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Resumen

La produccion de biogas a partir de la digestion anaerobia de residuos citricos se presenta
como una alternativa viable para obtencion de gas rico en metano, una fuente renovable de
energia. Los citricos hacen parte de una de las principales cadenas de produccion agricolas en
Colombia, de dichas actividades productivas se generan grandes volimenes de residuos
organicos que son generalmente desechados en vertederos y que son una materia prima
aprovechable dentro de variados procesos de valorizacion de residuos. El objetivo de este
estudio es determinar el potencial bioquimico de metano de residuos citricos mediante
procesos de digestion anaerobia, empleando cascaras de lima acida Tahiti (Citrus x latifolia),
mandarina Oneco (citrus reticulata) y naranja Tangelo (Citrus hibridus (reticulata x
paradasi)) como sustrato. Se llevaron a cabo dos ensayos experimentales en modo de
operacion por lotes manteniendo una relacion (X0/S0) de 2 g SVT/g SV Tsustrato . LOS ensayos
se llevaron a cabo en condiciones mesofilicas de 37°c y agitacion constante de 100 rpm. El
proceso experimental se llevd a cabo en dos etapas: i) Evaluacién de sustratos puros para
mayor produccion de biogas: El ensayo experimental #1 se desarrolla con el fin de determinar
el tipo de sustrato que presenta mayor produccion de biogas, se empled una temperatura de
incubacion de 35°c. ii) Evaluacion de la mezcla 6ptima de sustratos para mayor produccién de
biogas: Para el ensayo experimental #2 se evalu6 la mezcla de sustratos Gptima para mayor
produccion de metano; con el fin de optimizar el proceso e incrementar la produccion de
biogés, se implementaron nuevas medidas modificando algunas condiciones de operacion
como la adicion de un medio basal compuesto por soluciones minerales con el fin de eliminar
limitantes en el proceso de digestion por falta de micronutrientes enriqueciendo el medio de
cultivo; por otro lado también se incrementd la temperatura de operacion a 37°c. Los
resultados muestran que la mayor produccion de metano en ambos experimentos fue obtenida
por la cascara de naranja con un valor de 0,46 £ 0,05 LCH4/gSV para la etapa experimental |
y 0,50 £ 0,06 LCH4/gSV para la etapa experimental Il; la mezcla de los tres sustratos resulto
ser el segundo mayor PBM con un valor de 0,47 £ 0,06 LCH4/gSV; sin embargo para los
casos en los que se realizd6 mezcla de dos sustratos no resultd ser conveniente ya que se
presentaron los valores mas bajos en la produccion de biogas. Con base en la revision de
literatura puede suponerse que la presencia de AGV resultaron en inhibicién del proceso,
definiendo la curva de produccion de biogas en un proceso de dos etapas.

Palabras clave
Digestion anaerobia, potencial bioquimico de metano, residuos citricos, valorizacién de
residuos, metano, biogas, energia renovable.
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1. Capitulo |

1.1 Introduccidn

Debido a sus caracteristicas geograficas, Colombia es un pais privilegiado para el desarrollo
de actividades agroindustriales por sus condiciones de humedad, pluviosidad, y geografia
favorables para el cultivo de gran variedad de especies; entre ellas, especificamente, el cultivo
de citricos, el segundo frutal méas cultivado en el pais después del banano (Orlando Orduz
Rodriguez et al. 2008) siendo esta la principal actividad productiva en 21 de los 32
departamentos del pais, que fueron agrupados en cuatro nucleos productivos en el Acuerdo de
Competitividad de citricos (Oscar n.d.). Dichas zonas productoras de citricos se encuentran
ubicadas entre los 0 m y los 1600 m de altitud, con temperaturas medias de 23°c a 34°c,
pluviosidades acumuladas anuales de 900 mm a 1200 mm y luminosidad mayor a 1900 h de
brillo solar anual (Orlando Orduz Rodriguez et al. 2008)

Las cadenas productivas de citricos incluyen productos en su fase primaria tales como las
naranjas, limones, limas, mandarinas y toronjas, y una serie de productos asociados a la fase
industrial como zumos, pulpas, jaleas, mermeladas, aceites, esencias y pellets para
alimentacion animal (Gonzalez-sanchez, Pérez-fabiel, and Wong-villarreal 2015). Para dichos
procesos industriales se exprime casi la mitad de la frutas procesadas para jugos y el resto
incluyendo la céascara, las semillas, membranas y otros subproductos, se consideran desechos
de citricos (Wilkins et al. 2007)

Las cascaras secas de los citricos son ricas en pectina, celulosa y hemicelulosa y pueden
usarse como un sustrato de fermentacion, varios investigadores han propuesto diferentes
aplicaciones para éstos residuos de citricos, como la produccién de pectina, flavonoides, fibra
y alimentos para animales (Inoue et al. 2010; Mamma, Kourtoglou, and Christakopoulos
2008); también se han propuesto diversas transformaciones microbianas para la utilizacion de
desechos de procesamiento de alimentos para producir productos valiosos como biogas,
etanol, &cido citrico, quimicos, diversas enzimas, compuestos aromatizantes volatiles, acidos
grasos y biomasa microbiana (Dhillon et al. 2004). Si bien los desechos de cascara de naranja
pueden reutilizarse para una amplia variedad de propositos, hasta hace relativamente poco
tiempo no ha habido otros medios satisfactorios de eliminacion que no sean el vertido de los
desechos en terrenos adyacentes a los sitios de produccion, utilizandolos como materia prima
en la fabricacion de alimentos para ganado o quemandolos (Lapuerta et al. 2008); por lo que
una gran fraccion de éstos desechos todavia son desperdiciados cada afio, lo que produce un
deterioro del medio ambiente y una pérdida de recursos potencialmente valiosos (Bisaria and
Ghose 1981). Este desperdicio (que asciende a varias toneladas por dia en una planta de
procesamiento de tamafio mediano) causa muchos problemas econémicos y ambientales;
debido a los altos costos de transporte, la falta de sitios de disposicion y porque el material de
relleno posee alta fermentabilidad por su alto contenido organico (Tripodo et al. 2004). Estos
desechos sélidos de origen lignocelulésico normalmente representan el 40-50% de la materia
prima procesada y tienen una concentracion total de sélidos (TS) del 10-15%. (Viswanath,



Sumithra Devi, and Nand 1992). Se ha descrito un gran nimero de propuestas prometedoras
para el uso de estos residuos en la literatura (Angel Siles Lopez, Li, and Thompson 2010).
Entre otros, estos incluyen el uso de los desechos para producir fertilizantes, aceites
esenciales, pectina, etanol, enzimas industriales, proteinas unicelulares, absorbentes de
contaminantes y suplementos de pulpa de papel.

Si bien los procesos de produccion agricolas representan una de las fuentes mas significativas
de residuos organicos, por otro lado tenemos que el desperdicio de alimentos es sin duda otra
de las problematicas que se enfrentan actualmente en el mundo, por ejemplo, en algunos
casos, las frutas y vegetales no cumplen con condiciones regulatorias de comercio impuestas
por cadenas de comercializacion convirtiéndose entonces en desperdicio, esta problematica
representa una gran fuente de residuos organicos en todo el mundo; algunos reportes sobre las
cadenas de produccion de alimentos dado por organismos como la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations), establecen que 1/3 de la comida en el
mundo (1.3 billones de toneladas) se echa a perder o es desperdiciada.

La biomasa en forma de celulosa, hemicelulosa y lignina proporciona un medio para
recolectar y almacenar la energia solar y, por lo tanto, representa un importante recurso
energético y material. Sin embargo, antes de usar este recurso, es necesario convertirlo en una
forma utilizable, como una materia prima gaseosa (metano) o liquida (etanol) que se ajuste a
nuestra economia quimica (Bisaria and Ghose 1981). Entre las diferentes posibilidades para el
aprovechamiento y valorizacion de los desechos y residuos organicos, especificamente de los
residuos lignocelulésicos como es el residuo industrial de naranja, generado y desechado de
las industrias de procesamiento de frutas, la digestién anaerobia se presenta como una
alternativa viable frente a otros procesos. En este marco, la digestién de biomasa constituye
una opcion atractiva principalmente en aplicaciones locales, ya que permite que la biomasa se
utilice cerca de la fuente y, por lo tanto, elimine gran parte de los costos derivados del
almacenamiento y el transporte. (Lapuerta et al. 2008). La digestion anaerobia, en la que se
puede lograr el control de la contaminacion y la recuperacion de energia, es otra forma
posible de tratar y revalorizar los abundantes residuos de piel de naranja. Este proceso se
define como la conversién biolégica de material organico en una variedad de productos
finales, incluido el "biogés", cuyos principales constituyentes son el metano (65-70%) v el
dioxido de carbono (Forgacs et al. 2012). Las ventajas de la digestion anaerdbica incluyen
bajos niveles de lodos bioldgicos, bajos requerimientos de nutrientes, alta eficiencia y
produccién de metano, que puede utilizarse como fuente de energia para calefaccion y
electricidad en el sitio de aprovechamiento (Nallathambi Gunaseelan 2009). Los residuos de
piel de naranja contienen hidratos de carbono solubles e insolubles que pueden ser digeridos a
biogas (Wikandari et al. 2015). La presencia de un alto contenido de materia organica, el 90-
95% de ST (Viswanath et al. 1992) hace que estos desechos sean ideales para la digestion
anaerobica, por otro lado, tenemos que los desechos de citricos tienen tipicamente bajos
valores de pH (3-4), alto contenido de agua (aproximadamente 80 - 90%) y altos contenido de
materia organica ( aproximadamente 95% de sélidos totales). Estas caracteristicas indican que
los residuos citricos no pueden ser dispuestos en rellenos sanitarios de acuerdo a regulaciones
europeas (2008 n.d.) asi mismo, éstos desechos pueden ser un problema en procesos de



compostaje, debido a su bajo pH, la presencia de aceites esenciales que inhiben el procesos de
compostaje y la rapida biodegradabilidad de éste residuo, lo cual puede causar problemas de
anaerobiosis en las pilas de compostaje (Ruiz and Flotats 2014).

Por otro lado, las alternativas de tratamiento térmico, como la incineracién, gasificacion o
pirolisis no son alternativas tan eficientes desde un punto de vista energético y econémico,
puesto que por su alto contenido de humedad, los residuos requeririan un procedimiento
previo de deshidratacion. Otra alternativa para el aprovechamiento de estos residuos seria la
produccidn de bioetanol; sin embargo, requiere altos costos de inversion para la construccion
y el mantenimiento de una planta de bioetanol; cerca de 600 Eu/Ton de residuos tratados por
afio (Sanchez-Segado et al. 2012) comparado con 75 - 200 Eu/Ton/afio para una planta de
biogés (Cavinato et al. 2010; Karellas, Boukis, and Kontopoulos 2010; Sorda, Sunak, and
Madlener 2013). Desde un punto de vista energético ésta opcion de valorizacion no es tan
eficiente como la produccién de metano (Biogas) a traves de la digestion anaerobia; ya que
como se ha reportado, con el bioetanol se obtuvo un rendimiento de 50-60 L/ton de residuos,
equivalente a 294-352 kW/h/ton de residuo; por otro lado, con el proceso de digestion
anaerobia se tiene 78 - 110 m3CHa/ton de desechos con 18% de solidos totales (ST) y 95% de
solidos volatiles (SV, base de materia seca) y a 737 - 1040 kW/h/ton de desechos: 1.5 - 2
veces mas alto que los valores obtenidos con bioetanol (Ruiz and Flotats 2014).

De acuerdo a la estimacion realizadas por la unidad de planeacion minero energética
(UPME), en el 2012 Colombia presentaba una produccion de residuos agricolas cercanos a
66.2 millones de toneladas/afio con un potencial energético de 330350 TJ/afio. Por todas estas
razones, la digestion anaerobia es una alternativa muy llamativa para el aprovechamiento de
los residuos organicos. La digestion anaerdbica es un proceso bioldgico de tres etapas. El
material organico solido se disuelve enzimaticamente. Las sustancias organicas solubles son
luego metabolizadas por bacterias a acidos organicos y alcoholes. Las bacterias del metano
convierten estos acidos grasos y alcoholes en metano y didéxido de carbono (Clausen, Sitton,
and Gaddy 1979).

Sin embargo, hay una serie de factores que pueden llegar a intervenir en el proceso de
digestion anaerobia de los residuos citricos especificamente, y se atribuyen especialmente a la
presencia de aceites esenciales en los citricos, los cuales son conocidos por inhibir la
actividad metanogénica durante los procesos de digestion anaerobia.

1.1.1 Limitaciones por inhibicion de la actividad metanogenica

Los aceites esenciales citricos son liquidos que contienen, entre otros componentes, los
compuestos volatiles aromaticos de las plantas de citricos. Sus propiedades antimicrobianas
han sido utilizadas con variados propdsitos para aplicaciones bactericidas, virucidas,
fungicidas, antiparasitarias, insecticidas, medicinales y cosméticas, especialmente en la
actualidad en las industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola y alimentaria.
Usualmente contienen una amplia variedad de compuestos, aproximadamente entre 20 y 60
(Bakkali et al. 2008); de éstos el 85- 99% son compuestos volatiles y el resultante 1-15% son
compuestos no-volatiles (Ruiz and Flotats 2014). El principal componente es el limoneno,



con una concentracion que varia entre el 32% y el 98% dependiendo de la variedad: 32-45%
en Bergamina, 45-76% en limon y 68-98% en naranja dulce (Moufida and Marzouk 2003).

