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RESUMEN

La crisis energética, consecuencia de la actividad humana, ha provocado un gran impacto
en el medio ambiente. Esto a su vez, no ha pasado por desapercibido y ha incentivado a
los investigadores a desarrollar otras fuentes de energia alternativas para poder contar
con una amplia variedad de energias limpias, sostenibles y renovables que puedan
reemplazar a los combustibles fosiles y asi reducir el impacto al medio ambiente. El
biogas es una de las fuentes de energia ecoamigable que puede ser producida a partir de
la digestion de residuos, sea este residuo agricola, residuo de industria lactea o residuos
sélidos de desechos municipales y estd compuesto principalmente por metano (CH,) y
diéxido de carbono (CO,). El metano es producido biolégicamente por microorganismos
metanogénicos. La produccion de biogas a partir de residuos agricolas ricos en
lignocelulosa es un proceso que sucede de manera lenta pero constante, donde el
metano es originado principalmente a partir de la degradacion de hemicelulosa y celulosa.
Este trabajo tiene como objetivo el estudio del potencial de produccién de biogas vy
metano de la avena, un material lignoceluldsico con buen porcentaje de material organico
biodegradable. Ademas, con el intuito de mejorar la degradacién anaerdbica de material
lignocelulésico y aumentar la produccion de biogas y metano, fueron analizadas
separadamente un ensayo conteniendo la muestra de avena individual (Al) con indculo y
un segundo ensayo conteniendo avena con indculo y la adicién de un cultivo mixto (CM) a
base de extracto de suelo enriquecido (ESE), para la evaluacién de los efectos de este
ESE sobre la digestion anaerdbica de la avena. El ESE es realizado a partir de suelo
Antartico con potencial metanogénico.

El ensayo de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) fue realizado en el Laboratorio de
Biogas del Centro Internacional de Energias Renovables - Biogas (CIBiogas). Los
resultados indican que la avena es un material con un potencial de biodegradabilidad
relativamente buena, presentando valores promedio de produccién de biogas de 595 LN
/kg SV~ en el ensayo de Al con in6culo y 561 LN /kg SV™ en el ensayo de avena con
inéculo mas CM a base de ESE. Sin embargo, este ultimo presentdé mayor contenido de
metano, siendo este 4% mas que el resultado obtenido en el ensayo de Al con inéculo.
Los resultados demuestran que la técnica de bioaumentacion puede ser provechosa para
el mejoramiento de la digestién anaerdbica de materiales lignoceluldsicos, sin embargo,
se necesitan todavia muchos estudios para la comprension del complejo proceso de
digestion anaerdbica.

Palabras clave: biocombustibles; biogas; avena; bioaumentacion; lignocelulosa; PBM;
suelo Antartico.
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ABSTRACT

The energy crisis, a consequence of human activity, has caused a great impact on the
environment. This, in turn, has not gone unnoticed and has encouraged researchers to
develop other alternative energy sources in order to have a wide variety of clean,
sustainable and renewable energies that can replace fossil fuels and thus reduce the
impact on the environment. environment. Biogas is one of the sources of eco-friendly
energy that can be produced from the digestion of waste, be it agricultural waste, dairy
industry waste or solid waste from municipal waste, and is mainly composed of methane
(CH,) and carbon dioxide (CO,). Methane is produced biologically by methanogenic
microorganisms. The production of biogas from agricultural waste rich in lignocellulose is a
process that happens slowly but constantly, where methane is generated mainly from the
degradation of hemicellulose and cellulose. This work aims to study the biogas and
methane production potential of oats, a lignocellulosic material with a good percentage of
biodegradable organic material. Furthermore, with the aim of improving the anaerobic
degradation of lignocellulosic material and increasing the production of biogas and
methane, a trial containing the individual oat sample (Al) with inoculum and a second trial
containing oats with inoculum and the addition of a mixed culture (CM) based on enriched
soil extract (ESE), for the evaluation of the effects of this ESE on the anaerobic digestion
of oats. The ESE is carried out from Antarctic soil with methanogenic potential.

The Biochemical Potential of Methane (PBM) test was carried out in the Biogas Laboratory
of the International Center for Renewable Energies - Biogas (CIBiogas). The results
indicate that oats are a material with relatively good biodegradability potential, presenting
average biogas production values of 595 LN /kg SV~ in the Al test with inoculum and 561
LN /kg SV~ in the of oats with inoculum plus CM based on ESE. However, the latter
presented a higher methane content, this being 4% more than the result obtained in the Al
test with inoculum.

The results demonstrate that the bioaugmentation technique can be beneficial for
improving the anaerobic digestion of lignocellulosic materials, however, many studies are
still needed to understand the complex anaerobic digestion process.

Key words: biofuels; biogas; oat; bioaugmentation; lignocellulose; BMP; Antarctic soil.
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1. INTRODUCCION

La tierra se ha enfrentado a muchos eventos y cambios desde su
formacion, pero en esta era, la tierra se enfrenta a un desarrollo y un crecimiento humano
sin comparacion que no discrimina elementos ambientales a la hora llevar a cabo
diferentes actividades humanas (OBAIDEEN et al., 2022). La crisis energética,
consecuencia de la actividad humana, ha provocado un gran impacto en el medio
ambiente. Esto a su vez, no ha pasado por desapercibido y ha incentivado a los
investigadores a desarrollar otras fuentes de energia alternativas para poder contar con
una amplia variedad de energias limpias, sostenibles y renovables que puedan
reemplazar a los combustibles fésiles y asi reducir el impacto al medio ambiente
(SEQUEDA BARROS et al., 2023; OBAIDEEN et al., 2022; SAYED et al., 2021; RABAIA
et al., 2021). A consecuencia de esto, luego de muchos afos de estudios y acciones
industriales, una de las opiniones muy comunes acerca de la produccion de energias
verdes es la de su produccién a partir de la conversion de residuos en energia, ya que su
viabilidad reside en varios aspectos beneficiosos (OBAIDEEN et al., 2022; LI et al., 2019;
SALILIH et al., 2021; HAO et al., 2020; OLABI et al., 2021). La conversion de residuos en
energia puede ser vista como una alternativa para sustituir a los combustibles fosiles por
tener caracteristicas que la pueden encajar en la categoria de fuente de energia
semirrenovable y poder aprovecharse de diferentes maneras (OBAIDEEN et al., 2022;
ELSAID et al., 2020).

El biogas es una de las fuentes de energia que puede ser producida a
partir de la digestién de residuos, sea este residuo agricola, residuo de industria lactea o
residuos solidos de desechos municipales. El proceso de digestion consiste en la
degradacion de compuestos organicos y la conversion a biogas que es compuesto
principalmente por metano (CH,) y diéxido de carbono (CO,) (OBAIDEEN et al., 2022;
AKKARAWATKHOOSITH et al., 2019; MISHRA et al., 2021). La produccién de biogas a
partir de residuos agricolas ricos en lignocelulosa es un proceso que sucede de manera
lenta pero constante, donde el metano es originado principalmente a partir de la
degradacion de hemicelulosa y celulosa (KUSCH et al., 2011; BANIK, 2004).

Por lo tanto, la avena es un sustrato lignoceluldsico, rica en celulosa,
hemicelulosa y lignina. Posee una estructura compleja y de dificil degradacién. Existen

varios factores que pueden representar una resistencia de la avena a la hidrdlisis
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enzimatica, como la cristalinidad de la celulosa, el area de superficie accesible, la barrera
de lignina y la presencia de un revestimiento de hemicelulosa en la celulosa (KUSCH et
al., 2011; MOSIER et al., 2005). Considerando estos aspectos limitantes para la digestiéon
anaerdbica de la avena, con la intencion de mejorar la produccion de biogas y metano
especificamente, el presente estudio propone la adicion de un extracto de suelo
enriquecido (ESE) proveniente de una colina con el suelo en proceso de deshielo de la

Isla Deception, Whalers Bay, Antartica.

Un estudio realizado por MACHIN OLIVERA (2022), indica que los
sedimentos de algunos lagos de la Antartica son ricos en diversidad de microorganismos
metanogénicos capaces de degradar una gran variedad de sustratos y adaptarse a
diferentes variaciones de temperatura. Por lo tanto, este estudio podria aportar en el
analisis de viabilidad econémica de la bioaumentacion con ESE en procesos de digestion
anaerobica, como también contribuir con la literatura referente al estudio de digestién
anaerdbica de la avena y la diversidad de microorganismos metanogénicos de ambientes

frios.

2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 BIOGAS

El proceso de digestidon anaerdbica (DA) de residuos organicos produce la
bioenergia que llamamos biogas, que esta compuesto principalmente de metano (CH,) y
diéxido de carbono (CO,) (OBAIDEEN et al., 2022; AKKARAWATKHOOSITH et al., 2019;
MISHRA et al., 2021). En este proceso de DA los microorganismos presentes en un
medio con condiciones anaerdbicas, realizan la descomposicion o digestion del material
organico al que tienen acceso y disponen en moléculas mas pequenas, entre ellos la
variedad de gases que componen el biogas (OBAIDEEN et al., 2022). Esta bioenergia
puede ser aprovechada como combustible para diferentes finalidades, como calor y
energia. Cuando aislado y purificado el metano en un porcentaje mayor que 95% puede
utilizarse como combustible para vehiculos o para inyectar a una red de gas (OBAIDEEN
et al., 2022; SCARLAT et al., 2018; PRUSSI et al., 2019). En su composicién, el biogas

tiene ademas de metano y didéxido de carbono cantidades menores de nitrogeno y
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oxigeno que representan niveles en torno a 0 y 10 %v, como también pequehas
cantidades en niveles de partes por millon/billén en términos de volumen (ppmv-ppbv) de
compuestos de azufre como sulfuro de hidrégeno (H,S), mercaptanos y otros sulfuros,
compuestos de silicio, compuestos halogenados, amoniaco y otros compuestos volatiles
(CALBRY-MUZYKA et al., 2022). A continuacion, en la Tabla 1 puede ser observada la

composiciéon media de la mezcla de gases presente en el biogas.

Tabla 1: Composicion media de la mezcla gaseosa del biogas.

Gases Intervalo (%)

Metano (CH,) 40-75
Dioxido de Carbono (CO,) 25-40
Oxigeno (O,) 0,1-1

Nitrégeno (N,) 05-25
Hidrégeno (Hy) 1-3

Sulfuro de Hidrégeno (H,S) 0,1-0,5
Monéxido de Carbono (CO) 0-0,1

Amoniaco (NH,) 0,1-0,5

Fuente: Adaptado de SANTIAGO; SANTIAGO, 2019.

