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RESUMEN

Los efluentes del beneficio himedo del café, cominmente conocidos como aguas mieles,
son generalmente desechados al ambiente sin tratamiento alguno y presentan una alta carga
orgénica. En funcion a estos factores se eligieron como sustrato para la produccién de biogas.
Especificamente se evalud la produccion de gas metano a través del proceso de digestion
anaerobia, utilizando como indculo estiércol vacuno fresco. Para esto se llevé a cabo el
ensayo del Potencial Bioquimico del Metano (PBM) utilizando bésicamente un equipo
manomeétrico de monitoreo continuo denominado OxiTop ® Control. Se evaluaron dos
proporciones sustrato/ indculo, obteniéndose como resultado un PBM de 481.2 ml CH./g SV
sustrato (329.0 ml CH./g DQO sustrato) para la relacion igual a 0,25 g SV sustrato/ g SV
inéculo y un PBM de 377.0 ml CH./g SV sustrato (257.7 ml CH./g DQO sustrato) para la
relacion igual a 0,5. El ensayo no se realiz6 a una temperatura controlada (promedio de 16°C)
con el objetivo de simular las condiciones de campo. Con este ensayo a nivel laboratorio se
demostrd que las aguas mieles son un sustrato capaz de degradarse de manera anaerobia para

la posterior produccion de biogas.

Palabras Clave

Digestidn anaerobia, potencial bioquimico del metano, agua miel, café, biogas.



SUMMARY

The effluents of the humid benefit of coffee, commonly known as honey water, are generally
discarded to the environment without any treatment and have a high organic load. Based on
these factors, they were chosen as a substrate for the production of biogéas (methane). The
production of methane gas was evaluated through the anaerobic digestion process using fresh
cow dung as an inoculum. Biochemical Methane Potential (BMP) test was carried out using
a continuous monitoring manometric equipment called OxiTop ® Control. Two substrate /
inoculum ratios were evaluated, resulting in a BMP of 481.2 ml CH4 / g SV substrate (329.0
ml CH4 / g COD substrate) for the ratio equal to 0.25 g SV substrate / g SV inoculum and a
PBM of 377.0 ml CH4 / g SV substrate (257.7 ml CH4 / g COD substrate) for the ratio equal
to 0.5. Temperature was not controlled (average of 16 ° C) in order to simulate the field
conditions. This laboratory-level test demonstrate that honey waters are a suitable substrate

for anaerobic digestion in order to produce biogas.

Keywords

Anaerobic digestion, biochemical potential of methane, honey water, coffee, biogas



I. INTRODUCCION

Toda actividad productiva genera residuos, ya sean solidos, liquidos o gaseosos, por lo tanto,
constituyen un problema global. Segin Suarez (2012) en la agroindustria del café solamente se
utiliza el 9.5 por ciento del peso total del fruto en la preparacion de bebidas y el 90.5 por ciento
restante son subproductos. Los subproductos liquidos son genrealmente vertidos a los cuerpos
de agua, generando contaminacién y disminuyendo la posibilidad de vida de los ecosistemas;
en el caso de los subproductos solidos suelen almacenarse durante la época de recoleccion para
luego ser retirados de las instalaciones y dispuestos sobre el terreno, contaminando de esta

forma el suelo.

El procesamiento industrial del fruto del café es realizado con el objeto de separar el grano de
café, para esto se debe remover la cascara y la parte mucilaginosa. En los procesos industriales
una gran cantidad de pulpa de café es producida como primer subproducto. Los residuos de
café y subproductos producidos durante el procesamiento constituyen una fuente de
contaminacion alta y generan serios problemas ambientales en ciudades productoras de café

(Corro et al., 2014).

Ademas de residuos solidos como la pulpa y el mucilago, se generan efluentes liquidos
conocidos como aguas mieles. Estas se caracterizan por su alto contenido de materia organica,
generalmente altos contenidos de glucosa y sacarosa, de concentracion y caudal variable

(Cérdenas y Ramos, 2009).

Dichos residuos deberian ser reutilizados e integrados a la cadena de produccion, por lo que es

necesario que este problema sea abordado por autoridades del sector publico, privado y la



poblacién. En ese contexto, el presente proyecto contribuird ofreciendo una evaluacion del
potencial de produccién de metano de las aguas mieles del café. Al determinar a nivel de
laboratorio cuales son las ventajas y desventajas de utilizar estos efluentes para la produccion
de biogas se podra desarrollar posteriormente una evaluacion a nivel piloto en el area de estudio.
La digestion anaerobia constituye una manera sostenible de manejar esta gran cantidad de
material organico residual pues hace posible un ambiente menos contaminado y genera energia

en forma de biogas y ademas fertilizantes naturales.

El café es el principal producto agricola de exportacion en el Per( y es el que ocupa mayor
extension territorial. Su produccion directa genera 43 millones de jornales al afio, a los que se
suman 5 millones de jornales generados por los servicios de comercio, industria y transporte,
que participan en la cadena productiva del café. Hoy en dia, el café peruano se esta posicionando
favorablemente en el mercado mundial. Hace diez afios ocupaba el puesto 15 en la contienda

exportadora, pero en el 2006 subi6 hasta el puesto 6 (Junta Nacional del Café, 2016).

Por lo tanto, los granos de café pueden llegar a ser mas competitivos en el mercado internacional
si se disminuye la huella de carbono que se genera en su produccion. Esto se lograra si se
consigue el maximo aprovechamiento de los residuos generados y el reemplazo total o parcial

de los combustibles convencionales por biogas (Quipuzco, 2016).

La digestion anaerobia ofrece una oportunidad viable de aprovechamiento de estos residuos
organicos mediante un proceso de degradacion bioquimica en ausencia de oxigeno, el cual
genera como producto principal gas metano. Este biogas puede servir como una fuente

energética in situ para las poblaciones que se dedican a la produccion del cafe.

La digestion anaerobia se aplica a escala industrial en reactores UASB, EGSB, etcétera;

mientras que a escala rural se opta por un mecanismo mas sencillo y econémico denominado



biodigestor. Es necesario evaluar las caracteristicas y el desempefio tanto de los sustratos como
de las comunidades bacterianas a utilizar en estos reactores. Dicha evaluacion se realiza
comunmente mediante la prueba del Potencial Bioquimico de Metano (PBM) y la prueba de
Actividad Metanogénica Especifica (AME) en el laboratorio. Estas pruebas permiten tener idea
general del comportamiento que tendra nuestro reactor a escala real pues las condiciones de
trabajo suelen ser bastante variables en comparacién a las condiciones ideales configuradas en

el laboratorio.

De acuerdo a la introduccion presentada, el objetivo general de la presente investigacion es:

e Determinar el potencial de produccién de metano de las aguas mieles del beneficio

haimedo del café.

Asimismo, se consideraron los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del indculo (estiércol de ganado vacuno).
e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato (aguas mieles del beneficio
humedo del café).

e Determinar la produccion de metano mediante la prueba del Potencial Bioquimico del
Metano (PBM).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. SECTOR CAFETALERO EN EL PERU
El IV Censo Nacional Agropecuario (2012) indica que el cultivo que ocupa la mayor superficie
es el café, con 425 416 hectareas, las cuales constituyen el 10,2 por ciento de la superficie

cultivada. Dieciocho afios antes del censo (1994), el area constituia solo la mitad.

Dos millones de personas participan de la actividad diseminada en 15 departamentos, 57
provincias y 338 distritos. La mayor concentracion del area cafetalera se encuentra en los
departamentos de Junin, San Martin, Cajamarca, Cusco y Amazonas, representando todas ellas

el 89 por ciento del area productiva (MINAGRI, 2016).

La produccién de café en la ultima década ha fluctuado entre 180 mil y 330 mil toneladas, con
una tendencia general creciente. Asi, se tiene una productividad promedio por hectarea de 13
quintales 0 600 Kg. Esta condicién ha permitido que el Peru se ubique entre los seis primeros
paises productores de café a nivel mundial, detras de Brasil, Vietnam, Indonesia, Colombia e
India. No obstante, a pesar de tener competitividad en términos de volumen de produccion y
contar con condiciones de produccion propicias, el rendimiento de la produccion nacional de
café se encuentra rezagado en comparacion con otros paises de similares caracteristicas, tales

como Honduras y Costa Rica (MINAGRI, 2016).

La variabilidad y bajo nivel del rendimiento en la produccion que se presentd durante el periodo
2011 - 2014, responde a una diversidad de factores, entre los que puede considerarse la falta de
asistencia técnica, la asimilacién de la tecnologia por los caficultores y la incidencia de plagas

como la roya amarilla. De acuerdo con cifras del IV CENAGRO, correspondientes al afio 2012,



alrededor del 86 por ciento de hectareas de café no ha contado con asistencia técnica, lo cual
redunda directamente en un bajo desempefio de la produccion. Cabe resaltar que los
departamentos que concentran mas del 90 por ciento de la produccion (Amazonas, Cajamarca,
Cusco, Junin y San Martin) evidencian altos niveles de hectareas sin asistencia técnica

(MINAGRI, 2016).

En la actividad cafetalera estan involucradas mas de 223 mil familias de pequefios productores
y, de ellos, el 95 por ciento es propietario de cinco hectareas o menos. Del total, solamente el 7
por ciento tiene acceso a crédito, el 30 por ciento pertenece a alguna organizacion y el 20 por
ciento logra exportar su café de manera directa (MINAGRI, 2016). Segun Marapi (2013) el
reconocimiento mundial que ha obtenido el café peruano, organico y especial, en los ultimos
afios, se ha debido sobre todo a que los pequefios caficultores han decidido apostar por la

asociatividad a través de las cooperativas agrarias.

2.2. BENEFICIO HUMEDO DEL CAFE

El beneficio himedo del café es uno de los procesos que tiene enorme influencia en la calidad
del grano de café y finalmente en la taza, elementos muy importantes para establecer los precios
internacionales que proporcionan las divisas necesarias para el desarrollo econémico de los
paises productores; pero al mismo tiempo juega un rol preponderante al aportar cantidades
significativas de contaminacion para el medio ambiente, ya que los desechos solidos (pulpa y
cascarilla) y liquidos (aguas mieles) son descargados directa o indirectamente a las fuentes de
agua y generalmente la cercania de estas Ultimas esta estrechamente ligada con el

funcionamiento del beneficio mismo (Orozco et al., 1992).

A continuacion se presenta la composicion del fruto del café se indica en la Figura 1.



Mesocarpio

(Mucilago) Espermodermo

(Pelicula plateada)

Exocarpio
(Pulpa)

Endospermo
(Semilla)

Endocarpio
(Pergamino)

Figura 1: Composicion del fruto del café
FUENTE: Red de Técnicos en Beneficiado de PROMECAFE, 2010

Es importante aclarar que existen dos tipos de beneficios del café: por proceso seco y por
proceso himedo, ambos tienen como objetivo remover las envolturas que cubren la semilla del

fruto del café.

El beneficiado seco consiste en someter los frutos recolectados a secado inmediato,
deshidratdndolos con el objeto de preservar los granos de café (almacenamiento) y trillarlos
después, removiendo en una sola operacion todas las coberturas deshidratadas (exocarpio,
mesocarpio, endocarpio y parte del espermodermo) para dejar la semilla (endospermo o grano
oro) y someterla después al proceso de torrefaccion (tostado) y posterior preparacion de bebidas
u otro proceso industrial. Este beneficiado del café se emplea en la preparacion de cafées

robustas, que tienen poco mucilago (Guerrero, 2007).

El beneficiado himedo se realiza en dos fases denominadas via hiUmeda y via seca, la primera

debe su nombre al uso de agua para el proceso y la segunda a raiz de efectuarse las operaciones



en ausencia total de agua. En la fase himeda se efectla el despulpe del café donde se remueve
la cascara del fruto, luego se realiza la separacion del mucilago a través de fermentacion natural
0 remocion mecanica (desmucilaginado), para después deshidratar los granos de café
pergamino y preservarlos durante un periodo de almacenamiento temporal. La fase seca se
realiza para remover de la semilla el pergamino y parte de la pelicula plateada para realizar
después el proceso de torrefaccion (tostado) y posterior preparacion de bebidas u otro proceso
industrial. Este beneficiado del café se emplea en la preparacion de cafés arabicas, que tienen

mucilago (Guerrero, 2007).

Armas et al. (2008) identifican los impactos al medio ambiente por el proceso del beneficiado

himedo del café sefialados en el Tabla 1.

Tabla 1: Identificacion de impactos al ambiente debido al proceso de beneficiado
hamedo del café

Actividad Componente Identificacidn del impacto o efecto

Agua Contaminacion del agua (agua de despulpe y

Despulpe del fruto de escurridos de la pulpa)
café fresco

Aire y suelo Residuos solidos: olor en la pulpa de café

Agua Residuos sdlidos producidos por el mucilago
Eliminacion del
mucilago y lavado del
café

Contaminacion como producto de las aguas
Aire y suelo mieles, asi como malos olores producidos por
éstas bajo el efecto de fermentacion

FUENTE: Armas et al., 2008.



En la fase humeda del beneficio se utiliza agua para efectuar el despulpe, la remocion del
mucilago, clasificacion del café y el lavado; contaminandose en el proceso y cambiando su
estado natural de agua limpia a agua residual o contaminada (Guerrero, 2007). En la Figura 2,
se observan las diferentes etapas del proceso de produccién de granos de café. Como ya se
menciono anteriormente, las etapas de despulpado, fermentacién y lavado son las que generan

los efluentes liquidos, denominados comunmente aguas mieles.

COSECHA DESVANE DESPULPADO
Se corta el fruto rojo del cafeto y Se separan los granos que Remover la cascaray la pulpa
se llevan a un lugar hiumedo hayan sido perforados. de los granos.

Manual: garantiza la calidad
6ptima del café.
Mecanica: se arrancan todas las
cerezas.

1 g 2 3 R
FERMENTACION LAVADO SECADO
En tanques las sustancias muci- Se lava, se escurre el café y se Lento, a bajas temperaturas (rayos
laginosas se descomponen. quita la miel de la cereza. solares) o aire caliente limpio en

secadoras se obtiene el llamado

I beneficio seco.
Y |@| N . 6

PERGAMINO TRILLA TORREFACCION
Despojar el café de la cascara que El grano pergamino pasa por un Tostado, se desarrolla el aroma y
cubre el grano, clasificandolo descascarado para obtener el café sabor seglin la temeratura.

seguin su tamafio, color y forma. excelso, almendra o café verde.
‘/
7 8 \ 9 W&

Figura 2: Etapas de produccion de grano de café

FUENTE: Tapia, 2014. (Modificado con propésitos del proyecto)



2.2.1. RESIDUOS GENERADOS

a)

b)

PULPA
Es un subproducto s6lido, el que mayor volumen y peso representa. Segun datos indican, la
pulpa representa el 40 por ciento del peso en fresco del fruto de café maduro. La composicion
quimica de este residuo aporta una carga contaminante de 0.44 kilogramos DQO por

kilogramo de café oro producido (Garcia, 2014).

Segun Armas et al. (2008), algunos de los riesgos al ambiente que genera la pulpa del café
son los siguientes: contaminacion del suelo por los &cidos organicos que se generan por su
descomposicion, constituye un sustrato ideal para la proliferacion de larvas de moscas, emite
olores desagradables a los nucleos poblacionales cercanos, genera exudados con alto grado
de DQO y DBO los cuales no se depositan en fosas de almacenamiento generando asi otros
focos de contaminacion, por otro lado puede producir combustion instantanea debido a la

emision de metano originado por la descomposicién y fermentacion de la materia organica.

MUCILAGO
Es un hidrogel (sistema coloidal liquido liofilico) que posee una carga contaminante
equivalente a 0.075 kilogramo DQO por kilogramo de café oro producido, representa entre
el 15.5 y 20 por ciento del peso del fruto, y constituye un contaminante potencial por su alto
contenido de azucares, pectinas y acidos organicos. El pH del mucilago en café maduro es

de 5.6 a 5.75 (Garcia, 2014).

Segun Armas et al. (2008), algunos de los riesgos al ambiente que genera el mucilago del
café son: el incremento de vectores como moscas, zancudos y mosquitos, los cuales pueden
causar enfermedades a las poblaciones cercanas, emite olores putrefactos que causan cefalea,

vértigos, nausea y vomitos a los pobladores, filtran aguas con alta carga de DQO y DBO



dafiando los mantos acuiferos de la zona y contaminan el suelo por las altas cargas de

sustancias acidificantes de origen organico

Tanto la pulpa como el mucilago representan aproximadamente el 60 por ciento del peso del
fruto de café y ocasionan el 90 por ciento de la contaminacion que genera esta actividad.
Esta contaminacion expresada en términos de la Demanda Quimica de Oxigeno y de Solidos
Suspendidos Totales equivale a 0.57 kg DQO/kg café pergamino seco y 0.27 kg SST/kg café

pergamino seco respectivamente (Armas et al., 2008)

c) AGUA MIEL
La naturaleza quimica de este subproducto estd relacionada con la composicién
fisicoquimica de la pulpa y el mucilago, debido a que estos dos elementos proporcionan
particulas y componentes durante el contacto turbulento e intenso con el agua limpia,
aportando de esta manera, materia organica, fdésforo, nitr6geno, carbohidratos no
fermentados, alcoholes, &cidos organicos, taninos, cafeina, &cido caféico y é&cido
clorogénico. Contiene una alta cantidad de sélidos sedimentables, azucares, materia soluble
y en general materia organica en abundancia, lo que la hace altamente contaminante (Garcia,

2014).

La concentracién en materia organica de las aguas mieles vertidas depende del volumen de
agua utilizado por el Beneficio, y en particular si hay recirculacion de agua o no. Esta
concentracion se ubica entre 5000 y 10000 mg/L de DQO. Al comparar la concentracion en
materia organica de las aguas mieles con la concentracién del agua negra urbana (entre 500

a 1000 mg/L de DQO), la primera resulta ser diez veces mayor (Armas et al., 2008).
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2.2.2. ALTERNATIVAS PARA EL MANEJO DE RESIDUOS
En el presente proyecto se evaluara el uso de las aguas mieles como sustrato en reactores
anaerobios. Como se observa en el Tabla 2 dentro de las ventajas del proceso se encuentran
que posee una buena remocion de materia organica, produce biogas, pero también posee

algunos inconvenientes en cuanto a su complejidad y sus costos.