El dafio causado por compuestos como el limoneno se debe al hecho de que afecta varias
partes de la célula simultineamente, se ha demostrado que éstos pasan a través de la pared
celular y la membrana citopldsmica, rompen la estructura de sus diferentes capas de
polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos y los permeabilizan. La citotoxicidad parece
incluir dicho dafio a la membrana. En las bacterias, la permeabilizacion de las membranas se
asocia con la pérdida de iones y la reduccion del potencial de membrana, el colapso de la
bomba de protones y el agotamiento de la reserva de ATP (Bakkali et al. 2008). Se ha
demostrado que éste compuesto causa la falla final del proceso a una concentracion de 400
uL / L en la digestion mesofilica (Mizuki, Akao, and Saruwatari 1990) y en el rango de 450 a
900 uL / L en la digestion termofilica (Forgacs, Chalmers tekniska hogskola., and Hogskolan
i Boras. 2012). Si bien existen diferentes técnicas para realizar la extraccion de los aceites
esenciales citricos estos no seran considerados en el presente trabajo de investigacion.

Se han llevado a cabo varias investigaciones para abordar los desafios de la inhibicién por el
limoneno (Forgacs et al. 2012; Mizuki et al. 1990). Estos métodos se pueden clasificar en tres
categorias: eliminacion de limoneno, recuperacion de limoneno y conversion de limoneno en
un compuesto menos toxico. Entre estos métodos, la recuperacion de limoneno parece ser la
mejor alternativa, ya que este quimico es un compuesto valioso utilizado en varias industrias
como perfumeria, productos quimicos, cosméticos, medicina y sabor de alimentos (Forgacs et
al. 2012; Raeissi et al. 2008).

Existen varios métodos que se han descrito para la recuperacion de limoneno, incluida la
explosion de vapor (Forgacs et al. 2012), la destilacion de vapor (Martin et al. 2010) y la
hidrolisis acida (Lohrasbi et al. 2010). Métodos clésicos de extraccion como la maceracion y
la extraccion Soxhlet requieren solventes de extraccion peligrosos o periodos de extraccién
alargados (Inoue et al. 2010).

La ventaja clave de la digestion anaerobia como tecnologia de aprovechamiento, en
comparacion con otros métodos, es la produccion de biogas; éste es un material gaseoso: una
mezcla que contiene metano y didxido de carbono producido durante la digestion anaerobia
de compuestos organicos (Wikandari et al. 2015); este gas es inflamable y se puede quemar
para producir energia dentro una variedad de aplicaciones, como calefaccion, generacion de
electricidad o como combustible automotriz en motores de gas. Como se dijo anteriormente,
la produccion de metano significa que la digestion anaerobia puede ser mucho mas
energéticamente favorable cuando se compara con el relleno y el compostaje de desechos
organicos (Gijzen et al. 1987a; Gallert et al. 2003) y evita el gran impacto ambiental de los
sitios de relleno tipicamente asociados (Orlando Orduz Rodriguez et al. 2008)

La biomasa y los desechos organicos representan un gran potencial como recurso energético
renovable. La disminucién de los suministros de energia y los impactos ambientales
asociados con el uso de formas de energia fosil estan fomentando un renovado interés en la
energia renovable. La biogasificacion de estas materias primas organicas es una opcion
atractiva porque:

- Puede procesar alimentos himedos 0 secos.
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- No requiere tratamiento térmico ni quimico.

- No requiere cultivos puros ni condiciones estériles.

- El producto metano es de alta calidad y se separa facilmente del reactor.

- El producto metano se puede usar en una variedad de estados de pureza y se usa
comunmente como una forma de energia importante en todo el mundo.

Se desarroll6 un método, conocido como el ensayo de potencial bioquimico de metano
(PBM), para estimar la conversion final y el rendimiento de metano asociado de los sustratos
organicos (Owen et al. 1979). Este método se ha aplicado ampliamente con modificaciones
menores para determinar la produccion final de metano a partir de variedad de acciones de
alimentacion (Chynoweth et al. 1993; Tong, Smith, and McCarty 1990).

El ensayo PBM se desarroll6 como un método estandarizado para determinar la
biodegradabilidad final y el rendimiento de metano asociado durante la fermentacion
metanogénica anaerdbica de sustratos organicos. En general, es andlogo al ensayo de
demanda bioquimica de oxigeno que se ha utilizado ampliamente para determinar la
biodegradabilidad en condiciones aerobias para el analisis de la calidad del agua. La prueba
implica la incubacion por lotes de un sustrato en condiciones ideales para la descomposicion
anaerdbica. Estas condiciones incluyen: (1) in6culo de amplio espectro; (2) exceso de
indculo; (3) exceso de nutrientes; concentracion de sustrato por debajo de los niveles
inhibitorios; (4) exceso de capacidad de amortiguacién; (5) temperatura moderada: y (6)
condiciones anaerdbicas estrictas (Chynoweth et al. 1993).

Con el fin de evaluar el potencial energético de un sustrato en especifico, en este caso el
potencial del sustrato citrico a partir de digestién anaerobia para generacion de biogas; se
llevan a cabo la prueba de PBM la cual indica la cantidad de gas metano producido por
fraccion organica del sustrato. Estos ensayos traen algunos beneficios como: (a) la tasa de
metano se puede medir facilmente; (b) la alta tasa de metano esta asociada con la eliminacién
de la demanda quimica de oxigeno (DQO), que es un objetivo importante de las aplicaciones
de tratamiento de aguas residuales; y (c) el gas metano es un producto energético util.
(Hamon, 1993).

Dos de los factores mas importantes que deben considerarse al aplicar la fermentacion de
metano al material lignocelul6sico son la velocidad y el grado (biodegradabilidad) de la
degradacion. Una alta biodegradabilidad significa que no solo se puede generar mas metano
por unidad de masa de alimento, sino que también se obtiene menos residuos para su posterior
eliminacion (Tong et al. 1990). Una velocidad de biodegradacion rapida reduce el tamafio
requerido para un reactor y, por lo tanto, hace que el proceso sea mas atractivo
economicamente (Clausen et al. 1979) Ambos factores son funciones de las propiedades
intrinsecas del propio material lignocelulésico y de los microorganismos involucrados
(Bisaria and Ghose 1981)
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En el presente proyecto de investigacion, se pretende determinar el potencial bioquimico de
metano de residuos citricos empleando céscaras trituradas de limon, mandarina y naranja
como sustrato para el proceso de digestion anaerobia mediante el cual se genera la produccion
de biogés; trabajando con reactores por lotes bajo condiciones de operacion mesofilicas;
identificando la mezcla de sustrato dptima para mayor produccion de biogéas asi como
evaluando el proceso de digestion mediante valores como el periodo de latencia y velocidad
de produccion de biogés para cada tipo de sustrato empleado.

El resto de este trabajo se estructura de la siguiente manera. El capitulo | presenta la
introduccién al tema de interés; los antecedentes asi como bases teoricas de trabajos
desarrollados en los cuales la generacion de biogas a partir de digestion anaerobia hace parte
del tema central de investigacion; seguido del planteamiento del problema y proporciona una
descripcion de la literatura y de investigaciones que sirven como sustento a este proyecto; se
presentan los objetivos a alcanzar en este proyecto; asi como el prop6sito y sus implicaciones
practicas. El capitulo Il presenta la metodologia general empleada para el alcance de los
objetivos planteados asi como el montaje experimental de la prueba de PBM vy las técnicas de
analisis y limitaciones en el proceso. El capitulo Il presenta los resultados obtenidos y el
analisis del conjunto de datos, e ilustra los resultados de aplicacién del modelo matematico
para ajuste de datos; finalmente el capitulo IV presenta las conclusiones del proyecto de
investigacion.

1.2 Planteamiento del problema

La gran dependencia al petroleo y la produccion y el consumo de combustibles fosiles han
sido unos de los principales catalizadores de la tragedia ambiental que se vive actualmente; lo
que hace que la transicién hacia energias renovables y hacia un modelo de desarrollo
politicamente correcto sea una de las decisiones indispensables para el crecimiento y el
progreso de nuestra sociedad asi como para garantizar la integridad ecol6gica de nuestro
planeta; como estrategia para hacer frente al cambio climatico se han identificado cada uno de
los pilares de nuestro desarrollo y se han propuesto los 21 objetivos de desarrollo sostenible,
buscando replantear el modelo de desarrollo actual en mira a uno ambiental, social y
economicamente responsable. Como estrategias para lograr el alcance de los objetivos de
desarrollo sostenible, el gobierno colombiano ha apostado por una mejora y tecnificacion del
campo colombiano, impulsando asi el sector agricola en el pais; como parte de estas
estrategias se ha instaurado la politica diversificadora de cultivos tradicionales, viendose
beneficiado especificamente la agroindustria citricola en diferentes zonas del pais.

La naranja es la fruta méas cultivada en todo el mundo y representa aproximadamente el 50—
60% de la produccion total de citricos; sin embargo, también otras especies por ejemplo,
limon, lima, mandarina, pomelo tienen importancia industrial (Satari y Karimi, 2018). Brasil,
China, India, México, Espafia y Estados Unidos producen mas de dos tercios de los citricos
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del mundo (Paggiola et al., 2016; Satari y Karimi, 2018). En Colombia la produccion de
citricos se centra en el departamento de Santander, con mayor area cultivada. La naranja
Tangelo posee un potencial muy grande, con gran demanda local, nacional y exportacion
como fruta de mesa; su popularidad radica en las caracteristicas como cascara de féacil
desprendimiento y buen sabor (Rodriguez Astudillo 2010). Se calcula que pueden existir
entre 10 a 12 mil hectareas de mandarina, siendo la mandarina ‘Oneco‘ una de las variedades
que sobresalen siendo cultivada en el occidente del pais (Orduz-Rodriguez J, Monroy J,
Barrera S, Nufiez V 2012). La lima o limon Tahiti se produce en siete departamentos del pais,
siendo el principal productor Santander con 80,3% de participacion en 2017. Asimismo, 35
municipios del pais cuentan con produccién de lima Tabhiti, de los cuales seis hacen parte de
las zonas mas afectadas por el conflicto armado (zomac). En el ultimo afio se tuvo un area
cosechada de 4580 Ha produciéndose 86297 Ton para el 2017 Segun informacion del
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural.

En el Eje Cafetero colombiano se encuentra localizada gran parte de la industria procesadora
de citricos del pais, con una capacidad de procesamiento de 110.000 toneladas de naranja por
afio, de las cuales 13.000 Tm./afio corresponden a Frutasa-Caldas y a Passicol-Caldas con
7.000 Tm./afio (Gonzalez-sanchez et al. 2015).

Como se menciono anteriormente, entre las nuevas estrategias del gobierno para impulsar la
industria agropecuaria en el pais, se evidencia el aumento y la tecnificacion del sector
agricola con los cuales se ha generado un aumento considerable en la produccion del campo,
trayendo como consecuencia un aumento en los residuos orgéanicos, que traen tras su proceso
de fermentacion, la generacion de lixiviados y gases de efecto invernadero como CH4 y CO2;
causando asi degradacion de los suelos, de los cuerpos de aguas superficiales y
subsuperficiales y afectacion a la calidad del aire asi como generacion de malos olores y
vectores bioldgicos. Otra de las problematicas que presenta el campo colombiano es la falta
de acceso energético debido a las largas distancias de los centros poblados méas cercanos; una
alternativa concerniente a la valorizacion de residuos sélidos puede ser implementado en
aquellos sectores productivos del pais donde se desarrollan practicas agricolas como principal
fuente de sustento; en este caso, una alternativa viable seria la generacion de gas metano a
partir de un proceso de digestion anaerobia, donde los residuos sélidos orgéanicos son
transformados directamente en biogas y en un subproducto orgéanico con gran capacidad
fertilizante; de esta manera, se tiene facil acceso a gas natural que puede ser empleado
directamente en los hogares para alimentacion asi como para generacion de energia eléctrica.

Segun reportes de Gunaseelan (2004), el rendimiento de metano de los residuos citricos va a
depender de la especie de citrico empleado, asi como de las condiciones geogréficas,
ambientales, etc; es decir que los valores reportados en otras partes del mundo pueden variar
considerablemente, por tal motivo es indispensable evaluar el potencial y rendimiento de
especies cultivadas en Colombia para tener una idea de la capacidad de produccion de
biometano y el potencial energético que puede alcanzar el pais a partir del aprovechamiento
de la biomasa.
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1.3 Justificacién

La digestion anaerobia ofrece una solucion para el tratamiento de los residuos con alto
contenido organico, permitiendo de esta manera la disminucién del impacto ambiental del
proceso productivo; recientes investigaciones han demostrado que los residuos de citricos son
un recurso potencialmente valioso que pueden desarrollarse en productos de alto valor como
por ejemplo el metano (Martin et al. 2010); adicionalmente, proporciona oportunidades para
utilizar el biogas en la generacion de energia, en forma de electricidad, calor y combustible,
brindando beneficios econdmicos y medioambientales adicionales (Breure, Lijzen, and
Maring 2018).

