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Resumen

En el proceso de digestion anaerobia de la Fraccién Organica de Residuos Sdlidos Urbanos (FORSU)
existen pocos reportes que evallan la influencia de la presencia de iones metalicos sobre la actividad
metanogénica, en México no se tienen reportes al respecto. El Ni, Co, W, Se, Mo y Fe en cantidades
traza son esenciales debido a que son cofactores de enzimas involucradas en diferentes etapas del
proceso de digestion anaerobia. Limitar la disponibilidad de estos iones metalicos requeridos por las
enzimas afecta todo el proceso de digestion anaerobia (Facchin et al., 2012). La formacién de metano
a partir de H, y CO, es favorable (metanogénesis hidrogenotrdéfica), sin embargo por esta via se
genera solamente del 27-30% de metano, el resto es generado por la via acetoclastica (Almeida et al.,
2011). En este trabajo se pretendié cubrir la presencia de iones metélicos (Ni*?, Se™, Mo™ y W*®)
necesarios para las enzimas involucradas en la ruta hidrogenotrofica con la finalidad de aumentar la
produccion de metano.

Este estudio se dividi6 en siete etapas, la primera consistié en la toma de muestra y caracterizacion de
la FORSU de la delegacion Benito Juarez. En la segunda etapa, con esta misma muestra de FORSU,
se determiné la mejor relacion indculo:sustrato con la finalidad de conocer aquella que generara mas
metano y con la cual se evitara una posible inhibicién en el proceso de digestiobn anaerobia, con esta
misma relacién indculo:sustrato se llevaron a cabo las pruebas de la etapa final de este trabajo.

Posteriormente, en la tercera etapa, se llevé a cabo el desarrollo de la técnica para la determinacion de
la actividad metanogénica, con la finalidad de establecer las condiciones experimentales bajo las
cuales se llevarian a cabo las posteriores pruebas de actividad. Se determiné la actividad
metanogénica sin la adicion de iones metalicos con el uso de formiato, acetato y una mezcla de acidos
grasos volatiles (acetato, propionato y butirato).

En la cuarta etapa se realizé un disefio factorial 22, teniendo como factores la adicion o no de
nutrientes y la adicibn o no de metales (variables categéricas). La finalidad de este disefio
experimental fue encontrar si existia 0 no una sinergia al mezclar iones metalicos con una solucién
nutritiva. Esta sinergia no se encontrd, por lo tanto se concluyd que no existe una diferencia
estadisticamente significativa al adicionar la solucion nutritiva; debido a ésto se procedi6é a obtener una
mezcla de iones metalicos que maximizara la produccion de metano mediante la ruta de
metanogénesis hidrogenotréfica.

La quinta etapa consistié6 en un disefio de mezclas simplex centroide aumentado bajo el cual fue
posible evaluar mezclas, puras, binarias, terciarias y cuaternarias de los iones metalicos; el modelo
matematico que describe el efecto de los iones metélicos sobre la actividad metanogénica tuvo un
ajuste del 90% y bajo estas condiciones la combinacion de efectos que maximiza la actividad
metanogénica es con 0.125 mg/L de Se™ y W*® respectivamente.

La sexta etapa de este trabajo de investigacion consistid en cuantificar el contenido de metales (Se,
Mo, W y Ni) en la FORSU generada en la delegacién Benito Juarez, siendo ésta rica en Ni
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principalmente, seguido de Mo, y W en muy poca proporcién. EI Se no fue posible cuantificarlo
probablemente por estar presente en una cantidad por debajo del limite de deteccién del método.

Finalmente se estudi6 el efecto de los iones metélicos Se** y W*® (esto de acuerdo a las condiciones
que maximizaron la actividad metanogénica en el disefio de mezclas simplex centroide aumentado) en
la digestion de la FORSU de la delegacién Benito Juarez, encontrdndose que el uso de estos iones a
las concentraciones utilizadas, no tiene un efecto estadisticamente significativo sobre la produccion de
metano comparado con la digestion anaerobia sin el uso de iones metélicos; sin embargo, se mejoré la
estabilidad del proceso de digestiobn anaerobia viéndose reflejado en los indices de alcalinidad
(relacion alfa e indice tampon, IB).
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Abstract

In the anaerobic digestion process the fact of not understanding or underestimate the nutritional
requirements of methanogen microorganisms causes a disadvantage in the commercial application of
the process. Ni, Co, W, Se, Mo and Fe in trace amounts are essential because they are enzymes
cofactors involved in different stages of the anaerobic digestion process. To limit the availability of
these metal ions affects the enzymes required for the entire process of anaerobic digestion (Facchin et
al., 2012). Biological formation of methane from H, and CO, is favorable (hydrogenotrophic
methanogenesis) however by this route is generated only 27-30 % methane, the rest is generated by
the acetoclastic pathway (Almeida et al., 2011). This study aimed to meet the need of metal ions (Ni,
Se, Mo and W) required for enzymes involved in the hydrogenotrophic route in order to increase the
production of methane.

This study was divided in seven stages; the first one was about how to take the sample of the organic
fraction of the municipal solid waste generated in Benito Juarez and the characterization of it. In the
second stage was studied with the same kind of waste different relations inoculum:substrate to avoid
an inhibition on the anaerobic process. With this relation inoculum:substrate was carried out the last
stage of this study.

In the third stage, was carried out the technique development for determining the methanonegic activity
tests and with the intention to determine the best conditions of it. It was determined the methanogenic
activity with formate, acetate and a mixture of volatile fatty acids (acetate, propionate and butyrate).

In the fourth stage was made a factorial design 22 with categorical variables, the addition or not of a
nutritive solution and the addition or not of a metal ions solution. The purpose of this design was to
know whether or not there is a synergy when a metal ions solution and a nutrient solution were mixed.
This synergy was not found, it was obtained that not exist a significant difference by adding the nutrient
solution, thus it was proceeded to obtain a mixture of metal ions that maximize the methane production
by hydrogenotrophic methanogenesis pathway.

In the fifth stage was carried out a design of mixtures named simplex increased centroid. In this kind of
design is possible to evaluate pure, binary, tertiary and quaternary mixtures. The mathematical model
obtained, under which, it is possible to describe the effect of the metal ions on the methanogenic
activity, had a fit of 90%. The combination of metal ions that maximizes the methanogenic activity is
with 0.125 mg/L of W*® and Se™, respectively.

The sixth stage of this research was about the quantification of Se, Mo, W y Ni contained in the organic
fraction of the municipal solid waste generated in Benito Juarez. The results were that Ni was found in
a bigger proportion followed by Mo and W in a low proportion. The Se was not identified; it was
probably contained in a quantity under the detection limit of the analytical method.

In the seventh stage was studied the effect of the addition of the metal ions Se** and W*® (according to
results of the design of mixtures that maximizes the methanogenic activity) on the anaerobic digestion
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of the organic fraction of the municipal solid waste generated in Benito Juarez. It was found that
statistically the metal ions mixture does not have a significance effect on the methane production, at
least not at the concentrations that was used. However this metal ions mixture affects in a positive way
the process stability improving the alkalinity numbers.
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1 Introduccidn

La generacién progresiva de residuos sélidos urbanos (RSU), principalmente en las grandes urbes,
constituye un motivo de preocupacion debido a los graves problemas ambientales y de salud que
acarrea su gestion ineficiente. La valorizacion de la fraccion organica de los residuos soélidos urbanos
(FORSU) puede contribuir a atenuar estos problemas al disminuir la cantidad de residuos que se
disponen y al obtener subproductos utiles, trayendo consigo impactos positivos en el medio ambiente.

Existen dos procesos de conversion de los RSU a una materia prima para la obtencién de energia,
éstos son los de: a) tipo bioldgico, efectuados por bacterias mediante el proceso de digestion
anaerobia el cual ocurre de manera natural en los rellenos sanitarios y sitios no controlados o bien en
reactores donde se acelera este proceso generando una mezcla de gases, llamado biogas rico en CH,
y CO,, ambos gases de efecto invernadero y a partir del cual se puede utilizar para generar energia; y
b) tipo térmico como son la incineracion, pirdlisis y gasificacion.

La digestion anaerobia es un proceso mediante el cual la materia organica es convertida por accion de
los microorganismos bajo condiciones anaerobias en biogads (Angelidaki et al., 2011). Los
microorganismos degradan la materia organica mediante diversas reacciones bioguimicas obteniendo
como productos finales principalmente CH, y CO,. Estos diversos grupos de microorganismos que
interactlan entre si en una dinamica metabdlica compleja, estando constituida principalmente por 4
etapas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogeénesis.

La disponibilidad de elementos traza como micronutrientes juega un papel importante en el
desemperfio y estabilidad del proceso de digestién anaerobia (Demirel y Scherer, 2011). Metales como
Fe, Ni, Co, Mo, Se y W en cantidades traza, son necesarios para el crecimiento de diversos tipos de
arqueas metanb6genas tales como: Methanosarcina barkeri, Methanospirilum hungatei,
Methanocorpusculum parvum, Methanobacterium thermoautotrophicum y wolfei, Methanococcus
voltae (Jones y Stadtman, 1977; Taylor y Pirt, 1977; Schonheit y Thauer, 1979; Scherer y Sahm, 1981;
Whitman, Ankwanda, y Wolfe, 1982). El Ni, Co, W, Se, Mo y Fe en cantidades traza son esenciales
debido a que son cofactores de enzimas involucradas en las diferentes etapas del proceso de
digestién anaerobia.

La produccién de metano se lleva a cabo gracias a las arqueas metanogénicas, mediante la
conversién de acetato e hidrégeno y didxido de carbono, principalmente, sin embargo también ha sido
reportado que pueden utilizar otros compuestos tales como alcoholes y compuestos metilados, para la
formacion de metano.

Las arqueas obtienen energia mediante la conversibn de sustratos a metano, existiendo
principalmente tres rutas: metanogénesis via acetato; metanogénesis via metanol y metanogénesis via
hidrogenotréfica. En cada una de estas rutas existen enzimas que requieren de algun ion metalico para
su activacion, la deficiencia de éstos, puede afectar todo el proceso de digestion.
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Por lo anterior se plantearon los siguientes objetivos para este trabajo de investigacion:
Objetivo General

Evaluar la influencia de los iones metélicos, en la etapa de metanogénesis de la digestion anaerobia
de la fraccién orgéanica de los residuos solidos urbanos (FORSU), generada en la delegacion Benito
Juérez, para la produccion de biogas.

Objetivos particulares
Como objetivos particulares de este trabajo de investigacion se plantean los siguientes:

Determinar la existencia o no de una sinergia al usar una solucién nutritiva y una mezcla de
iones metalicos sobre la actividad metanogénica con formiato de sodio como sustrato.

Evaluar la influencia de los iones metalicos del interés de este trabajo en la actividad
metanogénica con formiato de sodio como sustrato.

Como alcances de este trabajo de investigacion se plantean los siguientes:

La identificacién de los iones metdlicos e importancia que éstos tienen sobre la digestion
anaerobia de carbohidratos debido a que estas macromoléculas constituyen el mayor
porcentaje en la FORSU de la delegacién Benito Juarez.

El estudio del efecto de los iones metalicos sobre la actividad metanogénica via formiato.

Hipotesis

Si a un reactor anaerobio que trata residuos sélidos urbanos organicos se adicionan elementos traza
(Ni, Co, Mo, Se, Fe y W) se incrementara entonces la produccién de biogas.

En este trabajo se pretende que la adicion de Ni, Mo, Se y W (de forma individual o en mezcla) afecte
positivamente la actividad del in6culo en la etapa de metanogénesis del proceso anaerobio, debido a
su presencia en las enzimas de esta Ultima etapa.
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2 Marco Tedrico

En este capitulo se presenta de manera breve antecedentes tedricos referentes al proceso de
digestion anaerobia, cada una de las etapas que lo conforman asi como las enzimas involucradas;
posteriormente se abordan los factores que pueden afectar el proceso de digestién y finalmente la
importancia de los iones metdlicos que influyen en el proceso de digestién anaerobia asi como su
presencia en fuentes naturales.

2.1 Digestion Anaerobia

La digestién anaerobia permite la generacion de compuestos de valor agregado a partir de materiales
de desecho, principalmente metano (Almeida et al.,2011). Esta etapa incluye una serie de procesos,
en los cuales diversos grupos de microorganismos interactian entre si en una dinamica metabdlica
compleja, estando constituida principalmente por 4 etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis.

Durante la digestion microbiana intervienen al menos 11 grupos de microorganismos diferentes, en la
Figura 1 se representa la interaccion de estos grupos en las diferentes etapas de la digestidén
anaerobia.

En el metabolismo anaerobio participan microorganismos facultativos y anaerobios obligados. De
acuerdo al tipo de sustrato utilizado (carbohidratos, lipidos o proteinas) la formacién de metano y otros
subproductos serd diferente de acuerdo a las rutas bioquimicas de degradacion de cada
macromolécula. Con base en la caracterizacion de la fraccién organica de los residuos solidos urbanos
de la delegacién Benito Juarez se investigo la influencia de los iones metélicos reportados en la
literatura que tenian alguna interaccidn con enzimas involucradas en las rutas de degradacion de
carbohidratos, debido a que éstos constituyen el mayor porcentaje de macromoléculas en los residuos
utilizados.

2.1.1 Hidrdlisis

Esta etapa se refiere a la descomposicién de biopolimeros organicos mediante enzimas extracelulares
(hidrolasas) a monémeros y dimeros, con la finalidad de que estos subproductos sean capaces de
atravesar la membrana celular. Este proceso es llevado a cabo mediante bacterias hidroliticas.

La importancia de las bacterias hidroliticas radica en la velocidad con la que éstas solubilizan la
materia particulada y se ha comprobado que dicha velocidad de hidrélisis depende del tipo de sustrato,
de su origen asi como de la previa adaptacién del in6culo anaerobio al sustrato (Doyle et al., 1983;
Gavala y Liberatos, 2001); la naturaleza del sustrato determina el tipo y cantidad de bacterias
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hidroliticas presentes, la mayoria de este tipo de bacterias estd adherida al sustrato antes de la
hidrélisis extensiva (Pretti Rao y Seenayya, 1994).

1 Polimeros Complejos [Polisacaridos, 1
proteinas y lipidos)

Monémeros Acidos grasos de cadena larga |- __________________
(azucares, aminodcidos) (laurico, miristico, palmitico)
2 2

! 1 l

P e Acidos grasos volatiles
(propianato, butirato e isobutirato, H, yCO,
valeriato e isovaleriato, caproato)

Alcoholes
(metanoly etanol)

: ) 7
i i 3
i :
W 4
{--------' Ir---;- Acetato ) 5
Nitratosy Sulfatos GEREEREEEES :
< _________________________________________________________________________________________________________
6
10 9 8
7
Metano
NH, N, H,S
l]\ 11
1 Bacterias hidroliticas 7 Argqueas metanogénicas hidrogenotroficas
2 Bacterias fermentativas 8 Bacterias sulfato reductoras
3 Bacterias sintrdficas obligadas de hidrégeno 3 Bacterias denitrificantes
4 Bacterias homoacetogénicas 10 Bacterias disimiladoras reductoras de nitrato
5 Bacterias sintréficas oxidadoras de acetato 11 Metandtrofos aerobios

6 Argueas metanogénicas acetoclasticas

Figura 1. Interacciones microbianas en el proceso de degradacion anaerobia (Almeida et al., 2011).

A partir de la composicion del sustrato usado para la digestion anaerobia se obtienen diversos
monomeros y dimeros en esta primera etapa. Las proteinas ademas de ser una fuente de carbono
tienen un elevado valor nutricional, éstas son hidrolizadas en péptidos y aminoacidos mediante las
enzimas proteasas, parte de éstas son usadas en la sintesis de material celular y el resto es
degradado a acidos grasos volatiles, di6xido de carbono, hidrégeno, amonio y sulfuro en las etapas
siguientes (Frioni, 1999).
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La degradacion de los lipidos empieza por la ruptura de las grasas mediante enzimas lipasas
produciendo &cidos grasos de cadena larga y glicerol.

La degradacion de material lignocelulésico (compuestos ricos en lignina, celulosa y hemicelulosa)
suele ser la etapa limitante, siendo dificil de degradar (Buffiere et al.,2006) debido a la resistencia de la
lignina, una vez degradado este material los productos de la hidrdlisis de la celulosa son la celobiasa,
pentosas, glucosa, hexosas y acidos urénicos.

2.1.2 Acidogénesis y Acetogénesis

En la acidogénesis, también conocida como fermentacién, los productos obtenidos en la etapa de
hidrolisis (mondmeros y dimeros) son convertidos principalmente mediante bacterias, anaerobias
obligadas y facultativas, a acetato, acidos grasos de cadena corta, alcoholes, hidrégeno y diéxido de
carbono; la produccion de estos compuestos trae consigo una disminucion en el pH debido
principalmente a la acumulacion de los acidos, esta disminucién puede afectar la etapa posterior de
metanogénesis.

Los mon6émeros y dimeros son convertidos a aminoacidos y glicerol para producir glucosa (mediante
rutas catabdlicas de polisacaridos), ésta Ultima es transformada via glucoélisis en piruvato el cual es
usado en la fermentacion (lactica, alcohdlica o acética), como resultado se obtienen alcoholes y acidos
grasos, y como subproductos de esta transformaciéon, hidrégeno y diéxido de carbono. Los acidos
grasos constituyen un indicador importante en el desempefio de un reactor anaerobio. En funcion del
microorganismo Y la ruta metabdlica, los productos finales son diferentes.

En la etapa de acetogénesis, el hidrogeno y acido acético, producidos en la acidogénesis, pueden ser
utilizados por las argueas metanogénicas directamente, en cambio, otros productos como el valerato, y
propionato, entre otros, deben ser transformados a productos mas sencillos (adcido acético e
hidrogeno) mediante las bacterias acetogénicas y a través de una serie de reacciones a condiciones
de una presion parcial de hidrégeno baja (10 a 10 atm).

El acido acético puede ser producido por cualquiera de los dos mecanismos de acetogénesis:
acetogénesis por hidrogenacion o acetogénesis por deshidrogenacion.

En la homoacetogénesis se produce acetato como Unico producto final debido a la reaccién entre el
diéxido de carbono e hidrégeno, es decir, éste tipo de bacterias no producen hidrégeno, usan éste
como sustrato, permitiendo mantener bajas presiones parciales asi como la actividad de las bacterias
acetogénicas (acetogénesis por deshidrogenacién) y acidogénicas. Esta etapa es llevada a cabo por
las bacterias homoacetogénicas estrictamente anaerobias.

En la acetogénesis por deshidrogenacion, los productos obtenidos en la acidogénesis, son convertidos
por microorganismos a acido acético, hidrégeno y dioxido de carbono, el hidrégeno producido
representa la mayor cantidad, éste es utilizado por las arqueas metanogénicas para la formacion de
metano; la mayoria de las reacciones llevadas a cabo solo son posibles termodinamicamente a
condiciones estandar (pH=7, P=1 atm, T=25°C) y presiones parciales de hidrégeno bajas. Esta etapa
es llevada a cabo por bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno.
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2.1.2.1 Acidogénesis de monosacaridos, obtencion de piruvato

Existen 4 rutas para la degradacién de monosacaridos: ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), ruta
hexosa monofosfato (HM), ruta Entner-Doudoroff (ED) y ruta Fosfocetolasa (PK). De acuerdo a los
microorganismos existentes estos preferirdn una ruta u otra, segun Angelidaki et al. (2011) las rutas
mas favorecidas por los microorganismos para la acidogénesis de monosacéaridos (productos
obtenidos de la hidrdlisis de carbohidratos) son la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y Entner-
Doudoroff (ED), a continuacion se detallan estas rutas asi como las enzimas involucradas:

Ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). También conocido como ciclo glicolitico, glucélisis o
ruta anaerobia, puede ser llevado a cabo por levaduras, hongos y bacterias. Aunque es
conocida como una ruta anaerobia, no es solo usada por los microorganismos anaerobios.
Reaccion global:

CsH,,0, + 2ATP + 2NAD"* — 2Piruvato+4ATP +2(NADH + H ) Reaccion 1

La Figura 2 muestra el mecanismo llevado a cabo, la activacion de la glucosa deber ser por un
ATP (trifosfato de adenosina), esto puede ocurrir dentro de la célula o en la membrana celular,
dependiendo del mecanismo de transporte. En la Tabla 1 se muestran las enzimas
involucradas en cada uno de los pasos de esta ruta y los iones metélicos (del interés de este
trabajo) que tienen un efecto en alguna de estas enzimas, esta tabla se elabor6 con base en la
informacién proporcionada del sitio BRENDA (2013), el cual hace referencia a los reportes
obtenidos de investigaciones realizadas en diferentes tipos de microorganismos que indican la
existencia de los iones metdalicos asi como su posible efecto sobre la enzima. Con esta
informacién se realizaron también las tablas posteriores referentes a las enzimas que se
presentan en este trabajo.

Es importante mencionar que las enzimas presentadas en este trabajo estan reportadas de
acuerdo a la nomenclatura utilizada por la comisibn enzimatica (Enzyme Commission)
compuesta por un cédigo numeérico encabezado por las letras EC seguidas de cuatro nimeros
separados por puntos. El primer nimero indica a cual de las seis clases pertenece la enzima, el
segundo se refiere a distintas subclases dentro de cada grupo, el tercero y el cuarto se refieren
a los grupos quimicos especificos que intervienen en la reaccién enzimatica.

Tal como se puede ver en la Tabla 1 el Fe***2 Ni*? y Co* son esenciales en las enzimas
involucradas en la ruta EMP para la obtencién de piruvato.

Ruta Entner-Doudoroff (ED). Ocurre principalmente en microorganismos que carecen de
enzimas esenciales para la glucdlisis (ruta EMP), generalmente de los géneros Pseudomonas,
Rhizobium, Azotobacter, Agrobacterium, y algunos otros géneros de bacterias gram-negativas
llevan a cabo esta ruta.
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Tabla 1. Enzimas involucradas en la Ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y su interaccion con algin i6on metélico del
interés de este trabajo, sea un efecto positivo (+), negativo (-) o indefinido (i) siendo solamente reportado como parte de la
enzima.

Enzima Nombre 2+ 3+ 2+ Efe-SEO +6 +4 +6
Fe Fe Co Ni W Se Mo
EC 2.7.1.1  hexoquinasa i +
EC5.3.1.9 glucosa-fosfato isomerasa + i +
EC 2.7.1.11 fosfofructoquinasa + i i
EC 4.1.2.13 fructosa bifosfato aldolasa + i + i
EC5.3.1.1 triosa-fosfato isomerasa
EC 1.2.1.12 gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
EC 2.7.2.3  fosfoglicerato quinasa i i
EC5.4.2.1 fosfogliceromutasa i
EC 4.2.1.11 enolasa i i +
EC 2.7.1.40 piruvato quinasa + -
| GLUCOSA |
[ ATP

EC 2744 W a0F

| glucosa 6-fosfato

EG 3318

| fructosa 6-fosfato

EC 27111 | ATF

Mg 0P

| fructosa 1,6-fosfato |

EC 41213

| fructosa 1,6-bifosfato |

/L\

| dividroxiacetona [2| gliceraldehido 3-fosfato |

c Naz®
EG3311 EC12112
NADH

| 1 3-bifosfoglicerato

AP

| metiglioxal | w22y fag oo

| J-fosfoglicerato

| D-lactato | szt ]
| 2-fosfoglicerato

EC 42111 \l/

fosfoenolpiruvato

o NaD?
e |

EC27140 | azP

e

4>| PIRUVATO ‘

Figura 2. Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) para la glucosa.