Tabla 2: Alternativas para el tratamiento de las aguas mieles

agua.

. Mecanismo de Eficiencia .
Alternativa i . Observaciones
funcionamiento observada
Infiltracion en terrenos de
Riego de cultivo. Aprovechar Afecta los cultivos
cultivos materia organica en el por quema.

Disposicion en

Evaporacion e infiltracion

En dependencia de

Barato, pero existe el
riesgo de contaminar

Sedimentacion

solidos en suspensién

eliminacion soélidos
de mayor tamafio.

el factores climaticos y
de las aguas. el
terreno del terreno. .
manto freatico.
) ., Bastante eficiente;
Tamizado/ Eliminacién de los

Tratamiento

Eliminacion de sélidos en
suspension, a través de

Bastante eficiente,
elimina los solidos y

anaerobias)

ser aprovechado

quimico coagulacién/floculacion y malos olores
sedimentacion. presentes en el agua.
Las lagunas
Eliminacion de material . facilmente se
. . ., Poca materia i
Lagunaje disuelto y en suspension, L. . acidifican y crean un
. ; . organica removida . s
facultativo o a traveés de actividad ambiente acido no
. N por procesos
anaerobio bioldgica (algas y . apto para las
. biologicos. .
bacterias). bacterias
descontaminantes.
Eliminacion de material | Buena remocion de i .
. L . - Manejo complejo y
disuelto y en suspension a | materia organica.
Reactores . . . caro, en cuanto a
. través de actividad Produccion de gas . .
anaerobios . . inversion y
bioldgica (bacterias metano que puede .
operacion.

FUENTE: Garcia (2014).
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2.3. DIGESTION ANAEROBIA Y BIOGAS
La digestion anaerobia es un proceso microbioldgico de descomposicion de la materia organica,
en la ausencia de oxigeno, comun en diversos ambientes naturales y ampliamente aplicado

actualmente para producir biogas en reactores anaerobios, comiunmente Ilamados digestores.

Una amplia gama de microorganismos esta involucrada en los procesos anaerobicos, los cuales
tienen dos principales productos finales: biogas y biosol. El biogas es un combustible gaseoso
compuesto de metano, diéxido de carbono y pequefias cantidades de otros gases y elementos
traza. El biosol es el sustrato descompuesto, rico en macro y micro nutrientes, este es apropiado

para ser utilizado como fertilizante (Al Seadi et al., 2008).

Asi como en el gas natural de origen fosil, el principal componente del biogas, el cual determina
el contenido de energia del mismo, es el metano el cual es inflamable (CH4). Dependiendo del
sustrato que es digestado en la planta de biogés, el contenido de metano fluctta entre 50 y 75
por ciento. El segundo componente principal del biogas es el dioxido de carbono (CO>) el cual
se encuentra entre un 25 y 50 por ciento. Otros componentes del biogés son el agua (H20),

hidrogeno (H.) y trazas de azufre (S2) y sulfuro de hidrogeno (H2S) (Da Costa, 2013).

El biogas es usualmente limpiado, en este proceso se remueven los sulfuros y la humedad, y
luego es conducido a través de tuberias hasta su punto de uso. La mayoria de plantas de biogas
usan unidades CHP (Combined Heat and Power) para producir electricidad para la red nacional
y calor para el uso local. Dichos motores combinados convierten la energia mecanica en

electricidad (Gerlach et al., 2013).

Diferentes tipos de biomasa pueden ser usadas para la produccion de biogas. En el caso de
plantas de biogas agricolas, el material de alimentacién o sustrato usado incluye: material

vegetal fresco o ensilado, excrementos de animales, residuos de la produccion agricola o de
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alimentos, materiales residuales. Las capacidades tecnologicas y microbioldgicas de la planta,
la disponibilidad del sustrato, condiciones legales, y la estrategia de los operadores influencian

en la eleccion del sustrato (Gerlach et al., 2013).

Es importante tener en cuenta que las bacterias formadoras de metano estan presentes cuando
se utiliza estiércol de ganado como sustrato, pero estas requieren un largo tiempo para
multiplicarse hasta conformar una poblacién productora de metano eficiente. Con la finalidad
de reducir el tiempo para que dichas bacterias se estabilicen en un nuevo digestor, es
recomendable que se utilice una poblacién microbiana activa, denominada inoculo, que

provenga de otro reactor anaerobios en funcionamiento (Boopathy, 1987).

Cabe sefialar que la produccion y coleccion de biogas como proceso bioldgico fue documentado
por primera vez en el Reino Unido en 1895. Desde ese entonces, el proceso fue desarrollado y
ampliamente aplicado para el tratamiento de aguas residuales y estabilizacion de lodos. La crisis
energética de los afios setenta generd conciencia acerca del uso de energias renovables,
incluyendo la generacion de biogés por digestion anaerobia. El interés en el biogas se ha
incrementado actualmente debido a los esfuerzos globales por desplazar el uso de combustibles
fosiles y por la necesidad de encontrar soluciones sostenibles para el tratamiento y reciclaje de

estiércol y residuos organicos (Al Seadi et al., 2008).

Existe preocupacion por parte de los expertos en cuanto al uso del biogads como fuente de
energia sustentable. Basicamente debido a que existe una gran brecha entre los dos diferentes
origenes de los sustratos con los cuales son alimentadas las plantas de biogas: residuos agricolas
o0 cultivos energéticos. La reserva sin explotar de residuos organicos a escala mundial es

enorme, sin embargo, también existen enormes areas de tierra disponibles para sembrar cultivos
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energéticos (Da Costa, 2013). Es importante tener en cuenta este punto pues los gobiernos

deben velar por la seguridad alimentaria de su poblacion.

Se pueden sefialar muchas ventajas de la aplicacion de la digestion anaerobia para produccion
de biogas, entre los principales beneficios para la sociedad se encuentran: reduccién de las
emisiones de gases de efecto invernadero y mitigacion del calentamiento global, provision de
energia renovable, reduccion de la dependencia de combustibles fdsiles, reduccion de la
cantidad de residuos, generacion de puestos de trabajo, no se requieren grandes cantidades de
agua y ademas su uso es flexible y eficiente. Por otro lado, también se pueden sefialar varios
beneficios para los agricultores entre los cuales se encuentran: obtencion de una ganancia
adicional, obtencion de un excelente fertilizante, cierra el ciclo de nutrientes, los materiales de
alimentacion son flexibles y se reducen los olores, mosquitos y enfermedades (Al Seadi et al.,

2008).
2.3.1. ETAPAS DE LA DIGESTION ANAEROBIA

a) HIDROLISIS
Esta es la primera etapa en los procesos de digestion anaerobia e involucra enzimas
mediadoras de la transformacion de materiales organicos solubles y componentes de masa
molecular mas grande como lipidos, polisacaridos, proteinas, acidos nucléicos, entre otros.
Esta etapa es generalmente el paso limitante de la digestion anaerdbica cuando se utiliza
materia orgénica solida como sustrato. La hidrolisis es llevada a cabo por anaerobios
estrictos como bacterioides, clostridium y bacterias facultativas como estreptococos. Esta
primera etapa es muy importante debido a que las grandes moléculas organicas no pueden
ser absorbidas debido a su tamario, y tampoco pueden ser utilizadas directamente por los

microorganismos como sustrato/fuente de alimento. La velocidad de descomposicion

14



b)

durante la etapa de hidrdlisis depende de la naturaleza del sustrato. La transformacion de la
celulosa y hemicelulosa generalmente es mas lenta que la descomposicion de proteinas

(Parra, 2015).

ACIDOGENESIS
Los monomeros producidos en la fase hidrolitica son tomados por diferentes bacterias
facultativas y anaerdbicas obligatorias, y son degradados en acidos organicos de cadenas
maés pequefias como el acido butirico, propidnico, acético; alcoholes, hidrogeno y didxido
de carbono. La concentracion de hidrégeno formada como un producto intermedio en esta
etapa influencia el tipo final de producto durante el proceso de fermentacion. Por ejemplo,
si la presion parcial de hidrégeno fuere muy alta, esto podria disminuir la cantidad de
componentes reducidos. En general, durante esta fase, azlcares simples, &cidos grasos y

amino&cidos son convertidos en &cidos organicos y alcoholes (Adecuenle y Okoile, 2015).

ACETOGENESIS
Los productos obtenidos en la fase acidogénica sirven de sustratos para los microorganismos
activos en esta tercera fase. En la acetogénesis, los productos que no pueden ser directamente
convertidos a metano por las arqueas metanogénicas son convertidos en sustratos
metanogénicos. Es importante que los microorganismos que llevan a cabo las reacciones de
oxidacion anaerdbica en esta etapa colaboren con el siguiente grupo, los microorganismos
formadores de metano; esta colaboracion depende de la presion parcial de hidrégeno
presente en el sistema. Bajo condiciones anaerdbicas, los protones son usados como
aceptores finales de electrones lo que conlleva a la produccién de Hz. Sin embargo, estas
reacciones de oxidacidn solo pueden ocurrir si la presion parcial de hidrogeno es baja, lo que
explica por qué la colaboracion con los metandgenos es muy importante, ya que continuaran

consumiendo el Hz para producir metano (Adekunle y Okoile, 2015).
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d)

METANOGENESIS
En la fase metanogénica, la produccion de metano y didxido de carbono a partir de productos
intermedios se lleva a cabo por arqueas metanogénicas bajo condiciones anaerobicas
estrictas. La metanogénesis es un paso critico en la totalidad del proceso de digestion
anaerobica, ya que es la reaccion bioquimica mas lenta del proceso. El &cido acético, Hz y
CO. son transformados en CHs por dos tipos de microorganismos: metanogenos
acetotroficos, los cuales utilizan acido acético como sustrato y producen el 70 por ciento de
metano en la digestion anaerodbica, entre ellos tenemos a Methanosaeta concili o
Methanosarcina acetivorans y metandgenos hidrogenotroficos, los cuales utilizan CO2e H»
como sustratos, como por ejemplo Metanobacterium bryantii o Metanobrevibacter
arboriphilus .La metanogénesis es la fase limitante en la degradacidn anaerobia de sustratos

facilmente degradables (Parra, 2015).

En la Figura 3 se presenta un esquema de todas las etapas de la digestion anaerobia,

anteriormente mencionadas.
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Figura 3: Esquema del proceso de digestion anaerobia
FUENTE: Cardenas et al. (2016)




2.3.2. VARIABLES DE LA DIGESTION ANEROBIA

a)

POTENCIAL DE HIDROGENO (pH)
El pH representa el grado de acidez presente en el biodigestor, su valor éptimo oscila entre
6,6 y 7,6, con valores de pH por debajo de 5y por encima de 8 se corre el riesgo de inhibir
el proceso de digestion anaerobia o incluso detenerlo (Bautista, 2010). Es importante
mantener este parametro constante debido a que la actividad de la poblacion metanogénica
es altamente vulnerable a los cambios de pH comparado con las demas poblaciones
microbianas presentes en los lodos (Quintero y Rondon, 2012). Si el pH fuera menor a 6
produciria un biogas pobre en metano, de esta forma tendria cualidades energéticas menores

(Marti, 2006).

El valor del pH en reactores anaerobios es principalmente controlado por el sistema buffer
del bicarbonato. Asimismo, el valor del pH dentro de los digestores depende de la presion
parcial de CO- y de la concentracion de componentes alcalinos y &cidos en la fase liquida.
Si ocurre la acumulacion de una base o acido, la capacidad buffer contrarresta los cambios
de pH hasta cierto nivel. Cuando la capacidad buffer de un sistema es excedida ocurren
cambios drasticos de pH inhibiendo completamente el proceso de digestion anaerobia. Por

esta razon no es recomendado monitorear aisladamente el pH (Al Seadi et al., 2008).

Como se menciond anteriormente, muchos autores afirman que la degradacion anaerobia es
mas eficiente a valores de pH cercanos a la neutralidad, sin embargo, diferentes estudios
sobre la influencia del pH indican que no se puede generalizar, aspectos como las
caracteristicas fisicoquimicas del sustrato pueden aportar capacidad buffer al sistema,
asimismo, se debe considerar que cada grupo microbiano implicado en la degradacion

anaerobia tiene un rango de pH optimo especifico (Parra, 2015).
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b)

c)

TEMPERATURA
Como regla general, la velocidad de reaccion se incrementa con el aumento de temperatura.
Los procesos biologicos, sin embargo, poseen temperaturas optimas, debido a que las
estructuras organicas son propensas a perder estabilidad y funcionalidad cuanto la
temperatura aumenta. Los procesos anaerdébicos son esencialmente divididos en dos rangos
de temperatura: mesofilico, aproximadamente entre 37 a 43°C, y termofilico,

aproximadamente entre 50 a 60°C (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe, 2010).

La temperatura influye considerablemente en el crecimiento y supervivencia de
microorganismos, sin embargo, el tratamiento anaerdbico es posible en todos los rangos de
temperatura, aunque cabe sefialar que a bajas temperaturas declina la velocidad de
crecimiento y actividad de los metandgenos. Es importante sefialar que la estructura de las
comunidades microbianas activas a temperaturas mesofilicas y termofilicas es bastante
diferente. Un cambio de temperatura mesofilica a termofilica (o viceversa) puede resultar en
una disminucion marcada en la produccién de biogas. Incluso pequefios cambios en
temperatura, de 35°C a 30°C o de 30°C a 32°C han demostrado reducir la velocidad de

produccién de biogas (Parra, 2015).

ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV)
La estabilidad del proceso de degradacion anaerobia es reflejada por la concentracion de
productos intermedios como los AGV. Los AGV son componentes intermedios (acido
acetico, propionico, butirico, lactico, etc.) producidos durante la acidogénesis. En muchos
casos la inestabilidad del proceso puede llevar a la acumulacion de AGV dentro del digestor
observandose posteriormente una caida en el valor del pH. Sin embargo, la acumulacion de
AGV no siempre va a ser expresado como una caida en el valor de pH, debido a la capacidad

buffer del digestor, la cual va a ser funcién del tipo de biomasa contenida en €l. El estiércol,
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por ejemplo, tiene una cantidad extra de alcalinidad, lo que significa que la acumulacion de
AGYV debera exceder cierto nivel antes de que sea detectado en el pH. En ese punto la
concentracion de AGV sera demasiado alta e inhibira severamente el proceso (Al Seadi et

al., 2008).

d) ALCALINIDAD
Concentraciones altas de alcalinidad, por encima de 6500 mg/L y valores de pH superiores
a 7.4 sugieren que la actividad bacteriana podria verse afectada debido a efectos tdxicos
atribuidos a la alcalinidad. La utilizacion de algunas sales en los digestores para el control
de pH es comdn, sin embargo, algunas de ellas como las sales de potasio y amonio causan
efectos toxicos. Es importante sefialar que durante el proceso de degradacion anaerobia se
genera alcalinidad, tal es el caso de las proteinas que se encuentran en las aguas residuales,
las cuales producen amonio y sales organicas. Sin embargo se suelen afiadir agentes alcalinos

para incrementar la capacidad buffer del medio (Parra, 2015).

Asimismo, se debe tener en cuenta que los iones libres incrementan la presion osmética del
medio, por lo que un medio mas salino puede provocar la deshidratacién y posterior muerte

de las bacterias (Ortiz, 2011).

El monitoreo de la alcalinidad en reactores anaerobios es mas eficiente que el monitoreo de
pH, principalmente debido a que la alcalinidad es expresada en escala lineal, mientras que
el pH es expresado en escala logaritmica. Por lo tanto, una pequefia disminucion de pH

implica un gran consumo de alcalinidad (Parra, 2015).

El método més comun para determinar la alcalinidad se realiza mediante una titulacion hasta
un pH de 4.3, sin embargo no solamente se mide la capacidad buffer del bicarbonato sino

también la capacidad buffer de los acidos grasos volatiles presentes como sales. Dado que
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el acido acético y propionico tienen un pKa de 4,7 y 4,9 respectivamente, no presentan una
capacidad buffer atil ya que el digestor opera a un pH neutro. Para prevenir incluir la medida
de la alcalinidad ocasionada por los acidos grasos, Jenkins et al. (1983) propone una
titulaciéon hasta un pH de 5,75, argumenta que a este pH se titula el 80 por ciento del

bicarbonato y menos del 20 por ciento de los acidos grasos volatiles (Ripley et al., 1986).

e) NUTRIENTES
Los microelementos (elementos traza), como el hierro, niquel, cobalto, selenio, molibdeno
0 tungsteno, son tan importantes para el crecimiento y supervivencia de los
microorganismos, como los macronutrientes (se considera una relacion C: N: P: S adecuada
de 600:15:5:1). Una insuficiente provision de nutrientes y elementos traza, asi como una alta
degradabilidad del sustrato puede causar inhibicion o perturbaciones en el proceso de

digestion anaerobia (Al Seadi et al., 2008).

f) INHIBIDORES

e Amoniaco

El amoniaco es formado durante el proceso de biodegradacion de las proteinas u otros
sustratos organicos ricos en nitrégeno y principalmente existe en la forma de ion amonio
(NH4") y como amoniaco libre (NH3). Puede ser utilizado como un nutriente esencial para
el crecimiento bacteriano, pero también puede funcionar como un tdxico microbiano
cuando esta presente en altas concentraciones. En general se considera que el amoniaco
estd en concentraciones bajas cuando la proporcion de C/N del substrato es mayor a 30,
resultando en una pobre eficiencia del proceso de digestion anaerobia. Muchos estudios
han reportado que el amoniaco puede neutralizar a los AGV formados durante la digestion

anaerobia, por lo tanto, contribuye a mejorar la capacidad buffer del proceso, pero a pesar
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de esto se ha probado que el amoniaco inhibe muchas bacterias a altas concentraciones.
Los metandgenos acetoclasticos, que convierten el acido acético en CH4 y CO2, son mucho
mas sensibles al amonio que los metandgenos hidrogenotroficos. La concentracion de
amoniaco libre se incrementa con la temperatura y el pH. Para condiciones de pH 7 y 35°C,
menos del 1 por ciento del amoniaco total esta en la forma de amoniaco libre. Sin embargo,
a la misma temperatura, el amoniaco libre se incrementa en un 10 por ciento a un pH de 8

(Zhang et al., 2014).

