargas organicas de estiércol y
paja corresponden a las concentraciones que maximizan la actividad metanogénica especifica,

obtenidas en este estudio durante la optimizacion en régimen discontinuo.

En esta fase, se notd nuevamente un incremento del rendimiento de metano, por encima de 300
Ln-kgSV™?, pero menor que en la fase II. Sin embargo, se alcanzé una estabilidad mayor en el
rendimiento de metano, el cual se mantuvo a esos niveles hasta después de 30 dias de la adicion
de arcillas. En términos de produccion volumétrica de metano, se obtuvieron diferencias
significativas entre la produccién de metano en esta fase 111 y la produccion de metano durante la

codigestion de estiércol y paja a los diferentes tiempos de retencién hidraulica evaluados.



Las concentraciones de N-NH,", que habian sido aumentadas con el largo periodo de codigestion
anaerobia de estiércol y paja, mostraron un descenso mas conservador; pero, a pesar de la alta
carga de estiércol las concentraciones de N-NH," no sobrepasaron los 0,75 g-kg™. Ademés, se
noté una disminucién en la concentracion de acidos grasos volatiles, que aumenté el pH hasta
8,4; lo cual desplazé el equilibrio hacia la formacién de NHs, (con un méximo de 0,13 g-kg™). En
este  momento, también se obtuvo el valor maximo de o obtenido, durante toda la

experimentacion (0,89).

A pesar de la estabilidad en la produccién de metano, 8 dias después de aplicada la primera dosis
de arcillas en la fase Ill, se observo una variacion transitoria de los parametros fisico-quimicos a,
pH, NH;3 gas y acidos grasos volatiles, cuyos valores fueron estabilizados gradualmente. En
cuanto al contenido de metano en el biogas se registraron valores por encima de 65 % (v/v) el

cual fue sostenido por méas de 30 dias después de aplicadas las arcillas.

3.5 Analisis de la comunidad microbiana desarrollada en el reactor de tanque agitado con la

adicion del cosustrato paja de arroz y durante la adicion de arcillas

La comunidad microbiana fue analizada por métodos moleculares independientes de cultivo. Se
tomaron muestras representativas del reactor, para evaluar la estructura de la comunidad en
cuanto a diversidad, dinamica, identificacion y cuantificacion de las bacterias y archaeas. Se
analizaron muestras del reactor mesofilico de tanque agitado durante: la digestion anaerobia de
estiercol porcino como monosustrato; la codigestion de estiercol porcino y paja de arroz; y
durante la adicion de arcillas residuales, en la fase Il a los: 4, 8, 10, 12 y 21 dias despues de

aplicar la primera dosis de estas.

3.5.1 Diversidad y dindmica de la comunidad microbiana basado en la técnica de T-RFLP

La riqueza de especies, asumida como el niumero de fragmento de restriccion terminales,
detectados en cada muestra, mostro una mayor diversidad de especies de bacterias (de 19 a 26

fragmentos por muestra), que de archaeas (de 6 a 8 fragmentos por muestra).

Dominio Bacterias. La diversidad de las especies de bacterias fue revelada, segun el indice de

Shannon (H) (Tabla 3.10), donde el valor minimo (1,98) correspondié a la muestra tomada

durante la 11 fase de adicion de arcillas al reactor, 10 dias después de la aplicar la primera dosis.



Tabla 3.10 Diversidad y organizacion de la comunidad bacteriana durante la digestion de
estiércol porcino, de la codigestion de estiércol porcino y paja de arroz, y de la aplicacion de las
arcillas residuales en la fase IlI.

Adicién de arcillas

- Digestion de Cod.ilgesti()n Tiempo (dias) después de aplicar la
Indices estiércol estiercol y 1° dosis en la fase I1I

paja 4 8 10 12 21
Riqueza de Especies (Rr) 26 23 22 24 19 20 23
indice de Shannon (H) 2,79 2,74 245 239 198 220 2,34
indice de Equidad (H/Hma) 0,86 0,87 079 075 067 073 0,74
Varianza (Var H) 0,08 0,09 0,08 0,08 0,07 0.07 0,08

La organizacién de la comunidad, segun el indice de Equidad de Pielou (H/Hpmax), resulto en
valores entre 0,86 y 0,87 durante la digestion de estiércol porcino y durante la codigestion de
estiércol porcino y paja de arroz, respectivamente; sin embargo después de la adicion de arcillas,
estos valores disminuyeron (0,65 — 0,79), donde el valor minimo (0,65) correspondié a la muestra

tomada 10 dias después de la aplicar la primera dosis de arcillas durante la fase Il1.

El perfil de los fragmentos de restriccion terminales de bacterias mostré una mayor diversidad en
la muestra del reactor de la digestion de estiércol porcino, donde se detectaron 26 fragmentos y
un H = 2,79. Pero esta diversidad luego disminuyé con la codigestion de estiércol y paja y luego
con la adicion de arcillas, hasta un minimo de 19 fragmentos (H = 1,98), obtenidos 10 dias

después de aplicar la primera dosis de arcillas en la fase IlI.

El andlisis de la abundancia relativa de los fragmentos, también refleja la dindmica de la
poblacion bacteriana durante la experimentacion. En este caso, un aumento en la abundancia
relativa de algunos, unido a la disminucidn, aparicion o no deteccion de otros, fue observado con
la aplicacion del cosustrato paja y, posteriormente, durante la aplicacion de las arcillas, respecto a
la comunidad microbiana, que digeria estiércol como monosustrato (Fig. 3.13).

En la muestra de la digestion de estiércol, los fragmentos de 89 y 162 pb mostraron su
predominio al ocupar el 16 y el 14,8 % de la abundancia relativa total, respectivamente. Los
fragmentos de 91, 92, 231 y 299 pb también fueron abundantes, pero en un orden menor de
magnitud que los fragmentos de 89 y 162 pb. Es de notar, ademas, que 32,4 % de la abundancia
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relativa total es ocupada por aquellos fragmentos no considerados, debido a que su abundancia

relativa individual es menor del 2 %.

El analisis del coeficiente de Jaccard (J°) también fue utilizado para evaluar la dindmica, y
establecer la similitud entre la muestra de la digestion de estiércol y las demas muestras durante

la codigestién anaerobia y la adicion de arcillas. Estos valores de J’ estuvieron entre 19 y 25 %.

En la muestra del reactor tomada durante la codigestion anaerobia de estiércol y paja, los
fragmentos de 92 pb mostraron una abundancia relativa de 22,6 %, que indicé su predominio en
esta fase del experimento (Fig. 3.13). La abundancia relativa de estos fragmentos de 92 pb
aumento conforme se adicionaron las dosis de arcillas. Posteriormente, la abundancia de estos
fragmentos de 92 pb disminuy6 en la muestra del dia 21, después de aplicada la primera dosis de
arcilla en la fase Ill, hasta valores similares a la abundancia mostrada en las muestras de la
codigestion de estiércol y paja. Por tanto, este grupo de bacterias (de fragmentos de 92 pb) es

afectado por la adicion del cosustrato paja, y luego durante la adicion de arcillas.

En la muestra de la codigestion de estiércol y paja también se detectaron otros fragmentos de 96,
100, 150, 231 y 522 pb, cuyas abundancias relativas disminuyeron considerablemente o no se

detectaron durante la aplicacion de arcillas (Fig. 3.13).

El perfil de fragmentos, 4 dias después de aplicar la primera dosis de arcilla en la fase Ill, fue
similar al de la codigestion de estiércol y paja; sin embargo una disminucion drastica del nimero
de fragmentos con abundancia relativa superior al 2 % fue observada 8 dias después de aplicar la
primera dosis de arcilla en la fase Ill. Esto motivé que se manifestara la menor diversidad de
fragmentos en el dia 10 después de aplicar la primera dosis de arcilla, donde sélo se detectaron 19
fragmentos, incluso considerando la abundancia relativa por encima de 1 %. En esta muestra (dia
10), los fragmentos de 92 pb fueron detectados con una abundancia relativa de 48,4 %, lo cual
indico el predominio de este grupo de bacterias (Fig. 3.13). En cambio, los fragmentos de 89 pb,
abundantes en las demés muestras, no fueron detectados en esta muestra del dia 10 y por el
contrario los fragmentos de 83 pb sélo fueron detectados en esta muestra. No obstante, se obtuvo

una similitud considerable (J’= 69 %) entre esta muestra y la tomada dos dias después.

Después de 12 dias de aplicar la primera dosis de arcilla en la fase Ill, la dindmica de la
comunidad mostro una tendencia a su regulacion, evidenciada por la similitud de los fragmentos

con las muestras de la codigestidn estiércol y paja, segun el coeficiente de Jaccard (J’= 65,4 %).



También, en la muestra tomada 21 dias después de aplicar la primera dosis de arcilla, se
obtuvieron fragmentos similares a los de las muestras de la codigestion estiércol y paja (J’ entre
48,4 y 55,2 %), otra evidencia de la conservacion de especies de bacterias ante perturbaciones

como la adicién de nuevos nutrientes minerales.

Dominio Archaea. Se detectaron de 6 a 8 fragmentos por muestra, donde la mayor diversidad

fue observada en la digestion anaerobia de estiércol porcino. En esta muestra, los fragmentos de
470 pb ocuparon el 64,3 % de la abundancia relativa total, aunque también se noto la presencia de
fragmentos de 59, 108, 126, 147 y 319 pb, que en su conjunto ocuparon cerca del 15 % de la
abundancia relativa total de la muestra (Fig. 3.14).

Sin embargo, con la adicién del cosustrato paja se percibio un cambio en el predominio de los
fragmentos, pues se obtuvo un incremento de la abundancia relativa de fragmentos de 108 pb,
desde un 4 % en la muestra de la digestion de estiércol hasta valores entre 73,5y 79,3 % en el
resto de la muestras. A su vez, los fragmentos de 470 pb predominantes en la digestion de
estiércol solo fueron detectados en algunas muestras después de aplicar la primera dosis de

arcillas (dias 8 y 12), con baja abundancia relativa (1,6 y 1,1, respectivamente).

Los fragmentos de 59 y 100 pb detectados en la digestion de estiércol también fueron detectados
durante la codigestion de estiércol y paja y luego con la adicion de arcillas, con una abundancia
entre 3y 5 %. Otros fragmentos de 201, 340 y 354 pb, no detectados en la digestion de estiércol,
si tuvieron relativa abundancia (1,5 - 4,9 %), durante la codigestion de estiércol y paja y luego

con la adicidn de arcillas (Fig. 3.14).