La Figura 3 muestra la ruta ED asi como las enzimas involucradas en cada paso y en la Tabla 2 se
muestran las diferentes enzimas involucradas y los iones metalicos que tiene un efecto sobre éstas. En
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la Tabla 2, como se puede ver, el Ni*? y el Co*™ son esenciales para las enzimas involucradas en la
ruta Entner- Doudoroff.

Tabla 2. Enzimas involucradas en la Ruta Entner-Doudoroff y su interaccién con algun ién metalico del interés de este trabajo
sea un efecto positivo (+), negativo (-) o indefinido (i) siendo solamente reportado como parte de la enzima.

Enzima Nombre 2+ 3+ 2+ Efe'cZEo +6 +4 +6
Fe Fe Co Ni W Se Mo
EC 2.7.1.1 hexoquinasa i +
EC 1.1.1.49 glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
EC 3.1.1.17 gluconolactonasa i
EC 4.2.1.12 fosfogluconato deshidratasa +
EC 4.1.2.14 fosfo-2-ceto-3-deoxigluconato aldolasa +
EC 2.2.1.1 transcetolasa
EC 2.2.1.2 transaldolasa
EC5.1.3.1 ribulosafosfato 3-epimerasa
EC5.3.1.6 ribosa 5-fosfato isomerasa i
EC 2.7.1.1 hexoquinasa i +
| GLUCOSA |
ATR
EG 27141 AP
| glucosa 6-fosfato | | gluconato |

EG11.1.49

| glucono-lactona 6 fosfato |

EC 31147

| 6-fosfogluconato |

EC 42112

| 2-queto-3-dexi-6-fosfogluconato |
| PRuvao | | gliceraidenio 3ostato_|
1\ \l/ rfrudcsa G-fozfain
EC 2211

EC 5131

\KI\LI\GEEI 5-fosfato ribulosa 5-fosiato

< ‘-i—‘-\'-iz—nzp':— *‘-i—|

ZATF

efitrosa 4-fosfato | EC 5318

/-frudcsa 6-fosfato
EC2242
l\bghoeralde hido 3-fosfsto

ribosa b-fosfato

| sedoheptulosa 7-fosfato

Figura 3. Ruta Entner-Doudoroff para glucosa.

2.1.2.2 Acidogénesis de monosacéaridos, obtencion de acetato

Una vez obtenido el piruvato éste es utilizado para obtener diferentes productos: propionato, acetato,
hidrogeno, diéxido de carbono y alcoholes (etanol, butanol, isopropanol, 2,3 butanodiol); cada producto
es obtenido de una ruta diferente. Los productos de 3 carbonos (propionato y lactato) son poco
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comunes, excepto bajo condiciones de sobrecarga, siendo los productos mas comunes: acetato,
butirato, etanol, didxido de carbono e hidrégeno (Rodriguez et al., 2006).

La Figura 4 muestra los productos finales de la acidogénesis de carbohidratos.

| Acefi-CoA | | PIRUVATO ‘ lactato |

| oxalacetato | | acetaldehido |

l l £ 111

| succinato || Etanol + CO, | l{
‘l’ ’—wel?‘ ‘ acetoacetato ‘

unidades acetil |

| propionato | | |
| 2 acetil | ‘ 2 formiato | |
| butirato | ‘ butirato | | acetona + CO,
R
1 ‘ butanal ‘ ‘ isopropanal ‘
| aceto || etnol | | 23butanodiol |

Figura 4. Productos finales de la fermentacion de carbohidratos.

Fermentacion alcohdlica, obtencion de acetato y lactato. Tradicionalmente este tipo de
fermentacién alcohdlica es llevada a cabo por levaduras y algunas pocas bacterias, como es el
caso de Zymomonas mobilis. A partir del piruvato se obtiene acetaldehido por la enzima
piruvato descarboxilasa (EC.4.1.1.1) y posteriormente se obtiene etanol gracias a la enzima
alcohol deshidrogenasa (EC.1.1.1). Debido a que la mayoria de las bacterias son deficientes en
la enzima piruvato descarboxilasa, suelen sustituir ésta por alguna otra enzima y continuar una
ruta diferente para la produccion de alcohol y acetato, tal es el caso de Escherichia coli la cual
forma acetil-CoA y formiato en un primer paso, gracias a la enzima fosfoacetil-transferasa (EC
2.3.1.8), el acetil CoA se encuentra en equilibrio con el acetilfosfato y éste puede formar
acetato (Figura 6). Una gran cantidad de bacterias entéricas (anaerobios facultativos) cuentan
con las enzimas: formiato deshidrogenasa (EC 1.2.1.2) con la cual a partir del formiato se
puede formar diéxido de carbono e hidrégeno y con la enzima lactato deshidrogenasa (EC
1.1.1.27 0 EC 1.1.1.28) la cual a partir de piruvato forma lactato (Figura 5).
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MADH+HY
ECIA127 R

MADH+HT  MADS

acetaldehido H—H alcohol

acetil CoA
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lactato ] ATP
acefil-P M acetato |
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Figura 5. Formacién de acetato a partir de piruvato por E. coli.
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Formacion de acetato, butirato, acetona y butanol. Los microorganismos anaerobios
obligados forman butirato como producto principal, sin embargo este tipo de fermentacion
donde se obtienen diversos productos finales es llevaba a cabo por las bacterias del género
Clostridium y Butiribacterium. Las especies del género Clostridium estan divididas de acuerdo
al producto final obtenido por cada una de ellas (C. Butyricum produce acido butirico, C.
acetobutylicum produce principalmente acetona y butanol, C. Butylicum principalmente butanol,
dioxido de carbono e hidrégeno).

La formacién de estos productos es gracias a la reaccion catalizada por la enzima piruvato-
ferredoxin oxidoreductasa (EC 1.2.7.1) por medio de la cual se obtiene acetil CoA, diéxido de
carbono e hidrégeno a partir de piruvato.

Formacién de acetato. El acetil CoA esta en equilibrio con acetil-P (acetil fosfato) por
la enzima fosfoacetil-transferasa (EC 2.3.1.8), éste ultimo es convertido a acetato por la
enzima acetoquinasa (EC.2.7.2.1). Existen 2 microorganismos del género Clostridium
(C. thermoaceticum y C. formicoaceticum) que pueden formar otra molécula de acetato
a partir del CO, e H; liberados en el primer paso, gracias a la coenzima tetrahidrofolato
(THF) metil transferasa y a otras como: formiato tetrahidrofolato-ligasa (EC 6.3.4.3),
metilentetrahidrofolato ciclohidrolasa (EC 3.5.4.9), metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa (EC 1.5.1.15) y metilentetrahidrofolato reductasa (EC 1.5.1.20). La
Figura 6 muestra la intervencion de estas enzimas para la formacion de una tercera
molécula de acetato a partir de 2 moléculas de piruvato.

EC 2721

5 EC 1274, EC2348 ae_ ATP
PIRUVATO 2 acefik? 2 acefato ‘
EC 6343
EC 31549 EC 15115 EC 15120 |
co, }7?{ formato }Tﬁ 10-formilTHF }?—# 5 10-meteni- THF Hﬁ 5 10-metilen-THF W CH,-THF | | CH[Co] |
NADFH+ HY MADET ATP ADF+R H0 NADH+HY NAD" FADH+HY DT

ATP
AOF +F

NADE*  MADPH+ HY CH,COOH
ACETATO |

[Co]

Figura 6. Conversion de CO- a acetato por Clostridium thermoaceticum.

Formacién de butirato. La formacion de acetato esté limitada por factores como el pH
en el medio, al decaer este parametro se vuelve mas complicado reoxidar la coenzima
NADH+H", debido a esto, se produce no solo acetato, sino también butirato como uno
de los productos finales. Una vez formada la molécula de acetil CoA, ésta entra en un
mecanismo ciclico en el cual se forma butirato y acetil COA nuevamente, ésta puede ser
convertida a acetato o ingresar nuevamente en el ciclo para formar mas butirato. Las
enzimas involucradas en este mecanismo ciclico son: piruvato ferredoxin
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oxidoreductasa (EC 1.2.7.1), acetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9), 3-hidroxibutiril-
CoA deshidrogenasa (EC.1.1.1.157), enoil-CoA hidratasa (EC 4.2.1.74) butiril-CoA
deshidrogenasa (EC 1.3.8.1) y enzimas de &cidos grasos-CoA transferasas. La Figura 7
muestra los productos intermediarios formados asi como estas enzimas involucradas.

ADF
\7 | —
BUTIRATO —~ | butiri-CoA ‘

acefl-CoA ACETATO

EG1.384

EC 2318 acell-P AP ADP ‘ crotonil-CoA ‘
EG42174
- ecaziar | g0
629189 MADFH HF  NADR
FIRUVATO acetil CoA Acetoaceti-CoA LV p-hidroxibutanoil-CoA ‘
EC 4274 EC 144457
CoA

Figura 7. Formacién de butirato por el género Clostridium.

Formacién de acetona y butanol. Cuando el pH del medio es alrededor de 4, algunos
microorganismos del género Clostridium, pueden cambiar su metabolismo y en lugar de
formar butirato, producen acetona y butanol o a partir del &cido butirico acumulado éste
es convertido a butanol, el equilibrio de la acidogénesis se desplaza hacia compuestos
neutros (butanol y acetona) con el fin de prevenir una disminucién mayor en el pH. La
Figura 8 muestra el mecanismo llevado a cabo y las enzimas involucradas en este
proceso.

GoAtransfermsa EG1213. EG 11444,
Acsil-Cok  ACETATO NADH# HF  NAD" ADH+ HE MAD™

BUTIRATO butiri-CoA butiraldehido A—%{ BUTANOL

ATP  ANP+PR

ACETATO  Acefl-Cod

Ty
ey >

CoAtransferasa EG4114

Figura 8. Formacién de butanol y acetona por el género Clostridium.

Formacién de propionato y succinato. Dependiendo de la fuente de carbono, existen para la
formacion de propionato dos rutas, mientras que para el succinato sélo una.

Ruta del propionato-succinato. Es realizada por los microorganismos que siguen la
ruta EMP para la obtencion de piruvato, a partir de éste se obtiene acetato, diéxido de
carbono y propionato, la enzima clave en esta ruta es la Ds.metilmalonial-CoA: piruvato
transcarboxilasa. (EC 2.1.3.1). Cuando el succinato es acumulado, el oxaloacetato es
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generado por la fijacién de diéxido de carbono (EC.2.7.9.1). La Figura 9 muestra esta
ruta y las enzimas involucradas en ella.

Ruta del acrilato. Microorganismos como Clostridium propionicum y Megasphaera
elsdenii producen propionato y acetato a partir del lactato, el mecanismo de esta ruta se
muestra en la Figura 10 asi como las enzimas involucradas.

Formacién de Lactato. Es llevado a cabo por bacterias acido lacticas, las cuales estan
divididas en homofermentativas y heterofermentativas, esta clasificacién esta hecha con base
en los subproductos obtenidos ademas del lactato (homofermentativas producen lactato
solamente, las heterofermentativas producen ademas etanol/acetato y diéxido de carbono).

Homofermentacion. Corresponden a este grupo todas las bacterias acido lacticas que
usan la ruta EMP para obtener lactato. Los microorganismos heterofermentadores
obligados cuentan con las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.43).

Heterofermentacion. Se lleva a cabo la ruta fosfocetolasa (FK) en la cual a partir de
glucosa se obtiene como producto final xilulosa 5-fosfato, este dltimo producto es
convertido a gliceraldehido 3-fosfato y a acetilfosfato por la enzima fosfocetolasa (EC
2.7.1.47). El gliceraldehido 3-fosfato es convertido a piruvato y acido lactico siguiendo la
ruta EMP, el acetilfosfato puede ser transformado a acetato por la enzima acetato
quinasa (EC 2.7.2.1) o convertido a etanol por la via acetil-CoA y acetaldehido (Figura
4). Los microorganismos homofermentadores obligados contienen la enzima fructosa
bifosfato aldolasa (EC 4.2.1.13), mientras que los microorganismos homofermentadores
facultativos contienen las tres enzimas (EC 1.1.1.49, EC 1.1.1.43 y EC 4.1.2.13). La
Figura 11 muestra la ruta fosfocetolasa y las enzimas involucradas.

Fermentacion malo-lactica. Se lleva a cabo la formacién de L-lactato y didxido de carbono a
partir de L-malato. Es llevada a cabo por una gran cantidad de bacterias acido lacticas.

Formacién de acetoina, diacetil y butanodiol. Es llevado a cabo por algunos
microorganismos acido lacticos. Las bacterias entéricas no contienen la enzima acetoina
deshidrogenasa, debido a esto obtienen acetoina y butanodiol por la ruta mostrada en la Figura
12. Otros microorganismos acido lacticos usan como fuente de carbono el citrato teniendo
como productos finales acetoina, lactato, acetato y dioxido de carbono (Figura 13). La
formacion de acetoina y butanodiol es estrictamente dependiente del pH en este grupo de
organismos. Si el pH sube por encima de 6.3 el acetato y formiato se acumulan y la produccién
de diéxido de carbono, hidrégeno, acetoina y butanodiol se evita.
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Figura 9. Formacién de acido propionico, ruta de propionato-succinato.
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Figura 11. Ruta de fosfocetolasa (FK) y enzimas involucradas para la formacion de gliceraldehido 3-fosfato y acetilfosfato.
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Figura 12 . Obtencién de butanodiol y acetoina por bacterias entéricas.
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Figura 13. Obtencién de acetoina, lactato, acetato y dioxido de carbono por bacterias acido lacticas.
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Se puede ver en la Tabla 3 que los iones Fe**", Ni* y Co®" son necesarios en la mayoria de las
enzimas sin importar la ruta favorecida, en cambio el W*®, Se* y Mo* son necesarios solamente en
ciertas enzimas de las rutas: fermentacion alcohdlica, obtencion de acetato y lactato (EC 1.2.1.2,
formiato deshidrogenasa), formacién de acetato (EC 1.5.1.20, metilentetrahidrofolato reductasa),
formacion de butirato (EC 1.1.1.157, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa) y en la formacién de acetona

y butanol (EC 1.2.1.3, aldehido deshidrogenasa).

Tabla 3. Enzimas involucradas en los diferentes tipos de fermentacion y su interaccién con algun ion metélico del interés de
este trabajo sea un efecto positivo (+), negativo (-) o indefinido (i) siendo solamente reportado como parte de la enzima.

Enzima Nombre 2+ 3+ z+Efeth-)z+ +6 +4 +6

Fe Fe Co Ni W Se Mo

Productos finales de la fermentacién de carbohidratos

EC4.1.11 piruvato descarboxilasa

EC1.1.1.1 alcohol deshidrogenasa + -

Fermentacién alcohélica, obtencion de acetato y lactato

EC 2.3.1.8 fosfoacetil-transferasa i

EC1.21.2 formiato deshidrogenasa i i i

EC 1.1.1.27 lactato deshidrogenasa + +

EC1.1.1.28 lactato deshidrogenasa

Formacion de acetato, butirato, acetona y butanol.

EC1.2.7.1 piruvato ferredoxin oxidoreductasa +

Formacion de acetato

EC 2.3.1.8 fosfoacetil-transferasa i

EC2.7.2.1 acetoquinasa i i

EC 6.3.4.3 formiato tetrahidrofolato-ligasa

EC 3.5.4.9 meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa

EC 1.5.1.15 metilentetrahidrofolato deshidrogenasa

EC 1.5.1.20 metilentetrahidrofolato reductasa i +

Formacion de butirato

EC1.2.7.1 piruvato ferredoxin oxidoreductasa +

EC 2.3.1.9 acetil-CoA C-acetiltransferasa

EC 1.1.1.157 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa i

EC 4.2.1.74 enoil-CoA hidratasa + +

EC 1.38.1 butiril-CoA deshidrogenasa i

------------- enzimas de acidos grasos-CoA transferasas

Formacion de acetonay butanol

----------------- CoA transferasa

EC4.1.1.4 acetoacetato descarboxilasa

EC 1.2.1.3 aldehido deshidrogenasa i + i

EC1.1.11 alcohol deshigrogenasa + -

Ruta del propionato-succinato

EC2.7.2.1 acetoquinasa i i

EC 2.3.1.8 fosfoacetil-transferasa i

EC1.2.7.1 piruvato ferredoxin oxidoreductasa +

EC 1.1.1.27 lactato deshidrogenasa + +

EC 1.1.1.28 lactato deshidrogenasa

EC 2.7.9.1 piruvato fosfato diquinasa i

EC2.1.3.1 Ds.metilmalonial-CoA: piruvato transcarboxilasa +

EC 2.7.9.1 piruvato fosfato diquinasa i

EC 1.1.1.37 malato deshidrogenasa

EC 4.2.1.2 fumarato hidratasa +

EC 1.3.99.1 succinato deshidrogenasa i

EC 2.8.3.5 3-oxoé&cido CoA transferasa

EC 5.4.99.2 metilmalonil CoA mutasa

EC 5.1.99.1 metil malonil CoA epimerasa + +
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Enzima Nombre 2+ 3+ 2+Efectqz+ +6 +4 +6
Fe Fe Co Ni W Se Mo

Ruta acrilato
EC5.1.2.1 racemasa lactato +
EC 2.8.3.1 propionato CoA transferasa
EC 1.3.1.8 acil-CoA deshidrogenasa
EC1.1.1.28 lactato deshidrogenasa
EC1.27.1 piruvato ferredoxin oxidoreductasa +
EC 2.3.1.8 fosfoacetil-transferasa i
EC 2.7.2.1 acetoquinasa i i
Homofermentacién
EC 1.1.1.49 glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
EC1.1.1.43 6-fosfogluconato deshidrogenasa
Heterofermentacion
EC 2.7.1.47 D-ribuloquinasa i
EC 2.7.2.1 acetoquinasa i i
EC 4.1.2.13 fructosa bifosfato aldolasa + i + i
EC 1.1.1.49 glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
EC1.1.1.43 6-fosfogluconato deshidrogenasa
EC 4.2.1.13 L-serina amonia liasa +
EC2.7.1.1 hexoquinasa i +
EC 1.1.1.49 glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
EC 3.1.1.17 gluconolactonasa i
EC 1.1.1.44 fosfogluconato deshidrogenasa i
EC5.1.3.1 ribulosafosfato 3-epimerasa
EC 2.7.1.15 ribiquinasa + +
EC5.3.1.6 ribosa 5-fosfato isomerasa i
EC 5.3.1.3 rabinosa isomerasa
EC 2.7.1.47 D-ribuloquinasa i
EC5.3.15 xilosa isomerasa +
EC 2.7.1.17 xiluloquinasa i +
EC 4.1.2.9 fosfoquetolasa
EC2.7.2.1 acetoquinasa i i
Fermentacion malo-lactica
EC 4.1.3.6 citrato oxaloacetato-liasa +
EC4.1.1.3 oxaloacetato descarboxilasa + +
EC 1.1.1.27 lactato deshidrogenasa + +
EC 1.1.1.28 lactato deshidrogenasa
EC 1.2.1.51 piruvato deshidrogenasa i

----- diacetilo sintetasa

EC 1.1.1.303 diacetilo reductasa (R )

EC 1.1.1.304 diacetilo reductasa (S)
Diacetil, acetoina y formacion de butanodiol

EC4.1.15 acetolactato descarboxilasa +
EC1.1.14 (R,R)-butanodiol deshidrogenasa
EC 1.1.1.76 (S,S) butanodiol deshidrogenasa + +

2.1.3 Metanogénesis

En esta etapa la produccion de metano es posible a través de dos rutas principales: metanogénesis
acetoclastica y metanogénesis hidrogenotréfica.

Las arqueas metanogénicas se encuentran en casi todos los ambientes anaerobios posibles, desde el
rumen hasta sedimentos marinos, se desarrollan en un rango de temperaturas de 5 — 110°C y en
salinidades de agua dulce hasta la salmuera. Estos microorganismos son anaerobios estrictos, y
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dependiendo el sustrato que consumen son hidrogenotréficos, aquellos que usan como sustrato el
hidrégeno, diéxido de carbono y acido férmico; y acetoclasticos quienes usan el 4cido acético como

sustrato entre otros.

La produccion de metano se lleva a cabo mediante la conversion de hidrogeno y diéxido de carbono
por las arqueas metanogénicas, sin embargo también ha sido reportado que pueden utilizar otros

compuestos para la formacién de metano (Tabla 4).

Las arqueas metanogénicas obtienen energia mediante la conversion de sustratos a metano,

principalmente existen tres rutas:

Metanogénesis via metanol (Figura 14)
Reaccion global:

4CH,0OH —3CH, +CO, +2H,0

Metanogénesis via acetato (Figura 15)
Reaccién global:

CH,COO +H" —-»CH, +CO,

Metanogénesis H,/CO, o por formiato (Figura 16)

Reaccion global:

CO,+4H, »CH,+2H,0
HCOO™ +H" +3H, »CH, +2H,0

AG° =-319kJ Reaccion 3

AG® =-36kJ Reaccién 4
AG®=-131kJ Reaccion 5
AG® = -134k] Reaccion 6

La mayor parte del metano producido (aproximadamente un 70%) es a través de la metanogénesis
acetoclastica (Almeida et al., 2011), debido a que la tasa de crecimiento de los microorganismos
hidrogenotréficos es menor a la de los microorganismos acetoclasticos. Durante esta etapa puede
ocurrir una oxidacion anaerobia del metano debido a bacterias sulfato-reductoras.

Tabla 4. Algunas fuentes de carbono utilizadas por las arqueas metanogénicas.

Orden

metanogénico Fuente de Carbono

Referencias

Methanosarcinales Acetato, H,+CO,, CO, metanol,
metilaminas, metilo mercaptopropionato,
sulfuro de dimetilo

H,+CO,, Formiato, etanol?, 2-pr0pan0|°, 2-
butanol®, ciclopentanol”

H2+CO,, CO, formiato, C1-compuestos
metilados®

H,+CO,, Formiato

Methanomicrobiales
Methanobacteriales
Methanococcales

Methanopyrales
Methanocellales

H,+CO»
H,+CO,, Formiato

Kendall y Boone, 2006; Liu y Whitman, 2008;
Deppenmeier, 2002; Cheng , y otros, 2007;
Thauer et al., 2008

Garcia, Oliver y Whitman, 2006; Liu y Whitman,
2008; Dianou et al., 2001 ; Thauer, et al., 2008
Bonin y Boone, 2006; Liu y Whitman, 2008;
Thauer, et al., 2008

Whitman y Jeanthon, 2006; Liu y Whitman, 2008;
Thauer, et al., 2008

Huber y Stetter, 2001

Sakai et al.,2008

2 solo para methanogenium sp.
® Solo para methanoculleus sp.
¢ Solo para methanosphaerasp.
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Las arqueas metandgenas utilizan 2-mercapto etanol sulfonato (coenzima M) como el portador metilo
terminal en la metanogénesis (EC 2.1.1.86) y tienen cuatro enzimas de la biosintesis para la obtencion
de esta enzima (EC 4.4.1.19, EC 3.1.3.71, EC 1.1.1.272, EC 4.1.1.79). En la Tabla 5 se encuentran las
diferentes enzimas involucradas en la etapa de metanogénesis y su interaccion con algin i6n metalico
del interés de este trabajo, nétese que en la formacién de metano por las rutas de metanol y acetato el
Ni*? y Co*? son esenciales en estas enzimas, el Fe™*® es necesario en cualquiera de las tres rutas, sin
embargo en la ruta para la formacién de metano a partir de H, y CO, son necesarios tanto el Ni*? como
el Se™y en menor medida el W*® y Mo™.