Para un sistema de digestion que no esta adaptado a altas concentraciones de nitrogeno, el
umbral de inhibicidn esta en un rango desde 80 a 250 mg/L de NH3, dependiendo del pH y
la temperatura eso equivale a una concentracion de 1.7-4 g/l de NH4*. La experiencia sefiala
que la inhibicién por nitrégeno en el proceso de produccién de biogas debe ser esperada a
una concentracion total de nitrdgeno amoniacal de 3000-3500 mg/L (Fachagentur
Nachwachsende Rohstoffe, 2010). Por otro lado, también se afirma que el rango de
concentracion de amoniaco que causa inhibicién depende de los diferentes sustratos,
indculos, condiciones ambientales (ej.: temperatura y pH) y periodos de aclimatacion

(Zhang et al., 2014).

e Sulfuro de Hidrogeno

El sulfuro de hidrégeno disuelto puede inhibir el proceso de descomposicion actuando
como una citotoxina en concentraciones tan bajas como 50 mg/L. A medida que el valor
del pH disminuye, la proporcion de H.S aumenta, incrementando el riesgo de inhibicion.
Una posible solucion para reducir la concentracion de H,S es por precipitacion como
sulfuros (S%) con la ayuda de iones hierro o incluso puede reaccionar con otros metales

pesados. Sin embargo, el azufre es un importante macronutriente. Una adecuada
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concentracion de azufre es necesaria para la formacion de enzimas (Fachagentur

Nachwachsende Rohstoffe, 2010).

e Metales pesados

Los metales pesados pueden estar presentes en concentraciones relativamente altas si es
que se usan residuos industriales, y en algunas ocasiones cuando se usan lodos municipales.
Los metales no son degradados por lo que existe el riesgo de que se acumulen en niveles
toxicos en el reactor. El grupo de metales toxicos incluyen al plomo, mercurio, cadmio y
uranio, e incluso metales vitales como el hierro, zinc, cobre, cromo, manganeso,
molibdeno, niquel y selenio. Los metales poseen un efecto inhibidor cuando interfieren con
el sistema enzimatico de los organismos, sin embargo, bajas concentraciones de ciertos
metales pesados son necesarias para la actividad microbiana. Cobalto, molibdeno y niquel
son metales pesados importantes para la actividad de los productores de metano y sus

enzimas (Schndrer y Jarvis, 2010).

Es dificil de definir que concentraciones de metales pesados causan inhibicion y cuales
metales son toxicos debido a que muchos de los resultados reportados en la literatura varian
considerablemente. El rango es amplio en términos de concentraciones umbrales para
varios de los metales pesados, pero estan en ordenes de 100 mg/L. Algunos metales, como
el hierro, son relativamente no toxicos y pueden aparecer en el proceso en concentraciones
de cientos de gramos por litro sin causar ningun problema. Una buena explicacion para
esto es que los metales se unen a diferentes compuestos organicos (formando quelatos) en
el proceso o forman precipitados como los sulfuros. El nivel en el cual la inhibicion ocurre
es incluso afectado por el hecho de que diferentes metales combinados pueden tener efectos

antagénicos y sinérgicos entre ambos (Schnirer y Jarvis, 2010).
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e Antibioticos y detergentes

El proceso de produccidn de biogas puede ser perturbado por el hecho de que, por ejemplo,
bacterias fermentativas o formadoras de &cido acético sean inhibidas, y eso no permite la
produccion de sustrato para los productores de metano. Si los productores de &cido acético
son inhibidos, pueden acumularse los AGV, y el proceso serd interrumpido debido a la
disminucion en el pH. Ciertos antibiéticos inhiben directamente a los productores de
metano, por ejemplo, el cloranfenicol y la clortetraciclina, estos han demostrado que
pueden disminuir en un 50 por ciento la produccién de metano en concentraciones de 20 y
40 mg/L. El tianfenicol también ha demostrado un efecto inhibidor disminuyendo en un 60
por ciento la generacidn de metano a una concentracion de 80 mg/L. Diferentes antibioticos
pueden ser encontrados en estiércol animal si es que el ganado ha sido tratado por una
infeccion. Algunas veces los animales reciben antibidticos directamente en su alimento
para estimular su crecimiento. Este grupo de antibidticos incluye, por ejemplo, monesin y
rumensin, ambos tienen un efecto inhibitorio fuerte en el proceso de produccion de biogas.
Los antibidticos pueden incluso estar presentes en las aguas residuales de plantas de

tratamiento (Schnurer y Jarvis, 2010).

En el caso de los detergentes, estos son compuestos usados para disminuir la tension
superficial y pueden ser encontrados en los lodos de las plantas de tratamiento de aguas
residuales. Algunos de estos pueden inhibir el proceso de produccion de biogas. Uno de
los mas comunes detergentes es el surfactante LAS (linear alkybenezenes sulphonates).
LAS inhibe tanto bacterias productoras de metano y ademas es lentamente degradado en el
proceso anaerobio. El grado de inhibicion depende de la concentracion de la biomasa y el

nivel maximo propuesto es de 14 mg LAS/ g SV (Schndrer y Jarvis, 2010).
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2.3.3. PARAMETROS OPERACIONALES

a)

CARGA ORGANICA Y TIEMPO DE RETENCION
La construccion y operacion de una planta de biogas es una combinacion de consideraciones
economicas y técnicas. Obtener el rendimiento méximo de biogas a través de una completa
digestion del sustrato puede requerir a un largo periodo de tiempo del sustrato dentro del
digestor y correspondientemente un tamafio mayor del digestor. En la practica, la eleccion
del disefio del sistema (tamafio y tipo de digestor) o el tiempo de retencion esta siempre
basado en un compromiso entre obtener el mayor rendimiento y haber justificado
econdmicamente la planta. En ese contexto, la carga organica es un parametro operacional
importante, el cual indica cuanta materia seca puede ser alimentada dentro del digestor por
unidad de tiempo y de volumen usados (Al Seadi et al., 2008). Hay que tener en cuenta que
se puede provocar una inhibicion bacteriana debido a una alta velocidad de carga orgéanica
ya que provoca mayor actividad en las etapas de hidrdlisis/acidogénesis que en la etapa
metanogénica, de esta manera se incrementa la cantidad de AGV, lo cual eventualmente

provocara una acidificacion irreversible (Mao et al., 2015).

Por otro lado, el tiempo de retencién hidraulico se define como el intervalo de tiempo
promedio durante el cual el sustrato permanece dentro del digestor. El tiempo de retencion
debe ser suficientemente largo para asegurar que la cantidad de microorganismos removidos
con el efluente no sea mayor que la cantidad de microorganismos reproducidos dentro del
digestor. La velocidad de duplicacion de las bacterias anaerobicas es usualmente 10 dias o
mas. Un periodo de retencion hidraulico mas corto provee una buena velocidad de flujo de
sustrato, pero un menor rendimiento de gas. Es entonces importante adaptar el tiempo de
retencion a la especifica tasa de descomposicion de los sustratos usados (Al Seadi et al.,

2008).
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Segun Al Seadi et al. (2008) la carga organica puede determinarse con la siguiente formula:

Carga Organica
m*C

Bp = ——
R™ Vg % 100

B. = C - ( kg SV )
r = Carga organica pr—

. . . kg
m = masa de sustrato alimentada por unidad de tiempo (E)

¢ = concentracion de la materia organica ( porcentaje SV)

Vg = volumen del digestor (m?3)

Segun Al Seadi et al. (2008) el tiempo de retencion hidraulico puede determinarse con la

siguiente formula:

Tiempo de Retencion Hidraulico
Vr
TRH = —
\Y

TRH = Tiempo de retencion hidraulico (dias)

Vg = volumen del digestor (m?3)

3
V = volumen del sustrato alimentado por unidad de tiempo <£>

b) PRODUCTIVIDAD, RENDIMIENTO Y GRADO DE DEGRADACION
Segun Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe (2010), la productividad (Pchas), el

rendimiento (Acha) Y el grado de degradacion (nys) son parametros apropiados para describir

el desempefio de una planta de biogas.

Si la produccion es dada en relacion al volumen del digestor, nos estamos refiriendo a la
productividad de la planta. Esta es definida como la cantidad diaria de gas producido por

volumen de reactor, es consecuentemente un indicador de la eficiencia de la planta. La

26



productividad puede estar referida a la produccion de biogas o de metano, y esta dada en
Nm?¥m3*dia.
La productividad puede determinarse con la siguiente formula:

Productividad
VCH4
Prpyy = ———
CH4 VR

Prii, = Productividad de met Nm?
= Fro C a e metano | ———
CH4 UCt1vl m3 N d1a

Nm?
Vcua = produccion de metano por unidad de tiempo < dia )

Vg = volumen del digestor (m?3)

La produccion de gas expresada en relacion al ingreso de materiales es el rendimiento. El
rendimiento puede igualmente ser referido a la produccion de biogas o de metano. Esta es

definida como la cantidad de volumen de gas producido por la cantidad de materia organica

afiadida, y esta dado en Nm3/SV*dia.

El rendimiento puede determinarse con la siguiente formula:

Rendimiento
A, = Vena

CH4 =
Mgy

A Rendimiento de met Nm’
cna = Rendimiento de metano (=

m3
Vcns = produccion de metano por unidad de tiempo ( dia )

mgy = solidos volatiles afiadidos por unidad de tiempo <E)

Ambos parametros individualmente tienen un valor informativo relativamente pequefio,

debido a que no incluyen la carga efectiva al digestor. ElI grado de degradacion provee
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informacidn acerca de la eficiencia con la cual los sustratos son convertidos. El grado de
degradacion puede ser determinado tomando como base los sélidos volatiles (SV) o la
demanda quimica de oxigeno (DQO). Dentro de los métodos analiticos comunmente usados

en la practica se suele determinar el grado de degradacion de los sélidos volatiles.
El grado de degradacion puede determinarse con la siguiente formula:
Grado de degradacién

SVa * my — (SVg * my)
SV, * m,

Ngy = * 100 por ciento

ngy = grado de deradacion de la biomasa
: - . - kg
SV, = contenido de so6lidos volatiles en la materia alimentada (T)

m, = cantidad de materia alimentada (t)

k
SV4 = contenido de so6lidos volatiles en la descarga del digestor (Tg>

my = cantidad de digestato (t)

c) GRADO DE MEZCLA
Con el objetivo de obtener altos niveles de produccion de biogas es necesario proveer un
intenso contacto entre las bacterias y el sustrato, lo cual es generalmente logrado por medio
del mezclado del tanque de digestion. En caso no exista una mezcla en el digestor, luego de
cierto tiempo se podra observar la formacion de capas. Esto es atribuible a la diferencia de
densidades de los constituyentes del sustrato e incluso al empuje hacia arriba por la
formacion del gas. En este evento la mayoria de la masa bacteriana se almacenara en la capa
mas baja debido a su mayor densidad, mientras que el sustrato a ser descompuesto tendera a
concentrarse en la capa superior. En dicho caso el area de contacto es limitada a la zona entre
las dos capas, y se produce poca degradacion. Mas adelante, algunos solidos flotaran en la

parte superior formando una capa de nata que impedira el escape del gas. Es importante
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entonces promover el contacto entre los microorganismos y el sustrato a través del mezclado
del tanque. Sin embargo, debe evitarse un excesivo grado de mezcla. Especificamente las
bacterias de la fase acetogénica y las arqueas de la fase metanogénica forman una comunidad
bidtica que es enormemente importante en el proceso de produccion de biogas. Si esta
comunidad biotica es destruida por excesiva remocion por el mezclado, la descomposicion
anaerdbica sera afectada. Generalmente se alcanza un grado de mezcla adecuado usando
agitadores rotativos lentos que poseen una baja fuerza de corte, o incluso realizando el
mezclado solo por intervalos cortos de tiempo (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe,

2010).

2.4. ENSAYOS DE BIODEGRADABILIDAD ANAEROBIA

Se han publicado una gran cantidad de articulos que tratan acerca de ensayos de digestion
anaerobia para sustratos de diferentes origenes, debido a esto se hace dificil la comparacion de
los datos de biodegradabilidad en la literatura. Esto no es solamente debido a la variedad de
equipos usados, sino también a las diferentes condiciones ambientales y protocolos que se han
usado. Por ejemplo, la mezcla de nutrientes e indculos, volimenes de liquidos, pH, presién en
la parte superior del reactor y el tipo de sistema de deteccidn pueden diferir de un ensayo a otro.
Ademas, los resultados son a veces presentados en diferentes unidades haciendo la comparacion

bastante dificil (Angelidaki et al., 2009).

2.4.1. SUSTRATO
El sustrato debe ser caracterizado lo mas completamente posible. En particular, los sélidos
totales (ST) y volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno (DQO), y el contenido de nitrégeno

y fosforo deben ser siempre determinados (Angelidaki et al., 2009).
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Otros parametros importantes para el caso de cultivos energéticos y residuos agricolas son el
contenido de lignina, celulosa y hemi-celulosa, estos deben ser siempre considerados en su
caracterizacion debido a que la lignina no es degradada en el proceso y no contribuye a la

produccidn de biogas (Angelidaki et al., 2009).

2.4.2. INOCULO
El inéculo debe ser obtenido fresco desde algun tipo de reactor anaerobio activo, por ejemplo,
reactores de lodos, biodigestores a base de estiércol o reactores de manto de lodos, de manera
que se provea una amplia composicién microbiana para asegurar que no se experimente
ningun tipo de limitacion al utilizar diferentes sustratos (Angelidaki et al., 2009). Es
importante no usar lodos de reactores de biogas inestables, como los que contienen inhibidores

0 microorganismos con actividad reducida (Drosg et al., 2013).

El indculo debe ser homogéneo y los materiales grandes que no sean biomasa (por ejemplo,
piedras) deben ser removidos (Angelidaki et al., 2009). Si el lodo contiene particulas grandes,

estas deben ser tamizadas antes de su utilizacion (Drosg et al., 2013).

Tanto indculos mesofilicos como termofilico pueden ser usados dependiendo de la

temperatura a la cual se desarrolle el ensayo (Angelidaki et al., 2009).

El inoculo debe ser desgasificado, por ejemplo, puede ser pre-incubado con la finalidad de
agotar todo el material organico residual biodegradable presente en él. La pre-incubacion debe
ser hecha a la misma temperatura que el proceso de digestion anaerobia en el cual fue
originado el inoculo. La desgasificacion debe ser prolongado antes de una significativa
produccion de metano, tipicamente 2 a 5 dias de incubacion. En algunos casos, por ejemplo,

cuando el in6culo se toma de un reactor alimentado con concentracion relativamente alta de
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grasa/ aceite, se pueden requerir periodos mas largos de pre-incubacion, con el fin de eliminar

todo el sustrato residual (adsorbido / atrapado) (Angelidaki et al., 2009).

La calidad del in6culo debe ser comprobada ejecutando pruebas de actividad especifica, en
las cuales se usa un sustrato estandar, de manera que funciona como una prueba de control En
el caso de la prueba de determinacion de actividad metanogénica especifica (AME) suele

utilizarse acido acético como sustrato patron.

Segln Angelidaki et al. (2009), para la determinacién de las actividades de diferentes grupos

tréficos, se escogen sustratos modelos, los cuales se sefialan en el Tabla 3.

Tabla 3: Sustratos sugeridos para la determinacion de las actividades de diferentes
grupos tréficos en un reactor de biogas

Poblacion Concentracion inicial de sustrato propuesta
Hidrolitica 19 celulosa/L
Acidogénica 1g glucosa/L
Proteolitica 1g caseina/L
Acetogénica 0.5g ac. propidnico/l; 0.5g ac. n-butirico/L
Acetoclastica 19 &cido acético/L
Hidrogenotréfica Sobrepresion de 1 atm con una mezcla H2/CO- (80/20)

FUENTE: Angelidaki et al. (2009).

De acuerdo a Orozco et al. (1992) la concentracion de acidos grasos volatiles en los ensayos
de AME para un sistema agitado deben estar entre 2 a 4 g DQO/I y para un sistema estatico

deben estar entre 3 a 4.5 g DQO/I.

Orozco et al. (1992) registra una recopilacién de las actividades metanogénicas especificas

esperadas de varias fuentes, las cuales se muestran en el Tabla 4.
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Tabla 4: Actividad metanogénica aproximada de varias fuentes

Fuente Actividad metanogeénica especifica
(g DQO /g SSV*dia)

Lodo granular 05al1lb

Lodo floculento de FAFA 0.2a1.0
Estiércol digerido 0.02a0.08
Lodo de tangue séptico 0.01a0.07

Laguna anaerobica de café 0.03

Estiércol porcino fresco 0.001a0.02

FUENTE: Orozco et al. (1992)

Segun Angelidaki et al. (2009), el comportamiento cinético es representado por un modelo de
orden cero cuando la concentracion del inéculo es mayor que la cantidad de biomasa
producida durante la prueba. Por lo tanto, la concentracion del in6culo debe ser siempre mas
alta que la del sustrato (en términos de sélidos volatiles) y la proporcién sustrato/inéculo debe
ser reconocida como uno de los mayores parametros que afectan los resultados de ensayos
anaerobios. Drosg et al. (2003) indica que de acuerdo al VDI (2006) la proporcién de SV
sustrato / SV lodo debe ser menor o igual a 0.5. Parra (2015) estudio la relacion sustrato —
in6culo utilizando bioresiduos de origen municipal concluyendo que las relaciones menores
de 2 permiten desempefios adecuados del proceso y con valores mayores el proceso se

desestabiliza debido a la acumulacion de &cidos grasos volatiles.