El biogas puede utilizarse como una fuente de energia para abastecer
comunidades remotas donde la red de energia eléctrica convencional no llega, y asi
también para la descentralizacién de la red (CUELLAR; WEBBER, 2008). Otros puntos
que hacen del biogas una fuente viable son, asegurar una reduccién de sustancias
contaminantes de los recursos hidricos y del agua, la preservacion de la vegetacion y las
fuentes de energia amigables con el medio ambiente (OBAIDEEN et al., 2022). El
aumento del numero de plantas de biogas viene favoreciendo la seguridad de los
depdsitos de residuos y la necesidad de materias primas alternativas (LALLEMENT et al.,
2023). Segun IRENA (2021), el 73,8% de las plantas de produccion de energia eléctrica
con biogas estan distribuidas en 7 paises (Alemania, EUA, Reino Unido, Italia, China,

Francia y Brasil que corresponde a un 2,1% de la capacidad instalada en el mundo. En la
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Tabla 2 son nombrados los paises con mayor tasa de generacidn eléctrica por biogas y la

capacidad por megawatts (MW) de cada uno.

Tabla 2: Paises con mayor tasa de generacién eléctrica por biogas.

Pais Capacidad (MW)
Alemania 7.459,00
EUA 2.291,00
Reino Unido 1.858,00
Italia 1.432,00
China 903,30
Turquia 748,00
Tailandia 554,90
Francia 511,00
Brasil 417,20
Republica Checa 368,00

Fuente: Adaptado de IRENA, 2021

2.2 DIGESTION ANAEROBICA (DA)

La digestién anaerdbica es un proceso de fermentacion microbiana que
sucede en ausencia de oxigeno y cuyo producto es la mezcla de gases denominada
biogas y una suspension o lodo compuesto de los microorganismos encargados de la
degradacion de la materia organica. La materia prima a ser tratada puede ser cualquier
biomasa residual con alto contenido de humedad, como residuos de alimentos, residuos
forestales, residuos municipales, residuos agricolas e industriales. En este proceso mas
del 90% de la energia por oxidacion directa es transformada en metano, siendo usado por
las bacterias apenas un 10 % de la energia para su crecimiento ademas de un 50%
gastado en el proceso anaerobio (LORENZO; ABREU, 2005).

El proceso anaerdébico puede ser clasificado de dos maneras

dependiendo del tipo de aceptor de electrones, como fermentacién anaerodbica, donde la
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materia organica es catabolizada por bacterias anaerdbicas estrictas o facultativas
mediante un balance de reacciones de 6xido-reduccién, bajo condiciones de oscuridad sin
la presencia de un aceptor de electrones inorganicos, y la respiracion anaerdbica que a
diferencia del anterior mencionado si requiere de aceptores de electrones inorganicos
para la disposicion de los electrones que son liberados durante el proceso de degradacion
de la biomasa organica, estos aceptores pueden ser el diéxido de carbono, sulfato o
nitrato. Cuando el dioxido de carbono acepta los electrones liberados durante la
degradacion de la materia organica, este se reduce a metano (CH,) y la produccion de
metano por esta via es llamada metanogénesis hidrogenotrofica. Es en la fermentacion
anaerobica donde se produce la mayor parte de la formacion de metano, donde el
responsable de actuar como un dador y aceptor de electrones a la vez es el acetato y este
proceso de produccion de metano por esta via es denominada metanogénesis
acetotrofica o acetoclastica (ANGELIDAKI et al., 2011; KHANAL, 2008; BRES, 2019). La
reaccion general de la metanogénesis puede ser resumida en una ecuacion
estequiométrica, esta ecuaciéon puede ser observada en la Ecuacidén 1 presentada a
continuacion.

Reaccion general de la metanogénesis resumida en una ecuacion
estequiométrica (ANGELIDAKI et al., 2011; BRES, 2019):

CHO,+(n—%- %)HZOA(% - +5)co, + (% +L - %)CH4 Ecuacién (1)

Los residuos organicos son compuestos complejos no solubles y pueden
ser clasificados como carbohidratos, lipidos y proteinas (BRES, 2019). A seguir en las
Ecuaciones 2, 3 y 4 pueden ser observadas las reacciones quimicas de degradacion de
carbohidratos, lipidos y proteinas, con sus porcentajes de produccion de metano durante

el proceso en un reactor anaerébico (LEI, 2018; BRES, 2019):

Carbohidratos: C_H 0. ~3C0, + 3CH, (50% de CH ) Ecuacion (2)

Lipidos: C._ H_ O

1,0, + 3H,0-4,5C0, + 7,5CH, (62,5% de CH, ) Ecuacion (3)
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Proteinas: Cl3H2507N3S + 6H20—>6, 56‘02 + 6, SCH4 3NH3 + HZS (38, 2% de CH4)

Ecuacion(4)

Estas reacciones son de naturaleza compleja y ocurren en varias etapas
de manera combinada y cooperada gracias a tres comunidades de microorganismos, las
bacterias fermentativas primarias responsables por la hidrdlisis y la acidogénesis, las
bacterias oxidantes anaerdbicas responsables por la acetogénesis y las arqueas
metanogénicas. La Figura 1 representa de manera resumida el proceso de DA, con los
sustratos claves en cada fase. El proceso anaerdbico sucede de manera perfectamente
equilibrada cuando las velocidades de reaccion estan balanceadas, debido a que el
producto de una de las etapas es el componente clave para el inicio de la siguiente etapa
(BRES, 2019).

Figura 1: Fases de la digestion anaerdbica de materiales organicos.

Material orgdnico complejo

Inertes

Proteinas Carbohidratos Lipidos

Productos intermedios
(acido propidnico,
butirico y lactico,
etanol, acetona, etc.)

______________ SO
Comeor )

Fase Ill: Metanogénesis

Fuente: Adaptado de ACHINAS et al., 2018.
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2.2.1 Vias Metabdlicas De Digestion Anaerobica.

2.2.1.1 Hidrdlisis

La hidrdlisis es un proceso clave el cual se encarga de romper las uniones
quimicas de los polimeros complejos presentes en los compuestos organicos para que los
microorganismos puedan acceder a estos. Este proceso es realizado por bacterias
hidroliticas que producen enzimas extracelulares que rompen las estructuras complejas
de carbohidratos, lipidos y proteinas y las disponibiliza en unidades pequeifas como
monosacaridos, acidos de cadena larga y aminoacidos respectivamente (MEEGODA et
al., 2018; BRES, 2019). Estas unidades pequefnas funcionan como un sustrato para el
inicio de la siguiente etapa de la digestion anaerobia, donde los monosacaridos, acidos de
cadena larga y aminoacidos se difunden a través de la membrana celular de las bacterias
acidogénicas e inicia el proceso de acidogénesis. Sin embargo, biomasas como la lignina,
celulosa y hemicelulosa son compuestos con estructuras rigidas de dificil degradacion por
lo que muchas veces la etapa de la hidrélisis puede ser el paso limitante de la digestion
anaerdbica. En este contexto los estudios con cultivos puros o cultivos mixtos con la
intencion de encontrar un cultivo con capacidad de producir enzimas hidroliticas que
puedan incrementar la hidrolisis de biomasas lignoceluldsicas, resulta necesaria para la

optimizacién de la digestion anaerodbica y posible aumento de la produccion de biogas.

2.2.1.2 Acidogénesis

Bacterias facultativas y anaerdbicas degradan los productos generados
durante la hidrolisis por medio de procesos fermentativos (BRES, 2019). Estos productos
degradados atraviesan la membrana celular de bacterias acidogénicas por medio de
absorcion para que se produzcan moléculas de acidos grasos volatiles (AGV) (acetato,
propionato y butirato) y otros como compuestos sulfurados y nitrogenados (ANGELAKI et
al., 2011; MEEGODA et al., 2018; BRES, 2019).

La acidogénesis es considerada la via mas rapida, debido a que las
bacterias pueden regenerarse en un periodo de tiempo relativamente corto, lo que puede
en algunos casos causar la acidificacion del sistema y posterior interrupcion del proceso
anaerébico (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011; MEEGODA et al., 2018; BRES, 2019).
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Las bacterias acidogénicas utilizan como sustrato monosacaridos y aminoacidos y
dependiendo del sustrato y condiciones ambientales en el digestor, estos determinan el
producto final de las bacterias acidogénicas que pueden ser las siguientes moléculas:
etanol, butirato, lactato, propionato y el amoniaco. Este ultimo es formado a través de
materiales organicos ricos en proteinas que son transformados en aminoacidos para ser
aprovechados por las bacterias acidogénicas y asi producir el amoniaco. El acetato, CO, y
H,, que son los principales sustratos para la metanogénesis, son formados nada mas en
condiciones bajas de presion parcial de hidrégeno, lo que indica una vez mas que este
proceso depende de una regulacidn para que las reacciones bioquimicas sean
termodinamicamente favorables (KHANAL, 2008; BRES, 2019). Cuando existe una
regulacion del H,, se forman aproximadamente 51% de acetato, 19% de H,/CO, y 30% de
productos reducidos, como acidos grasos volatiles (AGV), alcoholes o lactato (BRES,
2019).

2.2.1.3 Acetogénesis

En esta fase, el acetato es sintetizado por medio de la reducciéon de CO, y
de la degradacion de acidos organicos como el butirato y propionato y alcoholes como el
etanol, que son producidos en la fase acidogénesis. En la formacién del acetato, dos
grupos grandes de bacterias (las acetogénicas consumidoras de H, conocidas como
homoacetogénicas y las acetogénicas productoras de H,) son las encargadas de esta
fase. Las homoacetogénicas y las metanogénicas compiten por H,, formiato y metanol
que utilizan como sustrato. Mientras que las acetogénicas productoras de H,, utilizan
iones de hidrogeno y CO, como aceptores de electrones para la oxidacion de moléculas
de acidos organicos y consecuentemente producir H, y acetato que son utilizados por las
metanogénicas como sustrato (ANGELIDAKI et al., 2011; DIVYA et al., 2015; BRES,
2019). La presencia de microorganismos productoras y consumidoras de H2 en el medio
es indispensable para el completo equilibrio de la digestidon anaerobica, esta relacion es
llamada de relacion sintréfica (MEEGODA et al., 2018; ANGELIDAKI et al., 2011; BRES,
2019).

2.2.1.4 Metanogénesis
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La fase final de la digestidon anaerdbica es la metanogénesis, que es
realizada por los microorganismos metanogénicos, un grupo de arqueas anaerobicas
estrictas que producen metano utilizando los productos intermediarios de tres formas
diferentes: a través del consumo de acetato por las bacterias acetoclasticas
(metanogénesis acetoclastica), a través del consumo de H, y CO, por bacterias
hidrogenotroficas (metanogénesis hidrogenotroficas) y a través del consumo de
compuestos metilados por bacterias metilotréficas (metanogénesis metilotréficas)
(ANGELIDAKI et al., 2011; BHARATHIRAJA et al., 2016; BRES, 2019).