3.5.2 Diversidad e identificacion de bacterias y archaeas basado en el analisis filogenético, a

partir de la construccion de librerias de clones del gen ARNr 16S

A partir de los resultados obtenidos en el analisis de T-RFLP, se seleccionaron tres muestras
representativas para identificar el mayor nimero de bacterias y archaeas posibles, presentes en el
reactor antes, durante y después de la adicion del cosustrato paja y las arcillas. De esta manera,
para los ensayos moleculares: construccion de libreria de clones de los genes ARNr 16S vy la
cuantificacion por PCR en tiempo real, se utilizaron las muestras de la digestion de estiércol
como monosustrato; la muestra de la codigestion a 4 y 10 dias despues de aplicar la primera dosis

de arcilla.
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muestra.



En general, se aislaron 162 clones de bacterias (54 por muestra) y 108 clones de archaeas (36 por
muestras), de los cuales 155 y 101, respectivamente, resultaron positivos (correcta insercion del
gen ARNr 16S). Todas las secuencias obtenidas en este estudio fueron depositadas en la base
datos de los Laboratorios de Biologia Molecular Europeos (EMBL, del inglés) bajo los nimeros
de acceso HG007881-HG007957 (para Bacterias) y HG007868-HG007880 (para Archaeas).

Diversidad del dominio Bacteria: A partir de los 155 clones positivos, se identificaron 77

Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs). La Tabla 3.11 muestra la riqueza de especies de
cada muestra, considerando el presupuesto tedrico de que cada OTU representa una especie.
Similar a lo obtenido segun el andlisis del T-RFLP, la mayor diversidad fue observada en la
muestra de la digestion de estiércol porcino (H = 2,02), cuya diversidad también disminuyo a
medida que se adiciond la arcilla (muestra del dia 10). A pesar de obtener mayor riqueza de

especies que en el anélisis del T-RFLP se obtuvieron menores indices de H/Hnmax (0,56 - 0,57).

Tabla 3.11 Diversidad y organizacion de la comunidad bacteriana obtenida segun la libreria de
clones del gen ARNr 16S, durante la digestion de estiércol porcino y durante la aplicacion de las
arcillas residuales a la codigestion de estiércol y paja.

Adicién de arcillas

- Digestion de Tiempo (dias) después de aplicar la
Indices estiércol 1° dosis en la fase 111

4 10
Riqueza de Especies (Rr) 34 34 24
indice de Shannon (H) 2,02 1,98 1,77
indice de Equidad (H/Hma) 0,57 0,56 0,56
Varianza (Var H) 0,08 0,07 0,08

Identificacién del dominio Bacteria: A partir del arbol filogenético obtenido (Fig. 3.15) y la

distribucion taxonomica de los clones aislados (Tabla 3.12) se pudo determinar que el 56,8 % del

total de clones pertenecian al filo Firmicutes, donde la clase mas representada fue Clostridia.

El 36 % de los clones aislados de la muestra de la digestion de estiércol, pertenecieron al filo
Firmicutes, pero, en las muestras tomadas a los 4 y 10 dias después de aplicar la primera dosis de
arcilla, solo pertenecieron a este Filo, el 25 y 27 % del total de clones aislados, respectivamente.

Dentro de la clase Clostridia el orden mas representado fue Clostridiales (43,9 % del total los



Tabla 3.12 Distribucion taxondmica de la comunidad procariota presente en las muestras analizadas, identificadas a partir de la libreria de
clones del gen ARNr 16S. Se representa el nimero de clones aislados de cada muestra y su concentracion relativa (en %) respecto al total.

Dominio  Filo

Bacteria Firmicutes

Bacteroidetes
Cloriflexi
Proteobateria
desconocido
Relacion

Clase

Clostridia

Bacillis
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Archaea  Euryarchaeota

Methanomicrobia

Methanobacteria

Orden

Clostridiales

Thermoanaerobacterales

Lactobacillales
Bacillales
no relacionada

Methanosarcinales

Methanomicrobiales

Methanomicrobia no
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Methanobacteriales
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Clostridiaceae
Eubacteriaceae
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clones aislados) y se identificaron clones pertenecientes al orden Thermoanaerobacterales (7,1
%). El 21,3 % del total de clones pertenecieron a la familia Clostridiaceae. También se detectaron
clones pertenecientes a las familias: Synthrophomonaceae (5,2 %), Ruminococcaceae (3,2 %),
Eubacteriaceae (1,9 %), Peptococcaceae (0,6 %) y Peptostreptococcaceae (0,6 %), todas
pertenecientes al orden Clostridiales. En adicién, un 11 % del total de clones fue identificado
dentro de este altimo orden, pero no relacionado a ninguna de las familias descritas, de los cuales
10 clones fueron aislados a partir de la muestra de la digestion de estiércol, 4 clones se aislaron a
partir de la muestra tomada en el dia 4, después de aplicar la primera dosis de arcilla y 3 de la

muestra tomada el dia 10, después de aplicar la primera dosis de arcilla.

Ademas, se aislaron clones pertenecientes a la clase Bacillis (1,6 y 0,3 %), representados por
clones de los dérdenes Lactobacillales y Bacillales. Otros 6 clones aislados de las muestras de la
digestion de estiércol y de la muestra tomada el dia 10 después de aplicar la primera dosis de
arcilla, fueron identificados dentro del filo Firmicutes, pero no relacionados a ninguna de las

clases descritas (Tabla 3.12).

Por otro lado, 48 clones pertenecientes al filo Bacteroidetes (31 % del total de clones) fueron
aislados a partir de la muestra de la digestion de estiércol (7 clones), de la muestra tomada al 4to
dia después de aplicar la primera dosis de arcilla (15 clones) y a partir de la muestra tomada el
décimo dia después de aplicar la primera dosis de arcilla (26 clones) (Tabla 3.12). La razdn
Bacteroidetes/Firmicutes se incrementd a medida que se adicionaron las arcillas residuales al
reactor, desde 0,19 hasta 0,96.

El 8,4 % del total de clones aislados pertenecieron al filo Chloroflexi, de ellos la mayoria se
aislaron de la muestra de la digestién de estiércol y un nimero menor de la muestra tomada el dia

4 después de aplicar la primera dosis de arcilla.

El 3,2 % de los clones pertenecieron al filo Proteobacteria, aislados principalmente, a partir de la
muestra tomada el dia 4 después de aplicar la primera dosis de arcilla. Un clon aislado
(OTU_017) a partir de esta muestra, no fue identificado dentro de ningun filo pero su secuencia

estaba afiliada al dominio Bacteria (Fig. 3.15).
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Fig. 3.15. Arbol filogenético de las unidades taxonémicas operacionales (OTUs) detectadas
pertenecientes al Dominio Bacterias, basado en el andlisis del algoritmo UPGUMA de la
secuencia de nucledtido del gen parcial ARNr 16S. Se destacan con lineas rojas la baja similitud
de algunos OTUs con las secuencias descritas.

Diversidad del dominio Archaea: A partir de los 101 clones positivos aislados, se identificaron

13 OTUs pertenecientes al dominio Archaea (Tabla 3.13). Todos los clones aislados de la
muestra tomada el dia 4 después de aplicar la primera dosis de arcilla, resultaron ser especies de
la misma familia, es decir, pertenecientes a un solo OTUs (OTU_001). En general, se obtuvo baja

diversidad de especies segun H, asi como bajos valores del indice de equidad (H/Hpmax)-



Identificacién del dominio Archaeas: Todos los clones aislados pertenecieron al filo

Euryarchaeota, de los cuales el 85,1 % fueron identificados dentro del orden Methanosarcinales.
La mayoria de los clones aislados de la muestra de la digestion de estiércol (28,9 %)
pertenecieron a la familia Methanosarcinaceae, sin embargo, la mayoria de los clones aislados de
las muestras tomadas el dia 4 y el dia 10, después de aplicar la primera dosis de arcilla en la fase
[11, fueron identificados dentro de este mismo orden, pero pertenecientes a la familia
Methanosaetaceae (Tabla 3.12). La figura 3.16 muestra el arbol filogenético obtenido para el

Dominio Archaeas.

Tabla 3.13 Diversidad y organizacion de la comunidad de archaeas obtenida segln la libreria de
clones del gen ARNr 16S, durante la digestion de estiércol porcino y durante la aplicacion de las
arcillas residuales a la codigestion de estiércol y paja.

Adicién de arcillas

L Digestion de Tiempo (dias) después de aplicar la
Indices estiércol 1°™ dosis en la fase 111

4 10
Riqueza de Especies (Rr) 7 1 7
Iindice de Shannon (H) 0,70 0,36 0,80
Indice de Equidad (H/Hax) 0,36 0,00 0,41
Varianza (Var H) 0,03 0,00 0,03

Por otro lado, el 11,9 % del total de clones aislados pertenecieron al orden Methanobacteriales, el
1 % al orden Methanomicrobiales, y el 2 % fueron agrupados en el OTU_013, el cual mostré un
98,3 % de similitud con la especie Methanomassiliicoccus luminyensis perteneciente al orden

Methanomicrobia no clasificada (Fig. 3.16).

3.5.3 Cuantificacion de bacterias y archaeas basado en la PCR en tiempo real (g-PCR)

La cuantificacion de bacterias y archaeas también mostré el predominio de bacterias en la
comunidad microbiana del reactor. La Tabla 3.14 muestra el nimero de copias del gen ARNr 16S
de cada muestra analizada. La relacién Archaea/Bacteria disminuyé desde 0,083 (obtenida
muestra de la digestion de estiércol porcino), hasta 0,003 (obtenida en la muestra tomada 10 dias

después de la primera dosis de arcillas en la fase IllI).
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Fig. 3.16 Arbol filogenético de las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) detectadas
pertenecientes al Filo Euryarchaeota, basado en el andlisis del algoritmo UPGUMA de la
secuencia de nucledtido del gen parcial ARNr 16S. Se destacan con lineas rojas la baja similitud
de algunos OTUs con las secuencias descritas.



Tabla 3.14 Numero de copias del gen ARNr 16S, determinado por PCR en tiempo real grupo-
especifico, a partir del ADN molde extraido de las muestras de la digestion de estiércol y de las
muestras después de la adicion de arcillas residuales.

