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INTRODUCCION

La digestion anaerobia (DA) es un proceso biolégico donde la materia
organica se degrada en ausencia de oxigeno para generar dos productos
principales: biogas y el lodo estabilizado, también llamado digestato (Miramontes-
Martmez et al., 2020). Como fuente de materia organica en DA los sustratos mas
empleados son residuos organicos (estiércol, aguas residuales, residuos
agroindustriales, la fraccion organica de los residuos procedentes de los hogares) y
cultivos energéticos. El biogas contiene un alto porcentaje de metano (entre 50-
75%) por lo que se puede utilizar en la generacion de electricidad y calor (Ahring
etal.,, 1995; Mata-Alvarez etal., 1992), si el metano se separa de los demas
componentes del biogas (tabla 1) puede emplearse directamente en vehiculos de
combustién o incorporarse a la red de suministro de gas. El digestato se compone
de una mezcla de materia organica no digerida y micro y macronutrientes (tabla 2)
gue puede usarse directamente como mejorador de suelo o someterse a un proceso
de secado para la generacion de biofertilizante (Converti et al., 1999; Simeonov,
2015). La principal materia prima y los productos de la DA se presenta de manera

grafica en la Figura 1.

Tabla 1. Composicion tipica (%) del biogas. (Instituto Mexicano del Petroleo, 2016)

Componente Porcentaje del volumen
total

Metano, CH4 50-75

Dioxido de carbono, CO2 25-45

Humedad, H20 2-7

Hidrégeno, Hz <2

Nitrégeno, N2 <2

Oxigeno, O2 <2

Sulfuro de hidrégeno, H2S <2

Monoxido de carbono, CO <1



Amoniano, NHz Trazas

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de digestatos obtenidos en DA en distintas
partes del mundo.

NTK P K Mg Fe Ca Co Ni

Fuente Lugar Sustrato a/kg BH me/kg BS
Moller, 2016 Alemania RA 753 176 3.76 | 1.2 - - - 12.4
Banks et al., Reino FORSU 5.32 - - - 11.5 - 8.3 273
2013 Unido
Nicholson Reino RA 467 061 1.96|0.07 - 0.6 - 42.5
et al,, 2016 unido
Monlau Francia Estiércol | 5.41 1.65 4.06 |095 44 2.2 - -
et al.,, 2015
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Figura 1. Principales materias primas y productos en los procesos de digestion
anaerobia.

Durante los ultimos afos la DA ha tenido un auge en paises de todo el mundo
como: fuente alterna de energia y gestion de residuos organicos en diferentes
escalas. En paises desarrollados la implementacion de la DA tiene como principal
objetivo la generacion de electricidad (Instituto Mexicano del Petroleo, 2016). La
Union Europea tiene la industria mas avanzada en cuanto a DA se refiere, es lider

en la generacion de electricidad a partir de biogas, con el 72 % de la produccién
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global instalada en sus méas de 17,000 digestores a gran escala (Scarlat et al.,

2018). En esta regioén (para el caso de Alemania) la produccion de biogas se basa

principalmente en desechos agricolas e industriales (Tabla 3) en digestores con

especial énfasis en la instrumentacion. Mientras que, en paises en vias de

desarrollo como la region asiatica y latinoamericana se utiliza la DA a pequefia

escala en digestores que basan su operacion de manera manual y con una nula

instrumentacién. China, emplea estos digestores domésticos como método de

gestién de residuos y suministro de biogas para cocinar (Vasco-Correa et al., 2018)

con mas de 43 millones de digestores instalados. La diferencia en instrumentacién

y enfoque de aplicacién de la DA en los paises del mundo puede verse reflejada en

las diferencias de tamafio y productividad en los digestores entre los paises

desarrollados y en vias de desarrollo (Tabla 4).