La UE es el lider mundial en produccion eléctrica de biogas, con méas de 10 GW instalados y
un nimero de 17,400 plantas de biogas, en comparacion con la capacidad global de biogas de
15 GW en 2015. En la UE, el biogas entregd 127 TJ de calor y 61 TWh de electricidad en
2015; cerca del 50% del consumo total de biogas en Europa se destind a la generacién de
calor. Europa es el principal productor mundial de biometano para uso como combustible de
vehiculo o para inyeccion en la red de gas natural. En 2015, 459 plantas produjeron 1.200
millones de m® y 340 plantas se alimentaron de la red de gas, con una capacidad de 1,5
millones de m®. Alrededor de 697 estaciones de llenado de biometano aseguraron el uso de
160 millones de m® de biometano como combustible de transporte en 2015 (Scarlat, 2018).

Un analisis de energia mostr6 que en una planta de procesamiento de citricos que maneja 600
Mg por dia de frutas, el biogas producido a partir de las corrientes de desechos es suficiente
para satisfacer la demanda de electricidad y combustible y el exceso de electricidad generado
a partir del biogas también puede venderse (Koppar and Pullammanappallil 2013).
Adicionalmente se tiene que el biogas obtenido puede actualizarse a biometano e inyectarse
en la red de gas natural o usarlo en vehiculos de transporte, con la purificacion adecuada para
eliminar los gases traza, como el H2S, el agua y el CO2 (Scarlat, 2018).

De acuerdo a la estimacion realizadas por la unidad de planeacién minero energética
(UPME), en el 2012 Colombia presentaba una produccién de residuos agricolas cercanos a
66.2 millones de toneladas/afio con un potencial energético de 330350 TJ/afio. Ademas, el uso
de la biomasa para la generacion de biogas mediante digestion anaerobia se estima en 54300
TJ/afo, el cual podria cubrir el 15% de la oferta energética del pais, en donde el aporte del
sector agricola seria del 39% (21147 TJ/afio), principalmente a partir de desechos
provenientes de las empresas azucareras y el sector cafetero (UPME, 2015).

Con el fin de realizar la transicion hacia procesos productivos mas sostenibles, el
aprovechamiento de los residuos citricos de la actividad agricola es una buena oportunidad
para generacion de energia asi como obtencion de variados subproductos con alto valor
agregado. A partir de la produccién de citricos, aproximadamente un tercio de los citricos que
se utiliza para el procesamiento, producen cerca de 50-60% de residuos organicos (Team
Biogas 2016). La composicion aproximada de los bioproductos obtenidos en las plantas de
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procesamiento de citricos incluye algunas grasas, azucares libres (p. Ej., Glucosa, fructosa y
sacarosa), acidos organicos, polimeros de carbohidratos (celulosa, hemicelulosa y pectina),
enzimas (pectinesterasa, fosfatasa y peroxidasa), flavonoides, aceites esenciales
(principalmente limoneno), y pigmentos (Karellas et al. 2010), la extraccion de estos
compuestos funcionales aumentara el valor de los productos de los desechos agricolas (Inoue
et al. 2010), esta gran variedad de productos pueden ser comercializados en diferentes
mercados, aportando mayor valor agregado a los residuos de citricos y contribuyendo de este
modo a una economia circular.

Ademas de los beneficios economicos de la generacion de energia y combustible, las plantas
de digestion anaerobia proporcionan beneficios ambientales adicionales (por ejemplo,
disminucion de la contaminacién del agua, el suelo y el aire, etc.) (Scarlat, Dallemand, and
Fahl 2018).

1.3.1 Comparacion en costos del biogés

El etanol y el biogas constituyen dos formas diferentes de energia. Los valores de energia del
metano es de 36.64 MJ / Nm3, comparado con la gasolina y el etanol con 32 MJ /Ly 21.2
MJ / L, respectivamente (Murphy and Power 2009). Por lo tanto, la energia total producida a
partir de 100,000 toneladas de residuos citricos en forma de etanol y biogas es igual a 6.26
millones de litros de gasolina. Comparando los costos de produccion del biogas con otros
combustibles como el etanol y la gasolina se tiene que la produccion de biogas a partir de
desechos citricos es un proceso econdmicamente factible con un buen margen de ganancia
dependiendo de la capacidad de la planta (Lohrasbi et al. 2010).

1.4 Referente tedrico

1.4.1 Caracterizacion de citricos

Los citricos estan constituidos principalmente por 80 a 85 % de agua y 12 a 15 % de sélidos
totales. Practicamente no contienen almidén y su contenido de proteinas y grasa es muy baja.
Por su alto contenido en acido citrico y vitamina C, los limones y limas &cidas constituyen la
materia prima para la extraccion de estos productos y por su alto contenido de glandulas
oleiferas, para la extraccion de aceites esenciales que son utilizados para perfumeria y otros
usos farmacéuticos e industriales (Velazquez and Hevia. Julio T. 2000)

Universidad nacional mayor de San Marcos (1994), citado por Aquino (1995), reporta en la

tabla de composiciéon quimica de los alimentos los componentes del tangelo en g/100 g de
porcion comestible: agua 87,0 g, proteina 1,2g, carbohidratos 11,2 g.
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Los residuos citricos contienen 74.53% de carbohidratos, 7.68% de proteinas y 10.80% de
grasas (Pourbafrani et al. 2010). El contenido de Limoneno del residuo citrico es 3.68% del
peso seco (Ahring, Sandberg, and Angelidaki 1995). Algunos datos obtenidos de Martin,
(2018) muestra la composicién quimica de la cascara de naranja antes y después de ser
sometida a pretratamiento, los resultados se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 1. Composiciéon quimica del residuo de cascara de naranja (Martin et al. 2010)

) Residuo de cascara Cascara de naranja
Parametro .
de naranja pretratada
pH 3,42 £ 0,02 3,41 +£0,02
Alcalinidad (mg CaCO3/L) 1950 + 27 445 + 12
Acidéz volatil (mg Acido
acético/L) pH <35 pH<3.5
DQO (mg O2/g base seca) 1085 £ 55 1177 £ 46
Humedad (%) 79,83 £ 0,08 91,15+0,01
Sélidos totales (%) 20,17 £ 0,08 8,85+ 0,01
Sélidos minerales % 0,87 + 0,03 0,26 £ 0,05
Sélidos volétiles % 19,31 +0,11 8,58 £ 0,05
Nitrogeno total (mg/g base 12,24 + 056 1114 + 0,04
seca)
N-Kjeldahl (mg/g base seca) 11,67 £ 0,24 9,66 £ 0,56
N-NH3 1,68 + 0,19 1,88+ 0,20

1.4.2 Digestion Anaerobia

Los cuatro procesos principales en la digestion anaerobia son la hidrélisis, la fermentacion, la
acetogénesis y la metanogénesis. Los microorganismos se agrupan en relacion con el proceso
del que son responsables, es decir, como organismos hidroliticos, fermentativos, acetogénicos
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y metanogénicos con dependencia mutua entre si, particularmente por razones energéticas. La
naturaleza de la cadena alimentaria anaerdbica es tal que cada uno de estos grupos se basa en
el anterior para su sustrato y en el siguiente para evitar la acumulacion de sus productos
(Gerardi 2003b). Las bacterias hidroliticas desempefian un papel en el primer paso al degradar
las materias organicas complejas en sus mondémeros, como azucares, aminoécidos y acidos
grasos. La hidrolisis es el primer paso y, a menudo, el que limita la (Morgenroth, Kommedal,
and Harremoés 2002).

La acidogeénesis o fermentacion es la descomposicion de los materiales 0 monoémeros solubles
producidos por el proceso de hidrdlisis: los principales productos de estos organismos
incluyen AGV, alcoholes e hidrégeno. En general, se considera que la fermentacion es el mas
rapido de los pasos individuales en el proceso anaerébico (Vavilin et al. 2008).

Los metandgenos se basan en los fermentadores / acetdgenos para proporcionarles los
sustratos requeridos de carbonato, hidrogeno y &cido acético, mientras que los acetdgenos se
basan en los metandgenos para eliminar el hidrogeno, ya que las reacciones quimicas que
realizan solo son termodindmicamente favorables a concentraciones muy bajas de hidrogeno.
(Chynoweth et al. 1993). Los productos de la acidogénesis se convierten posteriormente en
acido acético mediante acetdgenos y finalmente se convirtieron en metano mediante
metanogeno. Durante mucho tiempo se ha sugerido que el VFA es uno de los pardmetros mas
importantes para describir el proceso de digestion anaerdbica (Chen, Cheng, and Creamer
2008).

La ausencia de oxigeno molecular libre es importante para el cultivo de organismos
anaerobicos e incluso la presencia de ciertos iones que pueden aceptar electrones (nitrato,
nitrito, sulfato) pueden desalentar la produccién de metano ya que permiten que ocurran mas
reacciones de oxidacion termodinamicamente favorables (Gerardi 2003).

El proceso de digestion anaerobia es el proceso mediante el cual se realiza la degradacion de
la materia organica para la obtencion de biogas desarrollado durante la prueba de PBM.

1.4.3 Potencial Bioquimico de Metano (PBM)

Con el fin de determinar el potencial que posee un residuo para generar biogas se realizan
ensayos de potencial bioquimico de metano. EI PBM ha demostrado ser un método
relativamente simple y confiable para comparar la extension y la tasa de conversion del
metano (Chynoweth et al. 1993).

Existen varios métodos por lotes para medir los potenciales de metano de los residuos. El

enfoque basico es incubar una pequefia cantidad de los desechos con un inéculo anaerobio y
medir la generacion de metano, generalmente mediante mediciones simultaneas del volumen
de gas y la composicién del gas.
Sin embargo, los enfoques técnicos en términos de pretratamiento de la muestra, inoculo,
técnica de medicion de gases e incubacion varian significativamente entre los métodos
publicados. Algunas de estas diferencias se originan a partir del proposito de medir el
potencial de metano y del tipo de muestras de desechos medidas.
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Segun Stromberg, 2014, el valor de BMP se presenta como el volumen de metano por gramo
de material organico, a menudo definido por SV, DQO o DBO. Para fines de estandarizacion,
el valor de BMP debe presentarse utilizando el mismo tipo de unidad y, como la mayoria de
las pruebas de BMP actuales se realizan con un material bastante solido, los SV deben
considerarse como la opcion mas adecuada. Para evitar la inhibicion debida a la acumulacion
de productos intermedios, es importante tener una relacion Optima entre el inoculo y el
sustrato.

El volumen generalmente se expresa en condiciones de presion estandar (1 atm) y
temperatura (0 C) (condiciones STP). La temperatura y la presion en el punto de medicién
siempre se deben registrar para convertir el volumen de gas medido en gas seco en
condiciones estandar (273.15 K, 101.33 kPa; (Holliger et al. 2016; Strdmberg, Nistor, and Liu
2014)). También se utilizan otras variaciones para expresar el potencial de metano. De la
misma manera, el potencial de biogds puede definirse como la produccion de biogas
definitiva.

Los grandes volumenes de inoculacion aseguran una alta actividad microbiana, bajo riesgo de
sobrecarga y bajo riesgo de inhibicién (Angelidaki and Sanders 2004).

Ademas del nivel de biodegradabilidad del material, los resultados de una prueba de BMP
también proporcionan informacion valiosa sobre la velocidad del proceso de degradacion que,
junto con el valor de BMP, ofrece informacion clave en la seleccion del tipo de sustrato mas
adecuado para el proceso. Ademas, también puede proporcionar un conocimiento valioso en
la eleccidn de la velocidad de carga organica y el tiempo de retencién de una planta a gran
escala (Chynoweth et al. 1993).

1.4.3.1 Montaje experimental

Comuanmente se utilizan dos configuraciones experimentales diferentes para establecer la
biodegradabilidad y la tasa de hidrdlisis de los sustratos de particulas, es decir, los
experimentos por lotes (Veeken and Hamelers 1999) o continuos (Miron, Lier, and Lettinga
2000). En el enfoque por lotes, el sustrato seleccionado (residuo) se incuba en frascos
cerrados a una temperatura especifica con una cantidad de indculo metanogénico. Después de
la incubacion, el grado de degradacion del sustrato se evalUa en intervalos de tiempo
preestablecidos para determinar la velocidad y la biodegradacion o hidrdlisis final. Los
controles con solo el inéculo agregado se incluyen para dar cuenta del biogas producido a
partir de la materia organica contenida en el inoculo. La configuracion continua utiliza
reactores de tanque agitado continuo (CSTR) que funcionan a una temperatura especifica y
con diferentes tiempos de retencién hidraulica (TRH). Los analisis se realizan a partir del
efluente una vez que se ha establecido el estado estacionario (Angelidaki and Sanders 2004).

Se debe tener en cuenta que las pruebas de lotes solo muestran la produccion potencial
(méaxima) de CH4 para un determinado sustrato / cultivo. En un proceso continuo de digestion
anaerobica, estos resultados pueden diferir significativamente. Por lo tanto, se espera que en
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los procesos continuos los rendimientos reales sean mas bajos debido a una menor
degradacion de la materia organica y a la existencia de elementos traza (Karellas et al. 2010)

1.4.3.1.1 Sustrato

Un factor importante para la hidrdlisis es el estado fisico y la estructura del sustrato y su
accesibilidad para las enzimas hidroliticas. El tamafio de las particulas y la composicion de
las particulas determinan la velocidad y el mecanismo de hidrélisis y degradacion en un
sistema (Morgenroth et al. 2002). Por lo tanto, es obvio que la velocidad de hidrolisis de los
sustratos en particulas es mas baja que la de los polimeros disueltos, ya que con los primeros,
solo una parte del sustrato es accesible a las enzimas (Angelidaki and Sanders 2004). De esta
manera el tamafio de la particula del sustrato definird la velocidad con la que los
microorganismos degradan dicho compuesto.