Soto et al. (1992) recomiendan utilizar una concentracién del in6culo entre 0.8 a 8 g SSV/L,
sin embargo, Orozco et al. (1992) sefialan que se debe establecer una concentracion del lodo
de 2 a 5 g SV/I para biodigestores con agitacién y de 1 a 1.5 g SV/I para biodigestores sin

agitacion de manera que se garantice el adecuado contacto entre la biomasa y el sustrato.
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El volumen relativo de inoculo a ser usado en los ensayos puede variar mucho, dependiendo
de la actividad, concentracion de biomasa del inoculo y concentracion y biodegradabilidad
del sustrato. EI volumen relativo de indculo puede ser menor en caso de que se use un inéculo
concentrado/denso como por ejemplo granulos que contienen una cantidad concentrada de
microorganismos activos, mientras que se puede usar un mayor volumen relativo de inoculo
en el caso de que sea menos denso como por ejemplo lodos residuales de estiércol digestado.
En cualquier caso, la cantidad de in6culo debe ser suficiente para prevenir la acumulacion de

acidos grasos volatiles y condiciones acidas (Angelidaki et al., 2009).

Drosg et al. (2003) sefiala que se puede almacenar el in6culo durante cortos periodos de
tiempo (un in6culo puede permanecer almacenado y activo por una semana antes de su
utilizacion) a una temperatura apropiada (in6culos mesofilos a 35-38°C) en frascos de plastico
gque mantengan las condiciones anaerobias, pero que permitan el escape del gas, como se

observa en la Figura 4.

X

-« J

Figura 4: Almacenamiento correcto del inoculo para un ensayo PBM
FUENTE: Drosg et al., (2003)
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2.4.3. MEDIO
De acuerdo a Angelidaki et al. (2009), un medio nutritivo que contenga macronutrientes,
buffers, vitaminas, etcétera, debe ser afiadido, a menos que pueda ser documentado de que
estén presentes en el indculo o el sustrato. Segun Drosg et al. (2013), en general puede ser
asumido que la mayoria de materias primas para produccion de biogas tienen suficiente
nitrogeno y fosforo disponible. Se pueden tener limitaciones en macronutrientes (P o N)
cuando se realiza monodigestion (ej. aguas residuales industriales), en este caso los
macronutrientes deben ser afiadidos al sustrato o también puede realizarse una codigestion

con sustratos ricos en los macronutrientes limitantes.

2.4.4. BLANCOSY CONTROLES
La produccion de fondo de metano del indculo determinada en ensayos denominados blancos,
utilizando un medio sin sustrato, y es restada de la produccion de metano obtenida en los
ensayos con sustrato. El ensayo de blancos puede ser llevado a cabo por triplicado para una
significancia estadistica (Angelidaki et al., 2009). La produccién de gas de los blancos no
debe exceder el 20 por ciento de la produccion total de gas (DI, 2006), de otra manera los

resultados serdn muy inciertos (Drosg et al., 2013).

El procedimiento de controles se lleva a cabo con sustratos estandar, la celulosa puede ser
usada para bioresiduos agricolas o municipales, mientras que gelatina es preferible para
residuos de carne o pescado. Los ensayos de control dan una idea de la respuesta del inoculo

a sustratos estandarizados (Angelidaki et al., 2009).

2.45. CONFIGURACION DEL ENSAYO EXPERIMENTAL
El ensayo debe ser configurado con al menos tres réplicas para cada dilucion o mas,

dependiendo de la complejidad (homogeneidad) del sustrato y la reproducibilidad de las
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pruebas. Cuando se usan sustratos con alta heterogeneidad, se deben hacer mas de tres replicas
para conseguir resultados confiables. Esto permite el analisis estadistico de los datos

colectados y garantiza la reproducibilidad del ensayo (Angelidaki et al., 2009).

Angelidaki (2009) sefiala que el ensayo debe ser llevado a cabo en frascos cerrados de 100
mL hasta 2 L. Soto et a. (1992) recomienda el uso de digestores entre 100-500 mL, argumenta
que un volumen de 100 mL es suficiente e incluso se obtienen valores similares o ligeramente
inferiores que cuando se utilizan digestores de 1500 mL provistos de agitacion, ademas sefiala
que en caso de utilizar digestores de mayor volumen se obtendran rendimientos menores a
menos de que se provea un adecuado sistema de agitacion. Drosg et al. (2003) sefiala que se
deben usar frascos de 500 mL a 1L, y ademas se debe afiadir un agitador magnético para

realizar la mezcla.

Para sustratos con caracteristicas de degradacion desconocidas, un nimero de diferentes
diluciones (con agua) del mismo son requeridas. Las diluciones aseguran que el potencial de
metano de los sustratos no es subestimado debido a la sobrecarga o potencial inhibicion. Las
muestras deberian ser probadas en diluciones desde 5 a 100 por ciento. Cuando el maximo
potencial de metano es el mismo en al menos dos diferentes diluciones de la serie, puede ser
asumido que el indculo no esta sobrecargado o inhibido. Si el potencial especifico continta
incrementandose a medida que se incrementa la dilucion (disminuye la concentracion de

sustrato), se requeriran diluciones adicionales (Angelidaki et al., 2009).
2.4.6. ENSAYOS EN CONTINUO Y EN DISCONTINUO

a) POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO (PBM)
Segun Cardenas, et al. (2016), el PBM es el ensayo a escala de laboratorio realizado en un

proceso discontinuo para determinar la biodegradabilidad anaerobia y la maxima produccion
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de CHa. de diferentes sustratos que pueden estar en forma liquida o sélida. El principio del
ensayo de PBM consiste en la mezcla de un sustrato organico con un indculo anaerobio en
condiciones experimentales y operacionales definidas; el CH.generado durante la digestion
anaerobia se cuantifica por un método de medicion especifico. El ensayo de PBM, al igual

que el ensayo de Actividad Metanogeénica Especifica (AME) tiene diferentes aplicaciones:

e Determinar la biodegradabilidad anaerobia y la maxima produccién de CH.de residuos
organicos.

e Identificar el potencial de produccién de energia de un sustrato.

e Identificar y desarrollar nuevos indicadores para la evaluacion de potenciales sustratos.

e Seleccionar indculos e identificar la adaptacion o inhibicién de los microorganismos.

e Determinar la cinética de degradacion para la calibracion de modelos matematicos y
cinéticos que permiten simular el proceso de digestion y predecir el funcionamiento de
digestores a escala real.

e Evaluar el efecto de la codigestion de diferentes sustratos.

Drosg et al. (2003) indica que el PBM es el ensayo discontinuo usado mayormente para
determinar el rendimiento potencial de metano de una materia prima. Ademas, afirma que
estas pruebas incluso proveen informacion acerca de la degradabilidad anaerdbica de un
sustrato, incluyendo su velocidad de degradacion. También se puede realizar una evaluacion

general de componentes inhibidores.

Los ensayos de degradacion anaerobia estandarizados se describen en las normas EN 11734,
DIN 38 414-S8 0 VDI (2006). Sin embargo, se ha evidenciado una alta variabilidad entre las
propuestas, al punto de emplear diferentes denominaciones para este ensayo cuando se

presentan esquemas metodoldgicos similares a los que se les realizan cambios minimos. Esto
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ha generado confusiones para la implementacién del ensayo y dificulta la comparacion de
los resultados obtenidos en diferentes estudios en los que se emplean sustratos similares

(Céardenas et al., 2016).

Cardenas et al. (2016) realiza una recopilacion de los principales métodos aplicados para la

determinacién del PBM, los cuales se describen a continuacion.

Dentro de los métodos volumétricos se tienen tres configuraciones basicas presentadas en

la Figura 5, Figura 6 y la Figura 7.

. Gaslibre de
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-— Botella con
“11s:¢:»* Solucion de
il NaOH

Reactor

Figura 5: Configuracion (a) para un método volumétrico de determinacion del PBM.
FUENTE: Cérdenas et al., (2016)
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Botella con CH,

Solucién de [
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Biogas

e
LIy

NaOH

NaOH

&
Probeta

Figura 6: Configuracion (b) para un método volumétrico de determinacion del PBM.
FUENTE: Cérdenas et al., (2016)

Reactor 1 (R1)

Reactor 2 (R2)

Manguera flexible
en ‘IU!!

Manguera

Figura 7: Configuracion (c) para un metodo volumétrico de determinacion del PBM.
FUENTE: Cardenas et al., (2016)



Dichas configuraciones presentan las siguientes ventajas y desventajas.

Ventajas

- Simplicidad y bajos costos.

- Medicion directa del contenido de CH4 en el biogas empleando una solucién
alcalina que captura el CO2.

- Configuraciones experimentales de bajo costo que pueden ser implementadas en
cualquier laboratorio

- Capacidad de trabajar por largos periodos sin necesidad de mantenimiento

- Laconfiguracion (c) evita que el reactor 1 (R1) se vea afectado en el caso que ocurra
succion del NaOH por presiones negativas; adicionalmente, la manguera en forma
de “U” ubicada en R2 fue ideada para actuar como un sifon, evitando el paso del

NaOH hacia R1.

Desventajas

- Microfugas en los equipos pueden incrementar la produccion real de CH4.

- Requiere medicion constante del volumen desplazado (al menos 3 veces al dia) y
agitar los reactores para mejorar el contacto entre el sustrato e indculo y favorecer
la evacuacion del biogas.

- Verificacién continda de la cantidad y el pH de la solucion alcalina desplazante
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Dentro de los métodos manometricos se tienen dos configuraciones basicas presentadas en

la Figura 8 y en la Figura 9.

Figura 8: Configuracion (a) para un método manométrico de determinacion del PBM.
FUENTE: Cérdenas et al., (2016)

Cabezal de medicion

OxiTop
Deposito
para perlas Boquilla de muestrec
de NaOH

Figura 9: Configuracion (b) para un método manométrico de determinacion del PBM.
FUENTE: Cérdenas et al., (2016)
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Dichas configuraciones presentan las siguientes ventajas y desventajas.

Ventajas

- Reduccion de errores debido a interferencias humanas
- Registros continuos y automaticos de la presién, por lo cual no se requiere de un
control estricto.

- Automatizacion para la recoleccion de datos.

Desventajas

- Medida indirecta del CH4, por lo que se requiere realizar calculos para obtener el
volumen.

- Pueden presentarse inconvenientes en algunos equipos de acuerdo con la presion
limite de funcionamiento.

- Mayores costos de adquisicion y mantenimiento

Asimismo, se tiene la metodologia por cromatografia de gases, cuya configuracion se

presentada en la Figura 10.

— Cromatégrafo
de gases

—>» Reactor

Figura 10: Configuracién para un método de determinacion del PBM por cromatografia
de gases

FUENTE: Cérdenas et al., (2016)
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Dicha configuracién presenta las siguientes ventajas y desventajas.

Ventajas

- Permite conocer la composicién del biogas.
- Proporciona informacion cualitativa (identificacion de componentes desconocidos
en la muestra de biogas) y cuantitativa (cantidad de cada componente).

- Permite realizar mediciones en tiempos cortos.

Desventajas

- Altos costos de adquisicion, mantenimiento y operacion.

- Requerimientos de personal calificado para el manejo del cromatografo.

El ensayo PBM es una via bastante practica de determinar el potencial de energia recuperada
y garantiza un resultado bastante realista del potencial de metano esperado, sin embargo, el
potencial de metano puede cambiar en funcion a la carga orgénica aplicada en un proceso de
fermentacion continua, por otro lado, posibles inhibidores son diluidos en el inoculo afiadido
en el ensayo PBM Yy los efectos antagonicos o sinérgicos de la mezcla con el sustrato pueden

ser evaluados de manera muy limitada (Drosg et al., 2013)

b) TEST DE FERMENTACION CONTINUA
El desempefio de un sustrato bajo condiciones practicas puede ser influenciado por varios
factores: inadecuada concentracion del mismo, composicion de nutrientes, componentes
inhibidores, formacion de metabolitos y condiciones operacionales que puedan inhibir el
proceso. Los test de fermentacion continua ofrecen informacién confiable en un largo
periodo de tiempo del sustrato en el reactor. Sin embargo, estos test continuos son muy caros

debido a la cantidad de analisis y su duracion (Drosg et al., 2013).
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2.4.7. DIGESTION EN DOS ETAPAS
La digestion anaerobia involucra varias especies de microorganismos simbiéticos que pueden
ser divididos en dos grupos: acidogénicos y metanogénicos. Estos dos grupos difieren
considerablemente en su fisiologia, cinética y requerimiento de crecimiento. Operaciones en
dos digestores separados en serie permitiria la optimizacion de condiciones para cada uno de
los dos grupos de microorganismos, disminucién de costos y aumento de eficiencia de
procesos. El tratamiento anaerobico de dos etapas es el méas disponible para aguas residuales
conteniendo altos niveles de sélidos organicos. A pesar de las ventajas de los procesos de dos
etapas, la acidificacién completa en un paso separado puede prevenir la formacion de biomasa
granular en el digestor anaerobico, lo cual es importante para la operacion del disefio de varios
digestores. La acidificacion parcial con pequefios digestores en la primera etapa puede ser
utilizada para reducir costos. Velocidades de eliminacion de DQO y produccion de metano en
reactores de dos etapas fue de 116 y 43 por ciento (respectivamente) mas alta que aquellos en

una unidad de etapa Unica (Parra, 2015).

2.4.8. EXPERIENCIAS EN LA PRODUCCION DE BIOGAS A PARTIR DE
RESIDUOS DEL CAFE.
A continuacién, presentan algunos casos revisados en lo que concierne al uso de los residuos

del café para la produccion de biogéas a traves de la digestion anaerobia.

Quintero (2012), realiz6 un ensayo en discontinuo a escala de laboratorio, uso un proceso de
una solo fase, utiliz6 mucilago de café como sustrato y estiércol de cerdo como inéculo y

alcanzé un rendimiento de 0.73 m® CH4/kg de SV de sustrato.

Virquez (2014), realiz6 un ensayo en discontinuo a escala de laboratorio, uso un proceso de una

solo fase, utilizo pulpa y mucilago de café como sustrato y lodo de un reactor UASB como
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indculo. El autor estima que, por cada fanega de café procesada, se genera pulpa y mucilago

para la produccion potencial de 4.89 m® normales de metano.

Garcia (2014), realiz6 un ensayo en discontinuo a escala de piloto, uso un proceso de una solo
fase, utilizo pulpa y agua miel de café como sustrato y estiércol de ganado bovino como indculo
en diferentes proporciones y a diferentes tiempos de retencion para evaluar cuél es la
combinacion que genera un efluente con una mayor disminucién en el contenido de Sélidos
Totales Suspendidos y Disueltos, Demanda Quimica y Bioquimica de Oxigeno. Obteniendose
los mejores resultados a tiempos de retencion hidradlica de 20 y 30 dias y proporciones de pulpa

y agua miel variables.

Rodriguez et al. (2000), realizaron un ensayo en discontinuo a escala de laboratorio, usando un
proceso de una solo fase, agua miel de café como sustrato y lodos de lagunas de estabilizacién
y estiércol de ganado vacuno como in6culo. Sin embargo, los autores reportan sus resultados
en términos de volumen acumulado de CHa por unidad de tiempo y no por unidad de masa del
sustrato. Concluyen que la mayor inhibicién sucede por la acumulacién de &cidos grasos
volatiles, sugieren tener en cuenta la separacion de fases en un proceso en continuo. Asimismo
indican que existe un porcentaje de materia organica no debgradable, probablemente por la
presencia de compuestos refractarios (cafeina y fenoles) sin embargo no llegan a ser inhibitorios

en el proceso..

Del Real e Islas (2010), realizaron un ensayo en discontinuo a escala laboratorio, en un proceso
de una solo fase. Utilizaron agua miel de café como sustrato y fluido ruminal vacuno como
indculo. Concluyen que una vez alcanzada la maxima generacion de biogés, la biomasa es capaz
de degradar la carga organica del vertido hasta en un 91.2 por ciento de la DQO en 16 dias de

fermentacion con pH de 4.6 y 28 °C.
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Balseca y Cabrera (2011), realizaron un ensayo en discontinuo a escala piloto, en un proceso
de una solo fase, utilizaron pulpa y agua miel de café como sustrato y estiércol de ganado
vacuno como inoculo. El autor reporta una generacion de biogas de 128 L por kilogramo de

pulpa de café y 126.98 L por litro de aguas mieles.

Zambrano et al. (2006), realizaron ensayos en un sistema continuo a escala piloto, en un proceso
de dos fases, utilizando agua miel de café como sustrato y estiércol de ganado vacuno como
indculo. El autor reporta eficiencias de remocion promedio para el estado estable de los
reactores metanogénicos de 80, 83.4, 45.99 y 74.3 por ciento para la Demanda Quimica de
Oxigeno, Demanda Bioldgica de Oxigeno, los Sélidos Totales y los Solidos Suspendidos

Totales, respectivamente.

Corro et al. (2013), evaluaron en un sistema discontinuo a escala laboratorio en un proceso de
una fase, utilizando agua miel de café y estiércol de vaca en codigestion alcanzando contenidos
de metano en el biogas de 50 por ciento en el primes mes y de hasta 60 por ciento en los 8 meses

consecutivos.

En la bibliografia revisada se reporta el uso de los residuos del café, ya sea pulpa, mucilago o
aguas mieles como sustrato en procesos de digestion anaerobia. Dichos residuos han producido
biogas tanto en monodigestion como en codigestion, con diferentes tipos de indculos: estiércol

de ganado, lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales, lodos de reactores UASB, etc.

Es importante mencionar que dichas experiencias han sido disefiadas tanto a nivel de laboratorio
como a escala piloto. Las investigaciones a nivel de laboratorio han sido configuradas
basandose principalmente en el ensayo del Potencial Bioguimico del Metano (PBM), sin
embargo, presentan variaciones en la regulacion de la temperatura, tiempos de retencion,

proporciones de sustrato/inoculo, presencia de agitacion, utilizacion de amortiguadores de la
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acidez, etc. Asimismo, han reportado sus resultados en diferentes unidades; en volumen (m*o
mL) de CH4 0 biogéas por masa (kg o g) de SV de sustrato o de DQO o también en porcentajes
de reduccion de ST, SV, DQO y DBO5 en el efluente. En cuanto a los equipos de medicion, en
la mayoria de casos se usan modificaciones de los equipos volumétricos y manométricos, los
cuales son descritos en la seccion 2.4. En el caso de las experiencias a escala piloto hay menos
consenso en la configuracion de la prueba ya que en algunos casos se reportan las mezclas de
residuos del café en términos de volumen (litros) o masa (kilogramos), sin considerar que
dichos parametros no brindan informacion precisa para la posterior reproducibilidad del ensayo
ya que por ejemplo, en el caso del agua miel, al ser reportada solamente en términos de volumen
y no de concentracién, se pasa por alto el hecho de que la concentracion de la misma pueda
variar a lo largo del tiempo, no siempre se usa la misma cantidad de agua por kilogramo de café
para el lavado del mismo ya que no existe una Unica técnica de lavado, en ocasiones se hace

rebombeo de agua, etc.