Tabla 3. Produccion de biogas en paises de todo el mundo. Adapatado de Deng

et al., 2014.
Produccién  Relleno Tratamiento  Otros (%)
de biogas sanitario (%) de agua (%)
EEUU 5095 75 2 23
Alemania 4213.4 6.3 9.2 84.5
China 3727.5 24 70 6
Inglaterra 1723.9 85.5 14.5 -
Francia 526.2 84 8 8
Tabla 4. Plantas de biogas alrededor del mundo.
Autor Region Sustrato Co- T°C Reactor Productividad
sustrato
Lo etal., AL EC 24-25  Tubular 0.15
2010 (12.3 m3)
Ferrer AL EV 25-27 Tubular (68 0.25
etal., m3)
2010
Marti- AL EC 15-21 Tubular 0.525
Herrero (12.9 m3)



et al.,

2015

Lindorfer  UE EC CE 39 CSTR 0.9
et al., (2000 m3)

2006

Lindorfer UE EC CE 39 CSTR 1.75
et al., (2000 m?3)

2006

De Vrieze UE CE RR 37 CSTR 2.34
et al., (3000 m3)

2016

EC=estiércol de cerdo; EV=estiércol de vaca; CE=cultivos energéticos; RR=residuos de rastro
AL=América Latina; UE=Unién Europea

La operacién continua de digestores anaerobios sufre periodos, que pueden
alargarse semanas o incluso meses, donde la degradacion de materia organica y la
produccion de bioenergia se ven limitadas. Esto ultimo debido a un fenbmeno
conocido como inestabilidad, que en DA se entiende como la incapacidad de
amortiguar los movimientos efectuados por perturbaciones externas al sistema de
bioprocesos (S. Liu, 2017). Los periodos de inestabilidad pueden tener graves
consecuencias econdémicas derivadas de un largo tiempo de inactividad o un alto
costo de reparacion. Estudios en digestores europeos a gran escala muestran que
el rendimiento de metano en una planta de biogas danesa disminuyé en un 70 %
durante varios meses por una perturbacién en la alimentacién (Nielsen & Angelidaki,
2008). En otro caso, el rendimiento de metano en un digestor a gran escala se redujo
en un 80 % por alrededor de 6 semanas tras accidentalmente introducir tolueno en
el influente (Kleybotcker et al., 2012). Para un digestor aleman a gran escala, una
disminucién de 30 % en el rendimiento de metano trae consigo pérdidas anuales

por mas de 0.1 millones de ddlares (Balussou et al., 2012).



Nielsen y Angelidaki, (2008) sefialan que a nivel industrial los principales
factores que propician la inestabilidad son el desconocimiento de la composicion de
los influentes a tratar y la nula vigilancia en la produccién de intermediarios
metabdlicos en el proceso. Para mitigar la inestabilidad y mejorar el estado de la DA
es crucial conocer el estado metabdlico de los digestores, tarea que puede lograrse

a traves de métodos de monitoreo y control (Boe et al., 2010).

El fin del monitoreo en la DA es lograr la estabilidad del proceso y maximizar
la productividad de metano (Ren et al., 2018). Los digestores pueden mantener
producciones estables si se mantienen variaciones minimas en la calidad del
sustrato que se alimenta y se opera a tasas de carga organica subéptimas (de 1-4
gSV L d?) como una medida de precaucion (Kleybocker et al., 2014), lo que resulta
en digestores sobredimensionados con bajos rendimientos de biogas y altos costos
operativos. Para contrarrestar la baja productividad es comun aumentar
paulatinamente la TCO. Pero si se alcanzan valores de TCO relativamente altos es
indispensable monitorear el proceso entero, lo que involucra la obtencién en tiempo
real de informacion caracteristica del digestor con el fin de tomar decisiones
operativas a tiempo, sin que la productividad caiga y el sistema se vuelva inestable
(Charnier et al., 2018). Desarrollar un sistema de monitoreo requiere de parametros
que brinden informacion valiosa sobre el estado metabdlico del digestor y de

dispositivos o técnicas de medicion de estos parametros.

Desde la década de 1940 se estudian los parametros Optimos para
monitorear el proceso de DA. Idealmente se busca que los parametros tengan una
alta sensibilidad y una respuesta rapida a los signos de inestabilidad en el proceso
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de DA. Con estas caracteristicas en mente se establecieron los indicadores de
alerta temprana (IAT) que adicionalmente buscan ser econdémica Yy
tecnolégicamente viables. Existen en la literatura dos grandes categorias de IAT

para detectar los sintomas de inestabilidad que revisaremos a continuacion.