Las muestras de sustrato a analizar deben ser lo mas representativas posible del sustrato a
digerir a escala completa.

1.4.3.1.1.1 Tamafio de particula

Tedricamente, el tamafio de particula de la alimentacién puede tener un gran impacto en la
velocidad de reaccion, ya que esto estd directamente relacionado con el area de superficie
disponible. Esta hipotesis se ha demostrado en varios estudios experimentales. Kayhanian y
Hardy (1994) informaron que la velocidad de reaccion es inversamente proporcional al
tamafio de particula promedio. En un estudio posterior sobre varios tratamientos mecanicos
en varios materiales organicos, se encontrd que la reduccién en el tamafio de las particulas
podria mejorar la produccion de biogas hasta en un 18% y reducir el tiempo de digestion
requerido hasta en un 59% (Palmowski y Muller 2 000). Mshandete et al (2006) encontraron
resultados similares en los que una reduccion en el tamafio de la fibra de sisal a 2 mm
aumento la produccion de metano en un 23% en relacion con los residuos no tratados como
puede evidenciarse en la Figura 4 (Walker, Banks, and Heaven 2008).
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Gréfica 1. Efecto del tamafio de particula en el rendimiento de metano de la fibra de sisal (Mshandete et al. 2006)

Segun Holliger (2013), todas las particulas deben tener como méaximo 10 mm en cualquier
dimension (diametro, longitud). Para lograr esto, la muestra de sustrato se puede tamizar para
separar la fraccion > 10 mm, que se puede moler y volver a mezclar con la fraccion <10 mm.

Chynoweth et al. (1993) desarrollaron ensayos con el fin de encontrar un tamafo de particula
por debajo del cual los cambios en la cinética de conversidn serian minimos, el procedimiento
estandar para procesar muestras fue molerlas pasandolas a través de un Molino Urschell
equipado con una cabeza de 0.8 mm. Como hipdtesis sostenian que los tamafios de particulas
en el rango de milimetro a centimetro no expondrian significativamente méas area de
superficie y, por lo tanto, exhibirian una cinética similar. Las pruebas con sorgo, cafia y la
fraccion organica de desechos sélidos (principalmente papel) confirmaron esta hipotesis. Por
lo tanto, procesaron muestras para estudios de BMP a través de una cabeza de 1,6 mm.
Finalmente plantearon que la reduccion del tamafio de particula por debajo de cierto tamafio
(aproximadamente 1 mm) comenzara a aumentar la cinética de una manera no reproducible,
es decir, introducirad una variable incontrolable en la interpretacién de las constantes cinéticas
del ensayo. Tamafios mas pequefios tampoco serian econdmicos de obtener en una base
comercial.

1.4.3.1.1.2 Almacenamiento

Las muestras del sustrato deben usarse tan frescas como sea posible. Al igual que las muestras
de inéculo, pueden almacenarse a 4°c, pero en general solo por 5 dias. Para periodos mas
largo de almacenamiento pueden ser congeladas y almacenadas a -20°c. Para descongelar las
muestras almacenadas a -20°c, deben trasladarse a una temperatura de 4° seguido de un
cuidadoso aumento de la temperatura hasta alcanzar la temperatura ambiente antes de ser
empleada en la prueba de PBM.
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1.4.3.1.2 In6culo

Es de gran importancia encontrar un indculo adecuado que contenga los microorganismos
necesarios para gque se lleve a cabo el proceso de degradacion. El lodo digerido es a menudo
el inoculo usado (Owen et al. 1979).

El indculo debe tomarse de un digestor anaerébico activo que digiera materia organica
compleja y se encuentre en estado estable en el momento del muestreo. Esto proporciona una
comunidad microbiana altamente diversa capaz de digerir una gran variedad de moléculas
organicas. La temperatura del ensayo de BMP, mesofilica o termofilica, suele ser la misma
que la temperatura de funcionamiento del digestor de indculo. El lodo anaerdbico de los
digestores de plantas de tratamiento de aguas residuales y el digerido de plantas agricolas que
tratan el estiércol como materia prima principal se utilizan con frecuencia y pueden
recomendarse como fuentes de indculo. Una alternativa al uso de un inoculo especifico es
mezclar indculos de diferentes fuentes para aumentar la diversidad de la comunidad
microbiana. No es necesario que el indculo se adapte especificamente a los sustratos a probar,
pero si hay acceso a dicho indculo, puede acortar la duracion de la prueba (Holliger et al.
2016).

Segun reporta Holliger (2016) los valores indicativos para un indculo de buena calidad son:
pH: >7 y <8.5

AGV: <1.0 gCH3COOH /L

NH4: <25gN-NH4 /L

Alcalinidad: >3 gCaCO3/L

Otro factor importante para la digestion anaerobia es la cantidad de indculo agregado. A
menudo se desea una baja cantidad de in6culo, ya que el indculo también contribuye a la
formacion del producto (biogas) y, por lo tanto, puede confundir los resultados si la
produccién de biogas a partir del inoculo es relativamente alta en comparacién con el
compuesto (o desperdicio) bajo investigacion. Por otro lado, una cantidad relativamente
pequefia de indculo puede provocar una sobrecarga del proceso con la acidificacion como
resultado (Angelidaki and Sanders 2004).

Por Gltimo, el indculo debe tener una baja produccion de metano enddgeno, lo que significa
que debe haber poco sustrato residual que ain pueda transformarse en biogas.

La produccion de metano enddgeno (espacios en blanco) debe ser inferior al 20% de la
produccidn total de metano (in6culo y sustrato) y, si es demasiado alta, podria ser necesaria
una incubacion previa para agotar el sustrato facilmente biodegradable en el indculo. Para los
sustratos que tienen PBM bastante bajos, puede ser dificil cumplir con esta recomendacién.
En tales casos, el indculo debe tener una produccion de metano endogeno muy baja (~50
NLCH4 kgVS 1) y uno debe aplicar ISR bajos (Holliger et al. 2016).
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La fraccion de inoculo en la mezcla de prueba general es normalmente mas alta que la parte
del sustrato agregado. Por lo tanto, el indculo no solo es la fuente de la comunidad microbiana
necesaria para la digestion anaerdbia, sino también una fuente importante de macro y
micronutrientes, oligoelementos y vitaminas, asi como la capacidad de amortiguacion del pH.
Sin embargo, para evitar cualquier deficiencia, se pueden agregar oligoelementos y vitaminas
mediante la adicion de soluciones. Si la alcalinidad del indculo esta por debajo de 3 gCaCO3 /
L, se debe agregar bicarbonato de sodio para alcanzar al menos 3 gCaCO3 / L . No se debe
utilizar tampon fosfato (Holliger et al. 2016).

1.4.3.1.3 Medio

Un factor importante asociado con el indculo es el medio, el cual puede ser adicionado al
indculo durante la prueba de biodegradabilidad. EI medio consta de varios minerales y no
contiene ninguna cantidad significativa de carbono organico. Puede ser adicionado como
fuente de nutrientes, micronutrientes, factores de crecimiento, vitaminas y metales traza
necesarios para el crecimiento de los microorganismos.

Los medios sintéticos se utilizan en los casos en que la falta de componentes importantes para
el crecimiento podria limitar el crecimiento microbiano. Los componentes importantes
necesarios para el crecimiento se muestran en la Tabla 2. (Angelidaki and Sanders 2004)

Tabla 2. Componentes necesarios en un medio sintético (Angelidaki, 2004)

Forma quimica
Componente Funcion en la célula suministrada en  medios
sintéticos.

Siguiente mas abundante después del

Nitrogeno (N) |carbono. Elemento principal en acidos NHACI, — (NH4)2S04, N2,

. . KNO3
nucleicos y aminoacidos.
Fosforo (P) Para &cidos nucleicos y fosfolipidos. KH2PO4, Na2HPO4
En los aminoacidos cisteina y metionina,
Azufre (S) vitaminas como la tiamina, bigtina y acido Naz2SO4, : K.H2804’
o . Na2S203, Na2S, cisteina, etc
lipoico, coenzimas A
Potasio (K) Utilizado por varias enzimas diferentes KCI, KH2PO4
Magnesio (Mg) Estabiliza , I_os ribos_omas, membranas MgCI2, MgSO4
celulares y acidos nucleicos.
Sodio (Na) Necesario para muchas enzimas. NaCl
Ayuda a estabilizar la pared celular
Calcio (Ca) bacteriana y es importante para estabilizar|CaCl2
las endosporas.
FeCl3, FeSO4, Hierro quelado
Hierro (Fe) Presente en los citocromos. diverso (en complejos con

EDTA etc.)
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. . Estos suelen ser necesarios para enzimas|Cr, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Se,
Micronutrientes re:
especificas. V, Zn
Vitaminas, aminodcidos
Factores de . N . . .
. Requerido en pequefias cantidades. (esenciales), purinas,
crecimiento N
pirimidinas.
1.4.3.1.4 Agua

El agua adicionada a los reactore es esencial para la fermentacion de metano, ya que los
nutrientes de los microorganismos deben disolverse en agua antes de que puedan ser
asimilados (Forster and Wase, 1989). El contenido de humedad no solo ayuda al movimiento
bacteriano, sino que también se sabe que influye en la limitacion del transporte de masas en
una lecho con alto contenido de solidos y el equilibrio entre la produccion de &cidos grasos
volatiles (AGV) por bacterias acidogénicas y la conversion de &cidos en metano por bacterias
metanogénicas (Ghosh, 1985).

1.4.3.1.5 Temperatura

La temperatura afecta la supervivencia y el crecimiento de microorganismos y también
influye en sus actividades metabolicas. En general, las temperaturas mas altas que no matan a
los microorganismos resultan en actividades metabdlicas mas altas. La temperatura es la
variable mas importante para controlar la tasa de metabolismo microbiano en el ambiente
anaerobico (Westermann et al. 1989). A temperaturas mayores, la tasa de hidrdlisis parece
continuar aumentando hasta las temperaturas termofilicas, aunque es cuestionable si la tasa
mejorada seria suficiente para compensar el aumento de los costos de calefaccion a gran
escala (Torres-Castillo, R., Llabrés-Luengo, P., & Mata-Alvarez 1995) .

La digestion anaerdbica se aplica en tres rangos de temperatura diferentes, es decir, el
mesofilico (25-40°c), el termofilico (45-60°c) y el psicrofilico (<20°c). En general, las tasas
de proceso generales se duplican por cada aumento de 1°c en la temperatura de operacion
hasta una temperatura 6ptima de 60°c. Existe un debate considerable frente a la temperatura
Optima de digestion anaerobia debido a que no existe una Unica respuesta ya que ésta depende
de factores como el tipo de digestor empleado y el tipo del sustrato con el cual se alimenta el
sistema (Harmon et al. 1993).

El trabajo experimental realizado por Cavinato, 2010 en el cual evaluaba los beneficios de
una temperatura del proceso adecuada (55 °c) en comparacion a un rango termofilico
"reducido” (47°c) ha sefialado que la produccién de biogas mejora de 0,45 a 0,62 m3 / kg VS
operando en condiciones termofilicas adecuadas. Por otra parte, también el contenido de
metano fue mayor: del 52% al 61% , empleando residuos organicos provenientes de
poscosecha y desechos de ganado. Sin embargo, las variantes de digestion anaerobica
empleadas para procesar cultivos o sustratos con mayor contenido de N, generalmente
funcionan en el rango mesofilico debido al aumento de la evolucion de NH3 en temperaturas

23




mas altas, ya que éste actia como un inhibidor del proceso de metanogenesis. (Karellas et al.
2010)

1.4.3.1.6 Incubacidn

Los recipientes de prueba de BMP deben incorporarse en un ambiente de temperatura
controlada con variaciones maximas de + 2°C (incubadora o bafio de agua), y el enfriamiento
durante la medicion de gas debe evitarse tanto como sea posible. Las temperaturas tipicas de
incubacién de las pruebas son mesofilicas y termofilicas a 37°C y 55°C, respectivamente.
(Holliger et al. 2016).

Headspace

Water
Sample

Inoculum

Figura 1. Montaje experimental para la biodegradacion anaerobia empleado en la Universidad Técnica de Dinamarca
(DTU) para la prueba estdndar de PBM(Angelidaki and Sanders 2004))

1.4.3.1.7 pH

El pH influye en la actividad de las enzimas hidroliticas y los microorganismos que estan
activos dentro de ciertos rangos de pH, generalmente estrechos. El proceso de digestion
anaerobica ocurre en el intervalo de pH de 6.0-8.3. (Angelidaki and Ahrino 1994)

Si el pH de los residuos a analizar estd fuera del rango 6ptimo, y si no hay suficiente
capacidad de tampon, se inhibira el proceso anaerdbico. Esto llevara a la subestimacion del
potencial de metano (Angelidaki and Sanders 2004).