NGmero de copias del gen ARNr 16S (por mL™)
Adicion de arcillas

Grupos microbianos Digestion de Tiempo (dias) después de aplicar la
estiércol 1°" dosis en la fase IlI
4 10
Bacteria (1,79 £ 0,35) x 10° (9,97 £1,01) x 10° (1,05 +0,21) x 10°
Euryarchaota (1,48 £ 0,78) x 10° (1,79 + 0,56) x 10° (3,63 +0,62) x 10°

Methanobacteriales (2,33 £ 0,48) x 10° (8,09 + 4,34) x 10* (4,09 +1,36) x 10"

Methanomicrobiales (1,94 +0,10) x 10° nd nd
Methanosacrcinaceae (8,69  6,50) x 10* (5,89 + 4,24) x 10 nd
Methanosaetaceae (4,48 +0,88) x 10° (2,02 £ 0,35) x 10° (2,02 +0,77) x 10°

nd: no detectado

En la muestra de la digestion de estiércol, el 59 % del total de archaeas del filo Euryarchaeota
cuantificadas, pertenecian a la familia Methanosacrcinaceae. También, fueron cuantificadas
archaeas metanogenas de la familia de Methanosaetaceae, y de los 6rdenes Methanobacteriales y

Methanomicrobiales.

En la muestra tomada a los 4 dias después de aplicada la primera dosis de arcillas, se observé una
reduccion de las archaeas metanogenas de la familia Methanosacrcinaceae, por lo que las
metanogenas de la familia Methanosaetaceae se vieron favorecidas y ocuparon mas del 99 % de
las archaeas del filo Euryarchaeota de la comunidad del reactor en ese momento. Algunas copias
(menos del 1 %) del gen ARNr 16S de metanogenas del orden de Methanobacteriales, también

fueron cuantificadas.

En la muestra tomada a los 10 dias después de aplicada la primera dosis de arcillas, se observo
una reduccion de las archaeas, donde las metandgenas de la familia Methanosaetaceae ocuparon
el 56 % del total de Euryarchaeotas y las metandgenas del orden Methanobacteriales se
mantuvieron en el mismo orden de magnitud. En este caso, no fueron detectadas metanogenas del

orden Methanomicrobiales, ni de la familia de Methanosarcinaceae.



4. DISCUSION

4.1 Codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz, con adicién de arcillas

residuales industriales. Ensayos en discontinuo

Los ensayos de digestion anaerobia en régimen discontinuo, conocidos también como “Pruebas
de actividad metanogénica especifica” (Soto et al., 1993), permitieron determinar el potencial
méaximo de metano de los residuos organicos objeto de estudio, asi como la viabilidad de los
inoculos provenientes de lodos anaerobios de estiércol porcino para degradar estos residuos.
También mostraron el efecto de las concentraciones de los sustratos que pueden resultar
favorables o inhibitorias para las archaeas metandgenas en ambas condiciones de temperatura
(Souto et al., 2010).

Las actividades metanogénicas especificas (AME) obtenidas en los ensayos en discontinuo
durante la digestién de estiércol porcino como monosustrato son similares (0,1-1,0 gCH,-
DOQ-gSSV-L™?) a las informadas por algunos autores cuando se degradan sustratos analogos (Soto
et al.,, 1993; Laubie et al., 2010) (Fig. 3.1). Con la adicién de paja de arroz (Fig. 3.1) y
posteriormente de arcillas residuales (Fig. 3.3), los valores de AME fueron superiores a los
alcanzados utilizando estiércol porcino (monosustrato), debido fundamentalmente al
establecimiento de mejores condiciones nutritivas para el desarrollo de las archaeas metandgenas
durante la codigestion (Souto et al., 2010; Mata-Alvarez et al., 2014).

Los potenciales de metano informados en la literatura para la digestion del estiércol porcino
oscilan entre 300 y 360 Ln-kgSV™ (Moller et al., 2004). En este trabajo, el potencial de metano
alcanzado con la digestion anaerobia de estiércol porcino como monosustrato (control) fue
ligeramente inferior (285 + 21,3 mLy-gSV™). Este comportamiento se debe a las altas
concentraciones de estiércol utilizadas en el estudio (36,6 gSTV-L™), detectandose la inhibicién
de la metanogénesis a 55 °C, lo cual se corresponde con los bajos valores de AME mostrados en
la Fig. 3.3. La inhibicion de la metanogénesis en condiciones termofilicas tiene lugar debido a las
altas concentraciones de amoniaco libre, pues aungue se adiciond la misma concentracion de
estiércol que en condiciones mesofilicas (igual contenido de nitrégeno total y amoniacal), la
concentracion de amoniaco libre es mayor a 55 °C, ya que a altas temperaturas se desplaza el

equilibrio amonio «» amoniaco hacia la formacion de amoniaco (Campos, 2001).



La adicién de la paja de arroz como cosustrato a la digestion anaerobia de estiércol porcino
aument6 el potencial de metano de este Udltimo entre 15-39 %, cuando se utilizaron
concentraciones de paja entre 0,95 y 10,86 gSTV-L™ en ambas condiciones de temperatura
(Tabla 3.2). Este resultado fue semejante al obtenido previamente por otros autores quienes
demostraron incrementos del 10-13 % en el potencial tedrico de metano, a partir de la adicion de
10 kg de paja de trigo por cada tonelada de estiércol porcino o bovino digerido (Moller et al.,
2004), o incrementos del 10 % en la productividad de metano con la adicion de 4,6 kg de paja de
trigo por tonelada de estiércol porcino, en plantas de tratamiento que utilizan estiércol porcino

como sustrato base (Wang et al., 2009).

La caracterizacion de la paja de arroz (Tabla 3.1), sugiere que el aumento en la produccién de
metano con la codigestion, puede deberse al aporte de carbono de la paja de arroz al balance
carbono/nitrégeno total (Alatriste-Mondragon et al., 2006; Ward et al., 2008; Kacprzak et al.,
2010; Molinuevo-Salces et al., 2012; Mata-Alvarez et al., 2014), pero ademas al aporte de micro

y macronutrientes, fundamentalmente K*, Na*, Ca®" y Fe**.

El aporte de minerales también tiene un efecto positivo sobre la formacion de metano (Pereda et
al., 2006; Demirel y Scherer, 2011). Pocos autores han considerado en sus estudios el aporte de
minerales de los cosustratos organicos. De hecho, en la mayoria de los informes que muestran las
caracteristicas de la paja de arroz, se hace énfasis en el contenido de lignina, celulosa,
hemicelulosa, carbono organico total y nitrégeno total (Karimi et al., 2006; Contreras et al.,
2012; Contreras, 2013), pero muy poco se dice acerca del contenido de minerales en estos

residuos.

Este efecto positivo de la paja de arroz sobre la digestion anaerobia del estiércol porcino,
constituye una alternativa racional para el manejo ecoldgico de este residuo. Baste decir que solo
un 20 % de la produccion mundial de paja de arroz es reutilizada (Zhao et al., 2010; Hanafi et al.,
2012), la mayor parte queda en el campo como cobertura vegetal para los suelos o en muchas
ocasiones es incinerada a campo abierto causando serios dafios ambientales. Nuestro pais no
escapa a esta regularidad, una situacion similar se aprecia en la Empresa Arrocera “Sur del
Jibaro” de Sancti Spiritus (Garcia-Rivero, 2010; Contreras, 2013), donde se recolecto la paja de

arroz para este estudio.



A pesar de los buenos resultados obtenidos con la codigestion de estiércol y paja, las
concentraciones de amoniaco alcanzadas sobre todo en condiciones termofilicas resultaron
inhibitorias para las archaeas metandgenas termofilas y en consecuencia disminuye la AME (Fig.
3.1). Estos resultados coinciden con lo informado en la literatura acerca de la inhibicién por
nitrogeno amoniacal en los sistemas de digestion anaerobia bajo condiciones termofilicas
(Angelidaki y Ahring, 1994; Hansen et al., 1999). Otros mecanismos propuestos para explicar la
inhibicion por amonio incluyen el cambio del pH intracelular, el incremento de la energia
requerida para el mantenimiento o la inhibiciobn de reacciones enzimaticas especificas
(Whittmann et al., 1995). El ion amonio y el amoniaco libre son las dos formas del nitrogeno
amoniacal inorganico en solucion acuosa. EI amoniaco libre puede ser una causa de inhibicion, ya
que puede difundir libremente a través de la membrana celular (Vigneron et al., 2007). Los iones
amonio difunden pasivamente a través de la membrana, lo que puede ocasionar desbalance de

protones, deficiencia de potasio o desnaturalizacion de las proteinas (Gallert et al., 1998).

Los argumentos anteriormente planteados justifican la necesidad de recurrir a otras estrategias
que permitan utilizar altas cargas de estiércol en los digestores sin que tenga lugar la inhibicion
de la metanogénesis por el nitrdgeno amoniacal. Las arcillas residuales pueden utilizarse para este
fin, ya sea como superficie adsorbente de los iones amonio en disolucién o como fuente de
nutrientes en sistemas anaerobios para el tratamiento de estos residuos. El contenido de minerales
observado en las arcillas (Tabla 3.1) puede sustentar lo anteriormente planteado, un resultado de
esta indole fue obtenido por (Guerra et al., 2003) empleando zeolitas naturales como una bomba
dosificadora de iones amonio y como fuente de nutrientes salinos para la produccion de celulasas

en cultivos aerobios de Trichoderma citrinoviride.

El contenido de materia organica de las arcillas residuales mostrado en la tabla 3.1 se debe a la
presencia de ciclo alcanos, parafinas y naftenos aromaticos, derivados de la contaminacion con
los aceites basicos del proceso industrial, lo cual justifica la no produccién de metano cuando se
utilizaron las arcillas como monosustrato en la digestion anaerobia. Estos compuestos no
constituyen fuentes de carbono y energia de facil metabolizacién y solo son biodegradados en
condiciones determinadas con la presencia de microbiotas especificas (Leahy y Colwell, 1990;
Holliger y Zehnder, 1996; Prince, 2005). Es por ello que las arcillas se emplearon solo como

aditivo inorganico.