Indicadores biol6gicos

Las comunidades microbianas en la DA son sensibles a perturbaciones
externas al sistema de bioprocesos (L. Li et al., 2018). Estos cambios tienen un
efecto en la actividad y composicién de las comunidades, que estan estrechamente
ligadas con la estabilidad del proceso. Se ha descubierto que cuando las
fluctuaciones en el proceso son pequeiias, el consorcio microbiano mantiene su
funcionamiento a través de 3 mecanismos: resistencia (los microorganismos toleran
los cambios y mantienen su composicion), resiliencia (el consorcio retorna a la
situacién previa a la perturbacion) y redundancia (un grupo distinto con la misma
funcién reemplaza al consorcio ante una perturbacion) (Allison & Martiny, 2008).
Estudiar el comportamiento y sucesion de los grupos de microrganismos a través
de estos mecanismos juega un rol importante para entender el estado de la DA. Se
han propuesto dos tipos de indicadores biologicos de alerta temprana: los

parametros ecologicos y los microorganismos indicativos.

Parametros ecoldgicos

La riqueza, la uniformidad y la dindmica son de los parametros mas usados
para describir el estado del sistema de bioprocesos. Estos 3 responden a las

preguntas de “quién esta alli”, “quién esta haciendo qué con quién" y “como se



comportan contra las perturbaciones”. La riqueza es importante por dos motivos, un
consorcio rico tiene mas opciones de rutas de degradacion y aumenta la posibilidad
de adaptarse a una perturbacién (Carballa et al., 2015; Regueiro et al., 2014). La
uniformidad es una medida de la distribucion de la abundancia. Una mayor
uniformidad representa una distribucion entre las especies dominantes y dispersas
que lleva a distintas rutas metabdlicas. Mientras que una uniformidad baja indica
que la comunidad es dominada por una o pocas especias, o que representa una
baja resistencia ante las perturbaciones (Kinet et al., 2015; Wittebolle et al., 2009).
La dindmica evalla la habilidad de las comunidades microbianas de adaptarse a

condiciones de estrés (De Vrieze et al., 2016).

Microorganismos indicativos

Algunos estudios han investigado el comportamiento de las comunidades
microbianas ante una perturbacion en la operacion de un digestor anaerobio para
seleccionar los microorganismos relacionados al estado del bioproceso. Se observé
una disminucion en la poblacion metanogénica ante el incremento de AGV en un
digestor anaerobio a escala industrial alimentado con residuos de comida (Williams
etal.,, 2013). Estos resultados sugieren que monitorear las poblaciones de
microorganismos dentro de los digestores brindan informacion valiosa sobre el
estado del proceso. Li etal, (2016) encontrd6 dos grupos resilientes
(Syntrophomonas y Treponema) ante un aumento en la TCO al digestor. Ambos
grupos aumentaron durante la etapa de inestabilidad y regresaron a su estado
anterior luego de la perturbacion, lo que sugiere su uso potencial como Indicadores

de alerta temprana.



A pesar de que los Indicadores biolégicos se enfocan en entender el
comportamiento de las comunidades microbianas y las interacciones de sintrofia,
competencia y depredacion entre sus grupos, su aplicacion a nivel industrial esta
lejos de ser unarealidad. En general, las técnicas que se aplican para estudiar a las
comunidades microbianas en sistemas anaerobios requieren mucho tiempo, tienen

un rendimiento relativamente bajo y solo pueden detectar microbios dominantes.

Indicadores fisicoquimicos

Los IAT fisicoquimicos son una medida de los intermediarios 0 productos
finales metabdlicos de la DA, que a menudo pueden determinarse a través de
técnicas de titulacién o cromatograficas in situ. A pesar de que las fluctuaciones en
los valores de los IAT fisicoquimicos son el resultado y no el origen de la
inestabilidad, el monitoreo de estos indicadores se vuelve una tarea mas rutinaria
en los digestores a nivel industrial. Los valores umbral para el limite de la estabilidad
de estos indicadores de alerta temprana también se han investigado extensamente
y se han propuesto varias condiciones de funcionamiento normales basadas en esta

informacion (L. Li et al., 2018).

Por ejemplo, la tasa entre alcalinidad intermedia y parcial (Al/AP), trata de
representar de manera simultdnea dos fenomenos importantes en la DA: la
generacion de acidos organicos y la capacidad buffer del medio en un mismo
indicador. Para la AI/AP se sugiere una tasa de 1.44 para evitar una operacion
inestable en reactores mesofilicos que utilizan estiércol como mono-sustrato (E. L.