1.4.3.1.8 Reactores

Los recipientes del reactor utilizados para las pruebas de PBM deben tener un volumen que se
adapte a la homogeneidad del sustrato, el volumen esperado de gas producido y la
sensibilidad de la técnica de medicion de gas. Se pueden usar volimenes mas pequefios (~
100 ml) para sustratos homogéneos, mientras que voliumenes méas grandes (500 ml a 2.000
ml) son méas adecuados para sustratos heterogéneos.
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Los recipientes deben estar cerrados con septos de caucho butilico a prueba de gas que sean lo
suficientemente gruesos para ser perforados varias veces con una aguja, especialmente en el
caso de la medicion manométrica de gases, o estar conectados al dispositivo de medicion de
gas a través de conectores y tuberias que no aseguren pérdidas de biogas producido. Antes de
la incubacion, se debe realizar una prueba de fugas para desechar las botellas con fugas.
(Holliger et al. 2016).

1.4.3.1.9 Control positivo

Para la validacion de los resultados de la prueba BMP, se deben llevar a cabo controles
positivos. Estos permiten la validacion de la actividad del in6culo con un sustrato estandar y
la comparan con su valor nominal bien conocido. El control positivo también permite validar
el procedimiento de medicion de gas.

1.4.3.1.10 Condiciones anaerobias

El lavado con N2 puro se debe llevar a cabo con cuidado y solo se debe utilizar para reactores
pequefios con espacio de cabeza. En la metodologia descrita por Angelidaki (2004) se inyecto
gas con una relacion de N2: CO2 (80: 20) antes de agregar el in6culo y los desechos,
posteriormente se sellaron con tapones de butilo y fueron cerrados con agrafes de aluminio.

1.4.3.2 Inhibicién

Una amplia variedad de sustancias inhibitorias son la causa principal de la alteracién o falla
de los digestores anaerdbios, especialmente en el caso de los digestores termdfilos (Chen et
al. 2008). Estos incluyen amoniaco, sulfuro, iones de metales ligeros, metales pesados y
compuestos organicos tales como fenoles (Sierra-alvarez and Lettinga 1991), alcohol
(Demirer et al. 2015), aldehidos (Kleerebezem and Lettinga 2002), éter y cetonas (Playne et
al. 1983), y &cidos carboxilicos (Blum and Speece 2014) (Martin et al. 2010).

Ademas, durante el proceso anaerdbico, una gran parte del nitrégeno organico se transforma
en amoniaco (NH3-N). Este NH3-N, aunque en su forma no ionizada es un inhibidor
potencial de la degradacién anaerdbica, estd disponible para las plantas pero es
potencialmente fitotoxico.
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1.4.3.3 Métodos para determinacion de la biodegradabilidad
anaerobia

1.4.3.3.1 Métodos de medicion de produccion de biogas

La produccion de biogas se mide como aumento de volumen bajo presion constante (métodos
volumétricos), medicién del aumento de presion en volumen constante (métodos
manométricos), o medicion de la formacion de metano mediante cromatografia de gases. En
las técnicas volumétricas se hace pasar el gas producido a través de una base de modo que
cuando el CO2 queda atrapado en la solucién alcalina, entonces solo se determina el volumen
de CH4 (Holliger et al. 2016)

1.4.3.3.2 Solubilidad de los gases

La solubilidad de los componentes del gas en la soluciéon de barrera de un dispositivo de
medicion después del procedimiento de desplazamiento del liquido es otro factor que podria
influir en los resultados. Especialmente el dioxido de carbono es sensible a este fendmeno, ya
que su solubilidad en agua a 25°C es aproximadamente 25 veces mayor en comparacion con
el metano. (Stromberg et al. 2014)

También se debe considerar el tipo de liquido utilizado (la "solucion de barrera™), que se
puede seleccionar para minimizar la solubilidad de los gases o para maximizar la solubilidad
de un componente. En el primer caso, algunas fuentes simplemente recomiendan el uso de
agua acidificada, donde otras sugieren agregar salinidad (Kida et al., 2001), y otras mas una
combinacion de acidez y salinidad (Soto, Méndez, and Lema 1993). En el segundo caso, se
han utilizado soluciones alcalinas para absorber didxido de carbono cuando se requiere la
cuantificacién del metano solamente. Aungue las condiciones alcalinas reducen la pérdida de
gases por difusion a través de la solucién de barrera, no pueden evitarlo por completo
(Stromberg et al. 2014)

Soto et al. (1993) compararon los sistemas de desplazamiento de liquidos con los métodos de
cromatografia de gases y concluyeron gue estos Ultimos son mas precisos para producciones
con bajo contenido de metano.

Otro método de determinacion de la biodegradabilidad son métodos basados en el
agotamiento del sustrato, por lo general requieren un analisis mas complejo. El agotamiento
del sustrato puede determinarse como un parametro agrupado (sélidos volatiles (SSV),
demanda quimica de oxigeno (DQO), carbono organico disuelto (COD), etc.) o directamente
analisis del compuesto que se esta utilizando como sustrato (Rozzi y Remigi, 2001).

26



1.5 Antecedentes

1.5.1 Investigaciones sobre la influencia de los aceites esenciales en
la prueba de PBM

Forgacs (2012) realizé pruebas de PBM empleando la metodologia descrita por Hansen et al a
partir de residuos citricos con pretratamiento por explosion de vapor para eliminar los aceites
esenciales y sin pretratamiento en modo de operacion por lotes. Todos los experimentos se
Ilevaron a cabo por triplicado utilizando botellas de vidrio de 2 L con un volumen de reaccion
de 600 mL en condiciones termofilicas (55 ° C). Cada botella se aliment6 con una cantidad
apropiada de sustrato correspondiente a una concentracion final de solidos volatiles (VS) de
0,75% y la posterior adicion de agua destilada hasta un volumen de 200 mL. Finalmente, se
agregaron 400 mL de in6culo a cada botella y luego los reactores se sellaron con tapones de
septo de goma y aluminio, y se lavaron con un gas que contenia 80% de N2 y 20% de CO-
para asegurar las condiciones anaerdbicas. Los blancos que contienen agua que reemplaza al
sustrato también se utilizaron para determinar la produccion de metano de los propios
indculos. A lo largo de los periodos experimentales, las botellas fueron incubadas a 55 ° C, y
agitados una vez al dia en la incubadora. Se aplicé un tratamiento previo de explosion de
vapor para mejorar la digestibilidad anaerdbica de los residuos citricos, lo que resultd en una
disminucion de la concentracién inicial de limoneno en un 94.3%. en la serie de digestion
anaerobia por lotes, la produccion de metano de residuos citricos pretratada se comparé con la
de las muestras no tratadas. Se obtuvo un potencial de metano de 0,537 + 0,001 m%kg VS
(sélidos volatiles) durante la siguiente prueba de lote producida, correspondiente a un
aumento del 426% en comparacion con el 0.102 + 0.021 m*Kkg VS de las muestras no
tratadas. Los efectos a largo plazo del tratamiento se investigaron mas a fondo mediante un
proceso de co-digestion semicontinua. Una produccion de metano de 0.555 + 0.0159
m3CH4/kg VS/dia se logré cuando los residuos tratados (correspondientes al 30% de la carga
de VS) se co-digirieron con residuos solidos municipales. (Forgacs et al. 2012)

1.5.2 Investigaciones sobre la prueba de PBM en condiciones

termofilicas

Kaparaju 2006 realizd una serie de ensayos bajo condiciones termofilicas con el fin de
determinar el PBM de residuos citricos, obteniendo para los ensayos en modo de operacion
batch una produccion de 49 m3CH4/kg Un ajuste al valor de pH fue necesario debido a los
bajos niveles iniciales de pH del residuo citrico, lo cual resulté ser un factor crucial para la
operacion estable del digestor ya que el procedimiento mostraba una tendencia a ser inhibido
debido a la acumulacion de AGV y una disminucion en el pH de digestion. Los ensayos por
lotes se realizaron por triplicado de viales de vidrio de 120 ml. De la capacidad total, la fase
liquida constituyd 60 ml con indculo (10 ml), tampon de NaHCO3 (6 ml, 3 g de NaHCO3I-1),
agua destilada (42 ml) y residuos de naranja (1.65 g, 3 gVS I-1) . En todos los ensayos, el pH
se ajustd a 6,9-7,4 (hidroxido de sodio 1 M (NaOH) y éacido clorhidrico 1 M, HCI). A
continuacion, los viales se lavaron con nitrogeno / didxido de carbono (mezcla de N2 / CO2;
80/20%) y se sellaron inmediatamente con tapones de goma de butilo y rizos de aluminio.
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Finalmente, se inyectd sulfuro de sodio (Na2S.9 H20; 0.25 g I-1) para eliminar cualquier
oxigeno residual. Los viales se incubaron en cultivos estaticos a 55 + 1 ° C y se mezclaron
agitandolos una vez al dia. Se emplearon blancos con agua destilada para medir la produccion
del inéculo. Adicionalmente se llevaron a cabo pruebas en modo semi-continuo asi como un
postratamiento con digestion aerobia del material digerido. El estudio revel6 que la digestion
termofilica de los desechos industriales de naranja podria producir un rendimiento final de
metano de hasta 0.5 a 0.6 m3kg/VS. Una tonelada de residuos de naranja (aprox. 10% VS)
produciria de 50 a 60 m3 de metano. Los desechos de naranja se pueden digerir en una OLR
que varia de 2.8 a 4.2 kgVS m-3d-1 (HRT de 40 y 28d respectivamente). Sin embargo, a
mayor OLR (5,6 kgVS m-3d-1; HRT de 20 d), se observo una alta tendencia a inhibir la
metanogénesis, aparentemente debido a la acumulacion de AGV y la subsiguiente
disminucion del pH. Fue necesario un ajuste del pH (de un valor inicial de 3.2 toques. 8) para
el desperdicio de pH bajo y se encontré que era un factor crucial para la operacién de un
digestor estable. Alrededor del 60 al 70% del N en los residuos fue amonificado. Se encontr6
que el postratamiento aerdbico reduce el amoniaco y los AGV, especialmente el acetato, en el
digestato en menor medida. (Kaparaju and Rintala 2006)

1.5.3 Investigaciones sobre el PBM en reactores discontinuos y

semicontinuos.

Wikandari, 2015 desarrolld la determinacion del potencial de biogas de las céscaras de
naranja en la digestion por lotes. Los procesos de digestion se realizaron en reactores
discontinuos y semicontinuos. En el experimento para seleccionar el solvente, la digestion se
realiz6 con diferentes concentracion de solidos volatiles (VS) que oscila entre el 0,5 y el 2%.
En el estudio de optimizacion, 2% de VS de las cascaras sin tratar y pretratadas se colocaron
en una botella de vidrio de 120 ml. El volumen total de la mezcla fue de 30 ml, incluyendo 20
ml de in6culo, y el resto fue de cascara de naranja y agua. Luego, los reactores se lavaron con
una mezcla de gas que contenia 80% de N2 y 20% de CO2 durante 2 minutos. Los reactores
se incubaron a 55 ° C durante 33 dias. Los reactores que contenian solo agua e indculo se
utilizaron como blanco. Los experimentos se realizaron por triplicado. Al final de las
digestiones, se midié el pH de los digestatos. Los pretratamientos se llevaron a cabo con piel
de naranja homogeneizada o troceada a 20-40 ° C con residuos de piel de naranja y una
relacion de hexano (p / v) que oscilé entre 1: 2 y 1: 12 durante 10 a 300 min. Para las
digestiones semicontinuas, los desechos tratados previamente se seleccionaron en funcién de
los resultados obtenidos de la digestion por lotes. A pesar de que el rendimiento teérico de
metano es de 0,45 Nm3 / kg VS, los rendimientos de metano de 0,061 y 0,113 Nm3 / kg VS
se obtuvieron en este experimento a partir de cascaras cortadas y homogeneizadas,
respectivamente. El tratamiento previo de los desechos aumentd la produccion de metano
hasta el valor de 0.076-0.217 m3 / kg VS correspondiente al 25-350% de mejora. Esto indica
la fuerte inhibicion por el limoneno. La mejor condicion de tratamiento previo basada en el
rendimiento de metano obtenido para mayor producciéon de biogas fue para la cascara de
naranja cortada y una proporcion de hexano de 12: 1 a 20 ° C durante 10 minutos, lo que
corresponde a un aumento de mas del triple de la produccion de biogas de 0,061 a 0,217 m3
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de metano / kg VS. En el presente estudio, el limoneno se recuperd de la cascara de naranja
mediante un pretratamiento con un liquido olidico usando un solvente para extraer el
limoneno. También se logrd identificar que el residuo de hexano en la cascara tuvo un
impacto negativo en la produccion de biogés, como lo demuestra la reduccion del 28,6% del
metano y la menor produccion de metano de los residuos de céscara de naranja pretratados en
el sistema de digestion semicontinua en comparacion con el de la cascara sin tratar.
(Wikandari et al. 2015)