Cuando se realiz6 el ensayo en discontinuo de la codigestion anaerobia de estiércol porcino y
paja de arroz, con la utilizacion de las arcillas como aditivo inorganico, se obtuvo un incremento
significativo en la actividad metanogénica especifica en ambas condiciones de temperaturas,
respecto al control (Fig. 3.3). El efecto estimulante de las arcillas no se debe a su contribucion en
materia organica, como se explic6 anteriormente, sino que puede atribuirse a sus propiedades de
intercambio i6nico, que le permite adsorber iones amonio por reacciones de intercambio
cationico, de manera similar a lo informado para varios minerales como glauconita, bentonita y
zeolitas naturales (clinoptilolita, mordenita) y modificadas (Angelidaki y Ahring, 1993; Hansen
et al., 1999; Milan et al., 2001; Milan et al., 2003; Montalvo et al., 2005; Duran-Barrantes et al.,
2008; Fernandez et al., 2008; Kotsopoulos et al., 2008).

Las arcillas contienen varios cationes, fundamentalmente Na*, K* y Ca®* (Tabla 3.1), que pueden
intercambiarse con los iones amonio presentes en el medio. Las propiedades adsorbentes de estas
arcillas fueron evaluadas y analizadas mediante la Isoterma de Freundlich (Tabla 3.4), cuyo
coeficiente Kf (1,43), fue similar a los descritos por Wang et al., 2011 para las zeolitas
modificadas (Kf = 1,13) y los informados por Cooney et al., 1999; Liu y Lo, 2001 para algunas
zeolitas naturales (Kf = 1,10 - 1,30).

La intensidad de la isoterma de adsorcion (n = 1,29) mostrd la fortaleza de la unién adsorbente-
adsorbido, similar también a lo encontrado por Wang et al., 2011 empleando zeolitas modificadas
(n = 1,90) (Wang et al., 2011). Por tanto, las arcillas residuales evaluadas en este trabajo,
mostraron capacidad para adsorber los iones amonio en disolucion, lo que permitio reducir las
concentraciones de nitrdgeno amoniacal del estiércol y con ello disminuir el efecto inhibitorio
que ejercen sobre la produccion de metano. Este resultado concuerda con otros autores que han

utilizado zeolitas con este fin (Angelidaki y Ahring, 1993; Hansen et al., 1998).

Los potenciales de metano (rendimiento en mLy-gSV™), en condiciones normales de presion y
temperatura, obtenidos utilizando concentraciones de arcillas de 0,8; 2,1y 4,1 gSTT-L™, tanto en
condiciones mesofilicas (361 - 424 mLy-gSV™), como en termofilicas (269 - 313 mLy-gSV'Y),
resultaron superiores a los obtenidos por Hansen et al., (1998) y Campos (2001) al digerir

estiércol porcino con potenciales entre 66 y 150 mL-gSV™.

Los valores obtenidos en condiciones mesofilicas también fueron superiores a los obtenido por

Moller et al., (2004) durante la digestién de estiércol de cerdos en engorde (350 mLy-gSV™),



durante la digestion de estiércol de cerdas (300 mLy-gSV™) y durante la codigestion de estiércol
de cerdos con paja de trigo (365 mLy-gSV™?Y) (Moller et al., 2004). Los altos potenciales de
metano alcanzados en este estudio pueden atribuirse a los efectos beneficiosos de la sinergia de
las mezclas con la codigestion (Campos, 2001; Lehtomaki et al., 2007; Molinuevo-Salces et al.,
2012), y en general a las mejores condiciones de cultivo que incluyen el empleo de un medio de
crecimiento cuya Unica fuente de carbono disponible estaba contenida en los sustratos estiércol

porcino y paja de arroz, como se detallo en el epigrafe 2.2.2.

En estos ensayos en discontinuo, la produccion de acidos grasos volatiles (de 3 y 4 atomos de
carbono) fue muy diferente a las dos temperaturas ensayadas (Fig. 3.4). La acumulacion de acido
propidnico en las condiciones termofilicas, a altas concentraciones de arcillas, indic6 la
inhibicion de la fase acetogénica a partir de la degradacion del &cido propionico. En cuanto a
esto, diversos autores han relacionado el aumento de la presion parcial de hidrégeno con la

acumulacion de los &cidos propionico y butirico (Fukuzaki et al., 1990).

La presencia de las formas iso de los acidos butirico y valérico se ha relacionado con el mal
funcionamiento de reactores de tanque agitado en régimen continuo, a niveles de concentracion
por encima de 15 mg-L™ (Cobb y Hill, 1991) y el aumento de la fraccién iso sobre la
concentracion total (suma de los dos isdmeros) se ha asociado con el aumento de la presion
parcial de hidrégeno en el reactor (Hill y Cobb, 1993). Por ello, una posible causa de la
acumulacion de acido propionico pudo ser el aumento de la presion parcial de hidrégeno, debido
a un desequilibrio entre la formacion y el consumo de este acido motivado por una sobrecarga
orgénica. Otra posible causa, pudo ser el aumento de la presion parcial de CO,, ya que coincidio
con una importante acumulacion de este gas en el reactor. Algunos autores también han
relacionado la presion parcial de CO, con acumulaciones de acido propidnico y en menor
medida, con acumulaciones de &cido butirico e iso-butirico, aunque estos Ultimos no provocan la

inhibicion de los microorganismos consumidores de hidrégeno (Hansson y Molin, 1981).

En general, las concentraciones de acidos grasos volatiles apreciadas en ambas condiciones de
temperatura fueron inferiores a las informadas como inhibitorias de los procesos anaerobios
(Fukuzaki et al., 1990; Hyun et al., 1998; Campos, 2001). Sin embargo, la concentracién de acido

acético, acido butirico y sobre todo la de acido propionico durante la aplicacion de altas



concentraciones de arcillas (8,3 gSTT-L™), en condiciones termofilicas, indicé la inhibicién de la

acetogénesis a partir del acido propionico.

4.2 Optimizacion de la actividad metanogénica especifica en la codigestion anaerobia de

estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales

Los resultados de los ensayos en régimen discontinuo, el efecto sobre la actividad metanogénica
especifica y la influencia de la temperatura sobre la asimilacion de los sustratos, indicaron la
pertinencia de optimizar esta actividad enzimatica (responsable de la formacion de CHy)
mediante el disefio de un medio de codigestion anaerobia de estiércol porcino, paja de arroz y
arcillas residuales, con el empleo de lodo anaerobio de estiércol porcino como indculo, en ambas

condiciones de temperatura.

El efecto de la concentracion de diferentes sustratos asi como el efecto de su interaccion sobre la
actividad metanogénica especifica ha sido muy poco estudiado y no se han encontrado informes
en la literatura sobre la utilizacion de los sustratos objeto de estudio. El disefio de las
combinaciones de mezcla con la utilizacién de la metodologia de superficie de respuesta,
permitio evaluar un amplio rango de concentraciones de los tres sustratos a la vez, en un nimero
limitado de experimentos, aprovechando las ventajas que ofrece esta metodologia (Montgomery,
2005; Xing et al., 2008; Khalili y Bonakdarpour, 2010).

Las curvas de formacion de metano (Fig. 3.5), el ANOVA vy el andlisis del porcentaje de
contribucion (PC) permitio discernir el efecto de cada sustrato y su interaccion sobre la AME,
marcado sobre todo por las diferencias obtenidas en cada condicion de temperatura. Esto
constituye una evidencia del efecto de la temperatura sobre la AME (Van Lier et al., 1993), y por
tanto sobre la comunidad procariota frente a diferentes concentraciones de sustratos de diversa
tipologia (Sanchez et al., 2001; Kim et al., 2002).

Aunque la adecuacion del modelo fue de mayor calidad en condiciones mesofilicas, donde se
obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) superior, la cercania de los valores de R? y los
coeficientes de determinacion ajustados (Rzad,-) respectivos, en cada condicién de temperatura,
mostré el fino ajuste de los modelos teniendo en cuenta el tamafio de muestra analizada y el
nimero de componentes del modelo. Esto coincide con los altos valores de los coeficientes R® y

Rzadj obtenidos por otros autores, que han utilizado con éxito, la metodologia de superficie de



respuesta (Liu et al., 2004; Yetilmezsoy et al., 2009). Los demas estadigrafos descriptivos
utilizados (coeficiente de correlacion, R y Durbin-Watson) también evidenciaron la calidad del

ajuste de los modelos en cada condicion de temperatura.

Los valores de AME de los sistemas de digestién anaerobia de las diferentes combinaciones de
mezcla mostraron un amplio rango en ambas condiciones de temperatura. Los resultados
indicaron que la AME fue fuertemente afectada por los sustratos, aunque en ambas condiciones
de temperatura no se observo un efecto aparente de la paja, debido probablemente a su compleja
estructura lignocelul6sica que limita la fase hidrolitica del proceso y por tanto retarda la

metanogénesis (Zhang y Zhang, 1999; Mussatto et al., 2008).

La paja mostr6 muy bajo efecto sobre la AME en condiciones termofilicas, donde se supone que
las altas temperaturas favorecen la hidrolisis (Zhang y Zhang, 1999). Este comportamiento pudo
deberse a que el tiempo de fermentacién en discontinuo (21 dias) no fue suficiente para una
completa hidrolisis del material lignocelulésico, que impidi6 la biodisponibilidad del carbono

contenido en la paja de arroz.

La representacion gréafica de la superficie de respuesta (fig. 3.6 y 3.7) respaldo el efecto de los
factores principales y su interaccién sobre la actividad metanogénica especifica (Adinarayana y
Ellaiah, 2002; Yetilmezsoy et al., 2009). Ademas, las superficies tridimensional (3D) y sus
correspondientes contornos en un plano bidimensional (2D), facilitaron el analisis de manera mas

sencilla, del efecto de los tres sustratos sobre la AME (Wu et al., 2009).

De esta manera, la naturaleza no lineal de todas las superficies de respuesta obtenidas y de sus
respectivos contornos, demostraron la existencia de una interaccion considerable entre los tres
sustratos evaluados. En otras palabras, no existio una relacion lineal entre las variables
seleccionadas, lo cual corrobora la adecuacion del modelo de segundo orden utilizado para

estimar los valores de AME.

El principal factor que influy6 sobre la AME fue la concentracion de estiércol porcino, debido a
que altas concentraciones de estiércol contienen concentraciones de nitrégeno amoniacal que
pueden resultar inhibitorias para la comunidad microbiana relacionada con la obtencion de
metano, tal y como se ha discutido en este trabajo y ha sido informado por varios autores (Hansen
et al., 1998; Campos, 2001; Sung y Liu, 2003). Ante este fendmeno, se evidencid el efecto

positivo de las arcillas residuales como adsorbente de iones amonio, lo que contrarresta su efecto



inhibitorio, comportamiento similar a lo obtenido por otros autores que han utilizado zeolitas
naturales y modificadas, asi como otros materiales arcillosos (Angelidaki y Ahring, 1993; Hansen
et al., 1999; Milan et al., 2003; Tada et al., 2005).