Pereira et al., 2013); sin embargo, se propone una Al/AP de 0.44 para asegurar un
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rendimiento alto del reactor con este mismo sustrato (Santana & Oliveira, 2005);
ademas, se propone una Al/AP de 0.9 para un reactor termofilico cuando se tratan
lodos residuales (Ferrer et al., 2010); y se recomienda una Al/AP por debajo de
0.23 al tratar lodos residuales en régimen mesofilico (Fernandes & De Oliveira,
2006). Aunque se han realizado muchas investigaciones sobre éste y otros IAT,
hasta el momento no hay un consenso de qué valor utilizar que sea de aplicacion

universal para predecir inestabilidad en el proceso (Hagos et al., 2017).

Se han encontrado una gran variedad de valores umbral para un mismo
indicador (Tabla 4) algunos estudios con resultados contradictorios. Aunque se han
realizado muchas investigaciones sobre éste y otros IAT, hasta el momento no hay
un consenso de qué valor utilizar que sea de aplicacidon universal para predecir

inestabilidad en el proceso
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Tabla 4 Resumen de indicadores de alerta temprana de experimentos de digestion anaerobia llevados a cabo en las Ultimas décadas

Sustrato

Configuracion

Condiciones

Indicadores propuestos

Limite de estabilidad

Referencia

del reactor de operacion
Celulosa; glucosa Lote 35°C AGV <6000 mgL? Siegert et al., (2005)
RA; estiércol; LR ND ND AGV <4000 mgL? Lee et al., (2015)
Estiércol UFAF ND AGV <200 mgL? Santana et al., (2005)
Estiércol UFAF 225°C AGV <100 mgL? Pereira et al., (2013)
Estiércol UFAF 21°C AGV <150 mgL? E. Pereira et al., (2009)
Suero de queso; Estiércol PFR 26°C AGV <5000 mgL? Escalante-Hernandez et al., (2017)
RAg; Estiércol CSTR 54°C AGV <1500 mgL? Sgndergaard et al., (2015)
LR CSTR 55°C AGV <2500 mgL-! Ferrer et al., (2010)
FORSU CSTR 37°C AGV <2500 mgL-! Martin-Gonzalez et al., (2013)
Estiércol CSTR 35°C AGV <6000 mgL? Li (2013)
FORSU CSTR - AGV/AT 0.1-0.4 Zahedi et al., (2019)
RA; RJ Lote - AGV/AT 0.4-0.6 Brown & Li, (2013)
RR; RF; RJ CSTR 37°C AGV/AT <0.5 Korai, et al., (2018)
RA; FORSU CSTR 55°C AGV/AT <0.07 Ghanimeh et al., (2012)
Suero de queso; Estiércol PFR 26°C AGV/AT <0.4 Escalante-Hernandez et al., (2017)
RA Lote ND AGV/AT 0.3-0.4 Kong et al., (2016)
Estiércol CTR 23°C AGV/AT <0.6 Castro et al., (2017)
RC Lote 39°C AGV/AT <0.63 Pilarska et al., (2019)
RR Lote 35°C AGV/AT <0.5 Slimane et al., (2014)
Glucosa CSTR 37°C AGV/AT <0.15 Pontoni et al., (2015)
RA Lote ND AGV/AT <0.9 L. H. Wang et al., (2012)
LR UASB 30-35°C AGV/AT <0.3-04 Sanchez et al., (2005)
Estiércol; RFV; Purin CSTR 35°C AGV/AT <0.4 Callaghan et al., (2002)
Estiércol: RF PFR 31°C AGV/AT <0.08 Lane, (1984)
RA; FORSU CSTR 55°C HPr <488 mgL! Ghanimeh et al., (2012)
HAc; HPr; HBt; HEt Lote 35°C HPr <900 mgL™? Wang et al., (2009)
Estiércol ND 26-30°C HPr <5000 mgL-! Yeole et al., (1996)
Estiércol CSTR 55°C HPr <3000 mgL? Ahring et al., (1995)
LR AnMBr 55°C HPr <2000 mgL? Wijekoon et al., (2011)
HAc; HPr; HBt UFAF 20°C HPr <312 mgL? Demirel et al., (2002)
Estiércol Lote 38°C HPr <1000 mgL? Hobson & Shaw, (1976)
Glucosa CSTR 35°C HPr <2750 mgL? Pullammanappallil et al., (2001)
Estiércol CSTR 35°C HPr <1500 mgL? Holm t al., (2015)
HAc; HPr; HBt FBR 37°C HAC <200 mgL? Gorris et al., (1989)
LR CSTR 33°C HAc <4700 mgL? Kaspar & Wuhrmann, (1977)
Estiércol CSTR 35°C HAc <800 mgL! Hill & Bolte, (1987)
Estiércol CSTR 55°C HAC <6000 mgL* Ahring et al., (1995)
RA; FORSU CSTR 55°C HACc <825 mgL™* Ghanimeh et al., (2012)
LR CSTR 55°C HAC <600 mgL* Ferrer et al., (2010)
Glucosa CSTR 55°C HPr/HAc Marchaim et al., (1993)
Estiércol CSTR 35°C HPr/HAc <14 Hill & Bolte, (1987)
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LR
RA