Tabla 5. Enzimas involucradas en los diferentes tipos de metanogénesis y su interaccién con algun iéon metélico del interés de
este trabajo sea un efecto positivo (+), negativo (-) o inconcluso (i) siendo solamente reportado como parte de la enzima.

Enzima Nombre Efecto
Fe”" Fe®" Co” Ni** w*e Se™ Mo*®
Metanogénesis H,/CO;
EC1.21.2 formiato deshidrogenasa i i i
formil metanofurano
EC 1.2.99.5 deshidrogenasa i i + +
EC 3.5.4.27 rr_1etenlltetrahldrometanopterlna
ciclohidrolasa
EC 2.3.1.101 Formllmgtanofuran_o-tetrahldrome-
tanopterina N-formiltransferasa
metilentetrahidrometanopterina
EC 1.5.99.9 deshidrogenasa
5,10-metenil
EC 1.12.98.2 tetrahidrometanopterina i i
hidrogenasa
EC 1.12.98.1 coenzima F4z hidrogenasa i i i
5,10-
EC 1.55.99.11 metilentetrahidrometanopterina
reductasa
tetrahidrometanopterina s-
EC2.1.1.86 metiltransferasa
EC 1.12.98.1 Coenzima Fazo hidrogenasa i i i
EC 2.1.1.86 tetrghldrometanopterlna S-
metiltransferasa
EC 2.84.1 coenzima B sulfoetiltiotransferasa +
EC 1.8.98.1 CoB-CoM heterodisulfuri reductasa + +
Metanogénesis via Metanol
metanol-corrinoide proteina Co-
EC 2.1.1.90 metiltransferasa * *
[metil-Co (lll)-metanol especifico
EC 2.1.1.246  de la proteina corrinoide]: +
coenzima M metiltransferasa
EC 2.84.1 Coenzima B sulfoetiltiotransferasa +
EC 1.8.98.1 CoB-CoM heterodisulfuri reductasa + +
Metanogénesis via Acetato
EC 2.7.2.1 acetoquinasa i i
EC 2.7.2.15 propionato quinasa
EC6.2.1.1 acetato CoA ligasa + + +
EC 2.3.1.8 fosfoacetil-transferasa i
EC 2.1.1.245 5-metil-tetrahidro sarcinapterin: + +

corrinoide / proteina hierro-azufre
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. Efecto
Enzima Nombre Fez+ Fe3+ C02+ Ni2+ VV+6 Se+4 MO+6
Co-metiltransferasa
EC 2.1.1.86 tetrahidrometanopterina s-
B metiltransferasa
EC 1.8.98.1 CoB-CoM heterodisulfuri reductasa + +
EC 2.8.4.1 coenzima B sulfoetiltiotransferasa +
METANOL
EC 21180
{\2 mercapto etancl sulfonato
{'\ EC 1.8881
EG 211248 HO ) Proteina corrinoids
24(metiltio) etano sulfonato __~> Coenzima B
EC 2841 \(‘ Coenzima M T-mercaptoetanol treonin-fosfato heterodisulfure
Coenzima B N

METANO

Figura 14. Ruta de metanol realizada por arqueas metanogénicas para la sintesis de metano.

ACETATO

AT -y
EG 2721,
EC 27215 aop +| Coh

Acetil fosfato AT p'(

ecz31s Cohd £y

EC 8.21.1.

% P

}fosfato

EC 211245 B’
Proteina Dorrinoide{ " ortofosfato

Acetil CoA

‘ 5 _metil5 6.7 8-tetrahidrometanopterina ‘

EG 21.1.88 W™\ 2 mercaplo etancl sulionato

EC 1.8.981

‘ 2-(metiltio) etano sulfonata ‘

EC 28.41. ™ ) ] ]
my Coenzima M 7T-mercaptoetancl trecnin-fosfate  heterodisulfure
Coenzima B

METANO

Figura 15. Ruta de Acetato realizada por arqueas metanogénicas para la sintesis de metano.
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FORMIATO

o
NALY LY

EC1212
NADHHH" +

o]

metanofurano( Y [y raees

H:0

| formil metanofurana |

EC 35427 EC 231.1M.

| 5fomil 6,7 8etrahicio metanopterina |
H Y

EC 150949, ( h S EC 112882

H.0

| 5,10 metil tetrahidro metanopterina |

Hy+Coenzima Fyzy Y EG 112981

'

EG 1.55.98.11 Coenzima F g, (reducida)

| 5,10 metileno tetrahidro metanopterina |

H;+Coenzima F,g,
(\(\Gcenzima F 4z (reducida)
EG 112981

‘ 5-metit5 5.7.8 tetrahidro metanopterina ‘

EC 21.1.88

EC 24488 ™\ N-{T-mercapioheptancl) treonina 3-o-fosfato Coenzima B

| 2-(metiltio) etano sulfonato | EG 1.888.1

EG 2841 f\(‘ Coenzima M7-mercaploetanol treonina heterodisulfuro
Coenzima B

METANO

Figura 16. Ruta de H,/CO; o por formiato realizada por arqueas metanogénicas para la sintesis de metano.

2.2 Factores que afectan la produccion de biogas

El biogas es un subproducto de la descomposicion biolégica, bajo condiciones libres de oxigeno de los
residuos organicos tales como: plantas, comida, residuos de cosechas, madera, corteza, y el estiércol
animal y excremento humano (Igoni et al.,2008).

Existen diversos compuestos que su presencia resulta téxica e inhibe el crecimiento de los
microorganismos. Usualmente la inhibicién en la digestién anaerobia es indicada por un decremento
en la tasa de produccién de metano y en la acumulacién de acidos grasos volatiles.

Entre los compuestos que causan inhibicion se encuentran: amoniaco, sulfatos y acido sulfhidrico,
metales alcalinos y alcalinotérreos (Na, K, Ca y Al), metales pesados (Cr, Fe, Co, Zn, Cd y Zn),
compuestos organicos como fenoles, bencenos y lignina (Hwu y Lettinga, 1997; Zayed y Winter, 2000;
Gavala y Ahring, 2002; Livera et al., 2011).

Relacién Carbono/Nitrégeno (C/N). La relacién 6ptima para la digestibn anaerobia es de 20-
30, ambas concentraciones determinan el rendimiento del proceso de digestion, el carbono es
la fuente de energia para los microorganismos, mientras que el nitrégeno sirve para potenciar
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el crecimiento microbiano. Si esta relacion es alta, el nitrégeno sera limitante del crecimiento, la
poblacién microbiana se mantendr4 pequefia y se requerirA de un mayor tiempo para
descomponer el carbono disponible; mientras que si la relacion C/N es baja, el exceso de
nitrégeno producird una inhibicion en el proceso de produccion de biogas, el nitrdgeno se
liberara y acumulara en forma de NH," provocando un incremento en el pH mostrando efectos
toxicos a un pH mayor a 8.5 (Fulekar, 2011). La adicion de ciertos compuestos tales como
estiércol, aguas residuales, biosélidos o urea pueden ser utilizados como suplementos de
fuente de nitrégeno (Igoni et al., 2008).

La relacion de C/N puede ser expresada también en términos de la demanda quimica de
oxigeno y considerando el fésforo como una relacion DQO:N:P, Metcalf y Eddy (1991) y
Ammary (2004) establecen una relacién aceptable para un proceso anaerobio en 250:5:1,
Speece R. (1996) establece dicha relacion en 350:5:1; Gonzélez et al., (2008) sugieren una
relacion de 100:5:1 como 6ptima. Droste (1997) y la USEPA (1995) reportan el intervalo de la
relacion DQO:N:P como: 250:5:1 a 500:5:1.

Temperatura. El proceso de produccion de biogas puede llevarse a cabo bajo tres condiciones:
psicrofilicas, mesofilicas y termofilicas; siendo mayor la producciéon a altas temperaturas y
Optima a condiciones mesofilicas de 30 a 38°C y a condiciones termofilicas de 44 a 57°C
(Tchobanoglous G. y Burton, 1991), sin embargo algunas veces puede llegarse a dar una
mayor inestabilidad del proceso a altas temperaturas, es decir a cualquier variacion en las
condiciones del sistema se puede reducir significativamente la eficacia del digestor (Igoni et
al.,2008).

pH. El pH del medio de cultivo tiene una influencia directa sobre el crecimiento microbiano
debido a que la digestiébn anaerobia es inhibida por un exceso de acidez. Las bacterias
involucradas en la digestion anaerobia tienen un intervalo de pH de 6 a 8 con valores cercanos
a 7 para la actividad 6ptima. De acuerdo a los microorganismos y la etapa del proceso los
valores comunmente optimos son:

microorganismos fermentativos: 7.2 a 7.4

microorganismos acetogénicos: 7.0a 7.2

microorganismos metanogénicos: 6.5a 7.5

El pH también afecta el equilibrio quimico de los compuestos existentes en el medio, tal es el
caso de la formacién del amoniaco el cual su formacién es favorecida a un pH alto provocando
la inhibicion del crecimiento bacteriano.

En la fase inicial del proceso, la produccion de acidos grasos volatiles (AGV) disminuyen el pH,
pero la reacciébn de CO,, que es soluble en agua, con los iones hidroxido forma iones
bicarbonato, formando asi HCOj' lo cual tiende a restaurar la neutralidad del pH del proceso, es
decir se auto-estabiliza. Cuando la velocidad de formacién de AGV es superior a la tasa de
descomposicién de metano, se produce un desequilibrio disminuyendo el pH, la produccién de
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gas decae, y el contenido de CO, del gas aumenta, debido a esto debe existir cierta alcalinidad
disponible en todo momento, hasta un nivel de aproximadamente 3000 mg/L, como
almacenamiento temporal para garantizar una alta tasa de produccién de metano, por lo
general se suele usar cal o bicarbonato de sodio para elevar el pH del sistema anaerobio
cuando existe desequilibrio (Ritmann y McCarty, 2001; Fulekar, 2011).

Nutrientes. Ciertos micronutrientes (Cu, Ni, Cr, Zn entre otros.) y macronutrientes (Na, K, Ca,
Mg, NHz, S) son necesarios en pequefias cantidades para el crecimiento bacteriano, una alta
concentracion de estos compuestos tiene efectos téxicos llegando a inhibir el crecimiento de los
microorganismos en el digestor. En la Tabla 6 se mencionan los nutrientes tipicos para un
digestor anaerobio asi como el exceso de concentracion suficiente para que la falta del
nutriente no se convierta en un limitante de crecimiento.

La adicion de azufre en forma de sulfato debe ser especialmente controlado, debido a que un
exceso puede provocar la competencia entre las bacterias sulfato reductoras y las bacterias
acetogénicas reduciendo la generacion de metano en el biogas. Es necesario también el
requerimiento de metales en cantidades traza para la activacion de ciertas enzimas.

Se requiere de un medio acuoso con un cierto balance de cationes: Na*, K*, Ca y Mg*, si
algunos de estos se encuentra en una mayor concentracion es necesario incrementar la
concentracion de los demas, principalmente el de aquel que se requiere en mayor cantidad, K™.
Se debe tener cuidado de no agregar una mayor cantidad ya que a altas concentraciones se
inhibe el crecimiento, las Tablas 6 y 7 muestran la concentracién a partir de la cual se inhibe
dicho crecimiento asi como los intervalos de concentraciones de cationes.

Tabla 6. Requerimiento de nutrientes para un tratamiento biol6gico anaerobio (Fulekar, 2011).

Elemento Requerimiento Concentracion en exceso Forma_ti_pica
[mg/g DQO] deseada [mg/L] de adicion
Macronutrientes
N 5.0-15.0 50 NHs, NH4Cl, NHsHCO3
P 0.8-25 10 NaH;PO4
S 1.0-3.0 5 MgSO4-7H,0
Micronutrientes
Fe 0.030 10.00 FeClz-4H.0
Co 0.003 0.02 CoCl,-2H,0
Ni 0.004 0.02 NiCl,-6H.0
Zn 0.020 0.02 ZnCl;
Cu 0.004 0.02 CuCl»-2H,0
Mn 0.004 0.02 MnCl,-4H,0
Mo 0.004 0.05 NaMoQO4-2H,0
Se 0.004 0.08 Na,SeOs
w 0.004 0.02 NawQ4-2H,0
B 0.004 0.02 HsBO3
Cationes comunes
Na™ 100 - 200 NaCl, NaHCO;
K™ 200 - 400 KCl
ca™ 100 - 200 CaCl,-2H,0
Mg ™ 75 — 250 MgCl,
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Tabla 7. Intervalos de concentracion de cationes (Fulekar, 2011).

Elemento Exceso de concentracién deseada Moderadamente inhibitoria Fuertemente Inhibitoria
[mg/L] [mg/L] [mg/L]
Na 100 - 200 3500 - 5500 8000
K 200 - 400 2500 - 4 500 1200
Ca 100 - 200 2500 - 4 500 8000
Mg 75 - 250 1000 - 1 500 3000

Amoniaco. Es producido de manera natural por la degradacion de residuos ricos en proteina
utilizados como sustrato, esta inhibicion puede ser controlada por el pH, McCarty y McKinney
(1961) y Koster y Koomen (1988) encontraron que el NH; posee un poder inhibitorio mayor que
el del NH,", los cultivos se ven inhibidos desde concentraciones de 100 mg/L en reactores
anaerobios sin soporte, sin embargo cuando el cultivo ha sido previamente adaptado e
inmovilizado las arqueas metanogénicas pueden soportar concentraciones mayores (Zhou y
Qiu, 2006). Una vez alcanzada la inhibicibn por amoniaco, existe un incremento en la
produccion de acidos grasos volatiles, donde un cambio en el pH puede ayudar a controlar la
inhibicion, sin embargo si la inhibicion es debida al NH,*, un cambio en el pH no ayuda. Una
forma de evitar esta inhibicion es diluyendo el sustrato o evitando utilizar sustratos con alto
contenido en amoniaco (Ritmann y McCarty, 2001).

Acido sulfhidrico. Es producido por la reduccion del sulfato, el cual puede estar presente de
forma natural en el sustrato, la formacion es debido a que las bacterias sulfato-reductoras
compiten con las bacterias fermentativas, acetogénicas productoras de hidrégeno obligadas y
las arqueas metanogénicas por los electrones disponibles. Los sulfuros que forman complejos
con metales pesados divalentes tales como Fe, Zn o Cu no resultan tdxicos, mientras que la
forma soluble de H,S si lo es. Una vez solubilizado el H,S (gas) en agua, el H,S (acuoso) se
disocia en las especies de H*, HS', y S, esta Ultima especie puede formar complejos con un
metal divalente (Ritmann & McCarty, 2001).

Metales. Entre los cationes reportados que causan inhibicién se encuentra el Na*, Ca?y K* sin
embargo, una aclimatacién previa ayuda a evitar la inhibicion a una baja concentracion. En la
inhibicién por K*, segiin Daoming y Forster (1993) usando como sustrato residuos de café con
alto contenido de K", la adicién de Ca®" puede actuar con un efecto antagénico a este cation.
Los metales pesados reportados como toxicos son Cu, Cd, Fe, Zn y Ni, cuya toxicidad es
atribuida a la interrupcién enzimatica (Ulmanu et al.,2003).

Compuestos orgéanicos. Una gran variedad de compuestos organicos han sido reportados
como téxicos entre estos se encuentran: alquilbencenos, nitrobencenos, bencenos
halogenados, alcoholes y fenoles, alcanos, éteres, aminas, amidas y acidos grasos de cadena
larga.
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2.3 Elementos traza y su funcién como cofactores

La deficiencia de elementos traza puede ser un problema que debe ser evitado al principio de un
tratamiento anaerobio, la falta de comprension o el hecho de subestimar los requerimientos
nutricionales de los microorganismos acarrea un inconveniente en la aplicaciéon comercial de este
proceso.

Algunos procesos comerciales de digestion anaerobia trabajan con cargas organicas bajas o con una
pobre utilizaciéon del material organico, sin embargo, la adicion de elementos traza puede permitir
trabajar con altas cargas organicas sin riesgo en el proceso de sufrir una inestabilidad por la
acumulacion de acidos grasos volatiles o por la formacion de compuestos inhibitorios.

EI' Ni, Co, W, Se, Mo y Fe en cantidades traza son esenciales debido a que son cofactores de enzimas
involucradas en diferentes etapas del proceso de digestion anaerobia. Limitar la disponibilidad de estos
metales requeridos por las enzimas afecta todo el proceso de digestion anaerobia (Facchin et al.,
2012).

Todas las enzimas desde el punto de vista quimico son proteinas, pero pueden asociarse con
compuestos 0 sustancias no proteinicas, llamadas coenzimas, cofactores o grupos prostéticos, los
cuales son esenciales para la accion de la enzima, muchas veces si estas moléculas (coenzimas,
cofactores o grupos prostéticos) no estan presentes la enzima es inactiva cataliticamente; la funcién de
estas moléculas es activar la enzima para que se lleve a cabo la reaccion. No toda la molécula de
proteina presenta actividad catalitica, sino Unicamente una region relativamente pequefia, la cual se
denomina centro activo.

Los cofactores son iones metalicos, esto explica por qué los organismos requieren pequefias
cantidades de ciertos oligoelementos en la dieta diaria. Las coenzimas tienen la misma funcién que un
cofactor, con la diferencia de que son moléculas organicas, algunos de estas se asocian solamente de
manera transitoria con determinada molécula, por lo que pueden actuar como cosustratos. Existen
cofactores, denominados grupos prostéticos, los cuales se asocian de manera permanente a su
proteina, a menudo mediante enlaces covalentes.

Los cofactores y coenzimas ayudan a completar la estructura conjugada de una enzima, llamada
holoenzima (Figura 17)

Cofactor Sitio catalitico

Coenzima

Apoenzima

Holoenzima

Figura 17. Holoenzima formada al unirse el cofactor y la coenzima a la apoenzima.
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En las reacciones catalizadas por enzimas las velocidades de reaccion, asi como los mecanismos se
ven afectados por cambios en la concentracién, el pH y la temperatura.

Casi la tercera parte de las enzimas conocidas requieren iones metalicos para la actividad catalitica,
sin embargo existen dos clases de enzimas que requieren de estos iones y se diferencian por las
fuerzas de interaccion ion-proteina (Voet y Voet, 2007):

= |Las metaloenzimas: contienen iones metalicos unidos con firmeza, suelen ser iones metalicos
de transiciéon como: Fe*, Fe**, Cu®*, Zn**, Mn?*, o Co*".

» Las enzimas activadas por metales: estas se unen en forma débil con iones metéalicos de la
solucion, por lo general iones metélicos alcalinos como: Na*. K*, Mg* o Ca*".

Los iones metdlicos participan en el proceso catalitico de tres formas principales:

1. Através de la union a sustratos para orientarlos de manera méas adecuada para la reaccion.

2. Mediando las reacciones de 6xido-reduccion por medio de cambios reversibles en el estado de
oxidacion del ibn metalico.

3. Através de la estabilizacion electrostéatica o bien, formando un escudo de cargas negativas.

En muchas reacciones catalizadas por iones metalicos el papel de éste es similar al de un protén, este
protén puede ayudar a una reaccion al atraer electrones debilitando por consiguiente el enlace que
estd rompiendo, o bien a estabilizar cargas negativas generadas en un estado de transicion
favoreciendo asi la reactividad de los compuestos. Un ién cargado positivamente puede desempefiar
la misma funcién, a menudo incluso mas efectivamente que el protén debido a que muchos iones
metalicos pueden llevar mas de una carga positiva (Bender y Brubacher, 1977).

Ademas, los iones metalicos promueven la catalisis nucleofilica por medio de la ionizacion del agua, la
carga de un ibn metalico hace que sus moléculas de agua unidas sean mas acidas y por consiguiente
una fuente de iones hidroxilo, incluso por debajo del pH neutro. Es decir, las moléculas de agua
coordinadas con metales se ionizan mucho mejor que el agua no coordinada, por lo tanto los cationes
metalicos acomplejados con agua son una fuente de iones hidroxilo altamente reactivos.

En los mecanismos de reaccién de enzimas que involucran un ion metalico o metaloenzimas, se
requiere conocer: a) la afinidad de los reactantes, las coenzimas y los cofactores; b) las constantes de
velocidad para cada paso; c¢) las relaciones geométricas tridimensionales entre los reactantes, las
coenzimas en relacion a los sitios cataliticamente importantes de la enzima; y d) el mecanismo de
cada paso, es decir los arreglos atémicos y electrénicos. El mecanismo quimico esta determinado por
el tipo de rompimiento y formacion de enlaces que lleva a cabo la enzima.

Las velocidades de las reacciones catalizadas por enzimas son en general proporcionales a la primera
potencia de la concentracion de la enzima (son de primer orden respecto a la enzima). Sin embargo,
es frecuente encontrar una dependencia de la concentracion del sustrato (sobre el que actia la
enzima). La velocidad varia linealmente con la concentracién de sustrato a concentraciones bajas
(primer orden respecto al sustrato) y se hace independiente de la concentracidn de éste (orden cero) a
concentraciones elevadas. Este tipo de comportamiento fue explicado por Michaelis y Menten.
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2.3.1 Molibdeno

Schauer y Ferry (1982) mencionan la importancia del Mo en las reacciones bioquimicas del proceso de
digestion anaerobia ya que esta presente en las enzimas formiato deshidrogenasa. Adicionalmente el
Mo inhibe la competencia entre las bacterias sulfato reductoras y las arqueas metanogénicas
(Stephenson et al.,1994; Dong-Jie et al., 2011). La adicién de Mo en biodigestores ha reportado que
decrece la tasa de reducccion de sulfatos con el correspondiente decremento en los niveles de
sulfuros e incremento en la producciéon de metano (Norqvist y Roffey, 1986). La inhibicion de las
bacterias sulfato reductoras puede resultar en bajas concentraciones de HS’, permitiendo una mayor
disponibilidad de los elementos traza esenciales para los microorganismos metandgenos en lugar de
ser precipitados en sulfuros insolubles.

2.3.2 Selenio y Cobalto

Banks & Zhang (2010) y Banks et al., (2012) concluyeron que ambos elementos son claves y
esenciales para la estabilidad del proceso y que éstos se encuentran en cantidad insuficiente en
residuos de comida. El Se se encontré que es esencial para promover las reacciones de consumo de
acidos grasos volatiles en concentraciones altas de amoniaco.

El Co es un cofactor de las enzimas metil transferasa y de la monoxido de carbono deshidrogenasa
(CODH) (Roth et al.,1996; Zandvoort et al., 2006). La enzima CODH es esencial para la produccién y
consumo de acetato estando presente en la etapa de acetogénesis y metanogénesis (Hattori et al.,
2005).

Banks et al.,(2012) encontr6é que el Se y el Mo son capaces de reducir el tiempo de degradacién del
acido acético y acido propidnico comparados con un control y con la adicion de Ni y Fe. El Se de
manera individual mejora solamente la degradacién del acido acético.

2.3.3 Hierro y Niquel

El Fe y Ni son también cofactores de la enzima CODH; son esenciales para la actividad de las algunas
enzimas hidrogenasas siendo importantes en la etapa fermentativa y metanogénica (Vignais y Billoud,
2007).

El Ni por si solo es esencial para el cofactor F430 requerido para la actividad del complejo metil
reductasa, el cual cataliza la Ultima etapa de la formacion de metano (Thauer et al., 2008).