La utilizacion de la actividad metanogénica especifica como criterio de optimizacién del medio
de codigestion anaerobia de residuos organicos, constituye un paso clave para incrementar la
produccion de metano. El disefio compuesto central, el modelo estadistico y la metodologia de
superficie de respuesta resultaron herramientas poderosas para la optimizacion de esta actividad
enzimatica en la codigestion anaerobia de residuos de diferente naturaleza, tal y como se ha
informado en la literatura (Bhunia y Ghangrekar, 2008; Wang y Wan, 2008).

En general, los valores de AME de los lodos obtenidos en la degradacion de residuos organicos
(estiercoles y residuos de naturaleza agricola) en reactores anaerobios oscilan en un rango entre
0,1 y 1,0 gCH,-DOQ-gSSV-L™ seglin han planteado varios autores (Soto et al., 1993; Riffat y
Krongthamchat, 2007; Laubie et al., 2010) y pueden ser mayores (entre 1,2 y 2,0 gCH,-
DOQ-gSSV-L™) solo cuando se utilizan sustratos mas sencillos como el acetato y algunos acidos
grasos volatiles, que pueden utilizar directamente las archaeas metanogenas. Los valores
maximos de AME obtenidos en este trabajo (1,31 y 1,38 gCH,-DOQ-gSSV-L™ en condiciones
mesofilicas y termofilicas, respectivamente) y que fueron validados posteriormente son
considerados valores altos. Por ello, el disefio del medio de codigestion de los sustratos evaluados
resulta novedoso ya que permite optimizar la actividad metanogénica especifica a valores
superiores a los informados en la literatura cuando se degradan sustratos similares como es el

caso de los residuos agropecuarios.

4.3 Estructura de la comunidad procariota responsable de la codigestion de estiércol

porcino, paja de arroz y arcillas residuales en régimen discontinuo

El cultivo de la microbiota obtenida con el medio optimizado en medios diferenciales permitié
discernir entre los grupos de procariotas presentes en ambos ecosistemas (mesofilas y termdfilas).
El objetivo del ensayo de AME fue determinar el potencial metanogénico maximo de la biomasa
celular, con la utilizacion de diferentes sustratos metanogenicos para a su vez diferenciar los
principales grupos tréficos presentes. En general, las actividades hidroliticas del lodo termoéfilo
fueron similares a las informadas por otros autores (Soto et al., 1993; Lépez, 2000). Durante la

codigestion de los tres sustratos en condiciones termofilicas, se detectdé una alta actividad



celulolitica en medios con celulosa lo cual evidencia el desarrollo de una microbiota celulolitica.
Estas bacterias celuloliticas deben ser bacterias termdfilas del filo Firmicutes, ya que en los
resultados del analisis molecular (T-RFLP), se obtuvieron fragmentos de 151 pb (Fig. 3.11a) que
segun Rademacher et al., (2012) pertenecen a especies de Clostridium. Esto ultimo se pudo
afirmar debido a que en el presente trabajo se siguié el mismo protocolo utilizado por
Rademacher et al., (2012) para la caracterizacién molecular, que incluyo la libreria de clones del
gen ARNr 16S de bacterias y archaeas, empleando el mismo juego de cebadores para amplificar

los genes de ARNr 16S y las mismas enzimas de restriccion.

En cuanto a las poblaciones de archaeas, Rademacher et al., (2012) también obtuvieron los
fragmentos predominantes de 108, 339 y 629 pb en reactores termofilicos de cama empacada.
Los ensayos posteriores de secuenciacion revelaron que pertenecen a especies de los generos

Methanosaetas, Methanotermobacter y Methanosarcinas, repectivamente.

En los sistemas en mesofilia, el analisis de bacterias corrobor6 también la presencia de bacterias
anaerobias hidroliticas del filo Firmicutes, sobre todo especies de Clostridium de 231 pb, especies
de Fusobacteria no cultivadas de 366 pb y bacterias del rumen no cultivadas de 201 pb, segln se

determind después de analizar la libreria de clones del gen ARNr 16S de bacterias (Fig. 3.11a).

Ademas, con la codigestion de los tres sustratos después de 21 dias de incubacion, aumento la
abundancia de los fragmentos de 162 pb, respecto a lo obtenido en la muestra inicial, los cuales

corresponden a bacterias del orden Clostridiales (Rademacher et al., 2012).

El filo Bacteroidetes, mantuvo un 40 % de la abundancia relativa (fragmentos: 89 y 97 pb) lo que
demuestra que se favorece con la codigestion. Este filo Bacteroidetes, también fue encontrado
predominante en reactores que degradan estiércol bovino antes y durante la codigestion con
ensilaje de maiz, en condiciones mesofilicas (Wang et al., 2010). Sin embargo, no se ha

informado el predominio de bacterias de este Filo en reactores que degraden el estiércol porcino.

En cuanto a las archaeas, con la codigestion (muestra final) a temperatura mesofilica,
predominaron los fragmentos de 108 y 470 pb (Fig. 3.11b), que corresponden a las familias
Methanosaetaceae y Methanosarcinaceae, respectivamente, mientras que a temperatura
termofilica, abundaron las especies de Methanothermobacter y Methanobacterium, del orden

Methanobacteriales (339 pb) y especies de Methanosarcinas (629 pb), similar a lo informado



previamente en la degradacion de estiércol porcino (Boopathy, 1996) ya que forman parte de la

microbiota intestinal de cerdos y por tanto se encuentran en sus heces fecales.

Los fragmentos de 343 pb fueron detectados en todos los casos (muestras iniciales y finales) (Fig.
3.11b), lo cual indica su estabilidad frente a cambios nutricionales y ambientales. Estos
fragmentos pertenecen a especies del orden Methanobacteriales, similar a lo obtenido por otros
autores en la caracterizacion molecular de la biota en reactores de membrana para la digestion de

estiércol porcino (Padmasiri et al., 2007).

Sin embargo, cuando se adicionaron los cosustratos (muestra final) en ambas condiciones de
temperatura, la abundancia de estos fragmentos de 343 pb disminuyd, resultado que contrasta con
lo informado por otros autores que han demostrado el predominio de los G&rdenes
Methanobacteriales y Methanomicrobiales (Kim et al., 2010; Xia et al., 2012) en reactores en
discontinuo para el tratamiento de residual porcino y en codigestion con gallinaza,

respectivamente.

Los fragmentos de 108 pb resultaron predominantes sobre todo en mesofilia. Estos fragmentos
pertenecen a especies de la familia Methanosaetaceae segun Padmasiri et al., (2007) y
Rademacher et al., (2012). Los fragmentos de 470 pb que también predominaron en condiciones
mesofilicas, pertenecen a especies del orden Methanosarcinales pero de la familia

Methanosarcinaceae segun lo obtenido por Padmasiri et al., (2007).

El crecimiento rapido sobre el sustrato acetato de sodio que se obtuvo durante los ensayos
microbioldgicos de crecimiento en medio con sustratos diferenciales (Fig. 3.9), confirma la

prevalencia de estas archaeas metandgenas acetoclasticas.

La obtencion de fragmentos de 470 pb en condiciones mesofilicas, con la adicion de los tres
sustratos y su abundancia relativa (40 %), se corresponde con el pronunciado crecimiento en
metanol que se obtuvo en el ensayo de crecimiento en medio diferencial. Esto ayud6 a dilucidar
su correspondencia con las especies del orden Methanosarcinales, similar a lo obtenido por Kim

et al., (2010) en trabajos con cultivos puros de la especie Metanosarcina Barkeri.

Los fragmentos de 339 y 343 pb que predominaron en condiciones termofilicas, de conjunto con
el crecimiento en formato/H,-CO, obtenido también a esta temperatura (Fig. 3.9), indic6 que
estos fragmentos deben corresponder a especies de los oOrdenes Methanomicrobiales,

Methanobacteriales o0 Methanococales, cuyos sustratos especificos los enmarcan dentro de las



archaeas metandgenas hidrogenotréficas. Algunas especies de estos érdenes, también se han
encontrado en ecosistemas anaerobios donde se degrada el estiércol porcino como sustrato base
(Kim et al., 2010).

También se obtuvo cierta abundancia de los fragmentos de 431 pb en condiciones mesofilicas,
con la adicién de los tres sustratos (muestra final a 35 °C) (Fig. 3.11b). Kim et al., (2010) y
Padmasiri et al., (2007) obtuvieron fragmentos de esta talla y los identificaron dentro del orden

Methanomicrobiales.

Es de notar que la presencia de especies del orden Methanomicrobiales unido a la disminucién de
especies del orden Methanobacteriales discutido anteriormente, estd motivado probablemente por
la competencia que se establece por el H, disponible. Esto concuerda con los resultados de otros
autores que han constatado la relacion entre estas archaeas hidrogenotroficas durante la arrancada

de reactores que digieren aguas residuales porcinas (Cho et al., 2013).

La presencia de los fragmentos de 108, 203 y 343 pb tanto en las muestras iniciales como en las
muestras finales de ambas condiciones de temperatura (Fig. 3.11b), indica que son especies
importantes y que forman parte de la estructura de la comunidad base, cuyo predominio varia en
dependencia de la temperatura. Ademas, se detectd la presencia de fragmentos de 203 pb, cuya

referencia filogenética no ha sido informada hasta la fecha.

El crecimiento en los medios diferenciales estuvo en concordancia con los resultados obtenidos
en el analisis molecular con la utilizacion de la técnica de T-RFLP. En condiciones mesofilicas
predominaron las archaeas metandgenas acetotréficas del orden de Methanosarcinales y en
condiciones termofilicas predominaron las archaeas metandgenas hidrogenotroficas de los

ordenes Methanomicrobiales, Methanobacteriales.

Las actividades enzimaticas hidroliticas, glucoliticas y metanogénicas (Fig. 3.8 y 3.9) resultaron
variables a considerar en un sistema anaerobio ya que mostraron el comportamiento de la
microbiota y el predominio de las poblaciones en determinadas condiciones de temperatura y

variacion nutricional, similar a lo informado por Lopez (2000).