1.5.4 Investigaciones sobre la influencia de la temperatura en la
prueba de PBM

Martin, 2010, realiz6 una serie de ensayos con el fin de comparar la produccion de metano en
condiciones mesofilicas y termofilicas evaluando el efecto del pretratamiento de cascara de
naranja. Todos los experimentos se llevaron a cabo en modo de operacion por lotes. La
temperatura se mantuvo por medio de una camisa termostatica que contiene glicerol a 37 ° C
para experimentos mesofilicos y 67 ° C para ensayos termofilicos. el montaje consiste en dos
reactores continuos de tanque agitado de 3.5L con cuatro entradas para alimentacion,
ventilacion del biogas, inyeccion del gas inerte (Nitrogeno) para mantener las condiciones
anaerobias y para remover el efluente. EI contenido del reactor se agit6 usando una pala de
agitacion conectada a un motor. EI volumen de metano producido durante el proceso se midid
utilizando depdsitos Boyle-Mariotte de 2 L conectados a cada reactor. Para eliminar el CO2
producido durante el proceso, se conectaron burbujeadores bien cerrados que contenian una
solucién de NaOH (6 N) entre los dos elementos. EI volumen de metano desplaz6 un volumen
igual de agua medible desde el reservorio. Se encontré que el coeficiente de rendimiento de
metano en condiciones estandar de temperatura y presién (STP) era mayor en condiciones
termdfilas (332 £ 17 mLSTPCH4 / g de VS agregadas) que a temperatura mesofilica (230 *
16 mLSTPCH4 / g afladido VS). Ademas, la tasa media fue considerablemente diferente en
ambos casos, siendo mas alta en condiciones termofilicas (13.28 mLSTPCH4 / g agregados
VS h) que a la temperatura mas baja (1.92 mLSTPCH4 / g agregados VS h). Esto justifica la
eleccion de la temperatura termofilica como la temperatura mas adecuada para el tratamiento
anaerobico de los desechos de piel de naranja a escala piloto, dado que el volumen del reactor
es menor; incluso teniendo en cuenta los mayores costos de calefaccion en estas condiciones.
Tras un pretratamiento para extraer D-limoneno, se evalud la digestion anaerobia de los
desechos de céscara de naranja a escala de laboratorio y piloto en condiciones mesofilicas y
termofilicas. La eliminacion de D-limoneno del 70% se logr6 con el pretratamiento. Los
resultados mostraron la conveniencia de las condiciones termofilicas para el tratamiento de
estos desechos, ya que la tasa de produccion de metano y la biodegradabilidad fueron
mayores que a la temperatura mesofilica. A escala piloto, se empled un reactor termofilico de
tanque de agitacion continua que funciona en modo semicontinuo. La OLR se encontro en el
rango de 1.20-3.67 kg DQO / m3 d; El rango més apropiado para trabajar en condiciones
estables a SRT de 25 d. Se encontro que el coeficiente de rendimiento de metano era de 0,27 a
0,29 LSTPCH4 / g de DQO agregada y la biodegradabilidad 84-90% en estas condiciones.
Sin embargo, la acidificacion se produjo en el OLR mas alto.
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1.5.5 Investigaciones sobre el PBM de diferentes residuos
organicos

Gunaseelan (2004) desarrollé ensayos de PBM de 54 muestras de desechos de frutas y
vegetales y ocho muestras de biomasa estandar para comparar las extensiones y las tasas de
conversion a metano.Todas las muestras, excepto la celulosa, se secaron a 60 ° C, se molieron
en una licuadora para pasarlas a través de una malla de 2 mm y se almacenaron a 4 ° C hasta
su uso. El in6culo se obtuvo de un Reactor de tanque agitado continuo mesoéfilo de 51 (35 °
C). La composicion del medio nutriente basico fue la descrita por Owen et al. Se agregaron 5
g de sélidos totales (TS) de cada muestra a una botella de suero de 135 ml junto con 75 ml de
la solucion de inoculo de nutrientes y semillas.

Los rendimientos de metano acumulados de los citricos mostraron una variabilidad en los
rendimientos y tasas de metano entre las variedades y también entre las diferentes partes de
fruta de una sola variedad. En la naranja de piel apretada, los rendimientos de los prensados
fueron mayores que en las cascaras, mientras que en la mandarina de piel suelta, las cascaras
y los frutos podridos mostraron rendimientos similares pero superiores a los de las prensas.
Los rendimientos maximos de metano (BO) y la cinética de los desechos de fruta variaron de
0.18 a 0: 732 1/g VS agregados y 0.016 a 0: 122 d — 1, respectivamente, y el de desechos
vegetales vario de 0.19 a 0: 41/g VS agregado y 0.053 a 0: 125 d — 1, respectivamente. Todas
las muestras de frutas y desechos vegetales probados dieron curvas monofasicas de
produccién de metano. Diferentes partes de la fruta dentro de la misma variedad mostraron
diferentes rendimientos en naranja, granada, uva y sapota. La produccion y méas del 90% del
rendimiento de metano se lograron entre 40 y 50 dias de fermentacion. Se compararon varias
partes del fruto para una misma variedad, entre ellas incluia tres tipos de citricos: la naranja
Citrus sinensis para la cual obtuvo un una produccion de metano de 0.455 (0.018) 1 g—1
V/Sadicionado , €l mandarino Citrus reticulata con un valor de produccion de metano igual a
0.486 (0.014) 1 g—1 VSadicionado Y para Citrus limon 0.473 (0.011) 1 g—1 VSadicionado .
(Gunaseelan 2004)

1.5.6 Otras investigaciones sobre la influencia de diferentes
parametros sobre el PBM

Mizuki (1990) desarroll6 ensayos para determinar el efecto inhibitorio de los aceites de las
cascaras de naranja, especificamente de la especie C. Unshu, la especie mas consumida en
Japodn, de dichos ensayos se obtuvo que la adicion de 0 0 60 / ~ 1 de aceite de cascara / litro
por dia a las digestiones no mostré ningun efecto inhibidor sobre la produccion de metano y
la cantidad maxima de aceite de cascara permisible para una practica fermentacion de metano
fue de aproximadamente 65 micro | / litro por dia. (Mizuki et al. 1990)

Segun Angelidaki (1994), los acidos grasos volatiles no solo son un indicador del
desequilibrio del proceso, sino que también pueden inhibir el crecimiento de
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microorganismos en ciertos niveles. Por ejemplo, la fermentacion de glucosa se inhibe en
concentraciones de AGV superiores a4 g/ L . (Angelidaki and Ahrino 1994)

En ensayos desarrollados por Lay se evalud la relacion entre el contenido de humedad vy el
tiempo de fase de retraso para cada descomposicién de diferentes residuos organicos, lo que
indica que el tiempo de la fase de retraso disminuy6 con el aumento del contenido de
humedad (Lay et al. 1997). Adicionalmente, se ha informado que el periodo de la fase de
retraso también se ve influenciado por las concentraciones iniciales de microorganismos y
sustancias que estimulan el crecimiento de la bacteria (Lankford et al. 1966), ya que se utilizo
la misma cantidad de lodo y el mismo tamafio de las muestras, y el cambio en el contenido de
humedad causé el cambio en el tiempo de la fase de retraso para el mismo tipo de residuo
solido.

Liu, 2008; Lay, 1997 indican que la acumulacion de AGV ha demostrado ser un fendmeno
tipico de los digestores estresados. Ademas, la acumulacién de AGV produce una
disminucion del pH. El pH éptimo para la digestion anaerdbica es entre 7'y 8 (). Si el pH en
los reactores cae por debajo de pH 6.2, la metanogénesis se inhibird y, como consecuencia, el
proceso probablemente fracasara debido a la alta sensibilidad de las bacterias formadoras de
metano. (Liu et al. 2008)

1.6 Hipotesis

¢La digestion anaerobia de desechos citricos es una alternativa energéticamente viable?

1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo general

Evaluar la produccion de metano de residuos citricos empleando procesos de digestion
anaerobia.

1.7.2 Objetivos especificos

Evaluar el potencial bioguimico de metano de tres tipos de residuos citricos puros, en
condiciones de operacion por lotes.
Evaluar la mezcla 6ptima de sustratos de residuos citricos para mayor generacion de metano.
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2. Capitulo 11

2.1 Metodologia general

2.1.1 Especies de citricos seleccionados

Fueron seleccionados tres tipos de hibridos de citricos: Naranja Tangelo (Citrus hibridus
(reticulata x paradasi)); mandarina Oneco y lima &cida Tahiti (Citrus x latifolia). Para
preparar el sustrato se utiliza un molino tradicional y un procesador de alimentos, el sustrato
seco pasa a través de un tamiz de 2 mm con el fin de garantizar tamafio de particula 6ptimo
para el proceso de digestion; para la etapa | del proceso se adicioné un pequefio volumen de
agua con el fin de obtener una consistencia similar a una pasta. Para la etapa Il se trabajo en
base seca.

2.1.2 Técnicas analiticas

Figura 2. Medicion de muestra de los reactores para pruebas finales de sélidos de la etapa experimental 11.

La prueba de alcalinidad del inéculo por potenciometria para alcalinidades mayores a 100
mg/L , los sélidos totales y sélidos volatiles (ST y SV) fueron determinados de acuerdo a los
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métodos estandar (APHA, 2005). La medicion de pH se realizo empleando un potenciometro
Thermo Scientific Orion star. La demanda quimica de oxigeno (DQO) se determiné
empleando los kits de HACH, a partir de una serie de diluciones descritas a continuacion:
Dilucion para prueba inicial de DQO del sustrato seco: Pesar 5 g de sustrato y adicionarlo a
un balén de 100 mL, aforar con agua destilada. Agitar solucion durante 2 horas. Centrifugar
solucion durante 20 minutos. Realizar filtracion del sobrenadante empleando un filtro de fibra
de vidrio de 24 mm. Adicionar 1 mL de la muestra filtrada en un balén de 5 mL y aforar con
agua destilada.

Dilucién para prueba final de DQO y NH4 de los reactores: Pesar 5 g de sustrato y
adicionarlo a un balén de 100 mL, aforar con agua destilada. Agitar solucién durante 2 horas.
Centrifugar solucion durante 20 minutos. Realizar filtracion del sobrenadante empleando un
filtro de fibra de vidrio de 24 mm. Adicionar 1 mL de la muestra filtrada en un balon de 25
mL y aforar con agua destilada.

A continuacion adicionar 2 mL de la dilucién en el tubo de prueba de DQO de HACH.
Llevar a digerir durante 2 h a una temperatura de 150°c. Dejar enfriar la prueba. Medir en el
espectrofotometro HACH con el programa 435 a una longitud de onda de 160 nm.

La prueba de nitrdgeno amoniacal NH4 que se realiz6 al final del proceso de digestion se
desarroll6 empleando los kits de HACH, empleando la misma dilucion descrita final de DQO;
posteriormente, adicionar 0,1 mL de la dilucidn al tubo de prueba. Afiadir una almohadilla de
Salicilato. Afadir una almohadilla de Cianurato. Cerrar tubo y agitar. Reposar a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Medir en el espectrofotdmetro HACH con el programa 343.

La aclimatacion del lodo se realizd durante dos semanas manteniendo el lodo a una
temperatura de 37°c y agitacion constante, con el fin de obtener un in6culo endégeno que no
representara produccion de biogas significativa durante la prueba de digestion. La produccién
de metano a partir del indculo (blanco negativo) se resto de la produccion de metano de las
muestras de desechos. Por lo tanto, el resultado representa solo la produccién de metano a
partir de los residuos y no del inéculo. En producciones de gas muy bajas, la incertidumbre
sobre los resultados aumenta, porque la diferencia entre las muestras de desechos y las
muestras de control puede no ser significativa. Si el potencial de metano es bajo, se debe
aumentar la proporcion de la muestra de desecho con el in6culo.
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Figura 3. Aclimatacion del indculo.

La medicién de metano producido se realizd6 mediante el método volumétrico de probeta
invertida. Al perforar el tapon de goma, el biogéas pasa hacia un recipiente por una jeringa
parcialmente sumergida en una solucién 2 M de NaOH, el cual se encuentra conectado por
una manguera hacia la probeta invertida en un recipiente con agua donde puede medirse el
volumen desplazado por el metano. Para la etapa | se emple6 una modificacion pasando el
biogéas directamente del reactor a un recipiente con la probeta invertida en la solucion barrera

de NaOH en lugar de agua.

<

Figura 4. Medicion de gas en la etapa experimental | mediante el método de probeta invertida
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Figura 5. Montaje de probeta invertida para medicion de metano producido en la etapa experimental 11.

Se realiz6 la medicion de la composicion del gas generado, para lo cual se emple6 el equipo
analizador de gases referencia Gasboard gas Analyzer RS232, suministrado por la
Universidad Nacional, permitiendo conocer la composicion del biogas generado por el
sistema, obteniendo los porcentajes para CH4, CO2, H2, asi como el potencial calérico. Para
ello se conectd una aguja con una llave de tres vias a una jeringa con la cual se extraia el gas
de los reactores y en la cual se media el volumen generado de gas, que era luego inyectado en
el equipo para su posterior analisis.
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Figura 6. Analizador de gases Gasboard gas Analyzer RS232.

2.1.3 Montaje de potencial Bioquimico de Metano

Para determinar la produccién de biogéas de los residuos citricos se desarrollaron dos pruebas
de PBM: la etapa | se realiz6 con el fin de determinar la produccion de tres tipos de residuos
citricos y la etapa Il para determinar la mezcla Optima de estos residuos para mayor
produccion de metano.