Aproximadamente 70% del total de metano producido es mediado por el
acetato, lo que lo hace la fuente mas importante para la produccién de metano
(ANGELIDAKI et al., 2011). Sin embargo, uno de los factores mas importantes que
pueden influir en la composicion de la comunidad metanogénica y la via de formacion de
metano es la concentracion de amoniaco en el digestor. En un estudio se demostro, que
un 75% del metano producido por la via hidrogenotréfica, es debido a la alta
concentracion de nitrdgeno amoniacal en los digestores, mientras que en concentraciones
bajas de nitrégeno amoniacal solo entre 9 y 23 % del metano es producto de esta via
(JIANG et al., 2018). Por una parte, el nitrgeno amoniacal es clave y se necesita una
cierta concentracion de nitrogeno amoniacal total (TAN) para un crecimiento microbiano
optimo, ademas de contribuir con el aumento de capacidad de tampdn del medio y con la
estabilidad del pH (MAO et al., 2015 ;BATSTONE et al., 2002; BANKS et al., 2011). Por
otra parte estudios han descrito que concentraciones que sobrepasan los 1000-1500 mg
de TAN-N.L™ en algunas ocasiones han sido la causa principal del colapso del sistema de
digestidon anaerdbica a consecuencia de la inhibicién del nitrdgeno amoniacal libre (NH3)
(RAJAGOPAL et al., 2013; CHEN et al., 2008). Sin embargo, no existen concentraciones
limites de inhibicidon que puedan ser aplicadas de manera universal para la inhibicion de
nitrogeno amoniacal libre ya que la capacidad de adaptacion de una comunidad
microbiana a la inhibicion puede ser influenciada por varios factores (CAPSON-TOJO et
al., 2020).

La fase de metanogénesis puede ser una etapa limitante del proceso
debido a que generalmente las metanogénicas crecen de manera lenta, ademas de ser
las mas sensibles ante factores como cambios de pH o presencia de compuestos téxicos
o contaminantes. El grupo de microorganismos metanogénicos cumple el papel
fundamental para la produccion del metano, por lo que la inhibicion de estas puede
afectar gravemente el proceso completo (SCHNURER; JARVIS, 2010).
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2.2.2 Factores Que Pueden Afectar La Digestion Anaerdbica

Como visto anteriormente, la digestion anaerdbica es realizada gracias a
un consorcio de microorganismos que actuan sincronizadamente en cada fase y vias
metabdlicas del proceso. Para que cada grupo de microorganismos responsables de la
digestion anaerdbica pueda crecer y actuar en las reacciones de degradacion, deben
existir condiciones ambientales y operativos favorables para estos. Los factores

ambientales y operativos que influyen en el proceso anaerobico son (BRES, 2019):

2.2.2.1 Temperatura

Los grupos de microorganismos presentes en la digestion anaerdbica son
muy sensibles a los cambios de temperatura, por lo que puede afectar la degradacion de
los materiales organicos y consecuentemente la generacion de metano (BRES, 2019). Si
la temperatura disminuye en el sistema, puede causar la disminucidn en la produccion de
acidos grasos volatiles, en la concentracion de nitrogeno amoniacal, en la tasa de
aprovechamiento del sustrato y en la actividad metabdlica de los microorganismos, lo que
conduce a una disminucion del rendimiento de biogas. Mientras que, el aumento de la
temperatura conduce a un aumento del pH, de la hidrdlisis y del potencial de metano
(MAO et al., 2015).

Las tasas de conversion de materia organica son mayores a temperaturas
entre 35-40 °C para condiciones mesofilicas y a 55 °C para condiciones termofilicas
(BRES, 2019). Sin embargo, cuando son tratados materiales organicos ricos en
compuestos nitrogenados (como estiércoles de ciertos animales, residuos de matadero o
residuos de alimentos), la degradacion anaerdbica en condiciones termofilicas incrementa
la concentracién de nitrdgeno amoniacal en el medio, o que puede causar la inhibicion
microbiana (CHEN et al., 2008; MAO et al., 2015; TABATABAEI;, GHANAVATI, 2018).
Ademas el proceso anaerdbico en condiciones termofilicas, es mas sensible a los
cambios de pH, a los acidos grasos volatiles y a los sustratos toxicos, lo que afecta la
estabilidad del proceso (ABBASSI-GUENDQOUZ et al., 2013; TIAN et al., 2019). Aunque
existen microorganismos metanogénicos en ambientes frios, estudios han demostrado

que la mayoria de estos microorganismos son considerados psicrotolerantes o mesofilicos
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debido a que las mayores tasas de produccion de metano fueron en condiciones
mesofilicas (MACHIN OLIVERA, 2022).

La temperatura es uno de los factores mas importantes a ser considerado
en la digestion anaerdbica, ya que este puede afectar o favorecer la velocidad de reaccion

y las actividades enzimaticas de la comunidad microbiana del digestor (BRES, 2019).

2.2.2.2 pH

Al igual que la temperatura, el pH también posee una influencia
importante en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos del proceso
anaerobico. Algunas comunidades microbianas dependen del pH para que puedan
realizar actividades metabdlicas, lo que significa que el equilibrio del proceso depende de
la sincronizacion de estas. Cada grupo de microorganismos puede presentar diferentes
rangos de sensibilidad al pH, sin embargo, el rango adecuado para la digestion
anaerobica es entre 6,5 - 7,2 (APPELS et al., 2008; BRES, 2019). Debido a ese rango de
sensibilidad al pH diferentes entre las comunidades microbianas del proceso anaerdbico,
este factor es considerado una variable de respuesta lenta, pues su influencia es tan
importante que al detectar un cambio significativo en el pH, este puede generar
consecuencias irreversibles en el sistema. Por lo tanto, en cuanto a parametro control, es
mas recomendable optar por variables de respuesta rapida, como el rendimiento de
metano, acidos grasos volatiles y la relacion entre éstos y la alcalinidad (FOSTER
CARNEIRO, 2005).

2.2.2.3 Alcalinidad

La alcalinidad se refiere a la medida de la cantidad de sustancias alcalinas
presentes en el proceso anaerdbico. Cuanto mayor la alcalinidad, mayor es la capacidad
de buffer en el proceso, lo que lleva a la estabilidad del pH (SHNURER; JARVIS, 2010).
Este factor esta representado por las moléculas de bicarbonato (HCO;") presentes en el
sistema, que estan en equilibrio con el diéxido de carbono (CO,) y el acido carbdnico
(H,CO3). La degradacidn de materiales ricos en proteinas y aminoacidos pueden
contribuir al aumento de la alcalinidad debido a la presencia de amoniaco que también

puede reaccionar con el CO,formando bicarbonato de amonio (NH:HCO:s) (BRES, 2019).
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El equilibrio quimico de las reacciones entre el CO, y las moléculas
anteriormente mencionadas dependen también del pH. La medida de alcalinidad puede
ser determinada como alcalinidad total (AT) y alcalinidad parcial (AP). Si en un sistema el
sustrato no posee una alcalinidad suficiente, esta debe ser proporcionada a partir de la
agregacion de compuestos quimicos (SHNURER; JARVIS, 2010; BRES, 2019).

2.2.2.4 Acidos organicos volatiles

Los compuestos intermediarios fundamentales en el proceso son los
acidos grasos volatiles (AGV) que cumplen el rol de monitoreo y control de los reactores
anaerobicos (BRES, 2019). Una acumulaciéon de acidos organicos significa que existe
diferencia cinética entre productores y consumidores de acidos, lo que se refleja en el
estrés del sistema. Una sobrecarga de alimentacion puede llevar a esta acumulacién de
acidos organicos (AL SEADI et al., 2008), como también puede ser causada por una
caida de temperatura o por una acumulacion excesiva de espuma (LORENZO; ABREU,
2005). Si el proceso anaerdébico es inestable, este puede conducir a la acumulacion de los
AGV y consecuentemente a la caida del pH, pero si la alcalinidad es suficiente, la
capacidad buffer del sistema puede evitar que el pH tenga una caida (CORNET,
EUVERINK, 2017; AL SEADI et al., 2008). No existe un mismo valor de concentracion de
AGV toxico para todas las comunidades de la digestion anaerébica, pues en cada reactor
existen diferentes comunidades microbianas dependiendo del tipo de alimentacion y
condiciones operativas. Por esta razon, no se conoce un valor universal de AGV
recomendado, por lo que su monitoreo depende de la alcalinidad del sistema (AL SEADI
et al., 2008; LI et al., 2014). Sin embargo, puede ser identificado el estado del proceso a
través de la medicién de la relacion FOS/TAC, un analisis desarrollado por el Centro
Federal Aleman de Investigacion  Agricola  (Bundesforschungsanstalt  fiir
Landwirtschaft/FAL) con el fin de determinar el coeficiente de la concentracion acida y la
capacidad compensadora del sustrato de fermentacion. Fos se refiere a los acidos
organicos volatiles y TAC se refiere a la capacidad de compensacion alcalina. Reglas
empiricas proporcionadas por DEULA-Nienburg indican que valores menores que 0,2 son
deficientes y necesitan un aumento inmediato de la biomasa, valores entre 0,2-0,3
indican que la entrada de biomasa es insuficiente y se puede aumentar ligeramente la
adicion de biomasa, valores entre 0,4-0,6 indica que el proceso esta sobrecargado y es

recomendada la reduccion de la adicidn de biomasa, mientras que valores mayores que
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0,6 indican una excesiva carga de biomasa y la adicion de biomasa debe ser
interrumpida.

La toxicidad de los acidos grasos para los microorganismos
metanogénicos varia dependiendo de la longitud de la cadena de los acidos grasos,
cuanto mas larga es la cadena, menos las metanogénicas podran tolerar la toxicidad. Por
eso, el acido con menor toxicidad es el acido acético. Por ende, el rango de
concentraciones de acidos grasos que resultan toéxicas, varia dependiendo de su longitud
y su grado de saturacion (CORNET; EUVERINK, 2017; KHANAL, 2018; BRES, 2019).

Comunmente son utilizados en los ensayos de PBM, in6culos a base de
estiércoles, estos poseen una alcalinidad “extra”, con la cual puede suceder una
acumulacion de acidos antes de que la caida de pH sea detectada (AL SEADI et al.,
2008).