El andlisis de la microbiota formadora de metano durante la codigestion de los tres sustratos,
mostro el efecto de la temperatura en la diversidad y la estructura de la comunidad (Van Lier et

al., 1993). Con la codigestion, sobre todo en las archaeas, aumentd la abundancia relativa de



ciertas especies, dado por las nuevas condiciones nutricionales (adicion de cosustratos y

minerales) que favorecen el crecimiento y desarrollo de estas especies especificas.

4.4 Codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz con adicion de arcillas, en

reactor de tipo tanque agitado en régimen semicontinuo

La utilizacion de paja de arroz como cosustrato de la digestion anaerobia de estiércol porcino,
bajo régimen semicontinuo, mostré un aumento de la produccién volumétrica de metano, (Tabla
3.9), sobre todo cuando se empled una relacion de 1:1 de carga organica de estiércol y paja,
respectivamente. En estas condiciones, la produccion de metano aumenté en un 13 % con
respecto a la utilizacion de estiércol como monosustrato, resultado que concuerda con lo obtenido
en los ensayos en discontinuo. Otros autores han informado incrementos similares (en 10 %) en
la produccion de metano con la aplicacion de cosustratos de naturaleza agricola a la digestion

anaerobia de estiércol porcino (Moller et al., 2004; Wang et al., 2009).

El rendimiento de metano en la codigestion de estiércol y paja es similar al obtenido por
Lehtomaki et al., (2007) empleando estiércol vacuno con paja residual agricola (210 L-kgSV™?), y
al informado por Comino et al., (2010) en ensayos de codigestion anaerobia de estiércol vacuno

con mezcla de ensilaje de diferentes cultivos (237-249 L-kgSV'™).

No obstante, el rendimiento de metano pudo mejorarse con la reduccién del tamafio de particula
de la paja, pues en el efluente fueron observadas particulas de aproximadamente 4-5 cm sin
degradar. Un menor tamafio de particulas favorece la hidrélisis de los componentes del sustrato y
una mejor transferencia de masa en el reactor. Esto se fundamenta en los trabajos realizados por
otros autores quienes demostraron que el tamafio de particula del sustrato tuvo un efecto
importante en la produccién de metano en sistemas de codigestion de estiércoles con residuos
agricolas (Wu et al., 2010; Cuetos et al., 2011).

La acumulacion de paja en el reactor tuvo repercusion en la agitacion del reactor, la cual fue
aumentada de 50 a 80 rpm, después de la tercera semana de la codigestion. Esto presupone un
efecto en la hidrodinamica del sistema e influye en la formacion de los agregados microbianos
que optimizan el proceso anaerobio, lo cual debe considerase cuando se utiliza la paja de arroz

como cosustrato en reactores a escala industrial. De hecho, la agitacion méaxima recomendada,



para la digestion anaerobia de residuos semisolidos en reactores de laboratorio tipo tanque
agitado, esta entre 50 y 100 rpm (VDI-4630, 2006; VDI-4631, 2011).

Teniendo en cuenta el resultado discutido anteriormente, acerca del escaso efecto aparente que
tiene la paja sobre la actividad metanogénica especifica, debido principalmente a su compleja
estructura de lignocelulosa, (Zhang y Zhang, 1999; Mussatto et al., 2008), y su efecto sobre la
hidrodinamica del reactor de tanque agitado, dado por el tamafio de particula (Wu et al., 2010;
Cuetos et al., 2011), resulta conveniente practicar un pre-tratamiento fisico-quimico y/o bioldgico
a la paja de arroz para aumentar la biodisponibilidad de sus componentes, sobre todo del carbono.
Esto aumentaria mucho més la produccién volumétrica de metano y aumentaria la eficiencia de
conversion de la biomasa en metano y por tanto, su porcentaje en el biogas (Wu et al., 2010;
Cuetos et al., 2011). No obstante, en este estudio se obtienen resultados prometedores cuando se
aplica la paja como cosustrato con un aumento significativo del porcentaje de metano (54 %,
Tabla 3.9).

Por otro lado, el efecto de la adicion de arcillas residuales (con base bentonita) provenientes de la
industria petroquimica, sobre la codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz, en
régimen semicontinuo, no ha sido informado hasta la fecha. Los resultados obtenidos en este
trabajo, han mostrado el efecto estimulante de las arcillas dado fundamentalmente por su
capacidad de adsorber iones amonio y estabilizar el equilibrio amonio <> amoniaco, cuando se

fermentan residuos ricos en nitrégeno amoniacal, como el estiércol porcino.

En general, el proceso discontinuo en condiciones termofilicas mostr6 menor viabilidad (menor
rendimiento de metano y mayor acumulacién de acidos grasos volatiles) que el proceso en
condiciones mesofilicas, resultado similar a lo obtenido por Campos (2001). Uno de las causas de
este hecho es la inhibicién por amoniaco que sufren las metandgenas a esta temperatura, cuando
se degradan sustratos ricos en nitrdgeno amoniacal, como el estiércol porcino (Hansen et al.,
1998; Sung y Liu, 2003).

En este trabajo, se evalud la adicion de arcillas a la codigestion de estiércol y paja en
semicontinuo, sélo en condiciones mesofilicas, en primer lugar para evitar las altas
concentraciones de amoniaco que pueden originarse por efecto de altas temperaturas (Angelidaki
y Ahring, 1994; Boe y Angelidaki, 2009) y en segundo lugar con vistas a la futura aplicacién de

la tecnologia en Cuba, un pais tropical donde las condiciones climaticas favorecen el uso del



proceso en condiciones mesofilicas a un menor costo (Kaparaju et al., 2009; Suryawanshi et al.,
2010; Angelidaki et al., 2011).

Por otro lado, los residuos ganaderos presentan un alto nivel de alcalinidad, lo que los convierte
en buenos sustratos base para la codigestion anaerobia (Campos, 2001). Sin embargo, en los
casos con alto contenido en nitrdgeno amoniacal, la gran capacidad tampén limita la capacidad de
autorregulacion del sistema enunciada por Angelidaki y Ahring (1993) ya que a pesar de
acumularse grandes concentraciones de acidos, no se produce una caida significativa del pH y por

tanto la concentracion de amoniaco se mantiene alta.

Con la primera adicién de las arcillas residuales al reactor de tanque agitado, las concentraciones
de nitrégeno amoniacal (N-NH,") dentro del reactor, disminuyeron drasticamente desde un valor
promedio de 0,9 hasta 0,31 g-kg™ (Fig. 3.12). Esto puede atribuirse a la capacidad de las arcillas
de adsorber iones amonio por intercambio catiénico discutido anteriormente y apoyado en las
evidencias de varios autores, que han utilizado minerales arcillosos similares (Angelidaki y
Ahring, 1993; Milan et al., 2003; Tada et al., 2005).

El empleo de arcillas provoco una disminucion de la concentracion de amoniaco libre (NHs;), de
0,08 hasta 0,03 g-kg™, con lo cual después de la fase de latencia se estimuld el rendimiento de
metano hasta sobrepasar los 350 Ly-kgSV™ (Fig. 3.12). Sin embargo, la produccién de metano no
fue estable, el rendimiento comenz6 a decaer y 11 dias después de la aplicacion de arcillas se
redujo a los valores iniciales. Prueba de ello son las pequefias variaciones de la relacion
AGVSs/AT, que primero disminuye y luego tiende a aumentar, aunque en el rango de valores
permisibles (< 0,3) (VDI-4630, 2006).

La concentracion de acidos grasos volatiles mostré una tendencia a incrementarse, a partir de los
18 dias después de aplicada las arcillas. No obstante, esto no tuvo repercusion en el pH, que no
disminuy6é de 7,4 incluso cuando la concentracion de &cidos grasos volatiles fue la méas alta
detectada en esta fase | (1,99 g-L™). Esta baja concentracién de acidos grasos volatiles, esta en
correspondencia con los resultados de los ensayos en discontinuo (Fig. 3.4), e indican un buen
funcionamiento del reactor, ya que son valores inferiores a los informados como inhibitorios de la
digestion anaerobia (Fukuzaki et al., 1990; Hyun et al., 1998; Campos, 2001).

En otras palabras, la concentracion de acidos grasos volatiles relativamente estable, durante la

operacion del reactor, muestra la eficiente utilizacion metabdlica de estos acidos, llevada a cabo



por las archaeas metandgenas presentes, que como se discute mas adelante, son principalmente,

especies acetotréficas (utilizan acetato como fuente de carbono y energia).

En la fase Il, se incrementd la carga organica de estiércol a 1,5 gSV-Lreac{l-d'l, en tales
condiciones era de esperarse una mayor concentracion de N-NH;" (Fig. 3.12). Los resultados
mostraron un rapido incremento en el rendimiento de metano, hasta alcanzar los 500 Ly-kgSV™,
que constituy6d el mayor rendimiento en menos de 24 h. Este valor se considera alto para la
digestion anaerobia de este tipo de residuos (Suryawanshi et al., 2010), sin embargo, en esta
ocasion el reactor no mostrd una estabilidad en el rendimiento diario de metano. A pesar de ello,
en esta fase, también se observo una disminucion de las concentraciones de N-NH,", pero en este

caso no se afectaron las concentraciones de NHg libre (Fig. 3.12).

Ademas, se detectd una disminucion de la concentracion de acidos grasos volatiles, cuyos valores
aumentaron nuevamente, después de 19 dias de aplicadas las arcillas. Por tanto, la inestabilidad
en el rendimiento diario de metano no debe ser atribuida a pardmetros operacionales, sino a las
condiciones nutricionales que requieren, sobre todo las archaes metandgenas, donde se establece
una competencia por el sustrato disponible. En estas condiciones, de relativamente bajas
concentraciones de acidos, el acetato es también limitado y por tanto, se favorecen las especies
Methanosaetas, que tienen mayor afinidad por el acetato que Methanosarcinas (McMahon et al.,
2001; Leven et al., 2007).

Durante la evaluacion de los diferentes tiempos de retencion hidraulica (de 30, 35 y 25 dias), se
pudo detectar un aumento en la concentracion de N-NH,4*, dado por el incremento en la carga
organica de estiércol que conllevé a un aumento del NH; hasta 0,16 g-kg™. Esto se correspondié
con el valor mas bajo de la relacion de alcalinidades (a = 0,65) en ese periodo, que ademas
coincidi6 con la més alta concentracién de acidos grasos volatiles (2,03 g-L™) (Fig. 3.12). Este
breve desbalance de las variables, seglin lo recomendado para evaluar la calidad de la digestion
anaerobia (VDI-4630, 2006; VDI-4631, 2011), explica el variable e inestable rendimiento de

metano en este periodo.