En la presente investigacion tiene como objetivo brindar toda la informacion necesaria respecto
a la caracterizacion del sustrato e indculo utilizados, en términos de parametros fisicoquimicos,
pretratamiento, procedencia, concentracion inicial, cantidad y calidad; asimismo se detallaran
las condiciones experimentales en cuanto al método de medicion de metano y finalmente se
precisan las condiciones operacionales de los ensayos, esto engloba la capacidad de los
reactores usados, cantidad de réplicas, blancos o controles, duracién del ensayo, temperatura,
presencia de agitacion, ajuste del pH, utilizacién de nutrientes, manejo de las condiciones
anaerobias, captura de CO: y la relacion sustrato/indculo. Todo esto con el fin de asegurar la
comparatividad de los resultados dado que a pesar de existir normativas estandarizadas como
la ISO 11734 (Water Quality - Evaluation of the “ultimate” anaerobic degradability of organic

compounds in digested sludge -method by measurement of the biogas production), DIN 38414
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(German standard methods for the examination of water, wastewater and sludge; sludge and
sediments (group S); determination of the amenability to anaerobic digestion (S8)) o la VDI
4630 (Fermentation of organic materials - Characterisation of the substrate, sampling,
collection of material data, fermentation tests), las condiciones reales generalmente son
modificaciones de dichas metodologias, ajustandose a los medios disponibles y condiciones de

campo. Sin embargo, los resultados siempre seran especificos para cada caso de estudio.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

La tesis se desarroll6 como una investigacion de campo y ademas implicé un trabajo
experimental a nivel de laboratorio. A continuacion, se sefialara cada una de las etapas que se

siguieron para la ejecucion de la misma.

3.1. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DEL SUSTRATO

3.1.1. RECONOCIMIENTO DE CAMPO
Se realizé una evaluacion del proceso total de produccion de granos de café de la planta de
beneficio himedo de café ubicada en el Fundo Santa Teresa, distrito de Villa Rica, provincia

de Oxapampa, departamento de Pasco.

Para esto se realiz6 una entrevista con el sefior Hans Brack, duefio del fundo y se hizo un

recorrido por todas las etapas que tienen lugar en la planta.

3.1.2. TOMA DE MUESTRA
Se tomaron muestras simples del agua miel para posteriormente hacer los andlisis de

caracterizacion respectivos.

a) MATERIALES

e Guantes

e Envases para muestrear
e Etiquetas

e Plumon indeleble

e Nevera/hielo

e H>S04(95% conc.)



b) PROCEDIMIENTO
Se tomaron muestras tanto de la tuberia del efluente como de las pozas de sedimentacion
donde se acumula el mismo. Es importante sefialar que, en las pozas, se observaron dos fases,
una costra de sélidos suspendidos en la capa superior y una fase liquida por debajo de esta, se

mezclé en la medida de lo posible el deposito y se tomaron las muestras.

Para la toma de muestras se tomd en cuenta las directrices sefialadas por las normas ISO 5667-
3 (2003). Se llenaron los contenedores con las aguas mieles del café, el volumen de cada
contenedor se determind de acuerdo a la lista de parametros indicada en la Tabla 5, asimismo
se utilizaron los preservantes necesarios segun el caso y se colocaron las muestras en una
nevera con el fin de mantenerlas congeladas hasta llegar a los laboratorios. Cada botella fue
llenada hasta el borde con las muestras obtenidas de manera que no entre aire en las mismas

y fueron etiquetadas seglin cada parametro a determinar.

Tabla 5: Lista de parametros y técnicas adecuadas para su preservacion

) — Ti —
Tipo de Técnica de 1€Mpo maximo

Parametro Volumen tipico . recomendado de
contenedor preservacion -
preservacion

Potencial de _ R

L Plastico 100 ml Congelar entre 1-5°C 6h
Hidrdégeno

Solidos .

Plastico 500 ml Congelar entre 1-5°C 24h

totales/volatiles

Demanda Quimica de Acidificar a un pH entre

Plasti 1 | 1
Oxigeno astico 00 m 1a2conH,SO4 mes
D Bioquimi .
deemOaQ% ch:cz%uémolsa Pléstico 1000 mi Congelar entre 1-5°C 24h
. - Acidificar a un pH entre
Nitrogeno total Plastico 500 ml 122 con HsSOs 1 mes
Carbono Total Pléstico 100 ml Congelar entre 1-5°C 7 dias
, - Acidificar a un pH entre
Fosf | Pl 2 | 1
osforo tota astico 50 m 122 con H,SOs mes
Acidos Grasos Plastico 500 ml Congelar entre 1-5°C 24h

Volatiles
FUENTE: ISO 5667-3, 2003
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3.1.3. PRETRATAMIENTO
El pretratamiento consistié en la fermentacion espontanea y anaerobica del sustrato y se

desarrollo en el laboratorio de Ingenieria Ambiental de la UNALM.

a) MATERIALES

o Recipiente para fermentacion
. Tubo de pléstico
. Trampa de agua

o Equipo de bafio termostéatico

b) PROCEDIMIENTO

Las muestras se fermentaron de manera espontanea durante 5 dias con el fin de aumentar la
eficiencia de la fase hidrolitica y aprovechar el caréacter &cido de las aguas mieles. Para esto, los
recipientes con aguas mieles se colocaron en un equipo bafio maria a 30°C y se sellaron de
manera hermética dejando solo una tuberia de salida a una trampa de agua para dejar escapar
el COg, posteriormente el CO> fue conducido hacia una botella sellada con una dilucion de
NaOH para captiralo, y esta botella estaba conectada hacia otro envase a través de un conducto
de manera que se pueda verificar que no se produjese nada de metano, de lo contrario se

desplazaria un volumen de agua a este Gltimo recipiente (Ver Figura 11).

Figura 11: Pretratamiento del sustrato
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3.1.4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

La determinacion de la mayoria de los parametros sefialados en la Tabla 6 se determinaron en
el Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la UNALM, a excepcion de los Acidos Grasos
Volatiles, los cuales se determinaron en el Centro de Investigacion en Quimica, Toxicologia y

Biotecnologia Ambiental (CIQTOBIA) del Departamento Académico de Quimica de la

Facultad de Ciencias de la UNALM.

Tabla 6: Lista de parametros para caracterizacion del sustrato

Parédmetro Método Justificacion
Potencial de Potenciométrico Determinar el grado de acidez o basicidad que pueda
Hidrogeno (pH) ofrecer el sustrato.
Solidos Totales Se requiere una relacién de g SV sustrato / g SV
(ST) in6culo menor o igual a 0.5 en el reactor (Drosg et al.,
o 2013).
Gravimetrico L . .
Relacion SV/ST alta confirma el alto contenido de
Solidos materia organica biodegradable y una relacion baja se
Volatiles (SV) relaciona con el contenido vegetal de dificil

degradacion, lignina (Parra et al., 2015)

Demanda Método del
imi .. La relacién DBO5/D rmi rminar qué
Quimica de reflujo abierto a relacio 05/DQO permite determinar quée

Oxigeno (DQO) cantidad de la DQO es susceptible de ser depurada por

los microorganismos en cinco dias (DBO5) y por

_Demar_1da Prueba de DBO | tanto el carécter de biodegradabilidad de los diferentes
Bioguimica de 5 vertimientos (Bedoya et al., 2014)
Oxigeno (DBO)
Acidos Grasos . La estabilidad del proceso de degradacion anaerobia
- Cromatografia . -
Volatiles de qases es reflejada por la concentracion de productos
(AGV) g intermedios como los AGV (Al Seadi et al., 2008)
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Las metodologias utilizadas para la determinacion de los parametros presentados en la Tabla 6

se detallan a continuacion.

a) Determinacion del Potencial de Hidrégeno (pH)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Potenciometro
La medicion de pH se realizd usando el método potenciométrico, a través de la medicion
directa, introduciendo el electrodo del potenciémetro en la muestra hasta esperar que el valor
que se obtenga en la lectura del equipo se mantenga constante por aproximadamente 10

segundos. El equipo debe ser calibrado previamente usando soluciones buffer de pH 4 y pH 7.

b) Determinacion de los Sélidos Totales y Volatiles (ST y SV)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Cépsula de porcelana

e Probeta
e FEstufa
e Mufla

e Balanza analitica

e Desecador

Para la determinacion de sélidos totales se siguio la siguiente metodologia:

Calcinar una capsula de porcelana a 550 + 50°C durante una hora en la mufla, dejar enfriar en
un desecador y pesar la capsula. La muestra, medida en una probeta, se transfiere a la capsula
y se evapora a sequedad en una estufa a 103 — 105°C durante 1 hora, dejar enfriar en un
desecador y pesar la capsula. Repetir el ciclo de enfriado, secado y pesado hasta que se obtenga
un peso constante (tiempo aproximado total 24 horas). Se calcula la diferencia de pesos entre

la capsula que fue pesada sola y la que contenia la muestra.
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Asimismo, para la determinacion de solidos volatiles se utilizo la siguiente metodologia:

Calcinar el residuo producido en la etapa anterior hasta peso constante en la mufla a a 550 +
50°C durante 1 hora, dejar enfriar en un desecador y pesar la cdpsula. Repetir el ciclo de
enfriado, secado y pesado hasta que se obtenga un peso constante (tiempo aproximado total
12h). Se calcula la diferencia de pesos entre la capsula que fue con los solidos totales y la que

fue llevada a 550°C

FUENTE: APHA, AWWA, WEF. Standard methods for the examination of water and wastewater.

Solids (2540 B. Total Solids Dried at 103—105°C /2540 E. Fixed and Volatile Solids Ignited at 550°C)

c) Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Digestor

e Solucion de Dicromato de Potasio
e Acido Sulfurico

e Hidrogenoftalato de Potasio

e Espectrofotometro

Asimismo se detalla el método de determinacion empleado:

El principio de esta prueba consiste en que muchos tipos de materia organica son oxidados por
una mezcla a altas temperaturas de acidos cromicos y sulfaricos. La muestra es diluida (en
funcién a la DQO esperada) y digestada durante 2 horas en una solucién acida con un exceso
de Dicromato de Potasio (K2Cr20O7). Después de la digestion se cuantifica el dicromato no
reducido. Para esto ya se deben haber preparado por lo menos 5 estandares de Hidrogenoftalato

de Potasio a partir de las cuales se prepara una curva de calibracion para cubrir todo el rango
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concentraciones posibles. Las mediciones de consumo de oxigeno se realizan en un

espectofotdmetro en la region de 600nm y a través de calculos de equilibrio quimico

FUENTE: APHA, AWWA, WEF. Standard methods for the examination of water and wastewater.

Chemical Oxygen Demand (5220 D. Closed Reflux, Colorimetric Method)

d) Determinacion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Electrodos de membrana
e Agua de dilucion
e Solucioén de nutrientes

e Recipientes con tapon esmerilado

Asimismo se detalla el método de determinacion empleado:

Esta prueba calcula la disminucion en el la concentracion de oxigeno disuelto utilizado por las
bacterias que consumieron el material biodegradable presente en la muestra después de un

periodo especifico de tiempo.

La secuencia del andlisis es la siguiente: se recibe la muestra y de inmediato se procesa o se
guarda en refrigeracion por no mas de 24 horas. Se prepara con los nutrientes necesarios el agua
de dilucién y continuamente, mientras se emplea esta agua, se le hace burbujear aire para
saturarla en oxigeno. En un frasco de tapon esmerilado de 300 ml se coloca el volumen de
muestra que se considere adecuado (en funcién a su DBO5 esperada) y se le agrega el agua de
dilucién necesaria para completar los 300 ml. Se tapa la botella y se coloca en la incubadora a
20°C por un periodo de 5 dias. Se procede de la misma manera con cada una de las muestras y

ademas se coloca un blanco, el cual estara constituido unicamente por agua de dilucién y sirve
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para corregir el oxigeno consumido por el agua de dilucién, que teéricamente debe ser cero y

sirve para establecer el punto de oxigeno disuelto inicial.

Se utilizard un electrodo de membrana, previamente calibrado, para la medicién del oxigeno
disuelto en el dia inicial, asi como en el dia 5. Los calculos finales se realizan de acuerdo a la

siguiente férmula:
DBOs (mg O2/L) = (D1-D2) / P

= D1 = 0D de muestra diluida inmediatamente después de la preparacion (mg/L)
= D2 = 0D de muestra diluida después de 5 dias de incubacion a 20°C (mg/L)

= P =Fraccion decimal volumétrica de a muestra usada.
FUENTE: APHA, AWWA, WEF. Standard methods for the examination of water and wastewater.

Oxygen (Dissolved). (4500 O G - Membrane Electrode Method).

e) Determinacion de los Acidos Grasos Volatiles (AGV)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Cromatografo de gases Shimadzu (Modelo: GC.2010Plus series)

e Auto inyector Shimadzu (Modelo: AOC-20i)

e Columna Cromatogréfica Restek (Modelo: Famewax, crossbond polyethylene glicol,
30 meter, 0,25 mm ID, 0,25 um df, Cat # 12497)

e Centrifuga Cole-Parmer (Modelo: VS-3400/MS-3400)

e Solucion estandar de acidos grasos volatiles (AccuStandard FAMQ-004)

e Viales

e Jeringas desechables

e Filtros (poros de 0,45 pm)

e Nitrdgeno
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e Hidrogeno
e Helio
e Aire

e Acido orto fosforico 85 por ciento
Asimismo se detalla el método de determinacion empleado:

Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras se siguieron las pautas sefialadas por el método de
separacion cromatografica para acidos organicos 5560 D — Gas Chomatographic Method
(Standard methods for the examination of water and wastewater, APHA, AWWA, WEF) el cual
consiste en colectar muestras de lodo y refrigerarlas a 4°C inmediatamente, se transfiere un
volumen de 10 a 30 mL a un vial de 40 mL y se acidifica a un pH aproximado de 2 con acido
fosforico mientras se mezcla con una varilla, luego se transfiere el lodo acidificado a una
centrifuga hasta que se separe la parte sélida del sobrenadante, finalmente se retira el

sobrenadante de los tubos con las jeringas desechables, se filtra y se coloca en viales de 2 mL.

Condiciones operativas:

La metodologia para la determinacion de AGV fue desarrollada en el Centro de Investigacion
en Quimica, Toxicologia y Biotecnologia Ambiental (CIQTOBIA) del Departamento
Académico de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNALM (Ver Figura 12). Las

condiciones operativas del cromatdgrafo fueron las siguientes:

- Temperatura del inyector: 150°C

- Programacion de la temperatura del horno: iniciar a 60°C, mantener la temperatura por 1
minuto, incrementar la temperatura a una razon de 2°C/min hasta 70°C, mantener la
temperatura por 2 minuto, incrementar la temperatura a una razon de 1°C/min hasta 80°C,

mantener la temperatura por 2 minuto, incrementar la temperatura a una razén de 2°C/min
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hasta 90°C, mantener la temperatura por 3 minuto, finalmente incrementar la temperatura a
una razon de 5°C/min hasta 120°C.

Condiciones del detector FID: temperatura de 240°C, velocidad de flujo de hidrogeno de 30
mL/miny de aire de 300 mL/min

Velocidad de flujo del gas portador (Helio): 1,95 mL/min

Velocidad de flujo del gas auxiliar (Nitrégeno): 12 mL/min

Volumen de inyeccion de 2 pL

Modo de inyeccion split 20:1

Figura 12: Cromatografo de gases (CIQTOBIA-UNALM)

Calibracion:

Consistio en inyectar 2 microlitros de diferentes concentraciones del estandar de &cidos grasos
volatiles en el cromatografo de gases. La curva de calibracion se construyo a partir de cinco
concentraciones usando el mejor ajuste. La curva de calibracion deberia ser probada por méas

de un mes para validarla.
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Analisis de las muestras

Se inyectaron 2 microlitros de los analitos, incluyendo los blancos, las muestras de los lodos de

ambos tratamientos por triplicado y el agua miel pretratada por triplicado.

Calculos

Se colectaron todos los datos y se procesaron con el software Shimadzu Lab Solutions,
especializado para sistemas cromatogréficos. Se identifica cada acido graso de acuerdo al
tiempo en que aparece cada pico en el cromatograma (se muestra un ejemplo en la Figura 13),
para posteriormente integrar las &reas de cada pico y reemplazar dicho valor en las curvas de

calibracién para cada AGV.

o
o
c
o S
(o] Q
& 9 ]
© ©° I
o 8 &
5 () o ®
o &
s & +
> ©
@) o >
= 0
>
=
o | O
5 5
K] =
o £
c
S
Q.
(@]
| =
o

Acetic

wimae

_“l 1 1 1 1
01 2 3 4 5 6

Retention Time, min

Figura 13: Modelo de un cromatograma de un estandar de acidos grasos volatiles
FUENTE: APHA, AWWA, WEF. Standard methods for the examination of water and wastewater.

Chromatographic Separation Method for Organic Acids. (5560 D - Gas Chromatographic Method).
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3.2. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DEL INOCULO

3.2.1. TOMA DE MUESTRA
Se tomaron muestras de 20 kg estiércol del ganado vacuno del establo més cercano al Fundo

Santa Teresa.

a) MATERIALES

e Botasde PVC

e Guantes de jebe

e Bolsas plésticas con cierre hermético
e Cinta de embalaje

e  Plumoén indeleble

e Pala

e Baldes
e Nevera
e Hielo

b) PROCEDIMIENTO

Para realizar el muestreo dentro del establo se sigui6 las pautas del «Protocolo para el muestro
de la biomasa residual» del Atlas del Potencial Energético de la Biomasa Residual en Colombia
(Escalante et al, 2011). Para extraer muestras representativas de la zona donde se acumuld el
estiércol se comenzo utilizando el método de muestreo en zigzag, este método consiste en trazar
en la zona a muestrear una linea imaginaria en forma de zigzag y luego recolectar muestras de
las esquinas, posteriormente, estas submuestras fueron homogeneizadas por el método del
cuarteo, el cual consiste en mezclar el material, apilarlo en forma de cono, dividirlo en cuatro
partes iguales (en forma de cruz), luego retirar los dos cuartos opuestos y volver a mezclar los

dos restantes repitiéndose el proceso hasta obtener la cantidad de muestra requerida. Se
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colectaron muestras, guardandolas en bolsas cerradas herméticamente, eliminando el aire, de
manera que no se contaminen, seguidamente fueron etiquetadas con la informacion requerida

y guardada en un congelador durante dos dias antes de los analisis respectivos.