RA; FORSU
Estiércol
Estiércol
LR
Estiércol
Estiércol
FORSU
Estiércol
FORSU
LR

RA

Estiércol; glicerol

RV

RFV; LR

CSTR
Lote

CSTR
UFAF
UFAF
UFAF
UFAF
Lote

CSTR
UFAF
CSTR
CSTR
UFAF
CSTR
CSTR

CSTR

55°C
ND

55°C
225°C
ND
21°C
24°C
35°C
37°C
21°C
37°C
55°C
30°C
35°C
55°C

35°C

HPr/HAc
HPr/HAc
Alk
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
Al/AP
CH4/CO2
AB/AT
AlIAT

<0.5
<0.08

<0.45
<1.44
<0.47
<0.23
<0.41
<0.3
<0.3
<0.85
<0.72
<0.9
<0.4
<0.4
<0.2
<0.8
<0.4

Ferrer et al., (2010)
L. H. Wang et al., (2012)

Ghanimeh et al., (2012)
Pereira et al., (2013)
Santana et al., (2005)
Fernandes et al., (2006)
Pererira et al., (2009)
Ripley et al., (1986)
Martin-Gonzélez et al., (2013)
E. Pereira et al., (2009)
Ferrer (2012)

Ferrer et al., (2010)
Balaguer et al., (1992)
Astals et al., (2012)

D. Liet al., (2018)

Arhoun et al., (2019)

Sustrato: FORSU=fraccion organica de residuos sélidos urbanos; RA=residuos de alimentos; RJ=residuos de jardin; RV=residuos de vegetales; RF=residuos de
frutas; RFV=residuos de frutas y vegetales; LR=lodos residuales; RR=residuos de rastro; RAg=residuos agricolas; RC=residuos de confiteria; HPr=acido propiénico;

HAc=éacido acético; HBt=acido butirico; HEt= etanol

Configuracién del reactor: CSTR=reactor continuo de tanque agitado; CTR=reactor tubular continuo; AnMBR=biorreactor anaerobio de membrana; UFAF=filtro
anaerobio de flujo ascendente; FBR=reactor de lecho fluidizado; PFR=reactor de flujo piston; UASB=reactor anaerobio de flujo ascendente con manto de lodos
Indicadores: AGV=4&cidos grasos volatiles; Al=alcalinidad intermedia; AP=alcalinidad parcial; AT=alcalinidad total; HPr=4cido propiénico; HAc=4cido acético
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APORTACION CIENTIFICA

En la comunidad cientifica no se ha realizado un trabajo donde se evalle la
capacidad predictiva de los IAT mas usados en el monitoreo de la estabilidad en los
procesos de produccion de biogas. Por lo tanto, la aportacion cientifica de este
proyecto es la evaluaciéon de la capacidad de los IAT para deteccién temprana de
fallas en los procesos de produccién de biogds como estrategia de generacion de
energia limpia y tratamiento de residuos. Esta evaluacion estara fundamentada en
el estudio profundo de los procesos de DA, el cual generara conocimiento en el area

de control y monitoreo de produccién de biogas.
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HIPOTESIS

La efectividad de la capacidad predictiva de los IAT para deteccion oportuna de
fallas, se evaluara a través de la induccién programada de falla en un proceso de

produccion de biogas en estado estacionario.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la efectividad de la capacidad predictiva de diversos indicadores de alerta

temprana en proceso de produccion de biogas.

Objetivos especificos

e Seleccionar los IAT en procesos de produccion de biogas sujetos a estudio.