La mejora en la digestion anaerobia al adicionar Fe es debido tanto a los requerimientos nutricionales
como a su efecto desintoxicante por inhibiciébn de sulfuros, los cuales en presencia de un metal
divalente forman complejos que precipitan (Pretti Rao y Seenayya, 1994).

Los elementos traza necesarios para la metanogénesis hidrogenotréfica son muy diferentes a los
requeridos cuando la via predominante para la formacion de metano es la metanogénesis
acetoclastica; cuando éste es el caso el Ni, Fe y Co son esenciales para las enzimas: CO
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deshidrogenasa (CODH), acetil-CoA descarboxilasa metil-H4SPT:HS-COM metiltransferasa, metil-
CoM reductasa y otras enzimas. Estos tres cationes, sin embargo, siguen siendo esenciales en la
oxidacion de acetato via Wood-Ljungdahl (Thauer et al., 2008).

Speece et al.,(1983) estudiaron la estimulacion nutricional de un cultivo de bacterias metanogénicas,
usando como sustrato (no limitante) acetato de etilo y Ni, en combinacion con otros nutrientes
inorgéanicos y organicos como: Fe, Co, extracto de levadura, riboflavina y vitamina B12. Encontraron
gue en presencia de Ni y con levadura la tasa especifica de utilizacién del sustrato aumento hasta tres
veces.

2.3.4 Tungsteno

Feng et al., (2010) encontraron que la mayor produccion de metano en la digestion anaerobia de
deshechos de comida se obtuvo con la adicién de Se, Wy Co.

Durante la fermentacion en la ruta de acetil coenzima-A, puede ser catalizada por Fe-S benzyl-Co A
reductasa quien también contiene W como cofactor (Kung et al., 2009). Se ha postulado que la
acumulacion de acidos grasos volatiles que provocan la acidificacion del reactor, en especial la
acumulacion del acido propionico, se debe a la deficiencia de W, Se y Mo, estos son considerados
importantes en la oxidacion de formiato debido a que actian como cofactores de la enzima formiato
deshidrogenasa durante la metanogénesis hidrogenotroéfica (Bock, 2006).

Banks et al., (2012) encontraron que la adicion de W y Co tiene una moderada influencia positiva en la
degradacién del cido propidnico.

Los elementos traza utilizados asi como los intervalos de concentracion reportados en la literatura se
reportan en las Tablas 8 y 9, tal como se puede ver algunos autores reportan en base a los kg de
DQO, kg ST o bien como concentraciones en mg/L; esta concentracion reportada puede variar de
acuerdo al tipo de microorganismos y a la cantidad presente de éstos, una mayor concentracion puede
inhibir la reaccion enzimatica.

Tabla 8. Concentracion de metales reportado en la literatura.

Pobeheim, Niu et al. Hunag-Mu Banks et al. Speece et Zhang et ZJhaz:]nng &
Compuesto et al. (2010) (2011) (2005) (2012) al. (1982) al. (2012) 9.
‘s Elemento (2011)
adicionado S ., -
Concentracion 6ptima Concentracion Concentracion
[M] [mg/L] [M]
CoCl;*6H,0 Co 2.0E-06 - - 1.8E-02 1.7E-01 1.13E-05 4.96E-04
NiCl,*6H.0 Ni 1.06E-05 - 1.7E-04 - 2.04E-02 6.6E-02 1.7E-01 5.68E-05 3.52E-05
FeCl;*4H,0 Fe - - - 3.2E+00 4.5E+00 5.97E-04 5.63E-04
Na,Mo04*2H,0 Mo 5.30E-05 0- 1.5E-07 - 2.4E-02 - 1.74E-05 2.72E-05
Na,SeO;*5H,0 Se - - - 3.2E-03 - - 5.61E-05
Na,W04*2H,0 W - - - 1.1E-03 - - -

a: En este caso el autor reporta esta concentracion como la de la solucién stock, de esta es agregada ciertos mililitros sin embargo no reporta este volumen
adicionado.

41



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos

Capitulo 2 e—

Tabla 9. Concentracion de metales reportados en la literatura.

Pobeheim et al. (2010) Fulekar (2011) Facchin et al. (2013)
Compuesto Elemento Lodos de 6 .
ici plantas con . Concentracion en -
adicionado Reactores Anaerobios Requ/tla(r|r8|e8to exceso deseada . ancentra;ﬁlosn_r
[mg/kgMat.Org.seca] [mg/kgDQO] [mg/L] optima [mg/kgST]
CoCl;*6H,0 Co 0.05-1.60 3 0.02 5-100
NiCl,*6H,0 Ni 3.10- 8.40 4 0.02 5-100
FeCl,*4H,0 Fe 1150 — 2630 30 10 -
Na,MoO,*2H,0 Mo 1.10- 16.5 4 0.05 3-60
Na,SeO3*5H,0 Se 1.00-1.90 4 0.08 0.50- 10
Na,WO4*2H,0 W -- 4 0.02 0.50- 10

2.3.5 Presencia de selenio, molibdeno, tungsteno y niquel en fuentes naturales

La Tabla 10 presenta la forma comun en la que se puede encontrar cada uno de los iones metélicos,
del interés de este trabajo, en la naturaleza.

Tabla 10. Formas naturales de obtencién de Se, Mo, W y Ni(Sharma D., 2013; USDA, 2012; NIH, 2013; NYU, 2013).

Elemento

Forma comun de
obtencién

Fuentes de obtencién

Molibdeno

Niquel

Selenio

Se encuentra en la
naturaleza en el rango de las
partes por millén (ppm).

Se encuentra en gran
cantidad en el agua de mar
en forma de molibdatos
(MoO4%), siendo faciimente
absorbible por seres vivos.

Formas inorganicas: selenio,
selenato y selenito.

Forma orgéanica: selenuro de
dimetilo, selenocisteina
selenometionina, y
metilselenocisteina.

En suelos: se encuentra en
forma soluble

El Mo es conocido, por ser indispensable en el metabolismo y en la
absorcién intestinal del Fe, esta presente en la mayoria de los animales y
plantas, las cuales lo obtendran en mayor o menor medida dependiendo del
suelo. En el organismo estd en mayores cantidades en los rifiones, el
higado, el intestino delgado y las glandulas suprarrenales

Entre las fuentes naturales de Mo se encuentran: el germen de trigo, trigo
sarraceno, legumbres, cereales integrales, productos lacteos vegetales de
hoja verde oscura como: espinacas, ejotes, lentejas, papas y semillas de
girasol. En fuentes de origen animal se encuentra en las visceras de tiburén.

Los alimentos naturalmente contienen pequefias cantidades de Ni, los de
mayor contenido son: avena, maiz, trigo, cebada, perejil, cacahuate,
almendras, nueces, avellanas, cacao, café, extracto de café, chocolate y las
grasas, éstos son conocidos por contener altas cantidades.

El niquel es acumulado en el organismo a través del consumo de grandes
cantidades de vegetales procedentes de suelos contaminados, debido a la
acumulacioén de éste en plantas.

Las fuentes naturales de selenio incluyen ciertos suelos ricos en selenio, y el
selenio que se ha bioconcentrado en ciertas plantas.

Entre las fuentes naturales méas ricas se encuentran: las visceras y los
mariscos, seguidos por la carne. También es encontrado en nueces de
Brasil, semillas de girasol, algas, cereales integrales, levadura de cerveza,
germen de trigo, ajo, cebolla, limones, setas salvajes, salmon, tunidos; sin
embargo la incorporacion de Se dentro de las proteinas y plantas depende
del contenido en el suelo o agua.
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Forma comun de

obtencién Fuentes de obtencion

Elemento

Tungsteno

Es un elemento escaso en la corteza terrestre, es el Unico elemento de la
tercera serie de metales de transicién que se sabe que esta presente en las
biomoléculas, donde es utlizado por algunas pocas especies de
microorganismos, siendo el elemento mas pesado conocido utilizado por
cualquier organismo vivo.

2.4 Pruebas de actividad metanogénica

La actividad del in6culo puede ser considerada como: a) medida general que proporciona informacion
acerca de la actividad degradativa por los microorganismos hacia cierto sustrato, o bien, b) medida de
la actividad de cada etapa que conforma el proceso de digestion anaerobia. La actividad individual, de
cada etapa, hace posible la deteccion de situaciones potenciales de desequilibrio entre las diferentes
especies bacterianas y la determinacién de la importancia relativa de los diferentes pasos del proceso;
ademas se puede determinar el efecto toxico que una sustancia en especifico ejerce sobre la digestion
anaerobia. Un cambio en la actividad del inéculo puede sefialar una inhibicién o una acumulacién de
materia organica lentamente degradable o incluso no degradable.

Los resultados de la actividad del in6culo contribuyen dando una explicacion acerca del rendimiento y
comportamiento dinamico del proceso anaerobio llevado a cabo por el in6culo. Este método permite
determinar las constantes cinéticas de la degradacion del sustrato para las diferentes etapas del
proceso (Soto et al., 1993). A su vez, con los valores cinéticos, se puede determinar el efecto toxico o
benéfico de ciertos compuestos en el proceso anaerobio.

Aunque se han realizado diversos estudios del efecto de los elementos traza en la digestion anaerobia,
los requerimientos para aumentar la actividad de las etapas de metanogénesis hidrogenotrofica y
acetoclastica no es del todo comprendida, lo que se busca en esta investigaciébn es encontrar una
mezcla de iones metdlicos que favorezcan la etapa mas lenta de la digestibn anaerobia
(metanogénesis) para el indculo seleccionado.

Las pruebas de actividad son llevadas a cabo en lotes con una cantidad fija de sustrato e in6culo, la
actividad especifica es estimada por la tasa de producciébn de metano o por el agotamiento del
sustrato. La Tabla 11 muestra los sustratos comunmente utilizados para llevar a cabo pruebas de
actividad del inéculo para las etapas de la digestion anaerobia.

Tabla 11. Sustratos comunmente empleados en pruebas de actividad del in6culo (Soto et al., 1993; Muxi et al,. 1992).

Prueba Sustrato
Actividad Hidrolitica -Glucdgeno (bacterias hidroliticas)
Actividad Acidogénica -Glucosa (baterias acidogénicas)
Actividad Metanogénica - Acido n-butirico (bacterias sintréficas)

- Acido acético (arqueas metanogénicas y bacterias sulfato reductoras)
- Acido Propiénico (bacterias sintréficas)

- H2/CO; (arqueas metanogénicas y bacterias sulfato reductoras)

- La mezcla de alguno de los anteriores
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El conocimiento de la actividad metanogénica especifica (AME) permite establecer la capacidad
méaxima de remocién de DQO, de tal forma que se puede estimar la carga organica maxima aplicada a
un reactor impidiendo su desestabilizacion; asi mismo, también permite determinar la concentracion

minima de biomasa requerida en el reactor para garantizar la reduccién de la carga organica (Aquino
et al., 2007).

La actividad se expresa en g DQO/g SV d y puede ser obtenida a partir de la rapidez de generacién del
producto (dVcn4/dt), volumen de metano, o bien a partir de la rapidez de consumo del sustrato (dS/dt)
(Soto et al., 1993):

Rapidez de consumo del sustrato

AME = _d_S i Ecuacion 1
dt \ X,

Rapidez de generacion del producto, metano

dv,
AME, =— e 1 Ecuacion 2
dt | X Vi f

donde:

S : Concentracion del sustrato expresado en g DQO/L o g COD/L
X, : Biomasa, concentracion de solidos volatiles en g SV/L
Y

: Volumen Uutil del reactor en L

el

—h

: Es un coeficiente de rendimiento que representa el valor de DQO por unidad de volumen de
metano, éste depende de la temperatura y composicién del gas siendo:

- Metano seco a 20°C, = f 0.376 L CH,/g DQO (Gallegos-Garcia, Celis B., y Razo-Flores,
2010)

- Metano himedo a 20°C medido mediante desplazamiento f =0.385 L CH.,/g DQO
(Gallegos-Garcia et al., 2010)

- Metanoalatmy0°C f =0.34 L CH4/g DQO (Soto et al., 1993)

- Metano himedo a 25°C medido mediante desplazamiento f =0.405 L CH./g DQO

dVCH4 : Pendiente de la grafica de produccion de metano en funcion del tiempo en [L CH,/d] a
dt condiciones estandar de presion y temperatura, 1 atm y 0°C.

Para caracterizar la condicién experimental cinéticamente y facilitar la comparacion entre estas, se
pueden obtener relaciones analiticas entre el volumen de metano (producto formado) y el tiempo de
reaccion (reactivos consumidos) (Borja et al., 1993).
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Usando la ecuacion de Monod:

S
H= Hrax> Ecuacion 3
ks +S
Y aplicando esta misma ecuacion y considerando S<<ks:
S
H= 'UM;“ Ecuacion 4
kS

donde u es la rapidez especifica de crecimiento de los microorganismos (d™) y 4, la rapidez
méaxima especifica de crecimiento (d™), S es la concentracion del sustrato (g DQO/L) y Kk la afinidad

del microorganismo por el sustrato. El coeficiente de rendimiento de los microorganismos es Y, :

dXx y
= ——— Ecuacion 5
ds
donde X es la concentracion de microorganismos (g SV/L). Por lo tanto:
ds) dx .
—YX — |=— Ecuacion 6
dt ) dt
donde:
dx
— =X Ecuacion 7
at

Sustituyendo las ecuaciones 6 y 7 en la ecuacion 4 y tomando en cuenta que X = X, y que Y, es muy
pequeiia (Jeris, 1983), entonces:

_d_S = kodt Ecuacion 8
donde:
X
0= M Ecuacion 9
|(sYx

Siendo X, la concentracion inicial de microorganismos (g SV/L). Integrando la ecuacién 8 y tomando

en cuenta que en t=0, S=S, se obtiene:

S = Soefkot Ecuacién 10

El coeficiente de rendimiento de metano esta definido como:
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dG .
=—— Ecuacion 11
ds
Donde G es el volumen de metano, e integrando en G =0 para S =S, se obtiene:
G="f(S,-S) Ecuacion 12
Resolviendo la ecuacién 12 para S y sustituyendo en la ecuacién 10 se obtiene:
G=S,f(l—e™) Ecuacion 13
Por lo tanto:
G=G_ (l-e™) Ecuacién 14
donde:
Gm = So f Ecuacion 15

La ecuacion 14, es la ecuacion propuesta por Roediger (Edeline, 1980) que relaciona el volumen de
gas y el tiempo en un digestor anaerobio en lotes. Donde G corresponde al volumen acumulado de

metano (mL) a un cierto tiempo, t; G, es el volumen maximo de metano acumulando a un tiempo
infinito. kO constante de rapidez especifica (d*) observada en la cual un decremento de este valor
puede indicar una posible inhibicion y t el tiempo de digestién. De acuerdo a esta ecuacién la
produccion de metano sigue una cinética de ler orden (Winkler, 1986; McCarthy & Mosey, 1991).

La tasa de produccion de metano puede ser calculada del volumen total acumulado al tiempo
correspondiente y al conocer la biomasa contenida en el reactor, la actividad metanogénica especifica
(AME) a un tiempo determinado puede ser calculado como:

G
XV, f

AME =

Ecuacion 16
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3 Metodologia

En este capitulo se presenta la metodologia experimental y las condiciones de trabajo bajo las cuales
se llevd a cabo la experimentacion con la finalidad de cumplir con los objetivos planteados.

De acuerdo al andlisis previo del capitulo anterior respecto a los diferentes iones metéalicos (Ni*?, Co*?,
Fe*?, Fe™, Se*, W' y Mo involucrados en la diferentes etapas de la digestion anaerobia y su
importancia, se plantea evaluar la influencia de los iones: Ni*?, Se**, Mo™ y W*® en la etapa de
metanogénesis en la digestiobn anaerobia de residuos solidos organicos urbanos, generados en la
delegacioén Benito Juarez.

La formacion de metano a partir de H, y CO, es termodinamicamente favorable (metanogénesis
hidrogenotrofica), sin embargo por esta via se genera solamente del 27-30% de metano, el resto es
generado por la via acetoclastica (Almeida et al., 2011). En este trabajo se pretende cubrir la
necesidad de iones metalicos (Ni*?, Se**, Mo*® y W*®) necesarios para las enzimas involucradas en la
ruta hidrogenotrofica con la finalidad de aumentar la produccion de metano.

Se utilizé el equipo AMPTS Il (Automatic Methane Potential Test System) de Bioprocess Control, el
cual cuenta con un total de 15 reactores de 500 mL con agitacion, éstos son introducidos en un
sistema de calentamiento a bafio maria manteniendo constante la temperatura a 35°C (proceso
mesofilico), el biogas generado es conducido a frascos que contienen una solucién de NaOH 3M
donde el CO, es absorbido, posteriormente automaticamente es cuantificado solamente el CH,4
generando un archivo (formato Excel) del volumen acumulado de CH,, dicho volumen acumulado es
reportado a condiciones estandar de presion y temperatura (STP). El volumen util de cada reactor fue
siempre de aproximadamente 300 mL.

La metodologia experimental de este trabajo se divide principalmente en 7 etapas (Figura 18) las
cuales se describen brevemente a continuacion:

Etapa 1: Consisti6 en la obtencién de la muestra de residuos solidos organicos urbanos
generados en la delegacién Benito Juarez.

Etapa 2: En esta etapa se realizaron pruebas previas con diferentes relaciones de
in6culo:sustrato (R I:S) en el equipo de potencial bioquimico de metano. La finalidad de esta
etapa fue: 1) establecer una relacién in6culo:sustrato en la cual se evitara una acidificaciéon del
proceso, 2) elegir una la relacién inéculo:sustrato que tuviera la mayor produccion de CH, y 3)
determinar el tiempo de experimentacién, al utilizar la FORSU como sustrato, bajo el cual se
obtuviera una produccion constante de CH,. Con la relacion in6culo:sustrato mas adecuada de
esta segunda etapa, se realizaron las pruebas finales (etapa 7).

Etapa 3. Se desarrolld la técnica experimental que consistié en la realizacién de pruebas de
actividad metanogénica especifica (AME) con HCOONa como sustrato. La finalidad de esta
etapa fue establecer las condiciones experimentales bajo las cuales se obtuvieran resultados
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confiables y un tiempo de experimentacion representativo asi como sistematizar el error en la
técnica.

Etapa 4: Se estudid la influencia de la adicion de una solucién nutritiva y la adicion de una
solucién compuesta solamente por los iones metélicos de estudio en las mezclas de reaccion.
Se realiz6 un disefio factorial 2° teniendo como factores categdricos: solucion nutritiva y
solucién de iones metdlicos de estudio, ambos evaluados en un nivel bajo (no adicion) y alto
(adicion). La finalidad de esta etapa, fue encontrar si existia 0 no una sinergia, al adicionar los
iones metalicos y una solucion nutritiva, que favoreciera las pruebas de AME con HCOONa
como sustrato, y de acuerdo a los resultados que se encontrasen se procederia a descartar o
no la adicién de la solucion nutritiva como una variable.

Etapa 5: Se realizaron experimentos con un disefio de mezclas simplex centroide aumentado.
Durante esta etapa se llevaron a cabo las pruebas del disefio experimental, que const6 de 22
diferentes tratamientos los cuales incluyeron muestras puras, binarias, ternarias y cuaternarias.

ETAPA 3

Desarrollo de la técnica
Experimental de Actividad
Metanogénica (AME)

ETAPA 1 ETAPA4
Obtencidn de la muestra de Pruebas de AME
FORSU de la estacion de Disefio Factorial 22, influencia
transferencia de la delegacién de iones metéilicos y una
Benito Judrez solucién nutritiva sobre la AME
ETAPA 2 ETAPAS ETAPA®
Pruebas de PBM con diferentes . NFrue_bas el . Cuantificacion de la
; i Disefio Simplex Centroide =,
relaciones Indculo- Sustrato Aumentado, influencia de iones concentracion de metales en la
con la muestra de FORSU e FORSU mediante ICP-Ms
metalicos sobre la AME

[ I
h 4

ETAPA7

Pruebas de PBM con FORSU y
iones metalicos

Figura 18. Diagrama de metodologia experimental de este trabajo de investigacion.

Etapa 6: Se cuantific6 la concentracion de los metales de estudio. Se determiné la
concentracion de Mo, Se, W y Ni en el lodo y FORSU mediante espectrometria ICP-Ms, estos
analisis fueron llevados a cabo con apoyo de la USAI (Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion, Facultad de Quimica, UNAM). La finalidad fue atribuir el efecto (positivo o
negativo) encontrado sobre la AME a la adicién de los iones metéalicos y no a la cantidad de
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iones metalicos que pudiera ya contener el inéculo (lodo anaerobio) o FORSU, asi como evitar
utilizar concentraciones inhibitorias de estos iones metalicos.

Etapa 7: Se llevaron a cabo pruebas con FORSU con una proporcién de iones metélicos y la
relacion inéculo:sustrato mas adecuada. De acuerdo los resultados obtenidos del disefio
experimental de mezclas, la proporcion de iones metélicos que aumenté la AME, se prob6 con
FORSU de la delegacion Benito Juarez en el equipo de potencial bioguimico de metano,
tomando en cuenta la mejor relacién indculo:sustrato obtenida en la etapa dos.

3.1 Etapa 1. Obtencion de la muestra de residuos solidos organicos urbanos
generados en la delegacién Benito Juéarez

La muestra se colecté de la estacion de transferencia de la delegacion Benito Juarez. Esta estacion de
transferencia inici6é actividades en el afio de 1980 y tiene una capacidad de disefio para procesar 500
t/d de residuos solidos, llegando a transportar en promedio 180 t/d de residuos organicos. Ocupa un
area de 20,041 m? y opera los siete dias de la semana en un horario de 06:00 a 20:00 h. La forma
geométrica del area de descarga de la estacion es hexagonal, cuenta con dos rampas de acceso y con
tres tolvas de descarga, una de ellas es exclusiva para residuos organicos. De acuerdo a datos
proporcionados por el personal de la estacion, se cuenta con un grado de pureza en residuos
organicos del 90%, presenta un déficit del transporte de transferencia de residuos, lo que ocasiona un
trafico interno para realizar la descarga de los vehiculos de recoleccién, teniendo como horario critico
para la descarga de los camiones de recoleccion entre las 13:00 y 16:00 h. La Delegacion Benito
Juéarez cuenta con una flotilla de 140 camiones recolectores de RSU, los cuales operan diariamente,
con un promedio de 6.3 t/camion.

En esta estacion se pueden llegar a recibir camiones de las colonias cercanas de las delegaciones
Alvaro Obregon y Coyoacan, ademas de mercados publicos ubicados en la demarcacion.

Para determinar el tamafio de la muestra se hizo con base en las caracteristicas fisicas que presenta
el sitio de muestreo y de acuerdo con los sistemas de gestidn de los residuos del area usuaria.

La técnica estadistica utilizada en un muestreo para la caracterizacion fisica de los residuos puede ser
la indicada para el muestreo de proporciones, tal como es mostrada en la siguiente ecuacion:

Z pPq
d2

n= Ecuacion 17

donde:

Tamafio de la muestra en unidades de peso

Factor de distribucion normal, para un intervalo de confianza del 95 %, habitualmente z = 1.96
Proporcion del total que posee la caracteristica deseada

Proporcion del total que no posee la caracteristica deseada (q =1 —p)

Precision deseada en la proporcién. Para efectos de muestreo de residuos sdlidos, es razonable
un valor de 2.5% (0.025).