2.2.2.5 Nutrientes y relacion C/N

Para el crecimiento y actividad metabdlica de los microorganismos es
necesaria una fuente de macro y micronutrientes. Los nutrientes mas importantes en el
proceso anaerdbico son el carbono, nitrégeno y fosforo. La concentracion de estos
nutrientes depende de las especies de microorganismos presentes en el digestor, como
también de la composicion del sustrato a degradar. Estudios indican que la relacion
optima de C:N es entre 15-45 y la relacion de macronutrientes C:N:P:S o6ptima es
300:600:15:5:1 (KHANAL, 2008; AL SEADI et al., 2008; MEEGODA et al., 2018; BRES,
2019).

La relacion carbono/nitrégeno (C/N) de un sustrato es normalmente
utilizada para la caracterizacion de nutrientes. Segun estudios de WANG et al. (2014),
existe una interaccion entre la temperatura y la relacién C/N, donde el consumode Cy N
puede ser afectada por la temperatura. Ademas, que con una relacion de C/N=26,76 a 35
°C y C/N=30,67 a 55 °C se logr6 el maximo potencial de metano y una reduccion de la
inhibicién por amonio.

Micronutrientes como el cobalto, hierro, niquel y sulfuro son esenciales
para la conversidon de acetato a metano. Elementos como el selenio y el tungsteno son
elementos traza necesarios para la actividad enzimatica de las metanogénicas (KHANAL,

2008). Ademas de estos, son necesarios varios otros elementos trazas que su ausencia
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podria causar una alteracién o inhibicién del proceso anaerobico (AL SEADI et al., 2008;
GUEBITZ et al., 2015).

2.2.2.6 Mezclado

El mezclado o homogeneizacion garantiza la eficiencia de contacto entre
el sustrato y la biomasa microbiana. La intensidad de agitacion puede afectar el proceso y
el rendimiento del biogas (LINDMARK et al., 2014). Sin embargo, la ausencia o muy baja
de agitacion puede llevar a la formacion de costras y una mala distribucion de temperatura
del digestor (DIVYA et al., 2015). La intensidad de mezclado podria poner en riesgo la
supervivencia de los microorganismos anaerdbicos, como por ejemplo, las Metanosaetas

qgue son las mas sensibles a la velocidad intensa de agitacion (KUNDU et al., 2014).

2.3 ENSAYO DE POTENCIAL BIOQUIMICO METANOGENICO (PBM)

El ensayo de PBM permite la evaluacion del potencial de produccion de
metano que puede tener una cierta biomasa. Este ensayo es utilizado a nivel mundial y
considerado una herramienta clave para definir la factibilidad técnica de una planta de
biogas por medio de la cuantificacion de la maxima produccion de metano para residuos
de interés (BRES; BEILY; CRESPO, 2022). El Potencial Bioquimico de Metano (PBM) o
Biochemical Methane Potential (BMP) permite la determinacion de la maxima cantidad de
metano producido por gramo de biomasa y la cinética de produccion, bajo condiciones
laboratoriales controladas (LESTEUR et al., 2010). EI PBM se calcula como la maxima
cantidad de metano acumulada durante el proceso del ensayo, dividida por la cantidad de
masa de sustrato de interés agregada y la produccién es expresada frecuentemente como
mL de CH./gDQO o gSV (BRES; BEILY; CRESPO, 2022). En el presente estudio, los
resultados de produccién de metano y biogas en si se expresan en LN/KgSV.

El ensayo de PBM tiene muchas aplicaciones, estas pueden ser:
determinacién de de biodegradabilidad anaerdbica y de maxima produccion de metano de
residuos organicos, evaluacion del efecto de la codigestion de diferentes sustratos vy
definir la reaccion éptima entre el sustrato y el cosustrato, determinacion de la cinética de
degradacion, determinacion de variables de disefio y parametros operativos para la
proyeccion a escala real y evaluar presencia de sustancias inhibitorias del proceso
anaeroébico (TABATABAEI; GHANAVATI, 2018).
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Este ensayo consiste en la incubacion (en reactores pequefios) de una
cantidad pequefia de sustrato (residuo de interés) junto con un inéculo donde estan
presentes los microorganismos que realizaran la digestion bajo condiciones anaerdbicas,
para luego medir el volumen de biogas y metano generado en el tiempo. Existen varios
protocolos estandarizados de ensayos de degradacion anaerdbica para diferentes
materiales, sean estos quimicos, plasticos u organicos complejos, como: normas ISO
15985 (2004), ASTM D 5511 (1994), VDI 4630 (2016), DIN 38414 TL8 (1985), entre otros.
Todos estos protocolos difieren entre ellos, siendo en el disefio experimental el punto en el
que mas difieren (BRES; BEILY; CRESPO, 2022). Este ensayo es realizado siguiendo las
normas del protocolo VDI 4630 (2016).

Entre los factores y condiciones que afectan el desarrollo del ensayo de
PBM y que deben ser consideradas antes de iniciar el ensayo de digestion anaerobica
estan: a) la caracterizacion del sustrato, que auxilia en la determinacion del contenido de
materia organica y se expresa por parametros de sélidos volatiles (SV) y demanda
quimica de oxigeno (DQO), b) el pretratamiento del sustrato, para aumentar la superficie
de contacto de los microorganismos hidroliticos, c) concentracién del sustrato, para
asegurar una adecuada transferencia de masa, d) naturaleza y caracterizacion del
indculo, para conocer la capacidad de produccion y la concentracion en términos de
biomasa que es determinada mediante analisis de SV o sdlidos suspendidos volatiles
(SSV), e) preparacion y almacenamiento del inéculo, para evitar la alteracion de sus
propiedades, f) concentracién del indculo, para asegurar la mayor conversion anaerdbica
del sustrato y evitar una sobrecarga del reactor (BRES; BEILY; CRESPO, 2022).

La caracterizacién del sustrato permite la estimacion de su potencial
tedrico, pues la produccién de metano esta directamente relacionada con la degradacion
de los SV (MOODY et al., 2009), ademas de permitir el ajuste de variables operativas del
ensayo y prever posibles efectos inhibitorios. El tamafio del material si no es pretratado
puede afectar la cinética y la velocidad de produccion del biogas. La concentracion del
sustrato es uno de los mas importantes parametros a ser considerado antes de realizar un
ensayo, algunos ensayos de PBM tienen establecido una concentracion de sustrato entre
2y 10 % de sdlidos totales (ST) en el reactor (RAPOSO et al., 2012; V.D.l., 2006). Segun
estudios donde se evaluaron diferentes concentraciones de sustrato (de 5a 15 g SV/L de
maiz), la concentracion de 15 gSV/L fue con la cual se obtuvo el maximo potencial de
metano (RAPOSO et al., 2006). El valor de SV del inéculo no representa solo el contenido

microbiano ya que no diferencia el contenido de biomasa del material organico, como
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tampoco diferencia la biomasa viva de la muerta (ANGELIDAKI et al., 2009; RAPOSO et
al., 2012). El tiempo y la temperatura en el que el inéculo esta almacenado también puede
tener influencia sobre los resultados del ensayo de PBM. En estudios realizados por Li et
al., (2014), los resultados demostraron que un inéculo fresco tuvo mayor rendimiento de
metano (498,3 mL/gSV) y biodegradabilidad de 87,7%, comparando con un inoculo
almacenado a 2 meses que tuvo un menor rendimiento de metano (425 mL/gSV) y
biodegradabilidad de 74,8%.

2.4 AVENA

La avena (Avena sativa L.), una especie de graminea perteneciente a la
familia Poaceae es un material de biomasa lignocelulésica. Segun datos publicados por la
United States Department of Agriculture (USDA, 2023) Brasil ocupa actualmente el cuarto
lugar a nivel mundial en produccion de avena con aproximadamente 1,22 millones de
toneladas métricas producidas entre 2023 y 2024, con un crecimiento de 3% a cada afo,
lo que a su vez genera toneladas de residuos al afio que pueden ser aprovechados para
la produccion de biogas por digestion anaerdbica. La cascara y la harina residual
resultante durante el procesamiento de la avena son usualmente destinadas a la dieta de
animales, al compostaje o a la produccion de energia (COELHO, 2020).

Durante la digestion anaerdbica de la avena como un sustrato, las
enzimas deben romper la membrana de barrera de la lignina para poder tener acceso a la
holocelulosa, en consecuencia, la velocidad de reaccion posee una relacion directa con el
area de superficie a la que pueden acceder las bacterias hidrolizantes (KUSCH et al.,
2011; TONG et al., 1990). Existen varios factores que pueden representar una resistencia
de la avena a la hidrédlisis enzimatica, como la cristalinidad de la celulosa, el area de
superficie accesible, la barrera de lignina y la presencia de un revestimiento de
hemicelulosa en la celulosa (KUSCH et al., 2011; MOSIER et al., 2005). La avena es uno
de los materiales lignocelulésicos con mas fibras en su composicion. Un estudio realizado
por DITTGEN et al., (2015), indica que solo la cascara de avena posee un porcentaje de
lignina entre 26,1 %, celulosa 40,1 % y hemicelulosa 25,1 %. Estas proporciones son
mayores comparando con los porcentajes encontrados en muestras de otros cultivos
lignoceluldsicos de interés industrial, que segun PRINSEN, (2010), materiales como: el

bagazo de cafna de azucar posee 39,01 % de celulosa, 23,09 % de lignina y
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aproximadamente 24 % de hemicelulosas; el rastrojo de maiz posee 37,69 % de celulosa,
18,59 % de lignina y aproximadamente 24 % de hemicelulosas y la paja de trigo tendria
32,64 % de celulosa, 16,85 % de lignina y aproximadamente 22 % de hemicelulosas. La
velocidad con la que estas pueden ser degradadas depende mucho del porcentaje como

también de como estan organizadas.

2.5 BIOAUMENTACION

La bioaumentacion es conocida como una técnica que consiste en la
adicion de cepas especiales o cultivos mixtos a un sistema biolégico con el fin de mejorar
el proceso de interés. En ensayos de PBM, la técnica de bioaumentacidn podria ayudar a
contrarrestar problemas comunes que debilitan el proceso y reflejan resultados poco
satisfactorios. Por ejemplo, podria ser utilizado con el fin de encontrar cultivos con
capacidad de reducir el efecto de toxicidad del amoniaco, como también la degradacién
rapida de los AGV (LINSONG et al., 2022). Ademas, estudios demostraron la existencia
de un metandgeno hidrogenotréfico muy eficaz para aumentar la produccién de metano
en presencia de concentraciones altas de H: que pueden causar inhibicion de la
metanogénesis (XU et al., 2023).

La propuesta de la técnica de bioaumentacion parece simple y de
respuesta rapida, pero todavia existen cuestiones a ser resueltas sobre ella. Una de las
barreras de esta técnica segun RAPER et al. (2018) es el costo econdmico, incluyendo el
costo adicional y del mantenimiento. Otro de los puntos que puede representar un
obstaculo es la relacion entre los microorganismos locales y los agregados como
bioaumento, como también la dosis y frecuencia con la que deben hacerse el tratamiento.
Estos factores indican que son necesarias evaluaciones previas de viabilidad econémica

de la bioaumentacion antes de adoptar este tratamiento (JIANG et al., 2020).