2.1.3.1 Etapa I: Determinacion del PBM de sustratos citricos puros

Para el primer montaje se evaluaron los sustratos de citrico de limén, mandarina y naranja por
separado, empleando botellas seroldgicas de 120 mL, trabajando con una relacion sustrato /
in6culo (X0/S0) igual a 0.5, adicionando 541,6 mg de sustrato citrico, 8 mL de inéculo y 350
mg de CaCO3 con el fin de aportar capacidad buffer al sistema y que no disminuya el pH
durante el periodo de digestion, por ultimo se generd vacio en el medio con el fin de
garantizar condiciones anaerobias; se sellaron con tap6n de goma y agrafe metélico. Se
emple6 un blanco enddgeno y se llevo a cabo por duplicado. Los reactores fueron incubados
en una incubadora con agitacion orbital a una temperatura de 35°. La prueba tuvo una
duracion de 21 dias.
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Figura 7. Reactores etapa experimental I.

La medicidn de metano se realiz6 mediante probeta invertida en una solucién 2 M de NaOH.
Al perforar el tapon de goma el gas pasaba a través de la solucion buffer hacia la probeta
donde podia medirse la cantidad de volumen desplazado de solucién por el metano.

2.1.3.2 Etapa I1: Identificacion de la mezcla éptima de sustratos citricos

para prueba de PBM

Para el segundo montaje de PBM se pretendia determinar la mezcla de sustratos ptima para
mayor produccion de metano, para lo cual se empled un disefio experimental de mezclas
manteniendo una relacion de 2 g SVT/g SVT sustrato, las cantidades adicionadas se
evidencian en la Tabla 4. Se emplearon botellas serolégicas de 120 mL y se adicionaron
soluciones enriquecidas con el fin de aportar nutrientes y minerales al medio, se adicion6 una
solucion de NaOH al 2M para neutralizar el pH y finalmente se completaron los 80 mL del
medio con agua destilada; se inyectd nitrogeno gaseoso durante 1 minuto con el fin de
garantizar condiciones anaerobias, se cerraron la botellas con tapdn de goma y se sellaron con
sello metélico, posteriormente fueron incubadas a 37°c en una incubadora con agitador
orbital. La prueba tuvo una duracién de 37 dias.

37



Figura 8. Reactores anaerobios de la etapa experimental 11.

Tabla 3. Preparacion de medios de cultivo para cada reactor.

) SLN| SLN |SLN| SLN
REACTOR 'No(cé)u LO|  SUSTRATO Al B | cl| D :'Aa?mHLi
N L M |(mL)| (mL) [(mL)| (mL)
BN 53 i - - [o08 016 - | 8 0.3
BP 53 i - - (08 |o016| 8 | 8 03
1(0,0.1) 53 i - |1783] 08 | 016 | - | 8 03
20.1212) | 53 = 0,744 [0,8916| 08 | 0,16 | - | 8 0.3
3(0,1,0) 53 - |1488| - |08 |o016]| - | 8 0.3
4(12.1/20) | 53 |07927]0744| - |08 | 016 | - | 8 0.3
5 (1,0,0) 53 | 1585 | - - [o08 016 - | 8 03
6 (1/2012) | 53 |0,7927| - |0,8916] 08 | 0,16 | - | 8 03
731313) 53  |05152|04836/05795| 08 | 0,16 | - | 8 0.3

ACtUM e
k3

Ingenio en Accion
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REACTORES ANAEROBIOS
MEDIO DE CULTIVO

H,0 63 mL
| NaOH 2M 0,2 mL

Medio béasico anaerobio

SInA 0,8 mL
SInB 0,16 mL

SIn C 8 mL (Blanco glucosa)
SInD8 mL

[ Sustrato1,5g
I Indculo53g

120 ml

80 ml

Figura 10. Preparacion de medio de cultivo para reactores anaerobios en la etapa Il.

2.1.3.2.1 Disefo experimental

La evaluacion de la mezcla 6ptima de los tres residuos de citrico se llevo a cabo empleando el
disefio experimental con mezclas basado en un disefio simplex con centroide 2g-1 sin
restricciones. El disefio considera tres componentes (q=3), asociados a la fraccion de desecho
de mandarina, naranja y limén empleado en la mezcla como sustrato; las relaciones de cada

componente se muestra en la figura 2.

(0,1/2,1/2)

Mandarina
(0,0,1)

(1/2,0,1/2)

(0,1,0)
Limén

Figura 11. Disefio experimental simplex con centroide para los tres componentes citricos a digerir.

@
(0,1/2,1/2)

Naranja
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La grafica muestra una situacion en la que los tres componentes, en este caso naranja, limén
y mandarina pueden variar entre 0 y 1. Cada vértice de la region de la mezcla corresponde a
un componente puro. Las lineas centrales simbolizan el eje principal de cada componente, y
en su interseccidon comun se encuentra el centroide global '5 , '5 .Y de cada componente.
(Eriksson et al. 1998)

Los disefios de experimentos con mezclas distribuyen adecuadamente las mezclas en la
region experimental, la cual se representa con figuras geométricas de g-1 componentes,
cuando los componentes de la mezcla pueden variar entre 0 y 1. Asi para dos componentes la
region experimental es un segmento de recta, para tres un triangulo, para cuatro un tetraedro y
para mas de cuatro un hipertetraedro. El rasgo caracteristico de una mezcla es que la suma de
todos sus componentes se suma al 100%. Esto significa que estos componentes, factores de
mezcla, no pueden manipularse de forma completamente independiente entre si, y que sus
proporciones deben estar entre 0 y 1. (Eriksson, 1998)

. Experimentos obligatorios

D Experimentos opeaenales y ohles

Disefio simplex reticular 43,28 Msefio simplex reticular 43,3 Diisefio simplex con centroide (g=3]
L i |

Figura 12. Ejemplos de disefios de mezclas para tres componentes (Eriksson, 1998)

Los dos tipos basicos de disefio son el simplex reticular y simplex con centroide. El disefio
simplex con centroide se aplica cuando se tienen pocos componentes y consiste en 291 puntos
definidos de la siguiente forma: las mezclas puras, todos los puntos medios de las aristas
definidas por cada dos Vvértices, los centroides de las caras definidas por cada tres vértices y
asi hasta obtener el centroide global (ver Fig. 2).

A (1/0/0)

B (0/1/0)  ovsns  C(0/0/1)

Figura 13. Disefio de mezcla en forma de simplex para una mezcla de tres componentes.
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Después de recolectar las observaciones definidas en el plan experimental, es necesario
ajustarlas a un modelo estadistico para investigar el efecto de los componentes sobre la
respuesta (Ortega et al. 2015).

2.1.3.2.2 Modelo de prediccion de la cinética de crecimiento

Una vez se tenga modelada la respuesta, el investigador puede predecirla en cualquier
formulacién posible dentro de la region experimental utilizada para ajustar el modelo;
encontrando asi, la composicion de la mezcla que corresponda a un perfil de respuesta
Optima. También puede cuantificar la influencia que tienen los diferentes componentes sobre
la respuesta, tanto en forma individual como en su accion conjunta con otros componentes, en
cuyo caso, en funcidn de su signo se determinara si existe sinergismo o antagonismo entre los
componentes (Ortega et al. 2015).

La naturaleza variable del in6culo y la heterogeneidad de los residuos hacen que sea

importante utilizar procedimientos de control en las lineas descritas para garantizar la
reproducibilidad y repetibilidad (Hansen et al. 2004).

2.1.3.2.3 Medio Sintético
Se prepararon cuatro soluciones minerales para el enriquecimiento de los medios:

Tabla 4. Descripcion del medio anaerobio bésico

Solucion Preparacion del medio Referencias

A (100X) 100 g NH4CI, 5g CaCI2-2H20, 10 g MgCI2:6H20, 10 g|Angelidaki 'y
NaCl Aforar con H20. Sanders, 2004

B (500X) 200 ¢ KH:PO4.3H20 Aforar con H20. Angelidaki 'y

Sanders, 2004

Pesar 10.6 g de glucosa seca y diluirla en 200 mL de agua

C (Glucosa a destilada (solucion de 50 g DQO de glucosa/L, |-

10X :

0X) considerando que 1 g DQO de glucosa= 1.06 g de glucosa)

D Preparar una soluciébn de bicarbonato 10 veces
(Bicarbonato a concentrada. La cantidad de bicarbonato a afiadir, )
10X) dependera de la alcalinidad del in6culo. Considerar que se

debe alcanzar una alcalinidad >3 g CaCO3/L.
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2.1.3.3 Concentracion del sustrato

La concentracién de sustrato de 2 g VS / 100 ml en los reactores es seleccionada la necesidad
de usar una muestra grande para tener una buena representatividad y obtener una alta
produccion de gas facil de medir y, en general, Por otro lado, para evitar volimenes
demasiado grandes y poco practicos de reactores y produccion de gas y mantener la solucion
diluida para evitar la inhibicién de la acumulacion de AGV y amoniaco (Hansen et al. 2004).

3. Capitulo 111

3.1 Resultados y discusion

3.1.1 Etapa I: Determinacion del PBM de sustratos citricos puros

3.1.1.1 Medicion de la produccion de gas

El montaje tuvo una duracion de 21 dias en total. Las mediciones se realizaron durante los
primeros 11 dias consecutivos, a partir de alli se registraba la produccion de gas cada 3 dias
debido a la disminucién en la generacion de biogas.

3.1.1.2 Produccion maxima de metano (LCH4/gSV Tsustrato)

En la gréfica 2 puede evidenciarse la produccion de biogas durante los 21 dias de prueba. El
desecho de naranja muestra mayor produccién de gas durante todo el periodo de prueba,
seguido del desecho de limoén y por ultimo el desecho de mandarina; los valores se encuentran
en la tabla 4.
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Grafica 2. Produccion de metano mediante digestion anaerobia en la etapa I.

Tabla 5. Resultados obtenidos tras la digestion anaerobia en la etapa 1.

Desecho Produccion maxima | Velocidad de produccion de |Periodo de
(LCH4/gSV) metano LCH4/gSV d latencia (d)
Limon 0,34 £ 0,02 0,07 + 0,001 2,7+£0,2
Mandarina| 0,33 +0,03 0,07 = 0,005 2,3+0,2
Naranja 0,46 £ 0,05 0,10+ 0,03 0,2+0,1

Para predecir el comportamiento del sistema y ajustar los datos de produccién de biogas, se
empled el modelo de Gompertz, obteniéndose una diferencia en los resultados de + 0.0102,
siguiendo el comportamiento esperado para los procesos de digestion anaerobia.

A partir del modelo de Gompertz fue posible obtener los valores correspondientes a velocidad
de produccion y de periodo de latencia para cada desecho empleado; el periodo de latencia es
un periodo de retraso durante el cual los microorganismos se adaptan a las condiciones del
medio asi como al sustrato que van a digerir. Los valores correspondientes a produccion de
metano, velocidad de produccion y periodo de latencia de los desechos de limén y mandarina
son bastante similares. El desecho de limén y mandarina representan un 74% y 71% de
produccion de metano respectivamente en comparacion al producido por el desecho de
naranja, el cual presento una velocidad de produccion 30% mayor.
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3.1.1.3 pH

Los valores de pH permanecieron practicamente iguales, ya que se mantuvieron dentro del
rango éptimo para el proceso de digestion, la naranja present6 una disminucién del 0,9%.

La cinética de las diferentes etapas del proceso de digestion anaerdbica (hidrolisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis) y, finalmente, la forma de las curvas de
produccidn de metano se controla principalmente por las caracteristicas de biodegradabilidad
del sustrato, la produccion de fermentadores intermedios inhibitorios y el rendimiento de las
poblaciones bacterianas metanogénicas (Labatut, Angenent, and Scott 2011). En este caso, la
produccion biogéas sigue un crecimiento exponencial caracteristico de los procesos de
digestion, por lo cual puede descartarse alguna gran inhibicion, los valores obtenidos
alcanzaron el valor de PBM reportados para el caso de la naranja, el limon y la mandarina se
encuentran por debajo de los valores encontrados en la literatura. La evaluacion de estas
curvas se puede ayudar de manera significativa mediante el uso de modelos matematicos de la
cinética de produccién de metano, lo que permite conocer mejor el comportamiento del
sustrato durante el proceso de digestion anaerdbia (R. Borja, A. Martin, V. Alonso 1995).
Como se muestra en la tabla 4, la naranja presenta una mayor produccion de metano asi como
mayor velocidad de produccion; esto se debe al valor obtenido para periodo de latencia donde
se evidencia un valor muy bajo comparado con los desechos de limén y mandarina; es decir,
al presentar un tiempo de latencia o retraso muy bajo habrd mayor produccion y mayor
velocidad de produccion de metano.

Segun la literatura se tiene que el potencial bioquimico de metano (PBM) de la cascara de los
citricos se encuentra entre 0.46 y 0.64 m3cna/Kgsv (Gunaseelan 2004; Kaparaju and Rintala
2006; Koppar and Pullammanappallil 2013).. A partir de ésta informacion se tiene que los
resultados obtenidos no son los esperados y se encuentran por debajo de los valores
registrados en la literatura, se puede evidenciar que la naranja ha sido el Gnico sustrato en
alcanzar el valor minimo reportado, dichos resultados pueden deberse a la falta de
pretratamiento para la eliminacion de los aceites esenciales de los residuos citricos que son
fuertes inhibidores de la actividad metanogénica.