3.2.2. PRETRATAMIENTO

El pretratamiento consistié en la incubacion del indculo.

a) MATERIALES

e Recipiente para decantacion
e Malla

e Botellas para incubacion

e Trampa de agua

e Equipo de bafio termostatico

b) PROCEDIMIENTO

En primer lugar, se mezcld el estiércol con agua corriente en una proporcion tres a uno (tres de
agua por una de estiércol), se dejo decantar durante 3 dias y finalmente se filtré usando una
malla para retirar el material grueso e insoluble, de manera que solo se deje pasar la fase liquida
gue constituyo el indculo metanogénico (Zambrano et al., 2006). Dicho in6culo se incub6 en
condiciones anaerobias a una temperatura de 30°C durante 5 dias (antes de una significativa
produccién de metano) para agotar todo el material biodegradable en él (Angelidaki et al.,
2009). El inoculo se coloc6 dentro de recipientes completamente cerrados, dejando solo una
tuberia de salida hacia una trampa de agua para dejar escapar el gas, la incubacion se realiz6 en

un equipo de bafio termostatico. El in6culo preparado se muestra en la Figura 14.
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Figura 14: Preparacion del inculo

3.2.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
Se determinaron todos los pardmetros sefialados en la Tabla 7 en el Laboratorio de Anélisis de

Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia de la UNALM.

Tabla 7: Parametros para la caracterizacion del inéculo

Parametro Justificacion

Los iones libres van a influir en la presién osmotica del medio, un
medio mas salino puede provocar la deshidratacion y posterior
muerte de las bacterias (Ortiz, 2011)

Conductividad
Eléctrica (CE)

Materia Orgénica Los microelementos son igualmente importantes para el
en solucién (MoS) crecimiento o supervivencia de los microorganismos como los
macronutrientes (Al Seadi et al., 2008).
C, N, P, K total Los complementos incorporados a los piensos o determinados

tratamientos sanitarios que se administran a los animales pueden
contener metales pesados, por lo tanto, pueden aparecer metales
pesados en el estiércol. Los mé&s comunes son zinc y cobre
(ENEEK, 2013)

Ca, Mg, Na, Fe, Cu,
Zn, Mn y B total
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Por otro lado, la determinacion los parametros sefialados en la Tabla 8 se realizd en el

Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la UNALM .

Tabla 8: Parametros para la caracterizacion del indculo

Parametro Método Justificacion
Potencial de e Determinar el grado de acidez o basicidad que
o, Potenciométrico .
Hidrégeno pueda ofrecer el indculo.

Se requiere una relacion de g SV sustrato / g
SV indculo menor o igual a 0.5 en el reactor

Solidos Totales (ST) Gravimétrico

Solidos Volatiles (SV) (Drosg et al., 2013).
Alcalinidad Total i Determinar la capacidad buffer que puede
Volumetrico .
(AT) ofrecer el indculo.

La calidad del in6culo debe ser comprobada

Actividad ejecutando pruebas de actividad especifica, en
metanogénica Volumeétrico las cuales se usa un sustrato estandar, de
especifica (AME) manera gque funciona como una prueba de
control

El proceso de determinacion del potencial de hidrogeno y de los solidos totales y volatiles ya
fue detallado en la seccion 3.1, los procesos de determinacion de la alcalinidad total y la

actividad metanogénica especifica se presentan a continuacion.

a) Determinacion de la Alcalinidad Total (AT)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Bureta
e Matraz
e HCIO1N
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Asimismo se detalla el método de determinacion empleado:

Para las mediciones se toma un volumen de muestra fijo (50ml) y se titula con HCI 0.1 N hasta
un pH de 5.75; este volumen titulado corresponde a la alcalinidad bicarbonatica o alcalinidad
parcial (AP). Se continua con la titulacion hasta un pH de 4.3; este segundo volumen
corresponde a la alcalinidad debida a los AGV o alcalinidad intermedia (Al). La alcalinidad

total (AT) se calcula sumando la alcalinidad parcial e intermedia.

FUENTE: Pérez y Torres, 2008

b) Determinacion de la Actividad Metanogénica Especifica (AME)

A continuacion se presenta una lista de los materiales que se utilizaron.

e Digestores de 500 ml
e Frascos de Mariotte
e Probetas graduadas
e Agujas inyectables
e Tapones de caucho

e Mangueras de Jebe

e Hidroxido de Sodio
e Bicarbonato de sodio
e Soportes

e Fenolftaleina

e Equipo de bafio termostatico

Asimismo se detalla el método de determinacién empleado:

Cada digestor se conecta a un frasco de Mariotte que contiene una solucion de NaOH al 5%.
Todo el CO; producido es retenido dentro del frasco de Mariotte debido que al reaccionar con

el NaOH forma carbonato. Es asi como solo el metano ocupa el espacio libre de la botella de
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NaOH, desplazando un volumen de liquido equivalente que es eventualmente recogido en una

probeta calibrada.

Se armaran 6 equipos de medicion de la AME, tres deberan estar conformados por el inoculo y
el sustrato estandar, y los otros tres seran los blancos, es decir el inoculo sin sustrato. Para cada
equipo se realizan las mismas conexiones entre el digestor, la cAmara de seguridad y el frasco
de Mariotte teniendo cuidado de que no exista ninguna posibilidad de fuga de gas, para esto se
deben usar agujas inyectables, mangueras de jebe, tapones de caucho de manera que cada

sistema quede configurado como se muestra en la Figura 15.

—
4 555
o

1. Reacter de ensayo

2. Salida de muestreo

| 3. Camara de seguridad
A o? 4. Gasémetro

3| 5 5. Medicion de metano

6. Salicda da biogas
7. Bafic termostatico

Figura 15: Equipo para la determinacion de la AME del in6culo
FUENTE: Del Real et al., 2010

Se recomienda verificar que el pH de la solucion de NaOH de los frascos de Mariotte sea
superior a 12 unidades para garantizar que éste secuestre todo el CO2 producido (Torres y Pérez,
2010), esto puede realizar usando fenolftaleina, la cual se torna de color rosado o magenta a un

pH alrededor de 9.8

Para el presente proyecto se afiadird a cada reactor una concentracion de inoculo de 3 g SVI/L,

dicha concentracion se escogio de acuerdo a la bibliografia revisada para digestores con
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agitacion (la cual se realizara diariamente de manera manual). Ademas de afiadir el inoculo se
agregara el sustrato, el cual consistira en acido acético con una DQO inicial de 5g/l.
Seguidamente se agregara una solucién de alcalinidad (1g/l de NaHCO3) hasta ajustar el pH a

7,0 (se medira el pH antes y después de la prueba con un potenciometro).

El ensayo se realizara a una temperatura de 30°C introduciendo los reactores dentro de un

equipo de bafio termostatico.

La cantidad de volumen desplazado en las probetas se debe de medir de manera continua hasta

que decrezca la produccion de biogas.

Los resultados se presentaran en un grafico de volumen acumulado (a condiciones de presion y
temperatura normales) vs tiempo de incubacion y se tomara la pendiente de mayor inclinacion
de la curva para calcular la Actividad Metanogénica Especifica en g DQO de sustrato

consumido por g SV de in6culo utilizado por dia (g DQO/ g SV*dia).

FUENTE: Torres y Perez (2010)
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3.3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE METANO
MEDIANTE LA PRUEBA DEL POTENCIAL BIOQUIMICO DEL
METANO (PBM)

La determinacion del potencial bioguimico del metano se realiz6 empleando un método
manomeétrico. Para tal fin se emple6 el equipo de medicién OxiTop ® Control OC (Ver Figura

16), el cual es un equipo de monitoreo de presion que consta de un reactor de 1 L con un cabezal
de medicidon que se inserta en la “boca” de los reactores y un control que usa una interfase

infrarroja para transferir los datos.

3.3.1. MATERIALES

e Equipo de medicién OxiTop ® Control
e NaOH en perlas
e Buffer (NaHCO:s)

3.3.2. PROCEDIMIENTO

Se colocaron dentro de cada reactor las mezclas de in6culo y sustrato segun las proporciones
de sélidos volétiles indicadas en la Tabla 9. Se realizaron 3 repeticiones por cada proporcion y
también se hicieron blancos o controles para hacer la correccion por el metano endégeno del
estiércol. Cabe sefialar que los blancos se realizaron en equipos volumeétricos, teniendo en
cuenta que de acuerdo con la investigacion desarrollada por Souto et al. (2010) en la cual se
evaluaron 3 métodos de medicion de CHa4: volumétrico con caracterizacion del biogés,
volumétrico empleando una solucion alcalina y manométrico (Sistema Oxitop ® Control), se

comprobd que la produccion de CH4 fue similar en dichos métodos.
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Figura 16: Preparacion de las muestras en el Sistema OxiTop

Tabla 9: Proporciones de relacion Sustrato — Inoculo utilizadas en la prueba PBM

Tratamiento M1 M2 Blanco
g 5V sustrato 05 0.25 :

g SV indculo
g SV sustrato/I 25 1.25 0

g SV inéculo/I 5 5 1.5

Las proporciones elegidas se determinaron utilizando el criterio sefialado por Drosg et al.

(2003), el cual recomienda que g SV sustrato / g SV lodo debe ser menor o igual a 0.5.

Cada botella se llen6 hasta 0.8 L, dejando un 20 por ciento de espacio libre para el biogas.
Ortiz (2011) obtuvo los mejores valores de produccién de biogas con volimenes de espacio de

cabeza pequefios (20 a 25 por ciento del volumen total).

Para evaluar solamente la produccion potencial de metano de CH4 se colocaron 4 perlas de

NaOH (Parra, 2014) en el compartimento con el que cuenta cada reactor en la boca, de manera
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que se absorba todo el CO.. Es necesario sefialar que el mayor porcentaje de biogas esta
compuesto por CHs y CO», por lo que se asumira que la presion generada dentro de cada
reactor serd solo generada por el CH4, asimismo se asume que el mayor porcentaje del CO>

ya fue liberado durante el pretratamiento.

Souto et al. (2010) comprobaron la eficiencia de la solucion de NaOH en el método
volumétrico y de las perlas de NaOH usadas en el Sistema Oxitop® para la captura del COx,

pues el analisis de las muestras de biogas por cromatografia reveld la ausencia de este gas.

Antes de cerrar los reactores se neutraliz6 la solucion (debido al caracter &cido del agua miel)
utilizando bicarbonato de sodio (NaHCO3) hasta un pH de 7 unidades, debido a que las

arqueas metanogénicas necesitan un pH neutro para su correcto funcionamiento.

Se mantuvieron los reactores a temperatura ambiente con el fin de simular las condiciones

reales de cambios de temperatura de la finca del cual se tomaron las aguas mieles.

Se realizé un monitoreo diario de la variacion de la presion en los reactores (Ver Figura 17) y
la prueba de PBM fue detenida cuando el volumen diario de produccién de gas fue menor que

el 1 por ciento del total de produccién de gas (Drosg et al., 2013).
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Figura 17: Monitoreo continuo en el Sistema OxiTop

3.3.3. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Debido a que el equipo de medicién OxiTop ® Control es un sistema de monitoreo de presion
fue necesario transformar dicha presién a volumen de metano producido por gramo de sélido
volatil del sustrato en condiciones estandares de presion y temperatura, de manera que fuera

comparable con otras investigaciones. Para realizar esto se tomaron en cuenta las ecuaciones

proporcionadas por Cardenas et al., (2016), las cuales se presentan a continuacion:
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En donde cada parametro es representado por:

* Ncxa: Moles de CH4(mol).

= AP: Incremento de la presion (atm).

= Vi: Volumen libre (L).

= R: Constante de los gases ideales (atmL/K *mol).

» Te: Temperatura del experimento (K).
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a)

Para determinar estadisticamente si existe diferencia significativa entre las medias de
potencial bioquimico del metano de cada uno de los tratamientos (relaciones aplicadas de
sustrato/indculo). Se realizé un disefio experimental completamente al azar y se aplico la
prueba estadistica de andlisis de varianza (ANOVA) a un 95 por ciento de confianza donde la
variable independiente fue el potencial bioquimico del metano, el factor fue la relacion

sustrato/indculo y las unidades experimentales las constituyeron los reactores anaerobios.

VcnaCE: Volumen de CH4 a condiciones estandar (L).

Tce: Temperatura a condiciones estandar (K).

Pce: Presion a condiciones estandar (atm).

Hcna: Constante de Henry para el CH4(atm).

XcHadisuelto: Fraccion molar de CHadisuelto.

M chadisueito: Concentracion molar del CHadisuelto (mol/L).
Mi20: Concentraciéon molar del agua (mol/L).

NcHadisuelto: Moles de CH4 disuelto (mol)

Vu: Volumen (til de reactor (L)

VcHadisuetoCE: Volumen de CH. disuelto (L).

VcraCE: Volumen total de CHscondiciones estandar (L).
Vchacontrol: Volumen de metano producido por el inéculo sin sustrato (L).
PBM: Potencial Bioquimico de Metano (L/gSV).

gSV: Solidos volatiles (SV) iniciales del sustrato (gSV).

ANALISIS ESTADISTICO

Finalmente se hizo la comparacidon entre las medias utilizando la Prueba T.
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Modelo
Yij=u+ Ti+ Eij

Yij = Potencial bioquimico de metano obtenido al aplicar la i-ésima relacion sustrato/inoculo

en el j-ésimo reactor
u = Potencial bioquimico de metano
Ti = Efecto de la i-ésima relacion sustrato/inculo

Eij = Error experimental obtenido al aplicar la i-ésima relacion sustrato/indculo en el j-ésimo

reactor
Analisis de varianza
HO: las medias del PBM de cada tratamiento son iguales

H1: al menos una media de uno de los tratamientos es diferente
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DEL SUSTRATO

4.1.1. RECONOCIMIENTO DE CAMPO

Se realizaron visitas al Fundo Santa Teresa, a una altitud de 1750 msnm (Ver Figura 18 ) el
cual esté situado en el distrito de Villa Rica, provincia de Oxapampa, departamento de Pasco,
a fines de mayo y a fines de junio del afio 2017. Dicho fundo pertenece al sefior Hans Brack, y

cultiva café “Geisha” (variedad de la especie Arabica) desde 1974.

Figura 18: Vista lateral de la planta de beneficio de café

La planta de beneficio del café en estudio realiza un proceso himedo, dentro del cual se

identificaron las etapas que se explican a continuacion.



EL fruto del café o cerezo del café (Ver Figura 19), después de ser cosechado de manera manual,
atraviesa por un proceso de despulpado, para esto se cuenta con una despulpadora de disco,

zaranda y repasadora (Ver Figura 20), en esta etapa se retira la cascarilla y la pulpa.

Figura 20: Proceso de despulpado del cerezo del café
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Producto del despulpado se obtienen las semillas cubiertas por la pelicula plateada, el
pergamino y el mucilago, estas son sometidas a un proceso fermentado durante una noche y al
dia siguiente son lavadas (Ver Figura 21 y Figura 22), por otro lado, los residuos sélidos,
constituidos por la pulpa y la cascarilla son colocados en un area de disposicion de residuos

solidos (Ver Figura 23).

B

Figura 21: Area de fermentacion y lavado
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Figura 22: Area de fermentacion y lavado

Figura 23: Area de cascarillas



Para el proceso de lavado se utiliza agua de manantial almacenada en un reservorio (Ver Figura

24).

Figura 24: Reservorio de agua para el lavado del café

Luego del proceso de lavado se logra retirar la mayor parte del mucilago, quedando las semillas
cubiertas de la pelicula plateada y el pergamino, estas se exponen al sol (Ver Figura 25) con el
objetivo de que pierdan humedad al aire libre, llegando a aproximadamente un 11,5 por ciento
de humedad. Seguidamente las semillas pasan a la planta de secado (Ver Figura 26) debido a
que estas deben tener una taza limpia, es decir estar completamente secas, dentro de un periodo
de 72 horas de ser cosechadas, para esto se cuenta con unidades de calor para pozas, secaderos
verticales y secaderos tipo Guardiola, obteniéndose entonces el café pergamino seco (Ver

Figura 27), el cual esta listo para su venta.
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Figura 26: Planta de proceso seco



Figura 27: Café pergamino seco

Por otro lado, los efluentes del lavado, denominados aguas mieles son neutralizados con cal
debido a su carécter acido y son derivados a una serie de pozas de sedimentacion (Ver Figura

28 y Figura 29), para finalmente devolver el agua clarificada al rio.

Figura 28: Efluente del beneficio hUmedo del café o aguas mieles
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Figura 29: Pozas de sedimentacion

Es importante sefialar que los residuos generados, producen impactos en al ambiente, ya sea el
caso de la contaminacion de los rios por el vertimiento de las aguas mieles, la contaminacion
del aire por los olores que se disipan producto de la fermentacion de los residuos sélidos, asi

como la contaminacion del suelo producto de los lixiviados de los residuos solidos que se

escurren e infiltran.

4.1.2. TOMA DE MUESTRA
Antes de la toma de muestra, se caracteriz6 en primer lugar la produccion de café, se evalud la

concentracion y volumen de generacién de aguas mieles que se genera en la planta de beneficio

humedo del café de la Finca Santa Teresa.