2.6 EFECTOS DEL CAMBIO CLIMATICO EN AMBIENTES FRIOS

Los gases de efecto invernadero son gases que estan presentes en la
atmosfera que absorben y emiten radiacidon infrarroja (EASTERBROOK, 2016). Estos
gases tienen un efecto que los hace necesarios para la vida que conocemos, ya que

mantienen la temperatura de la superficie de la tierra entre 15 a 33 °C mas calido de lo
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que podria ser sin la existencia de estos gases atmosféricos. Sin embargo, si la
concentracion de estos gases sufre cambios, estos pueden alterar el equilibrio energético
del sistema climatico, aumentando el calor en la superficie de la tierra como lo hemos
experimentado en las ultimas décadas y la llamamos calentamiento global (US EPA,
2015).

Los efectos del calentamiento global tienen un efecto pronunciado facil de
observar principalmente en los ambientes frios. La temperatura aumenta a medida que las
concentraciones de gases aumentan y esto causa el derretimiento de la tierra, la nieve y
las capas de hielo. Con el derretimiento grandes superficies de tierra y agua que estaban
congeladas anteriormente se revelan y absorben mas calor proveniente del sol,
aumentando mas la temperatura en la tierra y derritiendo mas superficies en esos
ambientes, creando un feedback positivo conocido como retroalimentacion del albedo de
hielo (MACHIN OLIVERA, 2022; SOLOMON et al., 2007).

El metano (CH,) es uno de los principales gases de efecto invernadero
que aumenta el calentamiento global. Después del diéxido de carbono (CO,) es el
segundo compuesto de carbono mas abundante en la atmdésfera (CONRAD, 2007). La
mayor parte del metano que es emitida a la atmdsfera es de origen bidtico o biogénico de
origenes naturales. Varios estudios demostraron que la produccion biolégica de metano
puede ocurrir en diferentes ambientes anaerdbicos como humedales naturales,
reservorios de agua dulce con poco oxigeno, sistemas digestivos de rumiantes y cumulos
residuos organicos (MACHIN OLIVERA, 2022). Ademas de estos ambientes, también fue
reportada la emision de metano en ambientes frios como por ejemplo en permafrost
derretido (METJE; FRENZEL, 2007).

2.7 COMUNIDADES DE MICROORGANISMOS METANOGENICOS EN AMBIENTES
FRIOS

Segun estudios realizados por MACHIN OLIVEIRA (2022) con sedimentos
de 11 lagos ubicados en la Isla Rey Jorge - Antartica, existe una variedad en abundancia
y ocurrencia de grupos taxonomicos entre los lagos muestreados, sin embargo, afirma
que la mayoria de estos lagos poseen una comunidad de arqueas mayormente
dominadas por géneros metanogénicos. Estos estan representados por los géneros
Methanosaeta, Methanoregula, Methanosarcina, Methanosphaerula, Methanobacterium y

otros géneros de metanogénicos pertenecientes a la familia Methanomassiliicoccaceae.
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La familia mas abundante fue Methanosarcinaceae representando 38% de la abundancia
relativa promedio de la comunidad metanogénica. Otras familias metanogénicas que
fueron observadas con wuna abundancia relativa fueron Methanobacteriaceae,
Methanosaetaceae, Methanoregulaceae y Methanocellaceae. En cuanto a metanogénicas
de gran interés para la aplicacion en procesos de digestibn anaerdbica que fueron
hallados, fueron reportados metanogénicas hidrogenotréficas y acetoclasticas en el lago
China, mientras que en el lago Drake 3 solo se reportaron metanogénicas acetoclasticas.
El género hidrogenotrofico Methanoregula fue uno de los géneros mas abundantes en los
lagos Drake 2 y 3, representando entre 46 y 36 % de la abundancia metanogénica. La
abundancia relativa de la comunidad metanogénica en los lagos muestreados de la Isla
Rey Jorge puede ser observada en el Grafico 1 a seguir (MACHIN OLIVERA, 2022):

Grafico 1: Gréafico de abundancia relativa de grupos taxondmicos (orden, familia y género) de arqueas
metanogénicas en lagos de la Isla Rey Jorge. El tamafio de los circulos corresponde al porcentaje de

abundancia relativa.
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En este contexto, el estudio de cultivos mixtos tolerantes a un ambiente
extremo y a diferentes sustratos, podria ser un punto de partida para estudios para un

mejoramiento de procesos anaerobicos para produccion de metano.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

° Evaluar la biodegradabilidad y el potencial de produccion de metano de la avena 'y
evaluar el efecto de la técnica de bioaumentacion en la digestion anaerdbica utilizando un

extracto de suelo enriquecido proveniente de una colina en deshielo de la Antartica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Realizar un enriquecimiento utilizando una muestra de suelo en proceso de
deshielo, colectado de la Isla Deception, Whalers Bay - Antartica;
° Separacion de componentes mas densos de la muestra de suelo enriquecida por el

proceso de decantacion;

° Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la avena;

° Determinar Sdlidos Totales, Sélidos Volatiles y Sélidos Fijos del cultivo mixto;

° Determinar el Potencial Bioquimico Metanogénico de la avena;

° Evaluar el efecto de la técnica de bioaumentacidon con extracto de suelo

enriquecido sobre la digestion anaerdbica de avena.
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4. METODOLOGIA

4.1 MUESTRA DE SUELO ANTARTICO

El suelo en proceso de deshielo fue colectado durante la Operacion
Antartica (OPERANTAR) XLI entre los meses de noviembre y diciembre de 2022, en el
ambito del grupo de investigacibn Mycoantar. Las muestras fueron colectadas con el
auxilio de una espatula previamente limpiada con etanol 70%. Cerca de 10 cm de la parte
superior del suelo fue removida para retirar el hielo y posibles contaminantes. Las
muestras fueron recolectadas del suelo en proceso de deshielo sobre una colina en la Isla
Deception, Whalers Bay, Antartica, coordenada @ 63° 3' 33.7702" S 60° 57' 26.7559" W ,
y acondicionadas en bolsas de plastico de colectas esterilizadas, en triplicado. La
temperatura del suelo al momento de recolectar fue de 2.7 °C. La Figura 2 muestra el

mapa de la Isla Deception y apunta en rojo donde esta ubicado Whalers Bay.
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Figura 2: Mapa y ubicacion de la Isla Deception.
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4.2 COLECTA DE LA MUESTRA DE AVENA

La muestra de avena de hojuelas pequefias fue obtenida de la
aprehension de los érganos fiscalizadores y enviada a la unidad de demostracién de la

Itaipu Binacional por la cual el laboratorio de CIBiogas es responsable por la operacion.
Para la realizacion de los ensayos, la muestra de avena fue transportada hasta el
Laboratorio de Biogas del Centro Internacional de Energias Renovables - Biogas
(ClIBiogas), que posee acreditacion de la ABNT NBR ISO/IEC 17.025 desde el afio 2016,

por cumplir con criterios exigidos mundialmente para ensayos de PBM. En el laboratorio,

Versao Final Honol ogada
07/ 05/ 2024 15: 24

34



35

la muestra se mantuvo sobre refrigeracion en bolsas de plastico para la conservacion de
sus propiedades hasta el momento de inicio de los ensayos.

Antes de cada etapa del ensayo como la caracterizacién y la incubacion,
la avena fue retirada del refrigerador y dejada en reposo hasta alcanzar la temperatura
ambiente (entre 21 - 25 °C). Luego esta fue triturada, utilizando un licuador de la marca

Britania Diamante 800, hasta obtener una muestra con una mezcla de particulas menores.

4.3 CARACTERIZACION DE LA AVENA

La caracterizacion de la muestra de Avena Individual (Al) fue realizada en
el laboratorio de CIBiogas. Fueron realizados analisis descriptivos de las propiedades de
la AP, que incluyen analisis de sélidos totales (ST), solidos fijos (SF) y sélidos volatiles
(SV). Estos valores ayudan a calcular la concentracion del sustrato a ser utilizado para
una buena relacion sustrato/inéculo. Otros analisis fisicoquimicos no pudieron ser
realizados debido a la caracteristica predominantemente solida del sustrato. Todos los
procedimientos realizados fueron conforme al protocolo de actuacion del laboratorio.

Para el mejor aprovechamiento de la avena, este fue pretratado con un
proceso de trituracion, utilizando un licuador de la marca Britania Diamante 800, para
reducir la muestra en particulas menores.

Luego los ensayos de caracterizaciéon de ST, SF y SV fueron realizados
siguiendo el procedimiento adoptado por el laboratorio de ClIBiogas, que esta adaptado de
la metodologia presentada en el libro “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (APHA, 2017), con la adaptacion del método gravimétrico de numero
2540-B.

4.3.1 Solidos Totales (ST)

Los ensayos para la obtencién de valores de ST fueron realizados en
duplicados para garantizar la obtencidén de resultados precisos. Fueron utilizados crisoles
de porcelana, que fueron previamente preparados para el ensayo, siendo calcinados con
el uso de una mufla a 550 °C de temperatura por 1 hora. Estos crisoles fueron reservados
en un desecador para evitar el contacto de los crisoles con la humedad del ambiente.
Luego de unos minutos, con la ayuda de un termometro se midi6 la temperatura de los

crisoles para cerciorarse de que estos hayan alcanzado la temperatura ambiente. Cuando
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los crisoles alcanzaron la temperatura ambiente, estos fueron pesados utilizando una
balanza analitica para saber la masa de los crisoles vacios y el valor de los pesos se
registraron como P1.

Luego, las muestras de cada componente de los ensayos fue pesada en
los crisoles y los valores de estos fueron registrados como PA. Después, para la remocion
completa de la humedad de las muestras, estas fueron transferidas a una estufa, donde
estuvieron en reposo a una temperatura constante de 104 °C durante 12 horas.
Terminado ese proceso, los crisoles se colocaron en reposo dentro un desecador hasta
que alcanzaran la temperatura ambiente, para posteriormente ser pesados nuevamente
hasta la obtencion del valor de masa constante, o que llevdo a que los crisoles sean
puestos nuevamente en la estufa a una temperatura de 104 °C por un periodo de 1 hora.
El valor de la masa constante fue registrada como P2 (APHA, 2017).