OO0OT NS
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Para poder realizar el calculo del tamafio de muestra, es necesario conocer los porcentajes en peso de
los subproductos de la estacion de transferencia, asi como los porcentajes obtenidos de la fraccion
organica, esto se hizo tomando en cuanto los resultados encontrados por Orta et al., 2009, donde
estos valores corresponderian al valor p de la ecuacién anterior para cada subproducto. Con estos
datos se calcul6 el tamafio de la muestra para cada subproducto. Se eligié la n mayor, ya que con este
valor se calcula la precision que se desea para el subproducto correspondiente (en este caso los
residuos alimenticios) y ademas se obtiene una precisibn mayor para los demas subproductos. Los
datos se muestran en el Anexo I.

Tomando esto en cuenta, el tamafio de la muestra de residuos orgénicos corresponde a 1185.13 kg.
Por lo que para la estacion de transferencia de Benito Juarez la muestra que se tomé fue de
aproximadamente 1.2 toneladas.

Posteriormente, se aplicaron las normas NMX-AA-15-1985 y NMX-AA-19-1985 correspondientes a
Método de Cuarteo y Peso Volumétrico in situ. La clasificacion de los subproductos fue: restos de
animales; dulces, galletas y pasteles; bolsas de té, filtros de café y tierra; cascaras de frutas y
vegetales; carne y pescado (incluyendo huesos, grasa y piel); plantas y flores de hogar; pasta pan y
cereal; productos lacteos y cascarén de huevo, asi como otros compostables; e inorganicos presentes.
Esta clasificacion se realizo con la muestra procedente del primer cuarteo que no fue eliminada.

3.2 Etapa 2. Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) con diferentes
relaciones indculo:sustrato

Se realizaron pruebas con diferentes relaciones inéculo:sustrato con la finalidad de evitar una posible
acidificacion del sistema, obtener una mayor produccién de metano y establecer un periodo de
experimentacion aceptable. La relacion inéculo:sustrato es uno de los factores mas importantes que
influyen en el resultado de las pruebas de potencial bioquimico de metano.

El in6culo que se usé es lodo anaerobio granular proveniente de la cerveceria de Grupo Modelo. Para
esta etapa, previo al uso de este lodo granular para estas pruebas, se elimind el exceso de agua por
decantacién y posteriormente fue disgregado con una batidora con la finalidad de formar un lodo de
consistencia homogénea, posteriormente, este lodo fue incubado a una temperatura de 35°C, por un
periodo de 3 dias, para que el material biodegradable disuelto fuera consumido por los
microorganismos. Una vez incubados los lodos, se determind la cantidad de SV contenidos en éstos,
asi como en la FORSU para posteriormente pesar la cantidad correspondiente y obtener las relaciones
propuestas; se adicionaron 110 mL de una solucién buffer de fosfatos 0.15 M (K.HPO, y KH,PO,) para
amortiguar los cambios en el proceso y mantener un pH de 7. El volumen (til de cada reactor fue de
0.3 L con un espacio de cabeza para la formacién del biogas de 0.35 L.

Como sustrato se us6 FORSU con una relacion DQO/N/P de 213/6/1. En la Tabla 12 se muestran las
cuatro relaciones indculo:sustrato que se probaron.
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Tabla 12. Relaciones de in6culo sustrato (R I:S).

Cantidad de in6culo y FORSU empleados Relacién I:S InG Cociente
noculo/Sustrato
6 g SV deindculoy 12 g SV de FORSU 6:12 0.5
6 g SV dein6culoy 6 g SV de FORSU 6:6 1
6 g SV dein6culoy 3 g SV de FORSU 6:3 2
6 g SV deinoculoy 1.5 g SV de FORSU 6: 1.5 4

Al finalizar las pruebas se midieron los siguientes parametros: indices de alcalinidad (relacién alfa e
indice tampén, IB), pH ademas de la cuantificacién del metano producido para cada relacion.

3.3 Etapa 3. Desarrollo experimental de la técnica de Actividad Metanogénica (AME)

Se realizaron pruebas con HCOONa como sustrato con la finalidad de establecer la cantidad de
in6culo y fuente de carbono tal que se obtuviera una duracion del proceso representativa, siendo ésta
de aproximadamente de 4 dias. Durante esta etapa también se intenté sistematizar el error en la
técnica.

La actividad metanogénica especifica, AME, se define como la rapidez de producciéon de metano,
expresada como g de DQO, con respecto a la biomasa medida como soélidos volétiles, siendo sus
unidades g DQO-CH4/g SV d.

Las pruebas de AME se realizaron en el equipo de potencial bioquimico de metano, aprovechando la
configuracion del sistema que incluye la agitacion y absorcion del CO, para la posterior cuantificacion
del CHy,4, se usé como sustrato formiato de sodio, NaCOOH, esto con base en la ruta bioquimica para
la formacion de metano y en las enzimas involucradas en ésta etapa que requieren de los iones
metalicos de estudio como cofactores de las mismas (Figura 16).

El formiato de sodio, al ser una sal y disociarse en agua forma el ion formiato, éste estara en equilibrio
formando el acido correspondiente, acido férmico con un pka=3.75. La conversién anaerébica de
formiato a metano consume la acidez del medio de acuerdo a las siguientes reacciones:

4HCOO +H" +H,0——CH, +3HCO," Reaccion 7
HCO, +H"«—CO,+H,0 Reaccion 8

Estas reacciones provocan un incremento en el pH, si éste incrementa a mas de 9 existe la posibilidad
de que la actividad de las arqueas metanogénicas sea suprimida ya que éstas tienen una tolerancia al
pH entre 6-9 (Liu y Whitman, 2008; Slonczewski y Foster, 2009), debido a esto se utilizé una solucion
buffer de fosfatos (K;HPO, y KH,PO,) con una concentracién de 0.5 M.

Las mejores condiciones experimentales encontradas finalmente después de varias pruebas y
utilizadas en las etapas siguientes (Etapa 4 y 5) se resumen en la Tabla 13.
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Tabla 13. Condiciones encontradas en la etapa 3 y utilizadas en las etapas 4 y 5.

Condicioén Cantidad
Cantidad de inéculo agregado (lodo anaerobio granular) 0.6 de g SV
Concentracion final en el reactor de la solucién de carbono 3.33gC/L
Concentracion de la solucién buffer de fosfatos adicionada 0.5M
Etapas 4 y 5. Tratamiento del lodo para eliminar material biodegradable y Lavado con agua destilada y centrifugado a
nutrientes que pudiera contener el lodo anaerobio granular. 2500 rpm por 20 min (3 lavados en total)

Para cada prueba, se adicionaron 40 mL de la solucién de formiato y 250 mL de la solucion buffer de
fosfatos, la cantidad de lodo adicionada varié de 7 a 8 g de acuerdo a los resultados del contenido de
SV en el lodo antes de cada prueba. El volumen de las soluciones adicionadas de iones metélicos y/o
solucién nutritiva fue de 10 mL, con la finalidad de obtener siempre un volumen util de 0.3 L.

Una vez establecidas las condiciones de experimentacion, se realizaron pruebas por triplicado para
obtener el valor de la AME con formiato de sodio con una concentracion final en el reactor de 3.33
gC/L y con una mezcla de acidos grasos volatiles de: acetato, propionato y butirato; y con una
concentracion final en el reactor de 2, 0.5 y 0.5 g C/L respectivamente, esto de acuerdo a Soto et al.,
(1993). El volumen dtil del reactor para cada prueba fue de 0.3 L.

Al finalizar las pruebas se midi6: indices de alcalinidad (relacion alfa e indice tampén, IB), pH ademas
de la cuantificacion del metano producido para cada relacién.

3.4 Etapa 4. Pruebas de Actividad Metanogénica. Influencia de la adicion de una
solucién nutritivay la adicion de una solucion de iones metalicos

En los experimentos cuya finalidad era encontrar si existia 0 no una sinergia entre la adicion de una
solucion de los iones metalicos de estudio y una solucion de nutrientes la composicidén y concentracion
final de la solucion nutritiva se muestra en la Tabla 14. La cantidad de iones metélicos adicionados fue
de Mo™, W' y Ni*? de 0.25 mg/L mientras que para Se™ de 0.15 mg/L, estas concentraciones
corresponden a los valores maximos de concentracién empleados por Banks et al.,( 2012).

Tabla 14. Composicion y concentracion final de la solucion nutritiva utilizada en cada reactor.

Concentracién en exceso deseada

Elemento Formatipica de adicion
[mg/L]
Fe 10. 00 FeCI2-4H20
Zn 0.20 ZnCl;
Cu 0.20 CuCly-2H,0
Mn 0.20 MnCI2-4H20
B 0.20 HsBO3
N 0.050 HN4CI

Se realiz6 un disefio factorial 2% teniendo como variables categoricas la adicion o no de la solucion de
iones metalicos y la adicién o no de la solucién nutritiva (la composicién de esta solucién se encuentra
en la tabla 14). En la Tabla 15 se muestran las 4 condiciones de este disefio factorial realizadas por
triplicado, asi como el respectivo blanco.
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Tabla 15. Condiciones evaluadas en el equipo de potencial bioquimico de metano, experimento 4.

Condicioén Fuente de carbono No. Replicas
1 Formiato de Sodio 2
2 Formiato de Sodio + lones Metalicos 2
3 Formiato de Sodio + Nutrientes 2
4 Formiato de Sodio + lones Metalicos + Nutrientes 2
5 Blanco 3

Para cada prueba, se adicionaron 40 mL de la solucion de formiato y 250 mL de la solucién buffer de
fosfatos, la cantidad de lodo adicionada vario de 7 a 8 g de acuerdo a los resultados del contenido de
SV en el lodo antes de cada prueba. El volumen de las soluciones adicionadas de iones metalicos y/o
solucion nutritiva fue de 10 mL, con la finalidad de obtener siempre un volumen util de 0.3 L. En esta
etapa experimental los lodos fueron disgregados con la ayuda de una batidora.

Posteriormente con los resultados de este disefio, se decidié eliminar la variable de adicién de
nutrientes debido a su influencia negativa sobre la AME y se procedi6 a ejecutar el disefio de mezclas
simplex centroide aumentado (etapa 5). En la Figura 19 se muestran las actividades llevadas a cabo
en cada montaje de los experimentos.

Al finalizar las pruebas se midi6: DQO, pH, indices de alcalinidad (relacion alfa e indice tampoén, IB),
ademas de la cuantificacion del metano producido.
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Figura 19. Actividades y equipo utilizado durante la experimentacion. A) Disgregacion de lodos. B) Exceso de agua contenido
en los lodos. C) Centrifugado de lodos. D) Lodos centrifugados. E) Reactores conectado en serie para agitacion mecanica
dentro del bafio maria a 35°C. F) Frascos de NaOH 3 M con indicador para absorcién de CO2 generado. G) Medicién del
volumen generado mediante el principio de flotaciéon de una burbuja de gas. H) Etiquetado de reactores. |) Adicion de gas N
para mantener una atmésfera anaerobia en los reactores

3.5 Etapa 5. Pruebas de Actividad Metanogénica. Disefio de mezclas simplex centroide
aumentado

Se realiz6 un disefio de mezclas, simplex centroide aumentando. La finalidad de este trabajo de
investigacion es encontrar una mezcla de los iones metélicos Ni*?, Se**, Mo*™® y W*® tal que maximice la
produccion de metano, favoreciendo la metanogénesis hidrogenotrofica, al buscar una mezcla de estos
4 ingredientes, las caracteristicas de la calidad de esta mezcla dependera de las proporciones con las
gue participen los ingredientes y no de la cantidad absoluta de éstos. Entre los objetivos de un
experimento con mezclas se tiene:

= Determinar cuéles de los ingredientes de la mezcla, o interacciones entre ellos que tienen una
mayor influencia sobre la respuesta.

= Modelar las respuestas en funcién de las proporciones de los componentes de la mezcla.

= Usar estos modelos para determinar en qué porcentaje debe participar cada uno de los
ingredientes para lograr que la mezcla tenga las propiedades deseadas.

En este experimento de mezclas, se tiene q=4 componentes y cada tratamiento en el experimento
consiste en una combinacion particular de dichos componentes. En el caso de cuatro componentes, la
region experimental es un tetraedro. La diferencia principal contra un disefio factorial, es que en éste
no se puede dibujar la region experimental para cuatro factores en una figura compacta.

En general el objetivo de este disefio es cuantificar la influencia que tienen los diferentes componentes
sobre la respuesta, tanto de forma individual como en su accidén conjunta con otros componentes. Se
trata de modelar esta respuesta para predecirla en cualquier formulacién posible y utilizar los modelos
con el propésito de encontrar la composicion de la mezcla que proporcione mejores resultados.

Este tipo de disefio consta de 22 tratamientos, entre estos tratamiento se encuentran mezclas puras,
binarias, ternarias y cuaternarias. Estos tratamientos asi como el bloque en el cual se terminaron las
réplicas de cada tratamiento, se muestran en la Tabla 16. El valor que corresponde a un 100%
corresponde una concentracion de 0.25 mg/L de cada i6bn metalico, a partir de este valor se hicieron
los célculos correspondientes para los demds porcentajes. Cada reactor fue preparado con las
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condiciones de la Tabla 13, es decir se agregé 40 mL de una solucion concentrada de carbono (25 g
C/L) tal que al tener un volumen de 0.3 L se tuviera una concentracion de 3.33 gC/L en cada reactor,
ademas se adicionaron 250 mL de una solucion buffer 0.5 M capaz de amortiguar el cambio en el pH
propio de la conversion de formiato a metano, los iones metalicos fueron afiadidos de tal forma que
ésta adicion fuera siempre de 10 mL, para completar un volumen util de 0.3 L, y cuidando que se
tuviera la concentracion indicada para tratamiento. En esta etapa experimental se utilizé lodo granular
sin disgregar.

Tabla 16. Tratamientos del disefio de mezclas simplex centroide aumentado.

Proporcion Concentracion [mg/L]

Exp. | Blogue Mo Se W Ni Mo Se w Ni
A 3 0.333 0.333 0.000 0.333 0.083 0.083 0.000 0.083
B 2 0.500 0.500 0.000 0.000 0.125 0.125 0.000 0.000
C 2 0.125 0.625 0.125 0.125 0.031 0.156 0.031 0.031
D 3 0.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.125 0.125 0.000
E 2 0.500 0.000 0.000 0.500 0.125 0.000 0.000 0.125
F 2 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.000
G 2 0.250 0.250 0.250 0.250 0.063 0.063 0.063 0.063
H 4 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000
I 2 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250
J 4 0.125 0.125 0.125 0.625 0.031 0.031 0.031 0.156
K 4 0.125 0.125 0.625 0.125 0.031 0.031 0.156 0.031
L 5 0.000 0.000 0.500 0.500 0.000 0.000 0.125 0.125
M 4 0.000 0.333 0.333 0.333 0.000 0.083 0.083 0.083
N 2 0.333 0.333 0.333 0.000 0.083 0.083 0.083 0.000
N 1 0.625 0.125 0.125 0.125 0.156 0.031 0.031 0.031
0] 5 0.333 0.000 0.333 0.333 0.083 0.000 0.083 0.083
P 4 0.000 0.500 0.000 0.500 0.000 0.125 0.000 0.125
Q 1 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000
R 2 0.500 0.000 0.500 0.000 0.125 0.000 0.125 0.000
S 3 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.000
T 1 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000
) 1 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000

Al finalizar las pruebas se midié: pH, indices de alcalinidad (relacion alfa e indice tampdn, IB) ademas
de la cuantificacion del metano producido para cada relacion.

3.6 Etapa 6. Cuantificacion de Metales

Se enviaron muestras del lodo anaerobio granular de Grupo Modelo y de FORSU a la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica. Estas consistieron en lodo
anaerobio granular sin ningun acondicionamiento solamente previamente seco a 105°C por un periodo
de 12 h y posteriormente molido; lodo anaerobio granular lavado con agua destilada y centrifugado a
2500 rpm (3 lavados en total) y FORSU de la delegacién Benito Juarez previamente seca a 105°C por
un periodo de 12 h y posteriormente molida.
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El tratamiento de las muestras fue sugerido por la USAI para poder llevar a cabo la digestion acida de
las mismas y su posterior cuantificacion de los metales de estudio. La muestra fue digerida en un
horno de microondas marca CEM, modelo MDS 2000 empleando HNO; suprapuro y agua destilada y
desionizada. La técnica analitica empleada por la USAI para la cuantificacion de los metales fue
espectrometria ICP-Ms.

3.7 Etapa 7. Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano con FORSU adicionando
iones metélicos

De acuerdo a los resultados obtenidos en el disefio de mezclas (etapa 5), la condicién 6ptima se probd
con la FORSU generada en la delegaciéon Benito Juarez siendo la condiciébn que maximiza la AME
(AME=0.64 g DQO-CH,gSV d) de 0.125 mg Se*/L y 0.125 mgW'/L. Se usé la relacion
indculo:sustrato de 6:3 por ser aquella con la mayor produccién de CH, y con mejor estabilidad en el
proceso de digestién anaerobia, esto de acuerdo a los resultados de la etapa 2.

Se realizaron 2 pruebas con diferente cantidad de lodo (0.6 g y 3 g de SV de in6culo) y con su
correspondiente cantidad de FORSU respetando la relacién indculo:sustrato de 2; cada prueba fue
realizada por duplicado, asi como su correspondiente comparacion con solo FORSU, es decir sin la
adicion de iones metalicos. En la Tabla 17 se resumen las pruebas realizadas, la cantidad de lodo y
FORSU empleada asi como la adiciébn o no de iones metalicos para su debida comparacion. Es
importante comentar que para las pruebas donde se us6 0.6 g de SV se usé la concentracion de 0.125
mg/L de Se** y de W*® de acuerdo a los resultados obtenidos previamente. Sin embargo, al usar 3 g de
SV se aumento la concentracion de los iones metélicos en la misma proporcién que el inéculo, es decir
5 veces mayor (esta concentracién se encuentra por debajo de la concentracion inhibitoria de estos
iones para las arqueas metanogénicas).

Tabla 17. Pruebas con FORSU con la mezcla 6ptima de iones metalicos.

Prueba  Replicas Condicién In6culo FORSU Concentracién lones
P [g SV] [g SV] metdlicos
1 2 FORSU de Benito Juarez 0.6 0.3 Sin adicién .
2 FORSU de Benito Juarez + lones Metalicos 0.6 0.3 SV:!-GZS mg/L de Se+"y
1 Inéculo (blanco) 0.6 Sin adicién
Inéculo + lones metalicos (blanco con iones 0.125 mg/L de Se+"y
1 P 0.6 +6
metalicos) W
2 2 FORSU de Benito Juarez 3 15 Sin adicién
4
2 FORSU de Benito Juarez + lones Metalicos 3 15 8V§625 mg/L de Se+"y
1 Inéculo (blanco) 3 Sin adicién
1 Inéculo + lones metalicos (blanco con iones 3 0.625 mg/L de Se+"y
metalicos) w*e

Se adicioné a cada prueba 150 mL de solucién buffer con una concentracion de 0.3 M para amortiguar
los cambios de pH. El volumen util del reactor para cada condicion fue de 0.3 L.
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Al finalizar las pruebas se midi6: DQO, pH, indices de alcalinidad (relacion alfa e indice tampén, IB)
ademas de la cuantificacion del metano producido.

3.8 Tratamiento de Resultados

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante andlisis de varianza, ANOVA y con

apoyo del software STATGRAPHICS CENTURION XVI.

3.9 Determinaciones Analiticas

Las técnicas analiticas utilizadas en este trabajo tanto para la caracterizacion de los residuos e inéculo

se enlistan en la Tabla 18.

Tabla 18. Técnicas analiticas a utilizar en el trabajo experimental.

Determinaciéon

Método

Observaciones

NMX-AA-15-1985

NMX-AA-19-1985
NMX-AA-22-1985

NMX-AA-018-1984
NMX-AA-033-1985

Humedad

Sélidos totales

Solidos volatiles y fijos

Demanda quimica de oxigeno
total (DQO)
NMX-AA-028-SCFI-2001
Titulacién Wieninger

APHA 4500-P C

Fibras crudas

Carbohidratos

Proteinas

Grasas y aceites

Método de Cuarteo

Peso Volumétrico in situ

Seleccion y cuantificacion de
subproductos
Porcentaje de Cenizas

Poder calorifico
APHA 2540 B

APHA 2540-B
APHA 2540-E

APHA 5220-D

Demanda Bioquimica de
Oxigeno
Nitrdgeno Total Kjeldahl

Fésforo Total

NMX-F-090-S-1978

Metzler et al, 2006, AOAC,
1995
Nielsen, 2010

NMX-F-089-S-1978

Homogeneizacion y seleccion de muestras al azar
para analisis de laboratorio.

Gravimetria y volumen.

Clasificacién, seleccion y gravimetria de los
subproductos.

Método por gravimetria, se obtiene por diferencia
entre la masa inicial y los solidos totales
determinados.

Método por gravimetria, sélidos secados a 103 +2°C

Método por gravimetria, sélidos secados a 103-
105°C e incinerados a 550°C. Los SV se determinan
por diferencia con respecto al peso perdido.

Método colorimétrico, digestion por reflujo a 150°C.
Lectura a 600nm.

Diferencia entre el oxigeno inicial y el final.

Digestion &cida con catalizador de selenio y
posterior neutralizacién y titulacién con H,SO4 0.02N.
Digestion &cida con &cido sulfdrico y &cido nitrico.
Método colorimétrico del acido
vanadomolibdofosfdrico.
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4 Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de las etapas experimentales asi como su
interpretacion. En un principio se presentan los resultados de la obtencion de la muestra de FORSU
generada en la delegacion Benito Juarez y los resultados de las pruebas de potencial bioquimico de
metano con diferentes relaciones inéculo:sustrato.

Posteriormente se exponen las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo las pruebas de actividad
metanogénica, estas condiciones corresponden a los mejores resultados obtenidos en el desarrollo
experimental de la técnica, seguido del analisis de la influencia sobre la AME de una solucién nutritiva
y de la adiciébn de una solucion de iones metdlicos, con este analisis se procede a eliminar una de
estas variables, para presentar posteriormente los resultados del disefio experimental de mezclas asi
como la condicion bajo la cual se maximiza la AME. Consecutivamente se presentan los resultados de
la cuantificacién de los metales en el inéculo (lodo anaerobio) y FORSU

Finalmente se concluye con los resultados obtenidos de las pruebas de potencial bioquimico de
metano con la FORSU adicionando la cantidad de iones metalicos que maximizd, en las pruebas
anteriores, la AME.

Para cada etapa se muestra también su correspondiente analisis. Para cada etapa los valores
reportados del volumen de metano se encuentran normalizados a condiciones estandar de presion y
temperatura.

4.1 Etapal. Obtencion de la muestra de residuos solidos organicos urbanos
generados en la delegacion Benito Juéarez

Se muestrearon 24 camiones en un periodo de dos dias los cuales correspondieron a los de mayor
recoleccién de residuos organicos de acuerdo al calendario de colecta de residuos separados en el
D.F., martes y jueves; cada dia se muestrearon 12 camiones. El primer dia se muestreé desde las
11:00 am a 3:30 pm y el segundo dia desde las 11:00 am a 5:00 pm.

Un total de 22 camiones provinieron de 16 colonias con un indice de desarrollo social alto, siendo
estas colonias: Crédito Constructor, Santa Cruz Atoyac, del Valle, Tlacoquemecatl, Narvarte, Narvarte
Oriente, Portales Sur, Ciudad de los Deportes, Alamos, Mixcoac, Independencia, San Jerénimo
Aculco, Nativitas, San Simoén Ticumac, del Carmen y Letran Valle. La procedencia de los dos camiones
restantes fueeron de una industria y de un mercado local.