La mayor estabilidad de las variables (VDI-4630, 2006; VDI-4631, 2011) se obtuvo a los 25 dias
de retencidon hidraulica, que resultd un tiempo menor que los utilizados para la codigestion de

estiércoles con residuos agricolas (Cuetos et al., 2011).



Durante la fase Ill de aplicacion de arcillas, se aprecié nuevamente un incremento en el
rendimiento de metano por encima de 300 Ly-kgSV™, aunque este valor es menor que el
alcanzado en la Il fase, se logré mayor estabilidad en el rendimiento de metano, incluso hasta

después de pasados los 30 dias de adicionar las arcillas (Fig. 3.12).

De manera general, los valores de rendimiento de metano, alcanzados cuando se aplicaron las
arcillas residuales, son del mismo orden de magnitud que los obtenidos en ensayos de codigestion
anaerobia de estiércol porcino con cultivos energéticos (Cuetos et al., 2011) o con residuos
agricolas (Suryawanshi et al., 2010), donde los potenciales tedricos de metano son superiores
debido a la mayor degradabilidad de los cosustratos empleados por estos autores respecto a la

paja de arroz, cuyo contenido de lignina es mayor.

Los parametros restantes se mantuvieron en rangos estables, indicando la estabilidad del reactor
en la fase Il (VDI-4630, 2006; VDI-4631, 2011). Un ejemplo de ello lo constituy6 la baja
concentracion de acidos grasos volatiles (< 1 g-L™) que esta relacionada con la prevalencia de
archaeas metanogenas acetoclasticas del orden Methanosarcinales, familia Methanosaetaceae
(Griffin et al., 1998; Yu et al., 2006).

Las concentraciones de N-NH;", que habian aumentado con el largo periodo de codigestion
estiércol-paja, mostraron un descenso mas moderado, pero, a pesar de la alta carga de estiércol
aplicada y las concentraciones de N-NH,", no sobrepasaron los 0,75 g-kg™, niveles inferiores a
los informados como inhibitorios (Angelidaki y Ahring, 1993; Hansen et al., 1999; Chen et al.,
2008; Belmonte et al., 2011). Este comportamiento se justifica por la capacidad de adsorcion de

las arcillas, discutida anteriormente.

Sin embargo, un ligero incremento en el NH; libre fue detectado (por encima de 0,15 g-kg™),
después de la segunda dosis de arcillas. Este valor pudo no ser tolerado por ciertas especies ya
que se observé una disminucion de la diversidad de bacterias después de este suceso,
probablemente se trate de bacterias proteoliticas (Gallert et al., 1998). Este resultado coincide con
lo encontrado en otros estudios que identifican a 0,15 g-Kg™ como el valor maximo tolerable de
NHjz libre (Kayhanian, 1999). También existen informes sobre un mayor nivel de tolerancia por
parte de las metandgenas, con valores méaximos de NHs libre de hasta 0,33 g-Kg™ (Strik et al.,
2006).



En general, la estabilidad relativa del reactor unido al aumento en la produccion de metano
después de la aplicacion de arcillas a intervalos definidos, demostro el efecto estimulante de esta
sobre la comunidad procariota. Durante el proceso se aprecian cambios cualitativos vy
cuantitativos en la comunidad, que permitieron su “adaptacion” a las condiciones ambientales y
nutricionales impuestas por este aditivo inorganico, donde se vieron favorecidos ciertos grupos
microbianos. De esta manera, el estudio con enfoque polifasico que incluyo el uso de tres
técnicas moleculares, permitié analizar la estructura de esta comunidad, su diversidad, dinamica,

asi como su cuantificacion y filiacioén genética, durante la experimentacion.

4.5 Comunidad procariota desarrollada con la adicion de paja de arroz y de arcillas en el

reactor de tipo tanque agitado en régimen semicontinuo

Los ensayos de optimizacion del medio de codigestion anaerobia de estiércol de los tres sustratos
para maximizar los valores de AME y el analisis microbiologico y molecular de la comunidad
microbiana generada en discontinuo, demostré que la adicion del cosustrato paja de arroz y la
adicion de las arcillas residuales, debe responder a cada situacion nutricional y ambiental dentro
del reactor. Por ello es necesaria la correspondencia entre los parametros operacionales del
reactor y la estructura, diversidad y dinamica de la comunidad microbiana, antes y durante la

aplicacion de los cosustratos en régimen semicontinuo.

En concordancia con lo afirmado por algunos autores, la cuantificacion de la comunidad
microbiana segun la técnica de g-PCR, revel0 la existencia de un mayor nimero de bacterias que
de archaeas dentro del reactor (Leven et al., 2007) (Tabla 3.14), hecho que también se constatd
con las demaés técnicas moleculares utilizadas. Esto se puede explicar si se tiene en cuenta que la
digestion anaerobia para obtener metano ocurre en 4 etapas fundamentales (hidrolitica,
acidogénica, acetogénica y metanogenica), tres de las cuales son realizadas por bacterias y solo la

etapa metanogénica es realizada por las archaeas metanogenas (Madigan et al., 2010).

Tanto el analisis de T-RFLP, como la libreria de clones del gen ARNr 16S, mostraron que la
diversidad de bacterias disminuy6 a medida que se adiciond la arcilla al reactor. El indice de
Jaccard y el perfil de fragmentos de restriccion terminales de bacterias mostraron claramente, la

dinamica de la comunidad dentro del reactor (Fig. 3.13).



Durante la digestion anaerobia de estiércol como monosustrato, predominaron las bacterias del
filo Firmicutes, sin embargo con la adicion de la paja y luego con la adicion de las arcillas, las
bacterias del filo Bacteroidetes aumentaron su abundancia relativa. Esto indica que la comunidad
bacteriana puede adaptarse a los cosustratos pero su dindmica es fuertemente afectada por ellos,
similar a lo informado cuando se adiciond pulpa de yuca a la digestion anaerobia de residuales

porcinos en reactores de laboratorio tipo tanque agitado (Panichnumsin et al., 2012).

Dentro del filo Firmicutes, las predominantes fueron las bacterias del orden Clostridiales (por
ejemplo especies de Clostridium) y otras bacterias degradadoras de celulosa (Tabla 3.12). Esta
diversidad reflejé la capacidad del inéculo de metabolizar un gran variedad de sustratos
(proteinas, lipidos, azlcares, celulosas, etc.), sobre todo en las etapas hidroliticas y aciddgenicas
(Leven et al., 2007; Krakat et al., 2011). EI predominio del filo Firmicutes en estos ecosistemas,
ha sido informado por varios autores, cuando se ha ensayado la digestion de estiércol porcino con
la utilizacion de materiales lignoceluldsicos como cosustrato (Li et al., 2010; Wirth et al., 2012),

o durante la codigestidn anaerobia de estiércol porcino con otros sustratos (Ren et al., 2014).

El predominio de especies de este filo Firmicutes, durante la digestion de estiércol como
monosustrato (Tabla 3.12) (Fig. 3.15), resulta similar a lo obtenido por varios autores (Li et al.,
2010; Wirth et al., 2012), donde también se observO una amplia representacion del filo
Firmicutes. Asimismo, fueron dominantes especies degradadores de celulosa y lignocelulosa,
principalmente de las familias Clostridiaceae (ejemplo: Clostridium butyricum, OTU_32),

Synthrophomonaceae y Ruminococcaceae (Brulc et al., 2011).

Ademas, se detectaron bacterias proteoliticas como las especies de Proteiniborus (OTU_29) (Niu
et al., 2008) y otras especies singulares que aparecieron fundamentalmente después de la
aplicacion de las arcillas, como Cryptanaerobacter phenolicus y Sedimentibacter
hydroxybenzoicus, las cuales probablemente provengan de este sustrato de arcillas (residuos de la

purificacion de aceites basicos industriales extraidos del petrdleo).

También se detectd la presencia de especies del género Tepidanaerobacter (T. acetotoxydans,
OTU _48) (Fig. 3.15), lo cual resulto interesante ya que estas solo han sido aisladas de ambientes
termofilicos y realizan fundamentalmente el metabolismo del iso-butirato, el lactato y otros

alcoholes (Sekiguchi et al., 2006). Estas bacterias se aislaron después de afiadidas las arcillas y



se han caracterizado por ser bacterias oxidadora de acetato, que toleran altas concentraciones de
amonio (hasta 1 mol-L™ de NH,CI) (Sekiguchi et al., 2006).

Las bacterias del filo Bacteroidetes ocuparon el 31 % del total de bacterias, y fueron detectadas,
principalmente, en las muestras que reflejan la adicion del cosustrato paja y las arcillas (Tabla
3.12) (Fig. 3.15). Se puede afirmar que la tercera parte de la comunidad de bacterias dentro del
reactor fue dominada por este filo, después de aplicar las arcillas residuales, lo cual muestra su
importante papel para estabilizar la comunidad después de un cambio en las condiciones

nutritivas.

Varios autores han demostrado que las bacterias del filo Bacteroidetes predominan en reactores
anaerobios, cuando se digieren residuos domésticos o residuos solidos urbanos en condiciones
mesofilicas (Leven et al., 2007; Trzcinski et al., 2010) y que constituyen las bacterias
acidogénicas mas representadas en otros ambientes anaerobios (Zhang et al., 2011; Lim et al.,
2013). Sin embargo no se han encontrado informes que muestren la presencia de especies de este

Filo en comunidades anaerobias que degraden estiércoles o residuos agricolas.

Dentro de este filo Bacteroidetes, los OTU_7 y OTU_10, compuestos por clones aislados de las
muestras de la codigestion de estiércol porcino y paja de arroz y de las muestras después de
adicionar las arcillas al reactor, mostraron similitud con las especies Proteiniphilum acetatigenes
(cepa TB107) (Fig. 3.15), que fue aislada de reactores de lecho de lodos de flujo ascendente que
tratan aguas residuales de cerveceria. Estas especies se caracterizan por degradar proteinas,
aunque pueden utilizar el piruvato como fuente de carbono; sus principales productos son &cido

acético y amoniaco y en menor cuantia el acido propionico (Chen y Dong, 2005).