El valor de ST se obtiene a través de la Ecuacion 5 presentada a
continuacion (APHA, 2017):

ST% = —a—-X100 Ecuacién (5)

Donde:

P1 = Peso del crisol vacio (g);

PA = Peso inicial de la muestra de AP (g);

P2 = Peso del crisol luego del secado de las muestras (g);

P3 = Peso del crisol luego de la calcinacion de las muestras (g).

4.3.2 Sélidos Fijos (SF) y Volatiles (SV)

La determinacion de los SF presentes en las muestras fue realizada a
través de la utilizacion de los mismos crisoles conteniendo la muestra después de
haberse realizado la determinacién de los valores de ST.

Para esto, los crisoles fueron calcinados nuevamente en una mufla a una
temperatura de 550 °C por 4 horas. Luego de la calcinacion, estos crisoles fueron
reservados en el desecador, y después de alcanzar la temperatura ambiente fueron

pesados por tercera vez para saber el valor de las masas hasta llegar a un valor

Versao Final Honol ogada
07/ 05/ 2024 15: 24



37

constante. Esto llevd a otro pasaje por la mufla a 5§50 °C por 1 hora y el peso luego se
registr6 como P3.

Los porcentajes de SV fueron calculados con base en el contenido
volatilizado durante la calcinacion de los SF. Los valores de SF y SV fueron obtenidos a

través de las Ecuaciones 6 y 7 presentadas a continuacion (APHA, 2017):

SF% = 4o = X100 Ecuacién (6)
SV% = %xloo Ecuacioén (7)

4.4 PREPARO DEL ENRIQUECIMIENTO UTILIZANDO SUELO ANTARTICO EN
DESHIELO

Los procedimientos para la obtencion del cultivo mixto fueron realizados
en el laboratorio G011 de la Universidad Federal de Integracion Latino-Americana
(UNILA). Para esto, primeramente todos los materiales utilizados fueron esterilizados
previamente. Luego, una muestra de suelo en deshielo tomada de la Isla Deception fue
retirada del congelador y colocada dentro de un flujo laminar previamente esterilizado
para que la muestra fuera descongelada. Seguidamente, con la ayuda de un Becker
esterilizado y papel aluminio para tapar el Becker, fueron pesados 5 gramos de la
muestra. Luego dentro del flujo laminar, a cada uno de 6 Erlenmeyers de 50 mL
conteniendo 40 mL de medio de cultura (m1) a base de peptona (0,25 g/50 mL de agua) y
azucar (0,1 g/50 mL de agua) previamente esterilizado, fueron agregados 5 g de la
muestra de suelo, tapados con tapones y agitados levemente para homogeneizar.
Seguidamente, a cada uno de otros 6 Erlenmeyers de 100 mL conteniendo 40 mL de
medio de cultura (m2) Nutrient Broth (NB) previamente esterilizados, fueron agregados
también 5 g de la muestra de suelo, tapados con tapones, y agitados levemente para
homogeneizar. Por ultimo, los Erlenmeyers conteniendo las mezclas mas 2 Erlenmeyers,
uno conteniendo el medio m1 (Control m1) y otro con medio m2 (Control m2) sin muestra

de suelo, fueron colocadas en un Shaker a una temperatura de 28 °C y RPM de 150 por
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un periodo de 15 dias. La visualizacion de la evolucion del enriquecimiento en diferentes

dias de incubacién pueden ser vistas en la Figura 3.

Figura 3: Cultivo microbiolégico m1 y m2 con 3 y 6 dias de incubacion.

(m2) dia 3 en shaker ) (m2) dia 6 en shaker

Fuente: La autora, 2024.

Luego de 15 dias, los Erlenmeyers fueron retirados del shaker para la
observacion. En los 6 Erlenmeyers m1 fueron observados la presencia de una pelicula de
color blanco cristalino en un medio levemente turbio. Mientras que los Erlenmeyers m2
demostraron un aspecto con mas turbidez, presentando un color mas opaco y presencia
de grumos. Los controles con los medios m1 y m2 sin muestra de suelo no presentaron
ninguna alteracion, como lo esperado. Los 6 m1 y 6 m2 con suelo indicaron que hubo
crecimiento microbiano por lo tanto estos fueron mezclados para formar un cultivo mixto
oriundo del enriquecimiento. Para formar el cultivo mixto con suelo enriquecido, los 6 m1y
6 m2 con suelo fueron colocados dentro de un flujo laminar, luego fueron agitados
levemente y con el auxilio de un embudo el contenido de cada uno de los 12 Erlenmeyers
fue vertido dentro de un frasco hermético previamente esterilizado y agitado con las
manos nuevamente de manera leve. El cultivo mixto de suelo enriquecido fue
transportado al laboratorio de CIBiogas, donde bajo las condiciones de este, la mayor

parte de los soélidos mas densos fueron separados por decantacion, retirando la fase
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liquida de la fase sedimentada, el liquido fue refrigerado para su conservacion para su
posterior uso en la incubacion para en el ensayo de PBM. Este cultivo mixto de extracto
de suelo, fue considerado como enriquecimiento del inéculo del laboratorio, por lo que
fueron adoptados los mismos métodos de manipulaciéon a la hora de la realizacion del
ensayo de PBM, utilizando como base la guia VDI 4630 (2016).

4.5 INOCULO

El in6culo es un medio que debe estar compuesto por bacterias
metanogénicas y asegurar la presencia de estas para la produccion de metano (BRES,
2019). Para asegurar la actividad del in6culo, son realizados previamente los ensayos
fisicoquimicos de este, ademas de la utilizacion de los controles positivo y negativo para
identificar el potencial del inéculo. Segun Raposo (2012), el origen y la mezcla de indculos
de diferentes origenes puede afectar los resultados de biodegradabilidad por la diferencia
en la concentracién de las comunidades microbianas presentes en cada inéculo. Esto es
comprobado por MBLLER; SOMMER; AHRING, (2004) en un estudio sobre productividad
de indculos de diferentes origenes, donde el rendimiento de produccion de metano es
mayor en el indculo proveniente de estiércol de cerdo (aproximadamente 530 L/Kg™ SV),
comparado con el inéculo de estiércol de vaca (468 L/Kg™ SV) que es muy utilizado para
la digestion anaerdbica.

El inéculo del laboratorio de Biogas es un lodo que esta compuesto en
mayor proporcion por efluentes de porcicultura y de estiércol bovino. Este es cultivado en
un reactor anaerébico de mezcla completa con un sistema operado de manera
discontinua y con un sistema de control de condiciones de temperatura estables (37,52
°C), pH (7,5) y agitacion constante. De forma diaria, el indculo recibe una alimentacion
compuesta por carbohidratos, proteinas vy lipidos. Y para mantener la productividad del
inéculo y conservar sus propiedades, este recibe periédicamente una carga organica
fresca compuesta por una mezcla de 70% de efluente de porcicultura y 30% de estiércol
bovino. Esta mezcla llamada de incremento, debe ser proporcionada al reactor anaerébico
una semana antes del ensayo de PBM, para aumentar la productividad del in6culo. En la
Figura 5 se puede observar uno de los reactores anaerébicos utilizados en el laboratorio

para el cultivo de indculo.
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Figura 4: Reactor anaerdbico para cultivo de in6culo

Fuente: La autora, 2024.

4.6 ENSAYO DE POTENCIAL BIOQUIMICO METANOGENICO (PBM)

4.6.1 Equipamiento de Fermentacion Anaerdbica

El ensayo de PBM fue realizado con base en la guia alemana VDI 4630
(2016) - “Fermentation of organic materials, characterization of the substrate, sampling,
collection of material data, fermentation tests” de la Verein Deutscher Ingenieure -
Asociacion de Ingenieros Alemanes, que define el procedimiento para digestion
anaerobica y los protocolos que son necesarios para la caracterizacion de los sustratos e
inoculos.

El equipamiento de fermentacion anaerdbica estd compuesto por un
digestor de vidrio de 250 mL, donde son agregados el inéculo y el sustrato, a este digestor
va acoplado un tubo de vidrio graduado de 0 a 500 mL cuyo nombre es eudidometro, al
cual es agregado el liquido de barrera que sirve de indicador (VDI, 2016).

El liquido de barrera es una solucion que esta compuesta por sulfato de
sodio decahidratado (Na,S0O,.10H,0) y acido sulfurico 99% (H,SO,), en una proporcién de
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7:1. Para abastecer los seis eudidmetros utilizados en los dos triplicados, fue necesaria la
preparacion de liquido de barrera utilizando 1 kg de sulfato de sodio decahidratado, 150
mL de acido sulfurico y agua destilada purificada hasta completar el volumen de un balén
volumétrico de 5 litros. Para la visualizacién del liquido de barrera son agregadas unas
gotas de anaranjado de metilo que sirve como indicador. El anaranjado de metilo presenta
un color rosado al entrar en contacto con el acido, debido a la sensibilidad a cambios de
pH (DIN 38414, 1985).

Siguiendo con la descripcion del equipamiento de digestion anaerdbica, el
eudiometro es conectado a un frasco compensador, que sirve como almacenamiento del
liquido de barrera cuando este es desplazado por el gas producido en el sistema, por un

sistema de vaso comunicante.

Los ensayos fueron realizados en un sistema operado de manera
discontinua, en triplicados, con una temperatura mesofilica (37,5 £ 2 °C) controlada por un
sistema de bafio maria. Este sistema de bafo maria consiste en una cuba con agua que
es calentada con ayuda de una resistencia o calentador y una bomba de agua para que la
temperatura del agua sea uniforme. Este calentador es regulado por un controlador, que
controla la temperatura del agua y la mantiene regulada a una temperatura mesofilica. En
la Figura 4 se puede observar a) el sistema de digestion anaerdbica instalada, ademas de

b) un registro de la realizacion de lectura de gases y c) el equipamiento lector de gases.
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Figura 5: a) Sistema de digestion anaerdbica instalada; b) Lectura de gases; c) equipamiento lector de

gases.

Fuente: La autora, 2024.

Antes de realizar las incubaciones, fueron hechos los calculos para la
definicion de las masas de sustrato e indculo a ser utilizadas en el ensayo de PBM. Estos
fueron calculados de acuerdo con la norma VDI 4630, que recomienda que, para evitar la
inhibicion durante el experimento, la cantidad de sélidos volatiles del sustrato no debe ser
mayor en proporcion cuando comparada con los sélidos volatiles del inéculo. Para esto se

aplica la Ecuacién 8 presentada a continuacién (VDI 4630, 2016):

SV de sustrato <0, 5 Ecuacion (8)

SV deinéculo —

La Avena Individual (Al) fue incubada en un triplicado solo con el in6culo,

ademas se realizdé la incubacion de avena mas el cultivo mixto (A+CM) junto con el
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inéculo como otro triplicado. Luego de la adicidon del in6culo y la avena, fueron agregados
30 mL de CM en cada digestor de este triplicado. Ademas, para el control negativo, fue
incubado el in6culo individualmente. Para la evaluacion de la eficiencia de la actividad
biolégica del in6culo, fue incubada una muestra de Celulosa Microcristalina, que es
reconocida como un sustrato de referencia y tiene un rango de potencial de produccién de
biogas estimada entre 740 a 750 LN.Kg SV, esta muestra sirve como control positivo
(VDI 4630, 2016).