La clasificaciéon de los subproductos fue: restos de animales; dulces, galletas y pasteles; bolsas de té,
filtros de café y tierra; cascaras de frutas y vegetales; carne y pescado (incluyendo huesos, grasa y
piel); plantas y flores de hogar; pasta pan y cereal; productos lacteos y cascaron de huevo; otros
compostables; e inorganicos presentes. Es importante mencionar que no se encontraron residuos de
los tres primeros subproductos de los 10 planteados, es decir: restos de animales; dulces, galletas y
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pasteles; bolsas de té, filtros de café y tierra. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 20 asi
como los datos en el ANEXO II.

Primer dia de muestreo Segundo dia de muestreo Promedio 19

0,
2% _ 0% 3% 0% 0% 4% 0% 0%

3%

= Cascaras de fruta y vegetales m Céscaras de fruta y vegetales m Cascaras de fruta y vegetales
= Carne y pescado (huesos, grasa y piel) m Carne y pescado (huesos, grasa y piel) m Carne y pescado (huesos, grasa y piel)
= Plantas y flores de hogar H Plantas y flores de hogar H Plantas y flores de hogar
= Otros compostables m Otros compostables m Otros compostables
= Inorganicos presentes ® Inorgénicos presentes ® Inorgénicos presentes
m Pasta, pan y cereal m Pasta, pan y cereal
Productos lacteos y cascardn de huevo Productos lacteos y cascarén de huevo

Figura 20. Resultados en porcentaje obtenidos de la seleccion y cuantificacion de subproductos de los residuos organicos
muestreados en la estacion de transferencia de la delegacion Benito Juarez.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de este muestreo se reportan en la Tabla 19. La
relacion DQO/ N/P promedio de estos residuos es de 154/4/1.

Tabla 19. Caracterizacion fisicoquimica de la FORSU generada en la delegacion Benito Juéarez.

Parametro Valor Parametro Valor
Humedad [%] 76.95 Cenizas [g/kg] 42.40
STT [g/kg] 231.00 Grasas [g/kg] 22.50
SFT [g/kg] 49.25 Proteinas [g/kg] 37.90
SVT [g/kg] 181.75 COD [g/kq] 15.75
DQO [g/kq] 237.95 DBO [g/kd] 99.70
PT [g/kg] 1.55 Carbohidratos [g/kg] 128.10
N-K [g/kg] 6.10 Fibras [g/kg] 47.70

La Figura 21 muestra que la mayor proporcion de macromoléculas en la fraccion organica de los
residuos sélidos urbanos de la delegacion Benito Juarez corresponde a carbohidratos biodegradables,
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seguido de fibras (carbohidratos de dificil biodegradacion), proteinas y grasas siendo estas Ultimas de
tan solo un 12%.

Fibras
25%

Carbohidratos
biodegradabales
43%

Figura 21. Proporcion de macromoléculas en la FORSU de la delegacion Benito Juarez

Andlisis de resultados

Como se puede ver en la figura 20 y 21, la mayor presencia en la muestra corresponde a
macromoléculas de carbohidratos y de acuerdo a la composicién de subproductos corresponde a
plantas y flores de hogar con un valor promedio, de 52%; seguido por las cascaras de fruta y vegetales
(un 38% en valor promedio), y residuos de carne y pescado (5% en valor promedio) seguido de otro
tipos de residuos compostables (4% en valor promedio).

La cantidad de residuos inorganicos presente en la muestra fue de un 1.3% (0.83% corresponden a
bolsas de plastico y 0.47% a residuos de papel). Los datos obtenidos contrastan con los registrados
por Orta et al., (2009) en esta misma estacion de transferencia, en esos resultados la presencia de
residuos de jardineria correspondia a un 24% y residuos alimenticios un 26%.

De acuerdo a la caracterizacién fisicoquimica, la relacion DQO/N/P se encuentra dentro del intervalo
reportado como recomendable por Droste (1997) y USEPA (1995).

4.2 Etapa 2. Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano con diferentes relaciones de
inéculo:sustrato en el equipo de potencial bioquimico de metano

Se realizaron pruebas con cuatro diferentes relaciones de inéculo:sustrato, en la Tabla 20 se muestra
la caracterizacion del inéculo utilizado antes del acondicionamiento del in6culo previo a las pruebas.

En la Tabla 21 se muestran las cuatro relaciones probadas, en términos de SV asi como el volumen de
metano acumulado durante los 12 dias de experimentacion. Los resultados de volumen acumulado se
muestran en el ANEXO IlI.

60



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos

Capitulo 4 e —

Tabla 20. Caracterizacion del in6culo de Grupo Modelo antes del acondicionamiento utilizado en las pruebas de relacion
in6culo:sustrato.

Parametro Unidad Valor
pH unidades de pH 7.58 £0.11
Relacion a Adimensional 0.23 £0.04
ST g ST/kg inéculo 56.02 +0.02
Sy g SV/kg inoculo 47.40 £ 0.91
Humedad % 94.39 £ 0.00

Tabla 21. Volumen final acumulado de metano y produccion de metano, a condiciones estandar de presion y temperatura
(0°C y 1 atm) para las relaciones de indculo:sustrato evaluadas. .

Relacién Inéculo:Sustrato Volumen final Produccién de
[gSV/ gSV] acumulado de metano metano
Proporcion Cociente Tedrico Cociente Real [L CHy] [L CH4 kg FORSU]
6:12 0.5 0.4551 +0.0004 0.2707 £0.0296 4.7218 +0.5158
6: 6 1 0.9095 +0.0048 2.1409 +£0.1409 54.2277 +5.3583
6:3 2 1.8148 £0.0140 1.3342 £0.0201 78.6307 £2.2543
6:1.5 4 3.6463 +0.0026 0.7301 +0.0098 73.5722 +0.8190

En las Figuras 22, 23 y 24 se muestra el comportamiento de la produccién de metano, la produccion
final de metano asi como el valor de la relacién alfa obtenida al finalizar cada prueba.
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Figura 22. Comportamiento del metano producido durante las pruebas de relacién Indculo:sustrato a condiciones estandar
de presion y temperatura.
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Relaciones Indculo:sustrato
[gSV/g sV]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

I 6:1.5 R=4 I 6:3 R=2
B 6:6 R-=1 B 6:12 R=0.5

Produccién de CH4 [L/kg FORSU ]

Figura 23. Produccion de metano para cada relacion inéculo:sustrato.

B
T Alfa
£
g
<
(]
©
g 1B
&
£
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
WR6:1.5 WR6:3 WR6:6 MR6:12 Valor

Figura 24. indice tamp6n (IB) y relacién alfa, valores obtenidos al finalizar los experimentos para las diferentes relaciones
inéculo:sustrato.

La relacion entre la alcalinidad debida a los acidos grasos volatiles y la alcalinidad total, es empleada
para el control de la estabilidad del proceso anaerobio (Speece, 1996). El indice tampdn (IB) debe
variar en un rango de 0.20-0.40 representando de esta forma que el 60% de la alcalinidad total del
sistema se encuentra en forma de alcalinidad bicarbonatica, valores menores a 0.2 indica una
subalimentacién y valores mayores a 0.40 principios de acidificacion (Rojas, 2004; Rozzi, 1986),
tomando esto en cuenta se puede ver que para la relacién 6 a 12, no fue posible calcular este valor
debido a que estaba acidificado el sistema, para las otras relaciones, de acuerdo a este indice podrian
soportar un aumento de sustrato, ya que se encuentran en la region de subalimentacion.

La relacion alfa, corresponde al cociente entre alcalinidad bicarbonatica y la alcalinidad total, se
recomiendan valores superiores a 0.5 durante el arranque de un reactor, y en condiciones estables
valores de 0.7 a 0.8. Un valor menor a 0.5 indica una acidifcacion (Jenkins et al., 1983), tomando ésto
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como referencia, a excepcion de la relacion 6:12, las demas realaciones reflejan una estabilidad en el
sistema.

Andlisis de resultados

Se puede ver que la relacion 6:12 se inhibi6 debido a la gran cantidad de sustrato agregado,
provocando una acidificacion y teniendo un pH de 5.4 mientras que en las demas relaciones se obtuvo
un pH neutro, se calculé el valor de la relacion alfa, siendo imposible encontrar un valor para la
relacion 6:12, y mostrando que la relaciébn més estable es la relacion de 6:3 (Figura 23).

Las relaciones indculo:sustrato de 6:6, 6:3 y 6:1.5 muestran un comportamiento similar entre ellas, una
primera pendiente que corresponde a la conversion del sustrato mas facilmente biodegradable a
metano y una segunda pendiente, probablemente debido al inicio del consumo de otro sustrato, en el
periodo del 5to al 8vo dia es relativamente constante la produccién de metano.

En la Tabla 12 se puede ver que aunque en la Figura 4 existe una variacion, si bien no en el
comportamiento, si en los valores de volumen de metano acumulado, donde la produccion de metano
en términos de L CH4/kg FORSU es muy similar para las relaciones de 6:3 y 6:1.5 siendo de 78.6 + 2.2
y 73.5 + 0.8 respectivamente.

Para el tratamiento estadistico de los resultados, se realiz6 un andlisis de varianza, teniendo como
hipétesis nula que el volumen acumulado de metano para las cuatro relaciones indculo:sustrato es
igual. En la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos.

H, :VCH4 R 612 :VCH4 R 6:6 :VCH4 R 63 :VCH4 R 615 =0 Ecuacion 18

H, Ve, i #0para i=R6:12,R6:6,R 6:3,R 6:12 Ecuacion 19

Tabla 22. Tabla de resultados del andlisis de varianza ANOVA para las cuatro relaciones inéculo:sustrato.

vzl:iirt])titlaig:d Ci:rgrzggs Grados de Libertad Cuadrado Medio Fo Valor-p
Tratamientos 5.15828E6 3 1.71943E6 330.46 0.0000
Error 41624.9 8 5203.11
Total 5.1999E6 11

Dado que el valor-p de la prueba F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las cuatro relaciones a un nivel de confianza al 95.0%, por lo cual se
rechaza la hipétesis nula.

Para determinar qué medias son significativamente diferentes se realizé la prueba de comparaciones
multiples, LSD por sus siglas en inglés (Least Significant Difference), esta prueba permite comparar las
medias de los niveles de un factor después de haber rechazado la hipétesis nula de igualdad de
medias mediante un analisis de varianza. Los resultados de esta prueba estadistica se muestran en la
Tabla 23.

63



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
Capitulo 4 e —

Tabla 23. Resultados de la prueba estadistica de comparacion de rangos muiltiples, LSD.

Relﬁlgon Valor Media Error Estandar il;]lfrg:itgr Stlp;?elrtiir
6:12 3 423.667 41.6458 355.759 491.574
6:6 3 2140.87 41.6458 2072.96 2203.77
6:3 3 1334.23 41.6458 1266.33 1402.14
6:1.5 3 730.1 41.6458 662.193 798.007

Total 12 1157.22

La Tabla 23 muestra el promedio para cada relacion asi como el error estandar el cual es una medida
de la variabilidad de la muestra. Se muestra también el intervalo, compuesto por un limite inferior y
superior, alrededor de la media; éste estad basado en la diferencia menos significativa (LSD) y
construido de tal manera que si dos relaciones son iguales sus su intervalos se superponen un 95%
del tiempo. La visualizacion grafica de estos intervalos se muestra en la Figura 25 donde se puede ver
gue no se superponen los intervalos de las cuatro relaciones inéculo:sustrato, siendo éstas diferentes.

400

2000 1

1600

1200

Promedio

800 T
400 - I

Looo byy o le s olopolownlossl

6:12 6:6 6:3 6:1.5

Relacion indculo:sustrato

Figura 25. Intervalos alrededor de la media basados en la prueba de la diferencia menos significativa (LSD).

La Tabla 24 muestra la diferencia estimada entre cada par de medias, basada en la prueba de rangos
multiples (LSD), el objetivo del tratamiento estadistico de los datos es el de elegir la relacion
in6culo:sustrato mas estable y ademas aquella que tenga una mayor producciéon de metano, siendo
este valor muy cercano entre las relaciones inéculo:sustrato de 6:3 y 6:1.5, de acuerdo a los valores
obtenidos mostrado en la Tabla 24 existe una diferencia significativa al 95% de confianza entre la
relaciones inéculo:sustrato 6:3 y 6:1.5.

De acuerdo a los resultados obtenidos se elige la relacion indculo:sustrato de 6:3 como la mas estable
y aquella que tiene una mayor produccién de metano en 12 dias, siendo este valor de 78.63 + 2.25 L
CH./kg FORSU.
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Tabla 24. Pruebas de rango mdltiple (LSD).

Contraste Significancia Diferencia estimada Contraste Significancia Diferencia estimada
entre cada par entre cada par
R 6:12-R 6:6 * -1717.2 R6:6-R6:3 * 806.633
R 6:12-R 6:3 * -910.567 R6:6-R 6:1.5 * 1310.77
R 6:12-R 6:1.5 * -306.433 R6:3-R6:1.5 * 604.1331
+/- Limite +/ - 135.85

NOTA: El * se ha colocado junto a los pares que muestran diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95,0%.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el disefio de mezclas, se utilizaran las cantidades Optimas de
iones metélicos en la FORSU, manteniendo una relacion inéculo:sustrato de 6:3.

4.3 Etapa 3. Desarrollo experimental de la técnica de Actividad Metanogénica

En la Tabla 25 se presentan las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo las etapas 3, 4y 5, es
importante mencionar que la concentracion de la solucibn amortiguadora de fosfatos fue suficiente
para amortiguar los cambios de pH propios de la conversion de formiato a metano, obteniéndose un
pH entre 6.8-7.6, ideal para las arqueas metanogénicas. El tiempo de duracion de las pruebas con 0.6
g de SV y 3.33 g C/L fue de aproximadamente de 90-115 h (3.75 - 5 dias), esto variaba de acuerdo a
las condiciones evaluadas para cada prueba (si se adicionaban o no la solucién nutritiva para la etapa
4, o bien de la proporcién de iones metélicos para la etapa 5), las pruebas de AME se dejaron correr
hasta encontrar un comportamiento no variable, que fuera constante al alcanzar la maxima produccion
de metano.

Tabla 25. Condiciones de las pruebas experimentales (etapa 4 y 5). Desarrollo de la técnica de AME.

Concentracién

Cantidad Concentracion de 12 solucién Etapa
deinéculo solucién de carbono Tratamiento del in6culo ap
buffer Experimental
[g SV] [g CIL] M
Lavado con agua destilada y
0.6 3.33 0.5 centrifugado, posteriormente se 4
disgregaron los lodos.
06 333 05 Lavado con agua destilada y 5

centrifugado. Uso de lodo granular.

Una vez establecidas las condiciones, como parte de la etapa tres, se evalué la AME con formiato de
sodio y con una mezcla de acetato, propionato y butirato (2, 0.5 y 0.5 g C/L respectivamente); ambas
pruebas se realizaron por triplicado y sin la adiciéon de la solucion nutritiva ni iones metalicos. Estos
resultados se reportan en la Tabla 26. En la Figura 26, se muestran los resultados obtenidos de los
indices de alcalinidad para cada prueba. Los valores del volumen acumulado de metano de cada
prueba se encuentran en el ANEXO IV.
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Tabla 26. Resultados de la AME con formiato de sodio y con una mezcla de &cidos grasos volatiles (acetato, propionato y
butirato).

AME Produccién maxima
Sustrato [g DQO/g SV d] de CHq [mL]
Formiato 0.47 £0.08 524.9
Acetato 0.65+0.03 60.5
Acetato, Propionato y Butirato (APB) 1.59+0.31 23.7

Acetato

Formiato

APB

0.00 0.10 020 030 040 050 060 070 080 090 1.00

Val
=B mALFA ator

Figura 26. Valores de los indices de alcalinidad, relacién alfa e indice tampén (IB).
= Analisis

Se calcularon los valores de los indices de alcalinidad al terminar las pruebas, se obtuvieron los
resultados mostrados en la figura 26, en la cual para la mezcla de AGVs (acetato, propionato y
butirato), la relacion alfa es menor a 0.5 indicando acidificacion, esto muestra que para la prueba con
la mezcla de acidos grasos volatiles las concentraciones utilizadas fueron muy grandes, esto a pesar
de utilizar valores aproximados a lo reportado por Soto et al., (1993), provocando la acidificacion
siendo imposible procesar estos sustratos por las arqueas metanogénicas reflejandose en una baja
produccion de metano. Esto mismo se ve reflejando con el indice tampén (IB), el cual debe
encontrarse por debajo de 0.4, en este caso, para la mezcla de &cidos grasos volatiles el indice
tampon, IB, es mayor a 0.7.

Para el caso del acetato y formiato, la relaciéon alfa y el indice tampdn, indican relativamente un
proceso estable.

4.4 Etapa 4. Pruebas de Actividad Metanogénica. Influencia de la adicion de una
solucién nutritiva 'y la adicion de una solucion de iones metalicos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos previos, se cuidd lavar el lodo con agua
destilada para eliminar tanto el material biodegradable como algin nutriente y/o ion metélico, al
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adicionar el volumen de lodo necesario se tuvo especial cuidado para asegurar adicionar a cada

reactor la misma cantidad de lodo.

El pH final de las muestras fue de 7.59 + 0.03, la concentracion de la solucion buffer fue capaz de

mantener el pH ideal en el cual las arqueas metanogénicas pueden funcionar. La Tabla 27 muestra los
resultados obtenidos para cada tratamiento del disefio factorial 22.

La Figura 27 muestra el comportamiento del volumen acumulado de metano, en este caso no se
obtuvo generacion alguna a partir del blanco, sin embargo la dispersion de los datos es muy grande,
probablemente este asociado a algun error sistematico el cual ya no se puede minimizar. Se calculé la
actividad metanogénica especifica para cada replica de cada condicién y se analiz6é estadisticamente

para conocer si existe 0 no una diferencia significativa.

Tabla 27. Valores obtenidos de AME para el disefio factorial 2%

Muestra AME Muestra AME
[g DQO /gSV d] [g DQO/g SV d]
FA 0.5802 F+N+M A 0.6631
FB 0.4791 F+N+M B 0.5256
FC 0.4623 F+N+M C 0.4130
F+N A 0.6351 F+M A 0.6360
F+N B 0.5224 F+M B 0.5989
F+N C 0.5158 F+M C 0.5382

F=Formiato, F+M=Formiato mas iones metalicos, F+N=Formiato mas nutrientes y F+M+N=Formiato mas iones metalicos mas nutrientes.

A,B,C corresponden a las réplicas
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Figura 27. Volumen acumulado de metano para las condiciones del disefio factorial 22.
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Analisis

La Tabla 28 muestra los resultados obtenidos del analisis de varianza. Los resultados del volumen
acumulado de metano para cada tratamiento por triplicado se encuentran en el ANEXO V.

Tabla 28. Analisis de varianza del disefio factorial 2°.

Fuente de

Sumade

variabilidad cuadrados Grados de Libertad Cuadrado Medio Fo valor-p
A:lones Metélicos 0.002697 1 0.002697 0.40 0.5427
B:Nutrientes 0.0000323408 1 0.0000323408 0.00 0.9462
AB 0.00869947 1 0.00869947 1.30 0.2865
Total error 0.0533807 8 0.00667258
Total (corr.) 0.0648095 11
R®=17.63%

R’ ajustado = 0%

Estimacion del error estandar. = 0.081

Error absoluto medio = 0.055

Estadistico Durbin-Watson =0.7664 (P=0.0347)

En este caso, cero efectos tiene un valor-p de menor de 0.05, lo que indica que son significativamente
diferentes de cero en un nivel de confianza de 95.0 %. Sin embargo, el estadistico R? indica que el

modelo matematico explica un 17% de la variabilidad de la AME, siendo:

AME = 0.547475 + 0.0149917(lones Metdlicos) - 0.00164167(Nutrientes) - 0.026925(lones
Metalicos)( Nutrientes)

En este caso al ser variables categéricas los valores numéricos que éstas toman son: +1 para la
adicién o -1 para la no adicion.

El diagrama de Pareto, en la Figura 28, muestra que la interaccion iones metdlicos + nutrientes tiene
un efecto negativo sobre la AME, mientras que la adicién de solo iones metélicos tiene un efecto
positivo, si bien es minimo, es positivo mientras que la adicién de nutrientes por si solos, en este caso
tienen un efecto negativo.

AB =
A: lones Metalicos
B: Nutrientes |:|
D 04 08 12 16 20 24

Efecto Estandarizado

Figura 28. Diagrama de Pareto para el disefio factorial 2%

En el diagrama de los efectos principales sobre la AME, la adicién de iones metélicos aumenta el valor
de la AME, mientras que la adicion de nutrientes la disminuye (Figura 29 A); en el diagrama de
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interaccion de los efectos, el valor mayor de AME se obtiene con solo la adicion de iones metdlicos,
esto se muestra en la Figura 29 B (punto A).

Interaccion de efectos sobre la AME

Aumenta Efectos principales sobre la AME Aumenta
06 3
057 3 A
Nutrientes=-1.0
0.58 - -
0.56 i
w 0.56 — Nutrientes=1.0 7
w
= 055 - =
< T osal- \ -
Nutrientes=1.0
0.54 | . 052 _
Nutrientes=-1.0
0531 . 05 =
Decrece -1.0 +1.0 1.0 +1.0 Decrece -1.0 +10
lones Metalicos
lones Metalicos Nutrientes

Variables Categdricas:
Adicion: +1
No Adicion: -1

A) B)
Figura 29. Diagrama de efectos principales A) y de interaccion de los efectos B).

Variables Categoéricas:
Adicion: +1
No Adicidn: -1

Se analiz6 la Figura 30 donde se muestran los residuales contra los valores previstos de AME, en este
figura se observa un patron aleatorio lo cual indica que el modelo seleccionado describe
adecuadamente los datos, de lo contrario se observaria un comportamiento no aleatorio en ésta
gréfica de residuales.

Grafica de Residuales

0.15 - - - . . —

Residual

01— —

015 =, . . . . . .=
0.41 0.46 051 0.56 0.61 0.66 0.71

Valor predicho
Figura 30. Gréfica de residuales con un patrdn de distribucién aleatoria.

Se midié la DQO total y soluble al inicio y final de la experimentacion y se obtuvieron los valores de
remocioén total y disuelta, estos se presentan en la Tabla 29, la Figura 31 muestra de manera gréfica
estos valores. Aungue la produccion final de metano es muy parecida entre cada condicidn siendo esta
de 0.54 £ 0.01 L de CH,4, se obtuvieron remociones de DQO diferentes para cada condicién, esta
variacion probablemente esté asociada a un error sistematico de la técnica de DQO.
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Tabla 29. Valores de remocién de DQO total y soluble promedio para cada condicién del disefio factorial 2°.

Remocion de DQO [g/L]

Remocion de DQO [g/L]

ndicién X ndicién .
Condicio Total Disuelta Condicio Total Disuelta
F 91% 83% F+N+M 83% 66%
F+N 64% 81% F+M 73% 76%
Donde: F= Formiato; F+N= Formiato + Nutrientes; F+M+N=: Formiato +lones Metdlicos + Nutrientes; F+M= Formiato + lones Metalicos.
o= TF+M |
© © p—
gg g F+N
K]
o=
'é :E F+M+N
=] F
s _ F+M [
g3z ——
a- F+N
S _
8 3 23 F+M+N
Q.2 c
e F
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
DQO [g/L]

Figura 31. DQO disuelta y total, inicial y final para cada condicién del disefio factorial 2%

Con los resultados estadisticos se decidié proceder a la ejecuciéon del disefio de mezclas descartando
la variable categorica de adicion de nutrientes.