+ Plantear y ejecutar las pruebas experimentales de induccion de fallas

programadas en proceso de produccion de biogas en estado estacionario.

« Evaluar la capacidad predictiva de los IAT para la deteccion oportuna de

fallas en la produccion de biogas.

16



METODOLOGIA DE TRABAJO

Materiales y métodos

Sustrato

Para evitar la variacion en la composicidon con respecto al tiempo que
presentan algunos residuos organicos, se empled el sustrato sintético de Astals
(2014. El sustrato incluye celulosa Sigma-Aldrich®, caseina Bacto® de grado
analitico y aceite de oliva extra virgen marca Hacienda Guzman como fuentes de
carbohidratos, proteinas y lipidos, respectivamente. Se agregd una solucién
inorganica como fuente de micro y macronutrientes; la formulacion se muestra en la

tabla 1.

Tabla 1. Concentracién de macro y micronutrientes de la solucion inorgénica.

Nutriente Concentracién (mgL™)
NH4CI 1500

KH2PO4 300

FeCls-6H20 5

NiSO4-:6H20 0.447
(NH4)6M07024-4H20 0.037

CoCl2-:6H20 0.4

In6culo

Se utilizé como in6culo el lodo del fondo de un digestor anaerobio tipo CSTR
que trata efluentes liquidos de una industria de produccion de chocolate en el

municipio de Montemorelos, Nuevo Leon. El In6culo fresco se transporto al
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laboratorio en recipientes de polietileno de 20 L y durante 48 semanas se mantuvo
a temperatura ambiente (24 °C) y bajo sello para minimizar la intrusién de oxigeno.
Se cuantificé la capacidad de produccion de metano de los microorganismos
presentes en el indculo a través de la metodologia descrita por (Hussain & Dubey,

2017).

Sistema de reaccion

El proceso de digestion anaerobia se llevo a cabo en dos reactores marca
Aplikkon® de vidrio de borosilicato de 6.5 (reactor 1) y 3 L (reactor 2). Cada reactor
cuenta con una brida de acero inoxidable en la parte superior, sellada con un
empaque de caucho, donde se encuentran los puertos de alimentacion, salida
efluentes liquidos y salida de gases. La salida de gases cuenta con un condensador
a contraflujo refrigerado por agua a 8 °C, para reducir la pérdida de humedad en el
reactor. El agua del condensador se enfria a través de un bafio de temperatura
marca Scorpion® con bomba de recirculacion. La salida de gases del condensador
estd conectada a una bolsa marca Tedlar® con capacidad de 5 L para el
almacenamiento del efluente gaseoso. Cada reactor esta conectado a una interfaz
de control de temperatura y agitacion, asi como un sensor de monitoreo de pH. La
temperatura se mantiene en régimen isotérmico a través de una mantilla de
calentamiento marca Aplikkon®. La agitacion motorizada se proporciona en la parte
superior con hélices Rushton (60 mm de diametro). En la figura X se muestra un

diagrama completo del sistema de reaccion.
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Figura 1. Sistema de reaccion. A= Reactor anaerobio; B= bafio de
temperatura con bomba de recirculacién; C= Interfaz de control y monitoreo; D=
sistema de captura de biogas; F= puerto de extraccién y alimentacion; G= mantilla
de calentamiento; H= sistema de agitacion.

Operacion del sistema de reacciéon

La operacion del sistema de reaccion esta dividida en 3 etapas: incubacion
(6 d), llegada al estado estacionario (39 d) y perturbacion (30 d). Se detallan

enseguida las particularidades de cada etapa.

Incubacién

Se cargaron los dos reactores a un 60% de su volumen total con inoculo. Se
burbujed nitrégeno grado industrial durante 5 minutos para promover condiciones
anaerobias. Para aclimatar a los microorganismos y eliminar la materia organica

residual de origen del in6éculo, ambos reactores se incubaron durante 6 dias a una
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temperatura de 35 °C y velocidad de agitacién de 200 rpm. El biogds generado

durante esta etapa se almaceno6 en una bolsa Tedlar de 5L.