Fueron calculadas las masas de la avena y de la celulosa microcristalina,
con relacion a la cantidad de indculo utilizado (200 g), en cada proporcién de 1:3 (S/1),

usando la Ecuacién 9 presentada a continuacion (VDI 4630, 2016):

Masa de la muestra (g) = ( %TZV ><100) Ecuacion (9)

Donde:
m: Masa (g) de SV en base humeda del inéculo (200 g) dividido por la proporcién
determinada (1:3);

%SV: Porcentaje de SV en base humeda de la muestra.

Las masas fueron pesadas en los biodigestores utilizando una balanza
semianalitica. En la Tabla 3 se muestran los valores correspondientes a las masas
previstas para cada muestra que fue calculada utilizando la Ecuacién (9), como también
se muestran los valores de masa real de estos y el volumen real (mL) del cultivo mixto
(CM). Los datos son presentados como la media del conjunto de valores, por lo tanto

estan acompanados de sus valores de desvio padron.
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Tabla 3 - Valores de masas utilizadas en el ensayo de PBM

Muestra Masa prevista Masareal del Masa prevista Masareal del Cultivo mixto
para el sustrato (g) del inéculo (g) inoculo (g) (CM) (mL)

sustrato (g)

CN (in6culo) - - 200 203,3+4,25 -

CP(Celulosa 1,40 1,38+0,005 200 205,9+0,80 -

Microcristalina)

Al 1,53 1,53+0,005 200 212,2+14,8 -

A+CM 1,53 1,59+0,08 200 202,5+1,50 30

CN: Control Negativo; CP: Control Positivo; Al: Avena Individual; A+CM: Avena+Cultivo Mixto

Fuente: La autora, 2024.

Dado que la concentraciéon de ST del cultivo mixto fueron en un porcentaje
menor que 1%, no se considerd un factor que pueda interferir en el calculo de masa, ya
que no influencia en la concentracion de ST y SV del in6culo.

Para iniciar con el proceso de incubacion. Primeramente, para garantizar
la condicién de anaerobiosis, fueron colocados en cada eudidmetro nitrégeno gaseoso
hasta comprobar que el sistema no poseia ninguna fuga y posteriormente el gas fue

liberado.
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El volumen de gas generado fue registrado diariamente observando la
graduacion del eudidmetro. La composicion de los gases fue determinada utilizando un
analizador multigas modelo GA 5000 de Landtec/Geotech. Este aparato posee sensores
electroquimicos e infrarrojos que permite la determinacién de las concentraciones de los
gases que componen el biogas.

Para el calculo de produccion especifica que indica la concentracion de
metano producido, fueron utilizados los valores de sélidos volatiles presentes en las
muestras. Y para la presentacion de resultados precisos, fue restada la humedad
proveniente del vapor de agua presente entre los gases, dejando asi el metano seco (VDI
4630, 2016).

El metano producido pasé por normalizacion para condiciones normales
de temperatura y presion (CNTP). El laboratorio de ensayos de PBM posee condiciones
de temperatura, presion y humedad diariamente controladas y registradas. Para la
obtencion del rendimiento de metano de la muestra (Al), el valor de la produccion de
metano del control negativo (negativo) fue restado de la media de produccion de metano
de los triplicados estudiados.

El laboratorio de CiIBiogas, mantiene las condiciones de pH,
concentracion de AGV vy alcalinidad del in6culo controladas, por medio de un monitoreo
realizado cada semana. Para estos son realizados semanalmente andlisis de coeficiente
FOS/TAC que es un indicador clave para la mantener la estabilidad del proceso ya que
auxilia en la determinacion de la concentracion de AGVs y carbono inorganico total del
indculo. Ademas el inéculo recibe alimentacion diaria rica en carbohidratos, lipidos y
proteinas, los cuales son pesados y mezclados en proporciones previamente calculadas
considerando la concentracion de SV, ST y SF de los sustratos.

El inéculo, es constantemente monitoreado por medio de analisis
fisicoquimicos para mantener el sistema en equilibrio. Luego de la colecta de las cargas
organicas que componen el indculo (efluente de porcicultura 70% y estiércol bovino 30%),
estos son transportados hasta el laboratorio donde con muestras de estos son hechos
analisis fisicoquimicos como, analisis de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y SV para
determinar el contenido de materia organica presente en estas y asi mantener la

estabilidad de la actividad bioldgica del inoculo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS FiSICOQUIMICAS

El ensayo de sdlidos totales es utilizado para la interpretacion cuantitativa
de los sdlidos presentes en una muestra, sean estos en forma de sustancias disolvidas,
en forma coloidal y en suspension (BOTELHO; LYRA, 1974). El porcentaje de ST en la
muestra de salvado de avena utilizada en este estudio fue de 88,78% de ST. Este valor
obtenido se acerca al valor presentado en un estudio hecho por DUBROVSKIS & PLUME
(2017), donde la muestra de salvado de avena triturada tuvo 90,17% de ST. La diferencia
entre los valores de ST en diferentes estudios puede variar, debido a variaciones en la
composicion del sustrato o por presencia de otras partes de la avena. El valor 4,94% de
ST presentes en la mezcla (A+CM), representa al total de sélidos presentes en la mezcla
de 30 mL de cultivo mixto (material liquido), mas los 1,53 g de avena (material s6lido). Los
resultados del test de soélidos totales presentes en 30 mL de CM individual indicaron un
0,65% de ST, que por ser menor que 1% no es un factor que pueda haber interferido en la
cantidad de masa utilizada. En la Tabla 4 son exhibidos los resultados de los ensayos de

ST, SV y ST, estos valores representan al promedio de los resultados de cada ensayo.

Tabla 4: Caracterizacion de Sélidos Totales, Volatiles y Fijos

Muestra masa(g) Volumen ST (%) SV'(%) SF'(%)
(mL)

Al 1.53 - 88,78 96,58 3,42

CM - 30 0.65 13.2 86.8

A+CM 1.53 30 4,94 86,11 13,89

":Resultados expresos en masa seca; Al: Avena lindividual; CM: cultivo mixto; A+CM: Avena+Cultivo Mixto; -
nada.

Fuente: La autora, 2024.
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Los solidos volatiles son aquellos presentes en una muestra y que
volatilizan por calcinaciéon. Luego de la determinacién de ST, la muestra es calcinada a
550°C, donde parte del material es oxidado (combustion) transformandose en CO, que es
evaporado. El material sobrante que no fue volatilizado es definido como la porcién de
sélidos fijos. Y el valor de so6lidos volatiles es determinado por la diferencia de solidos fijos
con relacion a los ST (BOTELHO; LYRA, 1974). La gran mayoria de los solidos volatiles
es material organico biodegradable y no biodegradable. Mientras que la gran mayoria de
los sdlidos fijos son de material mineral (BOTELHO; LYRA, 1974).

Se puede observar en la Tabla 4, que la concentracion de SF presente en
la avena individual fue de 3,42% Ilo que significa que la parte organica es
considerablemente mayor. Ya en el estudio realizado por DUBROVSKIS & PLUME (2017),
la concentracion de SF fue de 5,84%, que es un valor mayor de sélidos no aptos para
biodegradacion en la muestra. Esto indica una vez mas la diferencia que puede existir en
las muestras con relacién a la composicion de estas. En la mezcla de avena y cultivo
mixto (CM) se pudo observar un aumento de la fraccion de los SF, esto es debido a la
gran concentracion de SF presentes en el CM, que de los 0,65% de sdlidos totales
presentes en 30 mL de CM, 86,8% representa a la fraccion de SF no biodegradable, junto
con la fraccién de SF proveniente de la avena. La fraccion de SF que en su mayoria son
minerales provenientes del suelo, dependiendo de la concentracién, puede representar
una factor positivo o negativo. Si este suelo es rico en CaCO;, en una concentracion
adecuada para el sistema puede contribuir con la elevacion del pH en sistemas con altas
concentraciones de AGV, sin embargo en concentraciones altas puede contribuir a una
reduccion de CO, del sistema, que en concentraciones bajas, representa una menor
cantidad de aceptor de H, en el proceso redox que da origen al CH,, lo que significa
también una reduccion en la produccién de metano (LORENZO; ABREU, 2005). Sin
embargo, no existen informaciones precisas sobre el rango de concentracion de minerales
adecuados para sistemas de degradacién anaerébica.

En cuanto a los Sélidos Volatiles (SV), la muestra de avena individual,
presentd una concentracion de SV de 96,58%, es decir, que la muestra individual posee
un alto potencial de produccién de biogas. Los resultados del estudio realizado por
DUBROVSKIS & PLUME (2017) con relaciéon a SV, indicaron un porcentaje similar para la
muestra de avena individual triturada, que fue de 94,16% de SV, mientras que la muestra

de avena no triturada fue de 92,66% de SV. Este ultimo valor, demuestra la importancia
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del pretratamiento del sustrato para el mejoramiento del potencial de produccion de

biogas.

5.2 POTENCIAL BIOQUIMICO METANOGENICO (PBM)

5.2.1 Control Positivo

La muestra de celulosa microcristalina tiene como funciéon demostrar la
actividad biolégica que posee el inéculo, por eso es utilizada como control positivo. Es
posible esto ya que la celulosa tiene un potencial de produccién de biogas estimada
conocida en la literatura que es de 740 a 750 LN./Kg SV™'. Segun las normas establecidas
en la VDI 4630 (2016), para que los resultados sean confiables, la muestra estudiada
debe tener una produccion minima de 80% de ese valor. La produccion de celulosa
alcanzé la produccion de 684 LN./Kg SV de biogas que representa un 91,2% del valor
establecido por la norma VDI 3630 (2016). Estos valores confirman el potencial bioldgico
del inoculo para la digestion anaerdbica y que los resultados de produccién de biogas y
metano presentados son confiables. A continuacién, en el Grafico 2 es posible observar

la curva cinética de produccién de biogas de la celulosa microcristalina.
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Grafico 2: Promedio de la produccion acumulada de biogas del control positivo
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Fuente: La autora, 2024.