Estos OTUs 7 y 10, también presentaron similitud con las especies Paludibacter propionicigenes
(Ueki et al., 2006; Gronow et al., 2011) y Bacteroides cellulosilyticus (Robert et al., 2007) (Fig.
3.15), que se caracterizan por fermentar celulosa, pero sobre todo utilizan como fuente de
carbono la xilosa, manosa, galactosa, fructosa (principales componentes de la hemicelulosa);
ademas pueden fermentar almidén, maltosa y melibiosa. Sus principales productos son acido

propidnico y en menor medida acido acético y succinico.

Resulta también interesante, la similitud de los clones aislados en este estudio con la especie
Paludibacter propionicigenes cepa WB4 (Fig. 3.15), pues esta fue aislada por primera vez en

Japon del suelo de campos de arroz inundados. La presencia de esta especie en el reactor, después



de afadir la paja de arroz esta ligada a la degradacion de este cosustrato, lo cual resulta atractivo
en la busqueda de consorcios microbianos capaces de degradar compuestos lignoceuldsicos, en

aras de mejorar su degradabilidad anaerobia (Yan et al., 2012).

Por otro lado, también se detectaron especies de Psychrobacter y Succinivibrio (OTUs_067 y
OTUs_068), pertenecientes al filo Proteobacteria. Las especies de Psychrobacter fueron
detectadas, solamente, en la muestra tomada 4 dias después de aplicar la primera dosis de arcillas
en la fase Il y se presume que estén relacionadas con la degradacion de glucosa en el sistema
(Romanenko et al., 2004). Las especies de Succinivibrio deben estar relacionadas con la baja
concentracion de nitrégeno y a la asimilacion de este (Patterson y Hespell, 1985) por ello, sélo se
detecto esta especie en la muestra tomada 4 dias después de aplicar la primera dosis de arcillas en
la fase Ill, donde las arcillas afiadidas adsorben los iones amonio y por tanto disminuyen la

concentracion de estos en el medio.

Respecto a la comunidad de archaeas, el orden Methanosarcinales fue el que predomind en todas
las muestras (Tabla 3.12), lo cual se corresponde con que el 70 % del metano es producido por
metandgenas acetoclasticas a partir del acetato (Ahring, 2003; Karakashev et al., 2005; Supaphol
et al., 2011). Este resultado contrasta con lo planteado por la mayoria de los autores, que aseveran
que la digestion de estiércol porcino es dominada por las archaeas metandgenas hidrogenotréficas
de los 6rdenes Methanomicrobiales y Metanobacteriales (Whitehead y Cotta, 1999; 2001; Snell-
Castro et al., 2005; Peu et al., 2006; Kim et al., 2010; Zhu et al., 2011), incluso cuando el
estiércol se co-digiere con residuos agricolas (Nettmann et al., 2010; Jaenicke et al., 2011).

De hecho, algunos autores consideran que las archaeas metandgenas del género Methanoculleus,
pueden considerase como marcadores de la digestion anaerobia de estiércol porcino, dado por su
contribucion a la metanogénesis (Barret et al., 2012) o por su abundancia en estos ecosistemas
(Patil et al., 2010; Zhu et al., 2011; Ren et al., 2014).

En este estudio se pudo comprobar un cambio en el predominio de archaeas de la familia
Methanosarcinaceae a la familia Methanosaetaceae, con la adicion de paja y luego de la
aplicacion de arcillas, donde ademas se detectaron especies de Methanobacterium. Las especies
de Methanosaetas utilizan el acetato como principal fuente de carbono (Smitha y Ingram-Smitha,
2007) lo que apunta que en este caso las especies Methanosaetas conducen la metanogénesis

principalmente a partir de acetato, lo cual difiere con los hallazgos de otros autores que han



informado el predominio de las especies Methanosarcina en estos ambientes de (Leven et al.,
2007; Trzcinski et al., 2010).

Este predominio de las especies Methanosaetas esta relacionado con las bajas concentraciones de
acidos grasos volatiles (principalmente acido acético) detectados en el reactor en comparacion
con otros estudios similares (McMahon et al., 2001; Leven et al., 2007). De acuerdo con algunos
autores, se plantea que cuando las concentraciones de acetato se encuentran por encima de 250-
500 mg-L™ se favorecen las especies de la familia Methanosarcinaceae, pero a concentraciones de
acetato menores se favorecen las especies de la familia Methanosaetaceae (De Vrieze et al.,
2012), dado por la mayor afinidad de estas Gltimas por el acetato (McMahon et al., 2001; Leven
et al., 2007).

Las bajas concentraciones de AGVs detectadas durante la operacion de reactor puede estar
relacionada con la presencia de la especie de bacteria Acetobacterium (OTUs_019), perteneciente
a la clase Clostridia, cuya actividad enzimética regula el acetato disponible (Biegel y Muller,
2011). Algunos autores han demostrado la relacion directa entre el desarrollo de especies
Methanosaetas y los cambios nutricionales que implican alguna variacion en la concentraciones

de &cidos grasos volatiles (Panichnumsin et al., 2010; Zhang et al., 2011).

En la muestra tomada 10 dias después de aplicada la primera dosis de arcilla en la fase Ill, se
detectaron especies de Methanobacterium (M. petrolearium) y especies de Methanobrevibacter.
Estas pueden provenir de las arcillas, que como se habia indicado anteriormente, son residuos de

la purificacion de aceites basicos industriales extraidos de derivados del petroleo.

El ligero incremento en las concentraciones de NHs, detectado en la muestra tomada 8 dias
después de aplicada la primera dosis de arcilla en la fase Ill, pudo provocar la disminucién en el
numero de archaeas obtenidas, segun la g-PCR, ya que precisamente las acetotrdficas son las

menos tolerantes a la inhibicion por NH; (Hansen et al., 1998; Kayhanian, 1999).

Existen resultados muy disimiles en cuanto a la prevalencia de especies de archaeas durante la
digestion de estiércoles. De hecho, algunos autores aseveran que las especies Methanosaetas no
predominan en la digestion de estiércol porcino, debido a su contenido de NH3 (Karakashev et al.,
2005), de ahi que se encuentren otras especies como las de Methanobrevibacter u otras especies
de archaeas metandgenas hidrogenotréficas que son menos sensibles a la inhibicién por NH3
(Song et al., 2010; Sasaki et al., 2011).



Sin embargo, los resultados de este trabajo coinciden con lo obtenido por otros autores que
también encontraron el predominio de Methanosaetas en reactores anaerobios donde se utilizan el
estiércol porcino como sustrato base (Panichnumsin et al., 2012) y apoya la teoria de su
importante rol durante la formacién de granulos que permiten aumentar la eficiencia en la
operacion de reactores UASB durante la digestion anaerobia de aguas residuales porcinas (Song
et al., 2010).

En este trabajo, el predominio de Methanosaetas después de la adicion de los cosustratos es un
indicador del “buen balance” del proceso anaerobio (la metanogénesis, fundamentalmente) y de
una produccion de metano estable, con la adicion a intervalos de las arcillas residuales. Estos
resultados corroboran lo planteado por otros autores acerca de que la especie Methanosaeta
puede considerarse un indicador bioldgico del buen funcionamiento en un reactor anaerobio con

una produccién de metano alta y estable (De Vrize et al., 2013).

Sorpresivamente, se aislaron clones (OTU_013) con alto grado de similitud (98 %) a la especie
Methanomassiliicoccus luminyensis (Dridi et al., 2012), que pertenecen a la clase de
Methanomicrobia, pero no relacionada con ninguno de los 6rdenes descritos (Fig. 3.16). Esta
especie, propuesta como representante de un nuevo género (Dridi et al., 2012) fue aislada
inicialmente de las heces fecales de humanos; forma metano a partir de metanol y requiere de
tungsteno y selenito para su desarrollo. Su presencia en el reactor después de aplicar las arcillas

residuales, las relaciona estrechamente con este sustrato.



CONCLUSIONES

. Las arcillas residuales estimularon la produccién de metano por mas de 20 dias, dado por su
capacidad para adsorber iones amonio en solucion, lo que permite emplear mayores cargas

organicas de estiércol porcino, sin la inhibicion de las archaeas metandgenas.

. El disefio del medio de codigestion de estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales
permitié optimizar la actividad metanogénica especifica, cuyos valores de 1,3 gCH,-
DQO-gSSV™-d™ resultan superiores a los informados en la literatura para mezclas de sustratos
similares. EI medio formulado posibilita un mejor aprovechamiento de estas mezclas de

residuos para la produccion de metano.

. La temperatura tuvo un efecto determinante sobre la composicion de bacterias y archaeas
durante la codigestion de estiércol porcino, paja de arroz y arcilla residual. En condiciones
mesofilicas prevalecieron las archaeas metandgenas acetotréficas que fueron las responsables
del incremento de metano, lo que facilita la implementacién de estos sistemas de digestion

anaerobia en las condiciones ambientales de nuestro pais.

. La adicion de paja de arroz y arcillas residuales a la digestion de estiércol porcino provocé
cambios en la diversidad y dinamica de la comunidad procariota, donde las poblaciones
favorecidas fueron bacterias celuloliticas, especies del filo Bacteroidetes y especies de
archaeas de la familia Methanosaetaceae. Esto constituye un aporte al estado actual del
conocimiento sobre la estructura de estas comunidades procariotas y su dependencia de las

interacciones troficas.

. Se encontraron siete secuencias del gen ARNr 16S de bacterias que participan en la digestion
anaerobia de estiércol porcino, paja de arroz y arcillas residuales, las cuales difieren de las
previamente descritas en los oOrdenes bacterianos conocidos. Se obtuvieron, ademas, dos
secuencias del gen ARNr 16S de archaeas pertenecientes al orden Methanomicrobiales pero no
relacionadas con ninguna de las familias anteriormente descritas. Este hallazgo contribuye al
conocimiento sobre la diversidad de genes y/o de especies desarrolladas en sistemas

anaerobios bajo condiciones nutricionales especificas.



RECOMENDACIONES

v Continuar el estudio a nivel molecular para la identificacion de los principales géneros y
especies relacionadas con la produccion de metano bajo las condiciones nutricionales

evaluadas.

v" Analizar la codigestion anaerobia de estiércol porcino y paja de arroz con adicién de

arcillas residuales a mayor escala.

v' Analizar el efecto de las arcillas residuales sobre a la digestion anaerobia de otros
sustratos ricos en nitrégeno amoniacal, teniendo en cuenta el aporte de minerales al

proceso y el analisis de la comunidad procariota.
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