La planta tiene una produccion anual de 5000 quintales, equivalentes a 187 500 kg de cerezo o

41 400 kg de café pergamino seco (cps), los cuales se cosechan en diferentes proporciones a lo
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largo del ano. Una primera etapa, denominada “rebusca”, tiene lugar entre abril y mayo,
generando aproximadamente un 15 por ciento de la produccion anual. Luego de esta etapa, se
encuentran la 1ra'y 2da plena en los meses de junio y julio respectivamente, con una produccion
del 50 por ciento y 30 por ciento de la cosecha anual. Finalmente se encuentra la etapa de

raspado en el mes de agosto, con una produccion aproximada del 5 por ciento de la cosecha

anual. (Ver Figura 30 y Tabla 10)
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Figura 30: Produccion promedio de café por campafia
Tabla 10: Produccion promedio de café por campafia
CAMPANA | REBUSCA | 1°PLENA | 2°PLENA | RASPADO | TOTAL
quintales 750 2500 1500 250 5000
kg cerezo 187500 625000 375000 62500 1250000
Kg cps 41400 138000 82800 13800 276000
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En cuanto a la produccion diaria de café, se alcanza un maximo de 25 000 kg de café cerezo o
5520 kg de cps y una produccion minima de 1 500 kg de café cerezo o 331 kg de cps, sin
embargo, de acuerdo a la informacion brindada por el duefio de la planta de beneficio himedo
del café, el gasto de agua diario es constante (6820 litros por dia), es decir siempre se usa la
misma cantidad de agua para el lavado y durante los dias de mayor produccion se reutiliza el
agua (para este propdsito se cuenta con 2 bombas de agua). Es importante considerar que el
hecho de reutilizar el agua constituye una ventaja, al mejorar la eficiencia en el uso de recursos,
sin embargo se debe considerar que durante los dias de mayor produccion se generara un
efluente mas concentrado dado que al reutilizar el agua de lavado se incrementa la carga
organica. En promedio, durante los dias de produccién maxima se usan 1,24 litros de agua por
kg de cps y durante los dias de produccién minima se usan 20,6 litros de agua por kg de cps

(Ver Tabla 11).

Tabla 11: Produccion de café diaria y gasto de agua diario.

Produccion de café Gasto de agua
Diaria Diario Por kg de cps
" 25 000 kg cerezo o .
Maxima 5 520 kg cps / dia 6 820 L/ dia 1,24 L/ kg cps
- 1 500 kg cerezo o .
Minima 331 kg cps / dia 6 820 L / dia 20,6 L/ kg cps

Segun Zambrano et al. (2006), en un beneficiadero tradicional se consumen entre 40 y 50 litros
de agua/kg cps para despulpar, transportar la pulpa, lavar y clasificar el café y en un

beneficiadero con despulpado y transporte de pulpa sin agua, el cual es el caso de la planta de
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beneficio en estudio, se realiza un consumo de agua de lavado entre 20 y 25 litros de agua/kg

cps.

Considerando el hecho de que hay épocas en las que la concentracion del agua miel es mucho
mayor, se tomaron muestras de las aguas mieles a fines del mes de mayo y a fines del mes de

junio, teniendo en cuenta que los meses de mayor produccion son junio y julio.

Durante la toma de muestras se considerd todas las medidas sefialadas en la metodologia en

cuanto a la preservacion y almacenamiento de las muestras. (Ver Figura 31 y Figura 32)

Figura 31: Toma de muestras de aguas mieles
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Figura 32: Muestras de agua miel

4.1.3. PRETRATAMIENTO

El pretratamiento se realizé de acuerdo al proceso sefialado en la metodologia, fermentacion
espontanea y anaerébica durante 5 dias, a temperatura de 30°C y al pH natural de las aguas
mieles (aproximadamente 3,5 unidades) de manera que se aislen los procesos hidroliticos,

acidogénicos y acetogénicos de la etapa metanogénica.

Como se menciond anteriormente, el café pasa por un proceso de fermentacién previa para
retirar el mucilago antes de la etapa de lavado. En la fermentacion del café ocurren varios
procesos, basicamente las levaduras y las bacterias del mucilago mediante sus enzimas
naturales oxidan parcialmente los azucares y producen energia (ATP), etanol, acido lactico,
acido acético y dioxido de carbono. Ademas, se obtienen otros alcoholes como propanol,
butanol, acidos como el succinico, férmico, butirico y sustancias olorosas como aldehidos,
cetonas y ésteres. También se degradan los lipidos del mucilago de café y cambian el color, el
olor, la densidad, la acidez, el pH, los sélidos solubles, la temperatura y la composicién quimica

y microbiana de este sustrato (Puerta, 2012).
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De acuerdo a lo mencionado lineas arriba, el pretratamiento consistio en aprovechar los
microorganismos anaerobios propios de las agua mieles para aumentar la degradacion del

sustrato hasta compuestos de cadena corta.

Se colocaron las muestras a una temperatura de 30°C dado que de acuerdo a la bibliografia
revisada, los microorganismos fermentadores del café son mesofilos. La mayoria de las
levaduras crecen entre 5y 39°C, con optimos de 28 a 35°C, algunas se desarrollan entre 3 y
10°C y todas mueren por encima de 50°C. Las bacterias lacticas crecen entre 25 y 30°C, pero
pueden reproducirse a 0°C, mientras que las bacterias entéricas se desarrollan entre 22 y 37°C.
Asimismo no se modifico el pH natural de las aguas mieles dado que de acuerdo Montgomery
y Bochmann (2014) las enzimas que degradan celulosa, hemicelulosa y almidon trabajan mejor
a pH entre 4 y 6 y a temperaturas entre 30 y 50 °C, por lo tanto, una etapa de preacidificacion

incrementa la velocidad de degradacion creando un ambiente adecuado para las enzimas.

Otro efecto positivo se produce debido a que ademas de H. y &cidos grasos volatiles, se forma
CO- durante la esta etapa. EI CO. puede presentarse en tres formas: a valores de pH altos esta
en la forma de ion carbonato CO3?, a pH neutro como HCOs™ y a pH acido como CO, el cual
es volatil y se libera en el gas producido en la hidrélisis. Esto significa que habra menos CO>

en el gas producido en la etapa metanogenica y por lo tanto mayor concentracion de CHa.

Finalmente, otra ventaja constituye que los microorganismos de la fase hidrolitica son menos
sensibles a muchos quimicos (como fenoles, amonio, etc.) que los microorganismos de la etapa
metanogénica, de esta forma muchos inhibidores quimicos pueden ser destruidos en la primera

etapa (Montgomery y Bochmann, 2014).
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4.1.4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
En la Tabla 12 y Tabla 13 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del

sustrato tanto antes como despueés del pretratamiento.

Tabla 12: Caracterizacion fisicoquimica del sustrato sin ningun tratamiento

Parametros Unidad | Mayo Junio
Potencial de Hidrégeno (pH) - 35 3.4
Nitrogeno total (N) mg/L - 280
Fosforo total (P) mg/L - 4.76
Carbono total (C) mg/L - 810
Relacion C/N - - 15.63
Conductividad eléctrica (CE) dS/m 0.17 0.2
Sélidos Totales (ST) g/L 3.11 5.16
Sélidos Volatiles (SV) g/L 2.78 4.62
Sélidos Fijos (SF) g/L 0.33 0.54
SVIST - 0.89 0.9
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mg O2/L | 4090 6720
Demanda Biogquimica de Oxigeno (DBO) mg Oa/L - 1468.46
DBO/DQO - - 0.22

Tabla 13: Caracterizacion fisicoquimica del sustrato luego del pretratamiento

Ac. Acético mg/L - 1559.3
Ac. Propidnico mg/L - 498.3
Ac. Isobutirico mg/L - 160.4
Ac. Butirico mg/L - 321.7
Acidos Grasos Volatiles (AGV) Ac. Isovalérico mg/L - 170.2
Ac. Valérico mg/L - 324.3
Ac. Isocaproico mg/L - 0.0
Ac. Caproico mg/L - 157.0
Ac. Heptanoico mg/L - 0.0
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a) Potencial de Hidrogeno (pH)

De acuerdo con Bautista (2010), el pH representa el grado de acidez presente en el biodigestor,
su valor éptimo oscila entre 6.6 y 7.6. Con valores de pH por debajo de 5 y por encima de 8 se
corre el riesgo de inhibir el proceso o incluso detenerlo. Es importante mantener este parametro
constante debido a que la actividad de la poblacion metanogénica es altamente vulnerable a los
cambios de pH comparado con las deméas poblaciones presentes en los lodos (Quintero y
Rondon, 2012). Marti (2006) sefiala que si el pH fuera menos de 6 produciria un biogas pobre
en metano, el cual tiene menores cualidades energéticas. Como se observa en los resultados, el
agua miel presenta un pH aproximado de 3.5 unidades, dicho caracter acido podria ser
considerado una desventaja para la degradacion anaerobia, por lo que se debe controlar de

manera cuidadosa este parametro.

Muchos autores afirman que la degradacidn anaerobia es mas eficiente a valores de pH cercanos
a la neutralidad, sin embargo, diferentes estudios sobre la influencia del pH indican que no se
puede generalizar, debido a aspectos como las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato que
pueden aportar capacidad buffer y a que cada grupo microbiano implicado en la degradacién

anaerobia tenga un rango de pH éptimo especifico (Parra, 2015).

b) Relacion Carbono-Nitrégeno (C/N)

De acuerdo con Soria et al. (2000), la relacion optima de C/N para el crecimiento de los
microorganismos es de 30:1, cuando la relacion es muy estrecha (10:1) hay pérdidas de
nitrégeno asimilable, lo cual reduce la calidad del material digerido. Si la relacion es muy

amplia (40:1) se inhibe el crecimiento debido a falta de nitrogeno.

Al Seadi et al. (2008) recomiendan una relacion C: N: P: S de 600:15:5:1.
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El agua miel reportd una relacion C/N de 15.63, esto indica que hay una proporcion de
nutrientes con un contenido de nitrégeno un poco elevado. La concentracion de nitrogeno total
en el agua miel fue de 280 mg/L. La experiencia sefiala que la inhibicién por nitrégeno en el
proceso de produccion de biogas debe ser esperada a una concentracion total de nitrogeno
amoniacal de 3000-3500 mg/L (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe, 2010), por lo que no

se espera algun tipo de inhibicion al potencial contenido de amoniaco.

Asimismo, no se ajusto la relacion C/N con otro sustrato dado que el objetivo principal del
proyecto fue evaluar el potencial de produccion bioguimico del agua miel del beneficio hUmedo
del café y no de una mezcla de sustratos en co-digestion. Sin embargo, se considera que seria

ideal ajustar dicha relacidn en un potencial proceso de digestion a escala piloto.

c) Conductividad Eléctrica (CE)

El agua miel presentd un valor de conductividad eléctrica aproximada de 0.2 dS/m, este es un
valor relativamente bajo, lo cual indica un bajo contenido de sales en el agua miel. Es
importante tener en cuenta que una elevada conductividad eléctrica implicaria que los iones
libres aumenten la presién osmética del medio, por lo que un medio mas salino puede provocar

la deshidratacion y posterior muerte de las bacterias (Ortiz, 2011).

d) Sélidos Totales (ST) y Sélidos Volatiles (SV)

La concentracion de ST es variable, observandose una mayor carga en el mes de junio (5.16
g/L) comparado con el mes de mayo (3.11 g/L), esto se explica por el hecho de que durante el
mes de junio se realiza la lera plena de la cosecha del café, incrementandose asimismo la

concentracion de las aguas de lavado.

Por otro lado la relacién SV/ST indican que aproximadamente el 90 por ciento de este efluente

contiene materia organica. Una relacion SV/ST elevada confirma el alto contenido de materia
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organica biodegradable y una relacion baja se relaciona generalmente con presencia de material
vegetal de dificil degradacion, lignina (Parra et al., 2015), por lo que se considera que el agua

miel es adecuada para la biodegradacion.

e) Demanda quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO del agua miel vario también por las mismas razones explicadas en el caso del contenido
de sélidos totales. Se alcanzé una DQO méxima de 6720 mg/L. Al comparar la concentracion
en materia organica del agua miel con la de las aguas negras urbanas, entre 500 a 1000 mg/L,
resulta ser de 7 a 13 veces mayor. Cabe sefialar que la alta carga organica de un efluente lo

sefiala como un potencial sustrato para la degradacion anaerobia.

f) Acidos Grasos Voléatiles (AGV)
El contenido de &cidos grasos volatiles en la muestra de aguas mieles se determind por

cromatografia de gases luego del pretratamiento de las mismas.

La metodologia para la caracterizacion del contenido de AGV fue desarrollada en el Centro de
Investigacion en Quimica, Toxicologia y Biotecnologia Ambiental (CIQTOBIA) del
Departamento Académico de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNALM. Cabe sefialar

que dicha metodologia fue detallada en la seccién 3.1.

Como se observa en la Figura 33, se determinaron los siguientes AGV de cadena corta: Acético,
Propionico, Isobutirico, Butirico, Isovalérico, Valérico, Isocaprdico, Caproico y Heptanoico.
Aproximadamente el 50 por ciento de los acidos grasos volatiles correspondieron al acido
Acetico, en segundo lugar se encontr6 al &cido Propionico. La predominancia de dichos acidos
de cadena muy corta (compuestos por dos y tres &tomos de carbono respectivamente) era un
resultado esperado en las muestras de aguas mieles ya que el objetivo del pretratamiento fue

separar las etapas de hidrdlisis, acidogénesis y acetogénesis, siendo el principal producto de
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estas el acido Aceético. El acido acético es el principal precursor del metano en la fase final

denominada metanogenesis, lo que indica un resultado satisfactorio del pretratamiento.
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Figura 33: Composicion en porcentaje del contenido de Acidos Grasos Volatiles (AGV)
en las aguas mieles

4.2. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DEL INOCULO

4.2.1. TOMA DE MUESTRA

Se tomaron muestras de 20 kg estiércol del ganado vacuno del establo méas cercano al Fundo
Santa Teresa siguiendo las pautas del «Protocolo para el muestro de la biomasa residual» del
Atlas del Potencial Energético de la Biomasa Residual en Colombia. Se colectaran muestras,
guardandolas en bolsas cerradas herméticamente, eliminando el aire, de manera que no se

contamine, seguidamente fueron etiquetadas con la informacion requerida y guardadas en un

congelador hasta realizar los analisis respectivos.
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4.2.2. PRETRATAMIENTO
La incubacion del inoculo (estiércol diluido en agua) durante 5 dias, solo produjo dioxido de

carbono, asegurando que se eliminara la mayor parte del material biodegradable del mismo.

4.2.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

En la Tabla 14 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del indculo.

Tabla 14: Caracterizacion fisicoquimica del in6culo

Paradmetros Unidad Valor
Potencial de Hidrégeno (pH) - 6.73
Conductividad Eléctrica (CE) dS/m 4.32

Alcalinidad Total (AT) mg CaCOs/L 3140
Sélidos Totales (ST) g/L 18.14
Sélidos Volatiles (SV) g/L 6.32
Solidos Fijos (SF) g/L 11.82
SVIST - 0.35
Carbono Total (C) mg/L 4030.00
Nitrogeno Total (N) mg/L 784.00
Relacion C/N -- 5.14
Fosforo Total (P) mg/L 192.06
Potasio Total (K) mg/L 845.00
Calcio Total (Ca) mg/L 1120.00
Magnesio Total (Mg) mg/L 380.00
Sodio Total (Na) mg/L 337.50
Hierro Total (Fe) mg/L 430.13
Cobre Total (Cu) mg/L 1.16
Zinc Total (Zn) mg/L 13.96
Manganeso Total (Mn) mg/L 16.26
Boro Total (B) mg/L 3.00
Actividad metanogénica especifica (AME) g DQO/g SSV*dia 0.015
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a) Potencial de Hidrogeno (pH) y Alcalinidad Total

De acuerdo a los resultados, el indculo presenté un pH de 6.73 unidades mientras que el agua
miel presentd un pH de 3,4 unidades, es importante destacar que el caracter acido de la agua
miel es equilibrado con el caracter basico del estiércol, llegando a un pH cercano a 6 durante

su mezcla en las proporciones determinadas para los tratamientos planteados.

Por otro lado, la alcalinidad total que presentd el estiércol fue de 3140 mg CaCOgs/L. Estudios
previos han demostrado que valores de la alcalinidad de bicarbonato mayor a 2500 mg/L

aseguran un buen control de pH (Marti, 2006).

b) Conductividad Eléctrica (CE)

El in6culo presentd un valor de conductividad eléctrica de 4,33 dS/m, este valor, asi como el
presentado para el caso de las aguas mieles, tampoco es alto, por lo que no se espera
interferencia significativa en la actividad de los microorganismos debido a variaciones en la

presién osmdatica del medio.

c) Sélidos Totales (ST) y Solidos Volatiles (SV)
En el caso del indculo, se tiene una relacion de SV/ST de 0.35, lo que indican que

aproximadamente el 35 por ciento de este contiene materia organica.

d) Relacion Carbono-Nitrégeno (C/N)
Se obtuvo una relacion C/N bastante baja (5.14), debido a que parte del carbono se perdid
después del pretratamiento en forma de CO2y otra parte se perdio en el filtrado del estiércol

para la preparacion del indculo.

e) Metales
De acuerdo con Chen et al. (2008) se han establecido diversos umbrales de toxicidad para

metales alcalinos-térreos como el calcio, magnesio, sodio y potasio. Asimismo, existen
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relaciones antagonicas y sinérgicas entre los mismos, de manera que dichas interrelaciones

alcanzan equilibrios distintos para cada caso particular.

En el caso de los metales pesados, estos poseen un efecto inhibidor cuando interfieren con el
sistema enzimatico de los organismos, sin embargo, bajas concentraciones de ciertos metales
pesados son necesarias para la actividad microbiana. Cobalto, molibdeno y niquel son metales
pesados importantes para la actividad de los productores de metano y sus enzimas (Schnirer y
Jarvis, 2010). Es dificil de decir que concentraciones de metales pesados causan inhibicion y
cuales son toxicas debido a que muchos de los resultados reportados en la literatura varian
considerablemente. El rango es amplio en términos de concentraciones umbrales para varios de
los metales pesados, pero estan en ordenes de 100 mg/L. Algunos metales como el hierro, sin
embargo, son relativamente no toxicos y pueden aparecer en el proceso en concentraciones de
cientos de gramos por litro sin causar ningun problema. Una buena explicacién para esto es que
los metales se unen a diferentes compuestos organicos (quelatos) en el proceso o forman
precipitados como los sulfuros. El nivel en el cual la inhibicion ocurre es incluso afectado por
el hecho de que diferentes metales combinados pueden tener efectos antagdnicos y sinérgicos

entre ambos (Schnirer y Jarvis, 2010).