5.2.2 Comparacion de Datos y Evaluacion de la Técnica de Bioaumentacion con Cultivo

Mixto de Permafrost

Los resultados de los ensayos con avena individual y avena mas el cultivo
mixto (A+CM) fueron en un promedio de 595 LN/kg SV y 561 LN/Kg SV de biogas
respectivamente. Los resultados obtenidos por DUBROVSKIS & PLUME (2017), fueron
en un promedio de 400 LN/Kg SV y 439 LN/Kg SV de biogas para avena triturada y
avena no triturada respectivamente, sin el agregado de ningun aditivo y con el uso de 500
g de inéculo a base de estiércol bovino y 10 g de avena. Son muchos los factores que
pueden influir sobre el rendimiento de produccion de biogas, algunos de estos son, la
composicion del inéculo como mencionado anteriormente y la relacion sustrato/inéculo
(S/1). Segun ALEXIS et al., ( 2015), una relacién menor a 2:1 (S/I) permite un desempeno
adecuado del proceso de degradacion anaerdbica, mientras que con mayores valores, el
proceso tiende a desestabilizarse debido a la acidificacién por acimulo de AGV's.

Igualmente, los resultados del porcentaje promedio de metano producido
en los ensayos con avena individual y avena mas el cultivo mixto (A+CM) fueron

satisfactorios, ya que fueron en promedio de 53% de metano para la avena individual y
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57% de metano para la avena mas cultivo mixto (A+CM). Estos resultados también fueron
mejores que los resultados obtenidos por DUBROVSKIS & PLUME (2017), que
presentaron un valores de 48% de metano producido en el ensayo con avena triturada y
44% de metano con avena no triturada.

Existen muy pocos estudios sobre PBM de avena, siendo el estudio
publicado por DUBROVSKIS & PLUME (2017), uno de los mas aptos para la
comparaciéon, debido a la similitud de las caracteristicas del sustrato utilizado.
Comparando entre estos, los resultados obtenidos en el presente trabajo con apoyo del
laboratorio del CIBiogas, fueron relativamente mejores. En la Tabla 5 son presentados los
promedios de biogas y metano obtenidos en los ensayos de avena individual y avena mas
cultivo mixto (A+CM).

Tabla 5: Resultados de los ensayos de PBM

Ensayo Biogas LN/Kg SV Metano LN/Kg SV Metano (%)
Al 595+17,9 315+7,5 53
A+CM 561+26,5 319+0,0 57

Al: Avena Individual; A+CM: Avena + Cultivo Mixto.

Fuente: La autora, 2024.

Las mediciones de los ensayos fueron finalizados luego de 31 dias, una
vez que el volumen medido empezara a ser 0,5% menos del total de volumen acumulado,
de acuerdo a la guia VDI 4630 (VDI 4630, 2016). En el Grafico 3 se puede observar
como la produccion en ambas muestras presenta una caida abrupta entre los dias 15y
18, y luego empieza a subir nuevamente. Este fenomeno puede relacionarse a una falla
del controlador de temperatura que luego fue solucionado. También se puede observar
que la produccidon de biogas en ambas muestras crece exponencialmente hasta
aproximadamente el dia 10 y luego el grafico adopta una apariencia lineal, esto puede
significar que la mayor parte del material organico disponible fue degradado hasta ese

momento.
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Grafico 3: Promedio de produccion acumulada de biogas en el ensayo de PBM. Al: Avena Individual;
A+CM: Avena + Cultivo Mixto.
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Fuente: La autora, 2024.

La produccidn de biogas tuvo inicio inmediatamente luego de la
incubacion de las dos muestras en cuestion. Los resultados mostraron una menor
produccion de biogas en el ensayo con A+CM con relacién al resultado del ensayo con
avena individual. Sin embargo, como presentado en la Tabla 5, el contenido de metano
fue 4 % mayor en el ensayo con A+CM comparado con el ensayo con avena individual. La
muestra de avena en estudio, presenté valores de degradabilidad de 92,23% en el ensayo
de avena individual mas inoculo y 91,76% para la avena mas CM, es decir, del total de
biogas producido en los dos ensayos, mas del 90% fue proveniente de la avena.

La curva cinética de produccion de biogas para el ensayo A+CM, como
puede ser observado en el grafico 3, tiene un comportamiento similar al grafico del
ensayo con Avena Individual, sin embargo, el primer ensayo mencionado posee la
inclinacién de produccién maxima antes que el ensayo de la Avena individual. Esto indica
que la produccion maxima de biogas del ensayo A+CM es menor que lo obtenido en el
ensayo de la Avena Individual. Esta diferencia puede estar relacionada a muchos

factores, como los mencionados anteriormente en la seccidén 2.2.2 que a su vez pueden
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estar relacionados directamente al aumento de la concentracion de sodlidos fijos
proporcionados por la muestra del CM, estos sélidos fijos que en su mayoria pueden estar
representadas por minerales presentes en el suelo Antartico, pueden formar una capa de
sedimento que dificulte la actividad de los microorganismos y asi disminuir la produccion
de biogas. La diferencia en la produccion de biogas para cada ensayo puede ser debido a
cualquiera de los factores mencionados anteriormente, independientemente si en cada
ensayo existe una variable diferente o no, debido a que diferencias minimas en las masas
o en las condiciones pueden afectar la produccién de manera unica.

La avena representa una importante fuente para la produccion de biogas
por las toneladas de residuos que la produccién de esta genera cada afio a nivel mundial.
Segun la USDA - Foreign Agricultural Service, (2023), la produccion mundial de avena
entre los anos 2022/2023 fue de 25,24 millones de toneladas métricas. Sin embargo, la
digestion anaerdbica de la avena todavia presenta una barrera que es su naturaleza
lignoceluldsica. Debido a que las enzimas deben romper la membrana de barrera de la
lignina para poder tener acceso a la holocelulosa, la velocidad de reaccion esta
directamente relacionada con el area de superficie a la que pueden acceder las bacterias
hidrolizantes (KUSCH et al., 2011; TONG et al., 1990).

La técnica de bioaumentacion con cultivos mixtos puede ser un paso
clave para estudios relacionados a mejoramiento de digestién anaerdbica de materiales
lignocelulésicos. Sin embargo, en este estudio los resultados en la produccion de biogas
de avena no fueron muy satisfactorios con la bioaumentacion utilizando el ESE. Una
alternativa es la utilizacion del ESE realizado luego de estudios de mejoramientos en la
metodologia, como la evaluacion de diferentes medios de cultura, diferentes condiciones y
otros sustratos diferentes de la avena. Ademas, como visto anteriormente en la seccidn
2.2.2, la digestion anaerdbica esta influenciada por varios factores que se interrelacionan,
lo que la hace un proceso muy complejo que necesita ser estudiada con mas profundidad
sobre la relacién 6ptima de los factores mencionados y las proporciones adecuadas para
que estos funcionen de manera equilibrada, y asi poder aprovechar la técnica de la
bioaumentacion de una manera mas precisa y consecuentemente viable.

La mayoria de los trabajos sobre bioprospeccion y aplicacion de
microorganismos metanogénicos en ambientes frios han sido volcados a lagos vy
permafrost del hemisferio norte (MACHIN OLIVERA, 2022). No se han hallado estudios de
PBM de sustratos lignoceluldsicos utilizando extracto de suelo de la Antartica y en las

condiciones presentadas en el presente trabajo. Por lo tanto, es necesaria la realizacion
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de otros estudios para conocer mejor el potencial de produccion de biogas y metano
proveniente de extracto de suelo antartico. La mayoria de los estudios sobre
microorganismos metanogénicos de la antartica son trabajos que confirman la diversidad
de comunidades y la actividad metanogénica de estos, usando métodos moleculares o
realizando ensayos en anaerobiosis y utilizando sustratos especificos de la digestion
anaerdbica como H,, acetato o compuestos metilados para la determinacién de actividad
metanogénica (MACHIN OLIVERA, 2022; RAFAEL, 2018; FRANCO et al., 2011). Este es
un paso muy importante para la confirmacion de presencia de arqueas metanogénicas en
el suelo enriquecido, pero debido a la poca disponibilidad de tiempo no fue posible su
realizacion para este trabajo, por lo que puede ser un trabajo para estudios posteriores.
Todavia no se han reportado trabajos sobre digestion anaerdbica
realizados con microorganismos provenientes de la Isla Deception. Un estudio sobre
diversidad y adaptacion procariotica en la Isla Deception, relata que los grupos y arqueas
hallados en la Isla, especificamente en Whalers Bay y Fumarole Bay, presentaron una
combinacion taxondmica unica en comparacién con otros ambientes geotermales, ya que
en esta habitan microorganismos normalmente encontrados en ambientes geotermales
continentales, como marinos poco y muy profundos. Ademas, una de las observaciones
del autor es que las comunidades microbianas de la Isla poseen diferentes respuestas
metabdlicas y adaptativas de acuerdo a los gradientes de temperatura. También menciona
que parametros de pH, amoniaco y nitrato influenciaron positivamente a la diversidad de
arqueas. Y en cuanto a la diversidad de arqueas, los resultados indicaron que las arqueas
son predominantes en sedimentos de hieleras y que estos son en su mayoria
representados por arqueas metanogénicas de la orden Methanomassiliicoccales y
Thermoplasmales (BENDIA, 2017). En este contexto, los trabajos sobre diversidad de
metagendmicos de la Antartica sirven como justificativa y una puerta para otros estudios

para su aplicacién en la produccién de biogas a partir de residuos lignoceluldsicos.

6. CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados del PBM de avena presentados, demuestran que la avena
es un material con una caracteristica fisicoquimica con buen potencial para la produccion
de biogas. Sin embargo, la principal barrera es la caracteristica rigida proporcionada por

su naturaleza lignoceluldésica que afecta la velocidad de reaccién de la degradacion
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anaerobica. A causa de esto y buscando alternativas amigables con el ambiente, el uso
de cultivos microbioldgicos en estudios de mejoramiento de digestidbn anaerdbica puede
presentar resultados satisfactorios.

Los resultados del ensayo con avena individual demostraron una mayor
produccion de biogas comparado con el ensayo con avena y cultivo mixto a partir de
extracto de suelo enriquecido (ESE), sin embargo, el contenido de metano presentado por
el ensayo de avena y cultivo mixto fue 4% mayor que en el ensayo con avena individual
(57% y 54% respectivamente). Por otra parte, son necesarios mas estudios para saber
con mas profundidad sobre el cultivo metanogénico de ambientes frios y su potencial para
contribuir al mejoramiento de digestion anaerdbica de materiales lignoceluldsicos, ademas
de la relacion entre diferentes comunidades microbiolégicas.

Son muchos los factores que pueden influenciar en los resultados de cada
ensayo, por lo tanto, la adicion de un factor mas puede o no ser responsable de las
variaciones en los resultados. Una propuesta para préximos trabajos podria ser el estudio

de actividad metanogénica del cultivo mixto individual.
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