Llegada al estado estacionario

Se mantuvieron las mismas condiciones de temperatura y agitacion que en
la etapa de incubacién. Ambos reactores se alimentaron durante 39 d en un régimen
semicontinuo bajo la siguiente estrategia: 2 partes (en volumen) de sustrato sintético
a una proporcién (base seca) 17% carbohidratos, 17% proteinas y 64% lipidos se
mezclaron con 1 parte de digestato recirculado. La alimentacion al reactor se
preparo diariamente y se mantuvieron constantes el tiempo de retencion hidraulico
(TRH) y la tasa de carga organica (TCO) de ambos reactoresen21dy 3 gSV L*
d?, respectivamente. Las muestras de digestato sobrante se almacenaron en
recipientes de PET a una temperatura de -4°C hasta su posterior analisis. El
volumen de biogas recolectado diariamente en las bolsas Tedlar® se midi6 a través
de una jeringa para gases de 500 mL marca Hamilton® y se almacenaron muestras
en botellas seroldgicas de 120 mL selladas con tap6n de caucho butilico, a las que

se les inyecto vacio.

Perturbacion

Luego de alcanzar el estado estacionario en la etapa anterior, se hizo una
perturbacion en la alimentacion a los reactores al retirar paulatinamente la fuente de
nitrogeno en el sustrato sintético. Se disminuyé un 10% diario el contenido de
proteina en el sustrato sintético que se alimenté en la etapa anterior y se compenso

la disminucion con un aumento proporcional del contenido de carbohidratos y lipidos
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hasta obtener un sustrato sintético con una proporcion (base seca) 20%
carbohidratos y 80% lipidos. Se mantuvieron las mismas condiciones de TRHy TCO
que en la etapa de estado estacionario. La alimentacion se mantuvo hasta que la

produccion diaria de biogas fue nula.

Métodos analiticos

Determinaciones fisicoquimicas

El in6culo introducido en el reactor se caracterizO mediante pruebas
fisicoquimicas estandar, tales como: perfil de sélidos (NMX-AA-034-SCFI-2001),grasa
cruda (NMX- AA-005-SCFI-2013), nitrégeno total kjedahl (NMX-F-068-1980), proteina
(NMX-F-068-1980), carbohidratos totales (calculados como los soélidos volatiles
menos la cantidad de proteina y grasa cruda), acidos grasos volatiles (AGV) y
alcalinidad (NMX-AA-036-SCFI- 2001). Las muestras diarias de digestato extraidas
del reactor se almacenaron a 4 ° C en contenedores de PET sellados, hasta su
caracterizacion mediante perfil de sélidos, AGV y alcalinidad, grasa cruda, proteina

y carbohidratos totales.

Determinaciones cromatograficas

La fraccion de metano se analiz6 a través de un cromatografo de gases
Shimatzu® equipado con un detector de ionizacion de flama. El programa del horno
del cromatografo fue el siguiente: mantener la temperatura del horno a 40 °C por
1.5 min, luego incrementar a razon de 40 °C/min hasta 200 °C. Se us6 N2 como gas

acarreador y una mezcla de Hz y aire para la ignicion. Las temperaturas del detector
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y del inyector fueron programadas a 280 y 250 °C, respectivamente. La relacion de
split de la muestra de gas en la camara de entrada fue de 100:1. Se realizaron tres

corridas utilizando estandar de CHa, con el fin de obtener la funcion de calibracion.
Métodos estadisticos

Se defini6 como estado estacionario del reactor cuando la produccién diaria
de biogas estaba dentro del 10% de variacion, durante al menos 6 dias consecutivos
(De Francisci et al., 2015). El dia de falla del proceso se determiné cuando sucedio
al menos uno de dos eventos: la reduccidn del pH del reactor a menos de 6.4 (Y.
Liu & Whitman, 2008) o una disminucion significativa (RSD> 20%) en el rendimiento
de CHa. Las desviaciones estandar relativas (RSD) se calcularon de acuerdo con la
ecuacion siguiente, para una evaluacién cuantitativa de las fluctuaciones en los

valores de los indicadores diarios en comparacion con el dia anterior.
2 —
/ i=1(x; — X)?
X

En la ecuacion anterior, S es la desviacion estandar del valor del indicador

S
RSD =

—X%x100% =
X

X 100%

medido en comparacion con el dia anterior, y x es el promedio de los valores en el
dia i e i-1. Cuanto mayor sea el valor de RSD, mayor sera la fluctuacion. El dia en
gue la RSD excede el 20% se determiné como el momento en el que se produjeron

cambios repentinos.
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