3.1.2 Etapa I1: Identificacion de la mezcla optima de sustratos
citricos para la prueba de PBM

3.1.2.1 Caracterizacion del inoculo

Se realiz6 la prueba de alcalinidad para el indculo obteniéndose un valor de 3306 mg/L, el
valor de pH obtenido fue de 7,2. El valor de nitrdgeno amoniacal obtenido es de 120 mg/L.
Segun Holliger (2013) éste es un indculo de buena calidad, ya que ha reportado valores de pH
>7y <8.5 y valores de alcalinidad >3g/L y valores de NH4: < 2.5 gN-NH4 / L
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3.1.2.2 pH

El pH en los reactores permanecio en el rango éptimo para el proceso de digestion, con
valores entre los 7,5 y 6.7 presentando una disminucion total de aproximadamente 5.6% . La
naranja presenta la mayor disminucién de pH con un porcentaje del 6.7%, la mandarina y el
limon presentan una disminucion del 5,3% y 2,6% respectivamente.

3.1.2.3 Produccion maxima de biogas (LCH4/gSV Tsustrato)
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7. Limon - Mandarina - Naranja

Grafica 3. Produccion de metano mediante digestion anaerobia en la etapa experimental I1.
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Tabla 6. Produccion de CH4 en la etapa experimental 11 .

Reactor | Desecho Produccion maxima (LCH4/gSV)
1 Mandarina 0,46 + 0,01
2 Limon - Mandarina 0,38 £ 0,04
3 Limon 0,45+ 0,03
4 Naranja - Limon 0,34 £ 0,04
5 Naranja 0,50 £ 0,06
6 Naranja - Mandarina 0,35+ 0,05
7 Naranja - Limon - Mandarina | 0,47 + 0,06

Las mediciones realizadas empleando el equipo analizador de gases referencia Gasboard gas
Analyzer RS232, permitieron conocer la composicion del biogas generado por el sistema,
obteniendo los porcentajes para CH4, CO2, H2, asi como el potencial calérico. Los datos
obtenidos se encuentran en la tabla 6.

Tabla 7. Composicion del biogés producido.

Reactor | Vol (mL) |PC (MJ/m3) (% CO2 |% CH4 |% H2

2 42 21,61 44,544469 | 52,982646 | 2,472885033
3 20 - 73,83456 |17,209954 | 8,955485454
4 38 17,52 49,994365 | 47,796687 | 2,208948495
5 22 10,3 61,762693 | 33,20104 |5,036266594
6 40 18,58 48,576493 | 49,351944 | 2,071563089
3 36 25,35 35,132058 | 64,025501 | 0,842440802
7 32 22,25 38,427217 |60,490798 | 1,081985499

Como se evidencia en las graficas de produccion de gas, la curva de frecuencia en la
produccién de biogas muestra un proceso de dos etapas, caracterizado por una curva con
pasos de escalera. Segun reporta Lijarza (2017) esto corresponde a muestras que se degradan
con dificultad y tienen una curva de formacion de gas retardada. La dificultad en la
degradacion puede deberse a una leve inhibicion durante el proceso.

Segun Hanaki (1981) mdltiples picos en la produccion de gas son bastante comunes en
materias no homogéneas o en suspension. Las bacterias hidroliticas que descomponen los
sustratos iniciales tienen diferentes tasas de degradacién para diferentes compuestos. La ruta a
través de la acidogénesis y la acetogénesis también difiere entre los compuestos. Los
compuestos de acidos grasos ricos en energia generalmente generan un impulso separado y
posterior en la produccion de metano que los desechos organicos. La relacion de DQO vy el
rendimiento final de metano relacionado linealmente con el peso de solidos volatiles es mayor
en los sustratos que contienen compuestos de acidos grasos. Las largas cadenas de

46



hidrocarburos generaran una gran cantidad de metano. Sin embargo, los acidos grasos de
cadena larga en los compuestos también pueden tener un efecto inhibidor sobre la digestion.
Los &cidos grasos de cadena larga siguen una via de degradacién conocida como beta
oxidacion (B-oxidacién). Hanaki (1981) desarrollé ensayos para determinar la inhibicion por
presencia de &cidos grasos obteniendo que la produccion neta acumulativa de &cido
represento la B-oxidacion de la mezcla de cidos grasos, y estuvo acompafiada por un periodo
de retraso que se hizo mas largo con el aumento de la concentracion de la mezcla de acidos
grasos afadida. Este resultado significa que la mezcla de acidos grasos fue inhibidora de la f3-
oxidacion de si misma. Los diferentes intermedios en esta ruta de degradacion cambian entre
diferentes nimeros de carbono y grados de insaturacion, lo que puede llevar a diferentes picos
en la produccién de metano (Team Biogas, 2016).

Hansen (2004) desarrollé una serie de pruebas de digestion anaerobia, y para los casos en los
cuales empled aceite y grasas, se evidencia un comportamiento similar al presentar dos etapas
de produccion de biogas; la degradacion de la grasa fue aparentemente inhibida, posiblemente
por acumulacion de intermedios (Springer-Verlag, Angelidaki, and Ahring 1992); lo cual dio
lugar a curvas de produccion de metano altamente variables. Tanto para la grasa como para el
aceite se observo una fase de retraso significativo de dos semanas.

Por otro lado, en el caso de una materia prima que contiene una sustancia organica degradable
(p. Ej., Lignina) que es dificil de descomponer anaerébicamente, la produccién de biogas en
la etapa inicial del cultivo es pequefia y aumenta gradualmente con el lapso del periodo de
cultivo. Y lo mismo retraso la curva de produccion acumulada de biogés ; también se presenta
cuando hay un efecto de inhibicion débil en la etapa inicial del cultivo o cuando la actividad
de los microorganismos anaerobicos pesados en el indculo es muy baja y la fase de
crecimiento retrasado se prolonga durante la etapa de crecimiento del microorganismo. Si la
descomposicion de la materia organica se desarrolla en dos etapas, se muestra la curva de
biomasa de biogas de acumulacién gradual. Este es el caso donde hay un grupo en el que las
caracteristicas de descomposicion de la materia organica en la materia prima son diferentes o
se produce una reaccion de descomposicion de las dos fases. (Kook-sik, 2011)

Shelton y Tiedje (1984) sefialan que el analisis del potencial de produccion de metano
existente tiene limitaciones para cuantificar con precision las emisiones de biogas debido a la
disolucion del diéxido de carbono. Chynoweth et al. Esto se evidencia en los altos volimenes
de metano obtenidos para los cuales se supone un valor de biogas tomando solo un porcentaje
como metano. En la etapa experimental Il no se evidencio dicho aumento de produccion,
generando valores dentro del rango reportado en el caso de la naranja, y valores inferiores
para el limén y la mandarina con valores reportados en literatura de 0.46 y 0.64 m3cha/Kgsv.
Esto puede deberse al hecho de que en la primer etapa experimental las mediciones del biogas
se realizaban sumergiendo la probeta en la solucion barrera de NaOH, por lo que el biogas
salia del reactor y se desplazaba por toda la solucion hasta ocupar el volumen medido en la
probeta; para la etapa experimental 11 el gas pasaba por una jeringa parcialmente sumergida y
salia rapidamente hacia la probeta con agua lo que puede indicar que el tiempo de contacto
con la solucion buffer debe ser un factor que afecta la cantidad de CO2 retenido en el sistema.
(Springer-Verlag et al. 1992)
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3.1.2.3 Remociodn de fraccion organica

Tabla 8. Remocion de material organico representado como sélido volatil durante la digestion anaerobia en la etapa

experimental Il.

SV inicial | SV final | Remocién -

REACTOR (gSVT/gsustrato) |(gSVT/gsustrato) |(gSVT/gsustrato) %6 solido

1(0,0,1) 0,55207212 0,0032 0,54887212 99,4203656
2 (0,1/2,1/2) |0,552156997 0,003125 0,549031997 99,4340378
3(0,1,0) 0,552197013 0,00455 0,547647013 99,1760187
4 (1/2,1/2,0) |0,552173953 0,173075 0,379098953 68,6557109
5(1,0,0) 0,552049967 0,0032 0,548849967 99,4203423
6 (1/2,0,1/2) |0,552133937 0,00325 0,548883937 99,4113747
7(1/3,1/3,1/3) | 0,542131572 0,002825 0,539306572 99,4789088
Las pruebas para la determinacion de sélidos volatiles antes y después del proceso de

digestion anaerobia evidencian la eficiencia de remocién de carga orgéanica, removiendo mas
del 99% de la fraccion orgénica adicionada a cada reactor; también puede evidenciarse en la
remocion de DQO, los resultados de la pruebas de caracterizacion iniciales y finales se
encuentran en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados pruebas finales de DQO etapa experimental Il * Considerar dilucion en 100 mL

SUSTRATO |DQO (mg/L)
Pruebas L (mg/L) 644
iniciales N (mg/L) 859,333333

M (mg/L) 650

REACTOR

1 61

2 91

) 3 34

Pruebas finales 2 53

5 39

6 132,5

7 55
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3.1.2.4 Resultados N-NH4*

Los resultados obtenidos para la prueba de nitrégeno amoniacal se encuentran en la tabla 10.
La inhibicion en los procesos de DA por NHa se presenta en concentraciones mayores a 1400
mg/L, por lo cual se descarta alguna inhibicion para esta prueba.

Tabla 10. Resultados pruebas finales de N-NH4+ etapa experimental 11.

Reactor N-NH4* (mg/L)

290
250
180
340
320
340
300

N[O A~ W[IN|F

3.1.2.5 Inconvenientes durante el proceso

Durante el proceso de digestion de la segunda prueba se present6é un inconveniente el dia 19
de prueba debido a la averia de la incubadora donde se encontraba el montaje por lo cual la
temperatura disminuyé a temperatura ambiente de 20°C por lo menos durante 24 h, lo cual
intervino en la actividad metabdlica del sistema; sin embargo, segun reporta Angelidaki
(2004) el efecto de la temperatura en la digestion anaerobica solo afecta teéricamente las tasas
de degradacion y no la biodegradabilidad definitiva de un componente. Sin embargo, las tasas
de biodegradacion pueden ser tan lentas que el potencial de biogés alcanzable parece ser
menor que en condiciones Optimas.

Una vez se restaur6 la temperatura del sistema a 37°C se evidencia un aumento en la
produccién de biogas considerable, viendo como la temperatura impulsé de nuevo el proceso;
un aspecto inesperado fue el aumento en la produccion de gas en los blancos positivos para
glucosa donde se vio mayor produccion de gas, asi como para los blancos enddgenos que no
presentaban produccién de gas durante los 8 dias previos al incidente.
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4. Capitulo IV

4.1 Conclusiones

- EIl sustrato de residuo citrico con mayor PBM es el residuo de naranja con un
rendimiento de metano de 0,50 + 0,06 LCH4/gsv, seguido de la mezcla de los tres
sustratos de citrico con un valor de 0,47 + 0,06 LCH4/gsv. Las mezclas de dos
sustratos no resultaron ser convenientes debido a bajos niveles de produccion de
biogas, ninguno de éstos alcanzd los valores reportados de 0.46 LCH4/gsv para el
PBM de los citricos.

- Debido a que no se realizd el pretratamiento para la eliminacion de los aceites
esenciales de los citricos, se cree que éstos pudieron intervenir durante el proceso de
produccién de biogas debido a las propiedades de sus componentes, impidiendo que
en varios ensayos se alcanzara los valores minimos de produccion de metano
reportados en la literatura; la inhibicion por N-NH4+ es descartada debido a los bajos
valor obtenidos durante las pruebas.

- Las especies de citricos cultivadas en Colombia que fueron estudiadas en esta
investigacion presentan un PBM menor al de las especies de citricos reportadas en
otras partes del mundo, debido a las variaciones geograficas que determinan las
caracteristicas de los frutos que varian para cada especie.

- Los residuos citricos son un material valioso para el desarrollo de energias sostenibles,
permitiendo la generacién de biogéas sin necesidad de realizar un pretratamiento previo

del sustrato.

- La digestion anaerobia es un proceso exitoso en el tratamiento de desechos organicos,
con alta eficiencia de remocién de carga organica de mas del 99%, siendo ésta una
alternativa ideal para hacer frente al impacto ambiental generado en rellenos sanitarios

y vertederos, por el desperdicio de grandes volimenes de residuos organicos.
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4.2 Recomendaciones

Con el fin de elevar la produccion final de metano es recomendable considerar las
condiciones termdfilas para el desarrollo de la prueba, ya que si bien representa mayor costo
por consumo de energia, segun sugieren Converti et al. (1999) las bacterias termofilicas
pueden usar fuentes de carbono que no son biodegradables en condiciones mesofilicas, y la
tasa de hidrdlisis puede aumentar seis veces a temperatura termofilica. Por otro lado, los
requerimientos de energia son mas altos para la digestion termofilica (Zabranska et al. 2002),
aunque en algunos casos este costo es compensado por un aumento en la biodegradacion
organica (Martin et al. 2010).

Si es posible, realizar la medicion de biogas mediante cromatografia de gases, ya que de este
modo los resultados son mas precisos ademas que permite conocer todos los componentes del
biogés generado durante el proceso.
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