El inoculo presentd concentraciones medias a elevadas de calcio, magnesio, potasio, sodio y
hierro. Por otro lado, metales como el cobre, zinc, boro y manganeso se detectaron en

concentraciones muy bajas.

f) Actividad Metanogénica Especifica (AME)
Se determind una Actividad metanogénica especifica (AME) de 0.015 g DQO/g SSV*dia.
Dicha AME no es muy alta en comparacion de otros in6culos como por ejemplo lodos de

plantas de tratamiento de aguas residuales, o lodos de reactores UASB, los cuales pueden

93



alcanzar AME de 0.2 0 0.5 g DQO/g SSV*dia (Orozco et al., 1992), esto es debido a que estos
ultimos estan especializados en la degradacion anaerobia de materia la organica. Sin embargo
se opto por usar estiércol fresco de una granja aledafa a la zona de produccion de café con el
fin de simular las condiciones reales que podrian tomar lugar en el area de estudio durante el

arrangue de un potencial biodigestor.

En la Figura 34 se presentan los resultados de la determinacién de la AME.
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Figura 34: Determinacion de la Actividad Metanogeénica Especifica del Inéculo

4.3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE METANO
MEDIANTE LA PRUEBA DEL POTENCIAL BIOQUIMICO DEL
METANO (PBM)

El monitoreo se comenz6 el dia 12 de julio del 2017 a las 12:50 horas y se detuvo el dia 30 de
agosto del 2017 a las 12:50 horas, es decir dur6 50 dias. El sistema Oxitop ® Control realiz6

mediciones automaticas cada 4 horas, es decir a las 12:50, 16:50, 20:50, 00:50 y 04:50 horas.
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Antes de presentar los resultados es importante aclarar que los blancos generaron un volumen
promedio de 32 mL de CH4 /g SV de indculo, este gas es producto del contenido de materia
organica residual en el in6culo, dicho metano “enddgeno” fue restado a los resultados de cada
uno de los reactores de modo que se evalle la produccion potencial de metano solamente en
funcién al sustrato. La produccion de gas de los blancos no excedid el 20 por ciento de la

produccién total de gas (VDI, 2006), lo que asegura resultados confiables (Drosg et al., 2013).

Cabe sefialar que el aire dentro de cada reactor no fue retirado, se recomienda llenar de
nitrégeno el espacio libre para no alterar los resultados debido a que durante el proceso algunas
bacterias facultativas pueden utilizar el oxigeno del aire que se encuentra dentro de cada reactor
durante el inicio del proceso, disminuyendo asi la presion al principio, sin embargo el objetivo
es realizar un proceso anaerobio, es por eso que se restd dichas variaciones en la presion

causadas por el volumen de oxigeno incial dentro de cada reactor al resultado final.

En la Figura 35 se presentan los resultados de variacion promedio diaria de volumen de metano
generado cada 4 horas (en porcentaje). Los picos de produccion de metano se alcanzaron en el
rango de maximas temperaturas diarias, es decir a las 12:50 y a las 16:50 horas, comprob&ndose
que la velocidad de producciéon de metano es directamente proporcional a la temperatura.
Incluso pequefios cambios en temperatura (durante el periodo de monitoreo se alcanzaron
temperaturas minimas y maximas entre aproximadamente 14°C y 19°C) demuestran aumentar

o reducir la velocidad de produccion de biogés. Esto también es sefialado por Parra (2015).

Es necesario mencionar ademas que los microorganismos que realizan la digestion anaerobia
alcanzan producciones de metano Optimas a temperaturas mesofilicas, aproximadamente entre
37 a 43°C, y termofilicas, aproximadamente entre 50 a 60°C (Fachagentur Nachwachsende

Rohstoffe, 2010). A temperaturas menores declina la velocidad de crecimiento y actividad de
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los metandgenos. Sin embargo, las proporciones de Sustrato / Indculo usadas en el presente
trabajo produjeron metano aun a una temperatura ambiental de 16°C (temperatura promedio
durante el periodo que duro el ensayo del PBM). Por lo tanto se espera obtener una mayor
velocidad en la degradacion anaerobia del sustrato si se realizan pruebas en el area donde se
generan las mencionadas aguas mieles debido a que la temperatura promedio anual en Villa

Rica es de 17,7°C.
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Figura 35: Variacion promedio diaria de la produccion de metano medida cada 4 horas

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 36, se observa que el mayor porcentaje de
metano (mas del 70 por ciento) se produjo entre los dias 12 al 42 en ambas proporciones. Esto
es debido a que los microorganismos primero requieren un periodo de adaptacién al sustrato
(entre los dias 1 y 11 aproximadamente), luego de esta etapa se realiza la biodegradacion de la
mayor parte de las aguas mieles (durante aproximadamente 30 dias) y finalmente comienza un
declive en la produccion de metano (a partir del dia 43) debido a que la cantidad de sustrato con
la que contaban los microrganismos se ha consumido considerablemente. Cabe reiterar que el
indculo que se utilizé fue preparado a partir de estiércol fresco vacuno, el cual fue caracterizado

reportando una Actividad metanogénica especifica (AME) de 0,015 g DQO/g SSV*dia, la cual
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es relativamente baja, sin embargo se opt6 por usar estiércol fresco con el fin de simular las
condiciones reales que podrian tomar lugar en el area de estudio. Es por esto que se espera que
en un potencial biodigestor a escala real se incremente la velocidad de degradacién anaerobia

por efecto de la especializacion de las comunidades microbianas presentes en los lodos.

Cabe sefialar que se detuvo la medicidn cuando el porcentaje de metano producido diario fue

menor del 1 por ciento del volumen total, como se observa en la Figura 36.
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Figura 36: Variacion promedio de la produccion de metano diaria




En la Figura 37 se presenta el PBM, es decir el volumen acumulado de metano en mililitros por
gramo de solido volatil de sustrato (mL CH./g SV sustrato). Como se observa, los resultados
fueron bastante similares graficamente para cada una de las tres repeticiones, sin embargo fue

necesario realizar el analisis estadistico respectivo.

Para la evaluacion estadistica se utilizo un disefio completamente al azar y se utilizo el software
Minitab. Antes de realizar el analisis de varianza (ANOVA) se verifico los supuestos de
normalidad de errores y el de homogeneidad de varianzas, cumpliéndose ambos en las dos
proporciones. El anlisis de varianza a un 95 por ciento de confianza verificé que las medias de
las dos proporciones propuestas no son iguales. Finalmente se utilizé la prueba “t” de student
para concluir que a un 95 por ciento de confianza existe suficiente evidencia estadistica para
afirmar que la relacion igual a 0.25 g SV sustrato/g SV inoculo produce un mayor Potencial

Bioquimico del Metano que la relacion 0.5.

En la Figura 38 se presenta el PBM promedio para las dos proporciones de g SV sustrato/g SV

indculo propuestas en ml CH./g SV sustrato.
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En la Tabla 15 se presenta el PBM en ml CH./g SV sustrato y ademas en ml CH./g DQO sustrato

para condiciones estandares de presion y temperatura.

Tabla 15: Resultados de Potencial Bioquimico de Metano

g SV sustrato/ g SV PBM (ml CH./g SV PBM (ml CH./g DQO
indculo sustrato) sustrato)
0.25 481.2 329.0
0.5 377.0 257.7

De acuerdo a los resultados se comprueba estadisticamente que el PBM, es decir el volumen
acumulado de metano en mililitros por gramo de solido voléatil de sustrato (mL CH./g SV
sustrato) de la relacién igual a 0.25 g SV sustrato/g SV in6culo produce un mayor volumen de

metano que la relacion de 0.5.

Asimismo, de acuerdo a los resultados del PBM en ml CH./g DQO sustrato se comprueba que
el procedimiento llevado a cabo fue correcto dado que no se superd la produccién maxima
tedrica de metano en condiciones estandares por gramo de DQO, la cual es de 0.35 L CH./g
DQO sustrato, Dicha produccion méaxima se estimé a partir del equivalente de oxigeno del
metano de acuerdo al siguiente equilibrio quimico en condiciones normalizadas de presion y

temperatura (P=760 mm Hg y T=0°C).

CH, + 20, > CO, + H,0

Es importante sefialar que al no conocerse el PBM del sustrato en estudio fue necesario plantear
distintas diluciones de sustrato de modo que se asegure que el potencial de metano no fuera
subestimado debido a la sobrecarga materia organica o potencial inhibicion como sefiala
Angelidaki et al. (2009). Asimismo se consideré que la concentracion del indculo debe ser

siempre mas alta que la del sustrato (en términos de solidos volatiles), debido a que si se tiene
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mas cantidad de sustrato de la que pueden degradar los microorganismos por unidad de tiempo
se estaria también subestimando el PBM. De acuerdo a lo mencionado, se observa que a medida
que la relacion de g SV sustrato / g SV indculo se acerca a 1 se reportan menores valores de
PBM, como se observa en la Tabla 16. Segun Angelidaki et al. (2009), la proporcion
sustrato/indculo debe ser reconocida como uno de los mayores parametros que afectan los

resultados de los ensayos anaerobios.

Las proporciones elegidas en el presente trabajo fueron tomadas en funcion a la proporciones
que aplicaron otros investigadores, como se muestra en la Tabla 16. Asimismo, Drosg et al.
(2003) indica que de acuerdo al VDI (2006) la proporcién de SV sustrato / SV lodo debe ser

menor o igual a 0.5.

Tabla 16: Resultados de PBM segun la relacion sustrato/inoculo de investigaciones en

comuan
Autor Sustrato Inéculo % g ST/Lsﬁto

Acarley, Agua miel del Estiércol 0.5 377.0
2017 cafe Vacuno 0.25 481.2
1 250

Quintero, Mucilago de Café Estiércol 0.6 410
2012 porcino 0.5 730
0.4 810

Viquez, | Mucilago de Café | Lodo UASB 0.5 334
2014 Pulpade Café | Lodo UASB 0.5 340.2

9 20

4 60

; ; 2 90

215 | Moniopales | S0%0PTAR %
0.5 110

0.25 190
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A pesar de que las condiciones operacionales, ni sustratos e inéculos de todas las
investigaciones presentadas en la Tabla 16 no coinciden, se observa que a medida que la
relacién sustrato / indculo disminuye se obtienen mejores resultados en el PBM, tanto para las
investigaciones que utilizaron residuos del café (pulpa, mucilago, agua miel), como para las

que utilizaron residuos de otro tipo (biorresiduos municipales).

Como prueba final, se realizé la determinacion del contenido de Acidos Grasos Volatiles en los
efluentes. Cabe sefialar que los efluentes fueron debidamente conservados para evitar la
alteracion de las muestras, para mayor detalle revisar la seccion 3.1. El Unico acido graso volatil
detectado fue el acido acético, obteniéndose un rendimiento de degradacién del mismo de
aproximadamente 81,5 por ciento y 63,4 por ciento, para los tratamientos con proporciones de
sustrato/ inoculo de 0,25 y 0,5 respectivamente. En cuanto los otros AGV detectados en la
muestra se obtuvo un rendimiento del 100 por ciento ya que no se presentaron en los
cromatogramas. Cabe sefialar que el tratamiento cuya proporcion de sustrato/indculo fue igual
a 0,25 tuvo un mayor rendimiento, esto puede explicarse debido al hecho de que una sobrecarga
de sustrato puede afectar el proceso de degradacion anaerobia al sobrepasar la cantidad maxima
de materia organica que los microorganismos presentes pueden degradar, otra posibilidad
consiste en que se pueda ver afectada la capacidad buffer de las mezclas debido al caracter
fuertemente acido de las aguas mieles. En la Figura 39 se presenta de manera grafica la
disminucion en la concentracion de AGV en los efluentes con respecto al contenido antes de la
etapa metanogénica. También es importante mencionar que el contenido de acido acético final
indica que aln existe un potencial mayor de produccion de metano para los tratamientos
propuestos. Como se mencion0 anteriormente, la actividad de las arqueas metanogénicas pudo

haber sido afectada por los cambios de temperatura ya que el ensayo se realiz6 a temperatura
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ambiente, sin embargo esto nos permite simular mejor las condiciones reales en el caso de la

construccion de un biodigestor a mayor escala.

S/1=0,25 .

m Acético
m Propidnico
Isobutitico
S/1=0,5 - m Butirico
m |sovalerico
Valerico
W Isocaproico

m Heptanoico

0 20 40 60 80 100
Acidos Grasos Volatiles (%)

Figura 39: Contenido de AGV en los efluentes de los tratamientos

Es importante sefialar que el proceso de digestién anaerobia no se detuvo para ninguno de los
tratamientos propuestos, es decir no se evidencid ningln tipo de inhibicion severa en la
actividad metanogénica de las bacterias, para esto se verifico que el pH al final del ensayo fuera
neutro para todos los reactores, lo que demostrd que no se produjo acidificacién de las mezclas.
Esto es importante debido a la tendencia que tienen las aguas mieles a acidificarse. Este
resultado pudo haber sido afectado por la capacidad buffer que puedo haber ofrecido el estiércol

vacuno, en cuando a su contenido de carbonatos.
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Es importante sefialar que el PBM no es una prueba precisa dado que en un ensayo en continuo
0 en un reactor a escala real cambiarian las condiciones operacionales y por lo tanto también

los resultados, sin embargo permite evaluar la potencial biodegradabilidad de los sustratos.

Otro factor a tener en cuenta es que en el ensayo del PBM es que los posibles inhibidores son
diluidos en el inoculo afiadido y los efectos antagonicos o sinérgicos de la mezcla con el sustrato

pueden ser evaluados de manera muy limitada (Drosg et al., 2013)

Por ultimo, teniendo en cuenta la maxima concentracion encontrada en las aguas mieles en el
mes de junio (4.64 g SV/L), la produccion diaria de aguas mieles (6820 L/ dia) y la mejor
relacion de Sustrato/Indculo en la determinacion del PBM (0.25 g SV sustrato/ g SV indculo)

se calcul6 un potencial energético maximo diario de 166.78 Kw-h/ dia.

11Kw—h 1m3 CH, 481.2mL CH, 4.62 g SV sustrato 6820 L agua miel
m3 CH, * 106 mL CH, X g SV sustrato ) agua miel x dia

= 166.78 Kw — h/dia

Cabe reiterar que dicho potencial es calculado para el dia de mayor produccion de biogés por
lo que seria ideal que el gas generado en los periodos de mayor produccion sea almacenado en
depdsitos de manera que se pueda compensar el uso del gas en periodos de menor produccion.
Por otro lado el potencial energético calculado no considera la eficiencia de la transformacion
energética del equipo que se use para ello. De manera referencial se sefiala que la mediana del
consumo mensual de los hogares de Lima Metropolitana, segun el Osinergmin (2015), es de
aproximadamente 106 Kw-h. Por lo la produccion energeética del biogas de la planta de
beneficio del café estudiada de energia podria ser aprovechada tanto en los gastos energéticos
béasicos (luz, cocina, etc.), como también podria complementar, por ejemplo, el gasto energético

de los equipos del proceso de secado de las semillas del café.
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Finalmente, es importante sefialar que para poder utilizar el proceso de digestion anaerobia
como medida de gestion de los residuos liquidos del beneficio del café, es necesario que se
regule el consumo de agua de la fermentacion y lavado del café, pues si la concentracion de
solidos va mas alla de lo esperado, es decir por una produccion extraordinaria de café, esto
influiria severamente en el desempefio de un potencial reactor anaerobio pudiendo causar la
acidificacion del mismo. Zambrano et al., (2006) recomienda usar entre 4 a 5 L de agua por kg

de café.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se presentan las siguientes

conclusiones:

La caracterizacion fisicoquimica del sustrato indica que el agua miel tiene un alto
contenido de materia organica y por lo tanto es apta para la degradacion anaerobia,
asimismo dado su caracter &cido y los microorganismos propios del agua miel, se

considera apta para una degradacion anaerobia en dos fases.

La caracterizacion fisicoquimica del indculo indica que los microorganismos presentan
una actividad metanogénica especifica moderada, dado que se usoé estiércol fresco para

prepararlo.

El ensayo del PBM es una prueba efectiva para evaluar la biodegradabilidad anaerobia
de las aguas mieles, efluentes de la producciéon de granos de café. Verificandose
estadisticamente que la relacién igual a 0.25 g SV sustrato/g SV in6culo produce un
mayor Potencial Bioquimico del Metano (481.2 ml CH./g SV sustrato ¢ 377.0 ml CH./g
DQO sustrato) que la relacion de 0.5



VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a la experiencia obtenida en el desarrollo de la presente investigacion se indican las

siguientes recomendaciones:

- Se recomienda utilizar la relacién igual a 0.25 g SV sustrato/g SV indculo para el
arranque de un reactor anaerobio continuo que utilice aguas mieles como sustrato y

estiércol vacuno como inéculo.

- Se recomienda realizar ensayos de PBM con proporciones menores de 0.25 g SV
sustrato/g SV indculo para verificar que no se esté subestimando el potencial de

generacion de metano de las aguas mieles

- Se recomienda poner a prueba el proceso de digestion anaerobia de las aguas mieles a
mayor escala y en el lugar donde se generan los efluentes (Villa Rica) usados como
sustrato con una previa regularizacién el consumo de agua para el lavado del café para

evitar la inhibicién del proceso por acidificacion.

- Se recomienda utilizar Nitrdgeno gaseoso como componente del espacio libre de los
reactores Oxitop para evitar la utilizacion de oxigeno por las bacterias durante el

comienzo del proceso.

- Se recomienda que en el caso del disefio de un reactor anaerobio en el rea de generacion
de las aguas mieles se provea de una regulacion térmica (usando capas aislantes,
invernaderos, construccion bajo el nivel del suelo) para evitar el efecto que produce la

variacion de temperatura a lo largo del dia en la produccion de metano.
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