4.5 Etapab5. Pruebas de Actividad Metanogénica. Disefio de mezclas simplex centroide

aumentado.

Se realiz6 el disefio de mezclas simplex centroide por triplicado, los resultados obtenidos se describen
a continuacién, en la Tabla 30 se muestra el valor de la actividad metanogénica especifica calculada
para cada condicion, estos datos fueron la variable de respuesta en el disefio de mezclas. Los
resultados del volumen acumulado promedio para cada tratamiento por triplicado se encuentran en el

ANEXO VI.

Tabla 30. Valores de actividad metanogénica especifica para el disefio de mezclas.

Orden
Experimental
Aleatorio de
terminacién del
tratamiento

Réplicas AME [g DQO/ g SV d]

Tratamiento |

AME
Promedio
[g DQO/ g SV d]

1

0O ~NO O WN

0.48112
0.52490
0.50418
0.36172
0.62134
0.58338
0.47523
0.53645

CZIH—0O2z2m

0.61131
0.65704
0.52763
0.63906
0.52287
0.62090
0.53978
0.54427

0.48471
0.34896
0.57714
0.62863
0.53330
0.55869
0.60801
0.47388

0.48292
0.51030
0.51590
0.63385
0.52809
0.57104
0.50750
0.54036
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Orden Réplicas AME [g DQO/ g SV d]
Experimental AME
Aleatorio de Tratamiento | I I Promedio
terminacion del [g DQO/ g SV d]

tratamiento
9 J 0.40739 0.64262 0.55038 0.53346
10 M 0.44495 0.68631 0.44356 0.44425
11 P 0.42288 0.61879 0.58671 0.60275
12 Q 0.56715 0.32768 0.44189 0.44557
13 F 0.38475 0.53912 0.53514 0.53713
14 A 0.67831 0.58813 0.56291 0.57552
15 L 0.56883 0.47309 0.40493 0.48229
16 B 0.50510 0.59803 0.57909 0.58856
17 D 0.63029 0.59376 0.65706 0.64368
18 S 0.66425 0.41406 0.53308 0.53713
19 R 0.47319 0.59678 0.48844 0.48081
20 K 0.49180 0.45072 0.58902 0.47126
21 C 0.51531 0.57574 0.46821 0.54553
22 (0] 0.50184 0.54657 0.52240 0.52360

Letras en cursiva: datos discriminados
Andlisis

Para el tratamiento de estos resultados, se analiz6 cada trio de datos para cada uno de los 22
tratamientos y se discrimino aquel dato que tuviera una mayor diferencia con el promedio, en algunos
casos se promediaron los datos debido a que existia muchas variabilidad entre ellos. Posteriormente
los datos fueron analizados con el software estadistico Statgraphics® CENTURION XVI.

Es importante mencionar que en experimentos de mezclas, la respuesta medida se asume que
depende sélo de las proporciones relativas de los componentes de la mezcla y no de la cantidad de
mezcla. Por consiguiente el propésito del disefio experimental de mezclas es modelar la superficie de
mezcla bajo cierta forma de ecuacion matematica empirica de modo que permita la prediccién de la
respuesta para cualquier mezcla o combinacién de ingrediente y también establecer la influencia de
cada componente en la mezcla.

La superficie de respuesta de actividad metanogénica especifica es dependiente de la proporcién de
iones metalicos, la complejidad del modelo fue seleccionado basado en el célculo secuencial desde un
modelo lineal a un modelo cubico.

Las Tablas 31 y 32 muestran los resultados de diferentes modelos de ajuste en los datos de la AME. El
modelo de la media consta de sdlo una constante, el modelo lineal se compone de términos de primer
orden para cada uno de los componentes, el modelo cuadratico afiade productos cruzados
(interacciones) entre pares de componentes, el modelo cubico especial afiade términos relativos a los
productos de tres componentes. Cada modelo se muestra con un valor-p que comprueba si ese
modelo es estadisticamente significativo en comparacion con el cuadrado medio. Normalmente, se
selecciona el modelo mas complicado, con un valor-p inferior a 0.05 al operar con un nivel de
confianza del 95.0 %, de acuerdo con este criterio el modelo cubico especial es suficientemente
adecuado para los datos, por otro lado se debe seleccionar el modelo que maximiza la R? ajustada, lo
cual indica, nuevamente, que el modelo cubico especial es el mas adecuado.
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Tabla 31. Estimacion de efectos del modelo completo de la AME.

Fuente de Grados de Cuadrado

variabilidad Suma de cuadrados Libertad Medio Fo Valor-p
Media 6.2238 1 6.2238
Lineal 0.0161 3 0.0053 2.09 0.1369
Cuadratico 0.0196 6 0.0032 1.47 0.2672
Cubico Especial 0.0205 4 0.0051 6.60 0.0114
Error 0.0061 8 0.0007
Total 6.2864 22
Tabla 32. Resultados estadisticos por modelo.

Modelo Estimaci(?n del error R2 R? ajustada
estandar

Lineal 0.050 25.876 13.51
Cuadratico 0.047 57.300 25.28
Cubico Especial 0.027 90.170 74.21

Los resultados del analisis de varianza se muestran en la tabla 33, ésta tabla muestra un analisis del
modelo cubico especial seleccionado. Dado que el valor-p para este modelo es menor a 0.05, hay una
relacion estadisticamente significativa entre la AME y los componentes a un nivel de confianza del
95.0%.

El estadistico R? indica que el modelo explica un 90.19% de la variabilidad en la AME. El estadistico R?
ajustada, el cual es adecuado para comparar modelos con diferentes numeros de variables
independientes, es de 74.25%. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion estandar de
los residuos siendo 0.02. El error absoluto medio (MAE) de 0.0095 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico Durbin-Watson (DW) pone a prueba los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden. Dado que el valor-p para este estadistico es mayor que
0.05 (5%), no hay ninguna indicacién de autocorrelacién serial en los residuos a un nivel de
significancia del 5%.

Tabla 33. Resultados del analisis de varianza ANOVA.

Fuente de variabilidad = Suma de Cuadrados Gl_r%dec;fage Cuadrado Medio Fo Valor-p
Especial cubico 0.0564 13 0.0043 5.66 0.0097
Error total 0.0061 3 0.0007
Total (corr.) 0.0625 21

R?=90.1932 %

R? ajustado = 74.2572 %

Estimacion del error estandar. = 0.0276

Error absoluto medio = 0.0095

Estadistico Durbin-Watson =2.6612 (valor-p=0.7275)
Residual de autocorrelacién lag 1=-0.1336

La ecuacion ajustada para la respuesta, AME, en términos de los componentes expresados en
proporciones (porcentajes) es:
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AME = 0.53664Mo*® + 0.549615Se™ + 0.491547W' + 0.634691Ni*> + 0.173375Mo*°Se™ -
0.14819Mo"*W™ - 0.417643Mo*®Ni*? + 0.479782Se™ W™ + 0.0382085Se**Ni*? - 0.33424W'Ni*? -
1.96267Mo*®Se™W*® + 0.800819Mo0*®Se™Ni*? + 1.94087Mo"®W*°Ni*? - 3.55696Se"*W*°Ni*?

La respuesta optimizada en la cual se obtiene el mayor valor de la AME, siendo este valor de 0.6405 g
DQO/g SV d, en proporcion (porcentajes) de los componentes es de Mo*®: 0%, Se*™: 50%, W*®: 50% y
Ni*%: 0%, siendo ésta la combinacién de efectos con la cual se maximiza la AME.

La Figura 32 muestra los contornos de la superficie de respuesta por regién con Mo*°=0%, se puede
ver que los mayores valores de la AME se encuentran en la zona color beige (la region que
corresponde a la mitad de la arista superior izquierda), con valores pequefios de Ni*?, y con una misma
proporcién de 50% de W' y Se*, respectivamente, este mismo comportamiento se muestra en la
superficie de respuesta tridimensional de la Figura 33. Por ultimo se muestra el grafico de residuales el
cual no muestra algun patrén (Figura 34).

Al finalizar cada tratamiento se analizé la remocién de DQO, obteniéndose remociones en promedio
de 88 + 3.07 %.

AME [g DQO/ g SV d

0.44-0.464
0.464-0.488
0.488-0.512
0.512-0.536
0.536-0.56
0.56-0.584
0.584-0.608
0.608-0.632
0.632-0.656

Se+t=1

Para: Mo*5=0

JILRORRT

W=1 Se**=0 Ni*2=1

Figura 32. Contornos de la superficie de respuesta estimada para Mo*®=0.
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Para: Mo*$=0
Se+4=1
= 0.68 Ni+2=0
o 064
> 06
(o)
g 0.56
a
o 0.52
L
2 o048
< 044
Ni*2=1
Figura 33. Superficie de respuesta estimada para Mo*°=0.
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30 ]
m 10— _
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-30 __ ]
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Valores Predichos

Figura 34. Gréfica de residuales.

4.6 Etapa 6. Cuantificacion de metales

Se reportan los valores encontrados del contenido de metales (Se, Mo, W y Ni) en el lodo anaerobio
utilizado como in6culo y en la FORSU por el método de espectroscopia ICP-Ms en la Tabla 34.

Tabla 34. Resultados de contenido de Se, Mo, W y Ni en el lodo anaerobio granular y en la FORSU generada en la

delegacion Benito Juarez.

Ni Mo Se w

Muestra [ug/kg]
Lodo anaerobio granular (tratamiento de incubacién) 494.68 230.7 31.05 8.02
Lodo anaerobio granular (tratamiento de lavado y centrifugacion) 372.13 178.45 23.36 5.98
FORSU Benito Juarez 344.28 13.15 N/D 2.14

N/D: Corresponde a un valor por debajo del limite de deteccién del método.
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Analisis de resultados

Se calcul6 el aporte del lodo en cuanto a los metales de interés de este trabajo, tomando en cuenta la
cantidad de lodo en g de SV para las pruebas de actividad metanogénica (Etapas 4y 5), de 0.6; se
encontrd que este aporte es del orden de 10™ mg/L comparado con las concentraciones de cada i6n
metdlico, por lo tanto este aporte es despreciable. Es decir, el efecto encontrado de los iones metalicos
sobre la actividad metanogénica, es debido a la adicion y no al contenido de estos mismos iones
metélicos en el lodo.

Tomando en cuenta la Tabla 10 referente a las formas de obtencién del Se, Mo, W y Ni por fuentes
naturales asi como los valores de los subproductos encontrados de la FORSU, no es de extrafarse
gue el Ni y Mo se encuentren en mayor proporcion, ya que estos metales se incorporan a la FORSU a
través de alimentos y/o plantas cuyo origen es del suelo. De acuerdo al contenido de los subproductos
de: plantas y flores de hogar y de cascaras de frutas y vegetales, este tipo de residuos corresponde a
un 52% y 38% en la FORSU respectivamente, es decir cerca del 90% de la FORSU corresponde a
estos dos tipos de residuos.

En menor proporcion se encuentra el Se, seguido por el W. Las fuentes naturales mas ricas de selenio
son las visceras y mariscos, seguidos por la carne. Este tipo de subproducto (carne y pescado
incluidos huesos, grasa y piel) corresponde a un 5% en la composicion de la FORSU. EI W es uno de
los elementos mas escasos en la corteza terrestre; suele estar presente en biomoléculas, sin embargo
es utilizado por algunas pocas especies de microorganismos.

Por otro lado, considerando los resultados obtenidos en la etapa 5, donde para maximizar la AME se
requiere la adicién de Se** y W', esto es coherente debido a que son aquellos elementos que se
encontraron en menor proporcién en la FORSU.

4.7 Etapa 7. Pruebas de Potencial Biogquimico de metano con FORSU adicionando
iones metalicos

Los resultados de los valores promedio obtenidos del comportamiento del volumen acumulado de
metano con FORSU y con la adicion de iones metalicos se muestran en la Figura 35. Se puede ver
gue para ambas pruebas (0.6 g SV de in6culo con 0.3 g SV de FORSU y 3 g SV de inéculo con 1.5 g
SV de FORSU) se respetd la relacién inéculo:sustrato de 2 y se obtuvo un comportamiento similar, al
inicio las pruebas con la adicién de iones metélicos son ligeramente superiores en cuanto a produccion
de metano que aquellas sin la adicion de iones metalicos. Llega un punto en ambas pruebas (a las 90h
y 40 h) en que las lineas de produccion de metano se cruzan, situdndose por encima las prueba sin la
adicion de iones metalicos.

Al principio, para las pruebas de 0.6 g SV de inéculo la adiciébn de iones metalicos aumenta la
produccion de metano hasta en un 100% en las primeras horas, posteriormente va disminuyendo este
incremento, a partir de la hora 90, la prueba con solamente FORSU es capaz de producir la misma
cantidad de metano sin algun i6n metalico, incluso teniendo una mayor produccién de un 6% mas al
finalizar las pruebas.
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Volumen acumulado de CH, [mL]
0]
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Tiempo [h]
= FORSU + IM (3:1.5) » FORSU (3:1.5) + FORSU+IM (0.6:0.3) = FORSU (0.6:0.3)

Figura 35. Volumen acumulado de metano para las pruebas de: 0.6 g de SV de inéculo y 0.3 g de SV de FORSU. (0.6:0.3) y
para 3 g de SV de in6culo y 1.5 g de FORSU (3:1.5). FORSU: pruebas con adicion de solo FORSU e inéculo; FORSU + IM:
pruebas con adicion de FORSU, inéculo y mezcla de iones metalicos.

Un comportamiento similar se obtuvo con 3 g de SV de inéculo y 1.5 g de SV de FORSU, sin embargo,
la prueba con iones metalicos tuvo una produccion menor en las primeras horas de experimentacion, a
partir de la octava hora la produccion con iones metalicos aumento, sin embargo solo fue hasta un
20%; a partir de las 40 h, las pruebas con solamente FORSU produjeron mas metano que las pruebas
con iones metdlicos. Al finalizar la experimentacion, la produccién de metano es muy parecida entre
ambas (Figura 37).

La Tabla 35 muestra la produccion final promedio para cada prueba, asi como la diferencia de esta
produccion entre cada par de pruebas. No fue posible determinar una desviacién debido a que las
pruebas solo fueron realizadas por duplicado.

En cuanto a los indices de alcalinidad, las pruebas con iones metdlicos tiene una mayor estabilidad;
aunque en ambas condiciones los valores del indice tampén (IB) se encuentran dentro del intervalo
recomendado (0.2-0.4) los valores de las muestras de FORSU sin iones metalicos son cercanos a 0.4,
pudiendo llegar a indicar una acidificacion del sistema. En la relacion alfa, los valores recomendados
se encuentran dentro del intervalo de 0.7-0.8, obteniéndose valores menores para las muestras de
FORSU sin iones metalicos y tendiendo hacia la acidificacion (valores menores a 0.5).

= Analisis

La produccion final de metano obtenida para cada prueba se analizé estadisticamente mediante un
ANOVA de una via, en el cual un tratamiento fue la digestién de la FORSU con la adicién de iones
metalicos y otro, la digestion de la FORSU sin la adicion de iones metdlicos.
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Tiempo [d]

B Incremento (+) o Decremento (-] en elVolumen acumulado de metano (0.6:0.3)

B Incremento (+) o Decremento (-] en elVolumen acumulado de metano (3:1.5)

Figura 36. Incremento y decremento en la produccién del volumen acumulado de metano para 3 g de SV de in6culoy 1.5 g
de FORSU (relacion 3:1.5) y para 0.6 g de SV de in6culo y 0.3 g de SV (relacién 0.6:0.3).

Tabla 35. Resultados de produccidn final promedio de las pruebas de FORSU y adicién de iones metalicos, remocién de
DQO y parametros de alcalinidad.

Volumen final F_’roduccic’)n Diferencia Porcentaje de - P
Prueba acumulado final de CH4 en Remocion Relacion Indice
de CHa [mL] [mL CH4/g SV Produccién de DQO Alfa 1B
FORSU] de CH4
1 0.6gdeSVdeinbéculoy 0.3gde SVde FORSU
FORSU + lones Metélicos 36.3 121.0 6% 73% 0.78 0.22
FORSU 38.5 128.4 71% 0.68 0.32
2 3gdeSVdeinbculoy 1.5 g de SV de FORSU
FORSU + lones Metélicos 134.9 89.9 1% 91% 0.80 0.20
FORSU 135.7 90.4 88% 0.66 0.34

Posteriormente se utilizé la siguiente ecuacién matematica (Azuara-Nieto y Beristain-Guevara, 2007)
para conocer la variacion del volumen puntual de metano acumulado de cada tratamiento,
considerando como un modelo normal la digestién de la FORSU sin iones metalicos, y comparando
con éste los resultados del comportamiento del volumen acumulado de metano al adicionar iones
metalicos, utilizando la siguiente ecuacién en términos de un porcentaje de variabilidad:

%P =

100 &L |V,
Ecuacion 20
=1

FORsU 1M IFoRsu |
N 4

\

FORSU+IM
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N NUmero de datos experimentales
Volumen de metano del tratamiento de la digestion de FORSU con iones metalicos

IFORSU +IM

Volumen de metano del tratamiento de la digestion de FORSU

IFoRrsu

%P Porcentaje de variacion

Si el valor del %P es menor a 10% se considera que el comportamiento de ambos tratamientos, en
este caso, es igual (Lomauro, Bakshi y Labuza, 1985).

Prueba 1. 3 g de SV de in6culoy 1.5 g de SV de FORSU

Los resultados del ANOVA de una via se muestran en la Tabla 36 donde se muestra que no hay
diferencia significativa en la produccion de metano de los tratamientos al 95% de confianza.

Tabla 36. ANOVA de una via para la prueba 1.

Fuente de Sumade Grados de .
variabilidad Cuadrados Libertad Cuadrado Medio Fo Valor-p
Entre grupos 0.5625 1 0.5625 0.0024 0.9649
Dentro de grupos 455.445 2 227.723
Total 456.008 3

La Tabla 37 muestra el valor promedio de la variable de respuesta (produccién de metano final) para
ambos tratamientos (con adicion de iones metalicos y sin la adicion de éstos). Esta tabla muestra el
error estandar de cada valor promedio, el cual es una medida de la variabilidad de la muestra. Se
muestra también un intervalo, compuesto por un limite superior e inferior para cada tratamiento basado
en la prueba de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) de tal forma que si ambos valores
promedio son iguales, sus intervalos se superponen un 95%.

Tabla 37. Valor promedio e intervalos de la prueba LSD a un 95% de confianza de la produccién de metano para cada
tratamiento de la prueba 1.

Tratamiento Réplicas  Valor promedio Erros Estandar Limite inferior Limite Superior
FORSU + lones Metalicos 2 134.90 10.6706 102.435 167.36

FORSU 2 135.65 10.6706 103.185 168.11

Total 4 135.27

El porcentaje de variacion puntual calculado entre ambos tratamiento fue de 4.1%

Prueba 2. 0.6 g de SV de in6culo y 0.3 g de SV de FORSU

Se analizé de la misma forma los datos obtenidos para las pruebas con 0.6 g de SV y se obtuvieron los
resultados del ANOVA de una via mostrados en la Tabla 38 donde se muestra que no hay diferencia
significativa en la produccion de metano de los tratamientos al 95% de confianza.
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Tabla 38. ANOVA de una via para la prueba 2.

Fuente de Sumade Grados de .
variabilidad Cuadrados Libertad Cuadrado Medio Fo Valor-p
Entre grupos 4.84 1 4.84 0.37 0.6038
Dentro de grupos 26.0 2 13.0
Total 30.84 3

La Tabla 39 muestra el valor promedio de la produccién de metano final para ambos tratamientos asi
como el intervalo de éste para cada tratamiento basado en la prueba de la diferencia minima
significativa de Fisher (LSD) de tal forma que si ambos valores promedio son iguales, sus intervalos se
suporponen un 95%.

Tabla 39. Valor promedio e intervalos de la prueba LSD a un 95% de confianza de la produccién de metano para cada
tratamiento de la prueba 2.

Tratamiento Réplicas  Valor promedio Erros Estandar Limite inferior Limite Superior
FORSU + lones Metalicos 2 36.3 2.54951 28.5433 44.0567
FORSU 2 38.5 2.54951 30.7433 46.2567

Total 4 37.4

El porcentaje de variacion puntual calculado entre ambos tratamiento fue de 9.1%

De acuerdo a estos resultados se considera que la adicién de Se** y W*® adicionados a la digestion de
la FORSU en una proporcion igual (concentracion de 0.125 mg/L respectivamente para 0.6 g de SV y
de 0.625 mg/L para 3 g de SV) no afecta la produccion final de metano. Es decir, al adicionar estos
iones, éstos pueden ser utilizados en otras rutas bioguimicas de la digestion de la digestion anaerobia,
como es el caso de la formacion de acetato, lactato y butirato y no estan éstos solamente disponibles
para las arqueas metanogénicas.

79



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Capitulo 5

5 Conclusiones

En la digestion de la FORSU generada en la delegacion Benito Juarez, con las pruebas de potencial
bioquimico de metano, la adicién de 0.125 mg/L de W*®y 0.125 mg/L de Se*" no afecta la produccion
de metano, comparado con la digestién de estos mismos residuos sin la adicion de iones metélicos;
estadisticamente no existe una diferencia a un 95% de confianza. Sin embargo, el uso de estos iones
beneficid la estabilidad del proceso favoreciendo los indices de alcalinidad.

En las pruebas de actividad metanogénica con formiato de sodio como sustrato, la adicion de
nutrientes y iones metélicos (a concentraciones de Ni*?, W*® y Mo*® 0.250 mg/L respectivamente y Se**
0.150 mg/L) no provoca una sinergia que mejore la actividad metanogénica especifica, al contrario la
disminuye. Es decir la adicién de solo iones metalicos aumentd la actividad metanogénica especifica
en un 17%, mientras que la adicion de iones metalicos y nutrientes un 5% vy los nutrientes por si solos
en un 10% comparado con la actividad metanogénica especifica obtenida con solo formiato de sodio
(0.47 £0.08 g DQO/g SV d).

De los cuatro iones que posiblemente influirian en las pruebas de actividad metanogénica con formiato
de sodio como sustrato y de acuerdo al disefio de mezclas simplex centroide aumentado, los iones
Se* y W* tienen una influencia, sobre la AME, positiva. Aumenta esta actividad en un 35% con una
concentracién de 0.125 mg/L de W*®y 0.125 mg/L de Se* Los iones de estos elementos son aquellos
gue se encuentran en menor proporcion en la FORSU generada en la delegacion Benito Juarez.

La FORSU de la delegacion Benito Juarez esta compuesta principalmente por los subproductos de
plantas y flores de hogar y cascaras de frutas y vegetales. De acuerdo a la caracterizacion
fisicoguimica es rica en carbohidratos biodegradables (43%), seguida de fibras (25%), proteinas
(20%) y grasas (12%).

El contenido de metales en el in6culo empleado es de 230.70, 31.05, 8.02 y 494.68 ug/kg de Mo, Se,
W y Ni respectivamente en base seca. En la FORSU de la delegacion Benito Juarez es de 13.15, 2.14
y 344.28 ug/kg de Mo, W y Ni en base seca, el Se probablemente se encuentre por debajo del limite
de deteccibn, pues no fue posible cuantificarlo.

La mejor relacién in6culo:sustrato para la FORSU de la delegacion Benito Juarez y el inéculo
empleado (lodo anaerobio de Grupo Modelo), en cuanto a los indices de alcalinidad y produccién de
metano, es de 6 g SV de indculo con 3 g SV de FORSU.

La actividad metanogénica especifica sin la adicion de iones metalicos ni nutrientes con formiato es de
0.47 + 0.08, con acetato 0.65 + 0.03 y con una mezcla de acidos grasos volatiles (acetato 2 g C/L,
propionato y butirato 0.5 g C/L respectivamente) de 1.59 + 0.31 g DQO/g SV d respectivamente, sin
embargo las pruebas con la mezcla de acidos grasos mostraron una reduccion en la produccion de
metano.
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6 Recomendaciones para trabajos futuros

Se sugiere para trabajos futuros en este tema estudiar concentraciones mayores de los iones
metdlicos en la digestion de la FORSU para descartar el uso de éstos como sustancias que maximizan
la producciéon de metano. De igual forma, probar estas concentraciones en un reactor en continuo, ya
gue en este trabajo los experimentos fueron realizados en un proceso por lotes.

Otra sugerencia importante seria el estudio de pruebas de actividad de cada una de las etapas de la
digestion anaerobia (hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis) con sustratos modelos,
la interaccién de estos sustratos y su afectacion al agregar iones metalicos.

Al usar el in6culo se recomienda tener especial cuidado en la manipulacién de éste, ademas de
considerar la forma de uso del inéculo, ya sea en forma granular o disgregado, ya que podria afectar
los resultados experimentales.

81



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

7 Referencias

Almeida, A., Nafarrete-Rivera, E., Alvarado, A., Cervantes-Ovalle, A., Luevanos, M. P.,
Oropeza, R., & Balagurusamy, N. (2011). Expresion genética en la digestion anaerobia: un
paso adelante en la comprension de las interacciones tréficas de esta biotecnologia. Acta
Quimica Mexicana, Revista Cientifica de la Universidad Auténoma de Coahuila Vol. 3 (6), pp.
14-34.

Ammary, B. (2004). Nutrients requirements in biological industrial wastewater treatment. African
Journal of Biotechnology Vol. 3 (4), pp. 236-238

Angelidaki, I., Karakashev, D., Batstone, D., Plugge, C., & Stams, A. (2011). Biomethanation
and its potential. Methods in Enzymology Vol. 494, pp. 327-351.

Aquino, S., Chernicharo, C., Foresti, E., Florencio Dos Santos, M., & Monteggia, L. (2007).
Metodologias para determinacdo da Atividade Metanogénica Especifica (AME) EM Lodos
Anaerdbios. Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambienta Vol. 12 (2), pp. 192-210.

Arvizu, J., & Huacuz , J. (2003). Biogas de rellenos sanitarios para produccion de electricidad.
Boletin Instituto de Investigaciones Eléctricas Octubre-Diciembre, pp. 118-123.

Azuara-Nieto, E., & Beristain-Guevara, C. (2007). Estudio termodinamico y cinético de la
adsorcion de agua en proteina de suero de leche. Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vo.
6 (3), pp. 359-365.

Babu, K., Nand, K., Srilatha, H., Srinath, K., & Madhukara, K. (1994). Improvement in
biomethanation of mango processing wastes by addition of plant derived additives. Biogas
Forum, pp. 16-19.

Banks, C., Zhang, Y., & Jiang, S. (2012). Trace elements requirements for stable food waste
digestion at elevated ammonia concentrations. Bioresource Technology Vol. 104, pp. 127-135.

Bender, M. L., & Brubacher, L. J. (1977). Catalisis y accidn enzimatica. Editorial Reverté.

Bioworks. (Abril de 2014). BIOWORKS. Recuperado el 16 de Enero de 2014, de
www.bioworks.com.mx

Biswas, J., Chowdlhury, R., & Bhattacharya, P. (2006). Kinetic studies of biogas generation
using municipal waste as feed stock. Enzyme and Microbial Technology Vol. 38 (3-4), pp. 493-
503.

82



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Bock, A. (2006). Encyclopedia of inorganic chemistry: Selenium proteins containing
selenocysteine. John Wiley & Sons.

Bonin A. S, Boone D. R. (2006). The Prokaryotes. The Order Methanomicrobiales. Editorial
Springer- Verlag Berlin H., pp. 231-243

Borja, R., Martin, B., Maestro, R., Luque, M., & Duran, M. (1993). Enhancement of the
anaerobic digestion of wine distillery wastewater by the removal of phenolic inhibitors.
Bioresource Technology Vol. 4 (2), pp. 99-104.

Buffiere, P., Loisel D., Bernet, N., & Delgenes, J. (2006). Towards new indicators for the
prediction of solid waste anaerobic digestion properties. Water Science Technology Vol. 53 (8),
pp. 233-241.

Carrillo, L. (2004). Energia de Biomasa 1° ed. S. S. Jujuy.

Cervantes, F. (2008). Reduccion de colorantes azo por distintos grupos microbianos en
consorcios anaerobios. Biotecnologia, Instituto Potosino de Investigacion Cientifica vy
Tecnoldgica, pp. 6-20.

Chowdri, S., Gupta, S., Banergy, S., & Chowdry, S. (1994). Evaluation of the potentiality of
three leaves for biogas production. Indian Forester Vol. 120 (8), pp. 720-728.

Clark, P., & Hillman, P. (1995). Enhancement of anaerobic digestion using duckweed (Lemna
minor) enriched with iron. Water and Environment Vol. 10 (2), pp. 92-95.

Clescerl, L., Greenberg, A., & Eaton, A. (1995). Standard Methods for Examination of Water &
Wastewater. American Public Health Association, American Water Works Association, & Water
Environment Federation.

Daoming, S., & Forster, C. (1993). An examination of the startup of a thermophilic upflow sludge
blanket reactor treating synthetic coffee waste. Environmental Technology Vol. 14 (10), pp. 956-
972.

Demirel, B., & Scherer, P. (2011). Trace element requirements of agricultural biogas digesters
during biological conversion of renewable biomass to methane. Biomass and Bioenergy Vol. 35
(3), pp. 992-998.

Deppenmeier U. (2002). The unigue biochemistry of methanogenesis. Progress in Nucleic Acid
Research and Molecular Biology Vol. 71, pp.223-283

Dhawale, M. (1996). Anaerobic fermentation with chemical inducers and higher solids for biogas
production. Project sponsored by MNES, 1993-1996, Shivasadan Renewable Energy
Research. Institute, Sangli, Maharashtra, India.

83



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Dianou, D., Miyaki, T., Asakawa, S., Morii, H., Nagaoka, K., Oyaizu, H. & Matsumoto, S. (2001).
Methanoculleus chikugoensis sp. nov., a novel methanogenic archaeon isolated from paddy
field soil in Japan, and DNA-DNA hybridization among Methanoculleus species. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology Vol.51, pp.1663—-1669.

Doyle, O., O'Malley, J., Clausen, E., & Gaddy, E. (1983). Kinetic improvements in the
production of methane from cellulosic residues. Institute of Gas Technology ETATS-UNIS
Energy from Biomas and Waste 7 Symposium, pp. 545-561.

Droste, R. (1997). Theory and Practice of water and wastewater treatment. Jonh Wiley & Sons
Inc.

Dubrovski, V., Plume, I., Kazulis, V., Celms, A., Kotelenees, V., & Zabarovski, E. (2012). Biogas
production potential from agricultural biomass and organic residues in Latvia. Engineering for
rural development Vol. 24, pp. 566-571

Edeline, F. (1980). Reacteurs anaerobies (digesteurs). In L'epuration Biologique des Eaux
Residuaires. Théorie et Technologie. Liege, Belgium: CEBEDOC.

Facchin, V., Cavinato, C., Fatone, F., Pavan, P., & Cecchi, F. (2012). Effect of trace elements
supplemntation on the mesophilic anaerobic digestion of foodwaste in batch trials: The influence
of inoculum origin. Biochemical Engineering Journal Vol. 70, pp. 71-77.

Frioni, L. (1999). Procesos Microbianos. Rio Cuarto, Argentina: Editorial de la Fundacion
Universidad Nacional de Rio Cuarto Argentina.

Fulekar, M. (2011). Environmental Biotechnology. CRC Press.

Gallegos-Garcia, M., Celis B., L., & Razo-Flores, E. (2010). Competencia por sustrato durante
el desarrollo de biomasa sulfatorreductora a partir de un lodo metanogénico en un reactor
UASB. Revista Internacional de Contaminacional Ambiental Vol. 26 (2), pp. 109-117.

Garcia J.L., Oliver B. y Whitman W.B. (2006). The Prokaryotes. The Order Methanomicrobiales.
Editorial Springer- Verlag Berlin H., pp 208-230

Gavala, H., & Ahring, B. (2002). Inhibition of the anaerobic digestion by linear-alkylbenzene
sulfonates. Biodegradation Vol. 13 (3), pp. 201-209.

Gavala, H., & Liberatos, G. (2001). Influence of anaerobic culture acclimation on the
degradation kinetics of various substrates. Biotechnology and Bioengineering Vol. 74 (3), pp.
181-195.

Gonzalez, G., Rustrian, E., Houbron, E., & Zamora, A. (2008). Impacto de la tasa de humedad
en la biodegradacion de los residuos solidos urbanos de la ciudad de Veracruz, México. Revista
Latinoamericana de Recursos Naturales Vol. 4 (3), pp. 336-341.

84



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Gupta, P., Singh, R., Sachan, A., Vidyarthi, A., & Gupta, A. (2012). A re-appraisal in
intensification of biogas production. Renewable and Sustainable Energy Reviews Vol. 16 (7),
pp. 4908-4916.

Huber R, Stetter KO (2001). Order |. Methanopyrales ord. nov. En DR Boone and RW
Castenholz, Bergey's (editores). Manual of Systematic Bacteriology Volume 1: The Archaea and
the deeply branching and phototrophic Bacteria (2da edicién). Editorial Springer Verlag Berlin H.
p. 169

Hwu, C., & Lettinga, G. (1997). Acute toxicity of oleate to acetate-utilizing methanogens in
mesophilic and thermophilic anaerobic sludges. Enzyme and Microbiology Technology Vol. 21
(4), pp. 297-301.

Igoni, H., Ayotamuno, M., Eze, C., Ogaji, S., & Probert, S. (2008). Designs of anaerobic
digesters for producing biogas from municipal solid-waste. Applied Energy Vol. 85 (6), pp. 430-
438.

IUBMB. (2013). International Union of Biochemistry and Molecular Biology. Recuperado el 12
de marzo de 2013, de http://www.iubmb.org/index.php?id=92

Jenkins, S. R., Morgan, J. M., & Sawyer, C. L. (1983). Measuring anaerobic sludge digestion
and growth by simple alkalimetric titration. Journal of the Water Pollution Control Federation Vol.
55 (5), pp. 448-453.

Jeris, J. (1983). Industrial Wastewater treatment using anaerobic fluidized bed reactors. Water
Science & Technology Vol. 15 (8), pp. 169-176.

Jones, J., & Stadtman, T. (1977). Methanococcus vannielii; culture and effects of selenium and
tungsten on growth. Journal of Bacteriology Vol. 130 (3), pp. 1404-1406.

Kalia, A., & Kanwar, S. (1989). Anaerobic fermentation of Ageratum for biogas production.
Biological Waste Vol. 32 (2), pp. 155-158.

Kendall M, Boone D. (2006). Cultivation of methanogens from shallow marine sediments at
Hydrate Ridge, Oregon. Archaea Vol. 2(1), pp. 31-8.

Koster, I., & Koomen , E. (1988). Ammonia inhibition of the maximum growth rate of
hydrogenotrophic methanogens at various pH-levels and temperatures. Applied Microbiology
and Biotechnology Vol. 28, pp. 500-505.

Lin, C. (1993). Effect of heavy metals in acidogenesis in anaerobic digestion. Water Research
Vol. 27 (1), pp.147-152.

Liu, Y., & Whitman, W. (2008). Metabolic, phylogenetic, and ecological diversity of the
Methanogenic Archaea. Annals of the New York Academy of Sciences Vol. 1125, pp. 171-189.

85



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Livera, J., McLaughlin, M., Hettiarachchi, K., & Beak, D. (2011). Cadmium solubility in paddy
soils: effects of soil oxidation, metal sulfides and competitive ions. Science of the total
environment Vol. 409 (8), pp. 1489-1497.

Lo, H., Chiu, H., Lo, S., & Lo, F. (2012). Effects of micro-nano and non micro-nano MSW| ashes
addition on MSW anaerobic digestion. Bioresource Technology Vol. 114, pp. 90-94.

Lo, H.-M. (2005). Metals behaviors of MSWI bottom ash co-digested anaerobically with MSW.
Resources Conservation & Recycling Vol. 43 (3), pp. 263-280.

Lomauro, C., Bakshi, A., & Labuza, T. (1985). Evaluation of food moisture sorption isotherm
equations. Part [|: Fruit, vegetable and meat products. Lebensmittel-Wissenschaft und-
Technologie, pp. 111-117.

McCarthy, P., & Mosey, F. (1991). Modelling of anaerobic digestion processes (a discussion of
concepts). Water Science & Technology Vol. 24 (8), pp. 17-33.

McCarty, P., & McKinney, R. (1961). Salt toxicity in anaerobic digestion. Journal of Water
Pollution Control Federation Vol. 33 (4), pp. 399-414.

Menisher, T., Metghalchi, M., & Gutoff, E. B. (2000). Mixing studies in bioreactors. Bioprocess
Engineering Vol. 22, pp. 115-120.

Metcalf, & Eddy. (1991). Wastewater Engineering, Treatment, Disposal and Reuse. New York:
McGraw-Hill.

Nielsen, S. (2010). Food Analysis Laboratory Manual. Nueva York: Springer.

NIH (2013). National Institute of Health, US Department of health and human services.
Recuperado el 13 de Octubre del 2013 de:
http://ods.od.nih.gov/search.aspx?zoom_query=TUNGSTEN.

Norgvist, A., & Roffey, R. (1983). Alternative method for monitoring the effect of inhibitors on
sulfate reduction. Microbiology Research Foundation Vol. 29 (5), pp. 111-123.

Noyola, A., & Tinajero, A. (2005). Effect of biological additives and micronutrients in the
anaerobic digestion of physicochemical sludge. Water Science & Techonolgy Vol. 52 (1), pp.
275-281.

NYU (2013). NYU Langone Medican Center. Recuperado el 2 de Octubre de 2013 de:
http://www.med.nyu.edu/content?ChunkliD=111707

Olsson, J., Bernesson, S., Rodhe, L., Salomon, E., & Hansson, P. (2010). Admixture of cereal
ash into liquid biogas digestate. RAMIRAN Treatment and use of non conventional organic
residues in agriculture. Lisbao, Portugal: FAO.

86



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Orta, M. T., Saucedo, G., & Tovar, L. R. (2009). Composicion y generacién de residuos sélidos
orbanos de la ciudad de México durante 2008-2009. s.1., s.n.

Patel , v., & Madamwar, D. (1994). Anaerobic digestion of a mixture of cheese whey, poultry
waste and cattle dung: a study of the use of adsorbents to improve digester performance.
Environmental Pollution Vol. 86 (3), pp. 337-340.

Patel, V., Patel, A., & Madamwar, D. (1992). Effect of adsorbents on anaerobic digestion of
water-hyacinth-cattle dung. Bioresource Technology Vol. 40 (2), pp. 179-181.

Pretti Rao, P., & Seenayya, G. (1994). Improvement of methanogenesis from cow dung and
poultry litter waste digesters by addition of iron. World Journal of Microbilogy. & Biotechnology
Vol. 10, pp. 211-214.

Raja, A., & Lee, C. (2012). Biomethanation of water hyacinth using additives under forced
mixing in a bio reactor. International Journal of Chemestry Reserarch, pp.15-24.

Rajaseskaran, P., Swaminathan, K., & Jayapragasam, M. (1989). Biogas production potential of
Euphorbia Tirucalli L. along with cattle manure. Biological Wastes Vol. 30 (1), pp. 75-77.

Ritmann, B., & McCarty, P. (2001). Environmental Biotechnology: Principles and Applications.
Boston: Mc Graw Hill.

Rojas , O. (2004). Capacidad tampon en reactores anaerobios. Curso sobre tratamiento
anaerobio de aguas residuales. Programa de Posgrado en Ingenieria Sanitaria y Ambiental,
Universidad del Valle. Cali, Colombia.

Rongyul, H., Yuexiangl, Y., Zhyying, Y., Xianofengl, L., Yinzgangl, L., Xudong, L., y otros.
(2008). Selection of combined additives for enhancing biogas production in anaerobic digestion.
Transactions of the Chineses Society of Agricultural Engineering, pp. 181-185.

Rozzi, A. (1986). Parametros de operaciébn y control de los procesos anerobios. Tercer
Seminario sobre dealespuracion anaerébica de aguas residuales. Valladolid, Espafa.

Sakai S., Imachi H., Hanada S., Ohashi A., Harada H.y Kamagata Y. (2008). Methanocella
paludicola gen. nov., sp. nov., a methane-producing archaeon, the first isolate of the lineage
'Rice Cluster I', and proposal of the new archaeal order Methanocellales ord. nov. Internal
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology Vol. 58, pp. 929-936.

Satyanarayan, S., Murkute, P., & Ramakant. (2008). Biogas production enhancement by
Brassica Campestris amendment in cattle dung digesters. Biomass and Energy Vol. 32 (3), pp.
210-215.

Sharma D. A. (2013). Low Nickel diet in dermatology. Indian Journal of Dermatology Vol. 58 (3),
pp. 240-243.

87



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

Schattauer, A., Abdoun, E., Weiland, P., & Plochl, M. (2011). Abundance of trace Elements in
demonstration biogas plants. Biosystems Engineering Vol. 108 (1), pp. 57-65.

Scherer, P.,, & Sahm, H. (1981). Effect of trace elements and vitamins on the growth of
Methanosarcina barkeri. Acta Biotecnoldgica Vol. 1 (1), pp. 57-65.

Schonheit, P., & Thauer, R. (1979). Nickel, Cobalt and Molybdenum requirement for growth of
Methanobacterium thermoautotrophicum. Archives of Microbiology Vol. 123 (1), pp.105-107.

SENER. (2010). Secretaria de Energia. Recuperado el Octubre de 7 de 2012, de
http://www.renovables.gob.mx/portal/Default.aspx?id=2195&lang=2

Singh, S., Kumar, S., Jain, M., & Dinesh, K. (2001). Increased biogas production using microbial
stimulants. Bioresource Technology Vol. 78 (3), pp.313-316.

Slonczewski, J., & Foster, J. (2009). Microbiology: An evolving Science. New York: W.W.
Norton & Company Inc.

Somayaji, D., & Khanna, S. (1994). Biomethanation of rice and wheat straw. World Journal
Microbiology Biotechnology Vol. 10 (5), pp. 521-523.

Soto, M., Méndez, R., & Lerma, M. (1993). Methanogenic and non-methanogenic activity test.
Theoretical basis and experimental set up. Water Research Vol. 27 (8), pp. 1361-1376.

Speece, R. (1996). Anaerobic Biotechnology for Industrial Wastewaters. Tennessee, USA:
Archae Press.

Speece, R., Gene, F., & Gallagher, D. (1983). Nickel Stimulation of anaerobic digestion. Water
Research Vol. 17 (6), pp. 677-683.

SPOBD. (1979). Biogas technology and utilization. Chengdu Seminar, Sichuan Provincial Office
of Biogas Development. China: Sichuan, P.R.

Taylor, G., & Pirt, S. (1977). Nutrition and factors limiting the growth of a methanogenic bacteria.
Archives of Microbiology Vol. 113, pp. 17-22.

Tchobanoglous G., & Burton, F. (1991). Waste-water engineering: treatment disposal and
reuse. New York: Mc. Graw Hill.

Ulmanu, M., Maranon, E., Fernandez, Y., Castrillo'n, L., Anger, I., & Dumitriu, D. (2003).
Removal of copper and cadmium ions from aqueous solutions by low cost and waste
adsorbents. Water, Air and Soil Pollution Vol. 142 (1-4), pp. 357-373.

USDA (2012). U.S. Department of Agriculture; USDA National Nutrient Database for Standard
Reference. Recuperado el 13 de Octubre de 2013 de:
http://www.ars.usda.gov/main/site_main.htm?modecode=12-35-45-00.

88



Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos
L — ]

Referencias

US EPA. (s.f.). Environmental Protection Agency. Recuperado el 29 de Octubre de 2012, de
http://www.epa.gov/agstar/documents/Riggle_11_26_07.pdf

USEPA. (1995). Industrial waste treatment a field study training program, volume 2. California,
USA: Sacramento and California Water Pollution Control Association for the USEPA.

Vignais, P., & Billoud, B. (2007). Occurrence, classification and biological function of
hydrogenases: an overview. Chemical Reviews Vol. 107 (10), pp. 4206-4272.

Voet, D., & Voet, J. (2007). Fundamentos de Bioquimica. Madrid: Editorial Médica
Panamericana.

Weizhang, Z., Zhongzgi, Z., Wei, Q., & Liu, P. (2011). Comparison of chemical and biological
pre treatment of corn straw for biogas production by anaerobic digestion. Renewable Energy
Vol. 36 (6), pp. 1875-1879.

Whitman, W., Ankwanda, E., & Wolfe, R. (1982). Nutriton and carbon metabolism of
Methanoccus voltae. Journal of Bacteriology Vol. 149 (3), pp. 853-853.

Whitman, W. B. y Jeanthon, C. (2006). The Prokaryotes. Methanococcales. Editorial Springer-
Verlag Berlin H., pp. 257-273

Winkler, M. (1986). Tratamiento Bioldgico de Aguas de Desecho. Ciudad de México: Limusa.

Yen, H., & Brune, D. (2007). Anaerobic co.digestion of algal sludge and waste paper to produce
methane. Bioresource Technology Vol. 98, pp. 130-134.

Zayed, G., & Winter, J. (2000). Inhibition of methane production for whey by heavy metals
protective effect of sulfide. Applied Microbiology and Biotechnology Vol. 53 (6), pp. 726-731.

Zhou, H., & Qiu, G. (2006). Inhibition effect of ammonia on specific methanogenic activity of
anaerobic granular sludge. Journal Sputh University of Technology Vol. 13 (1), pp. 63-67.

89



Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos

Anexos

Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de

e e—

8 Anexos

ANEXO 1.

Resultados de la cantidad a muestrear de FORSU de la Delegacién Benito Juéarez

Composicion fisica de los residuos solidos en la estacion de transferencia de la delegacion
Benito Juarez durante el 2008 (Orta, et al., 2009) y datos calculados para la obtencién de

muestra.
Datos de Orta et al., 2009 Valores Calculados (ecuacion)
Subproducto % Peso

Peso [kg] P q n [kg]
Pafial desechable, toallas femeninas 48.25 3.84 0.038 0.962 226.750
Plasticos
PET (Polietilen-tereftalato) 22.00 1.75 0.017 0.983 105.632
HDPE-PEAD (Polietileno de alta densidad) 52.75 4.19 0.042 0.958 246.975
PVC (Policloruro de vinilo) 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
LDPE-PEBD (Palietileno de baja densidad) 82.75 6.58 0.066 0.934 377.789
PP(Polipropileno) 18.30 1.45 0.015 0.985 88.130
PS(Poliestireno) 21.15 1.68 0.017 0.983 101.621
Materiales orgénicos
Alimenticios 328.10 26.09 0.261 0.739 1185.139
Residuos de jardineria 294.70 23.43 0.234 0.766 1102.738
Trapo 17.10 1.36 0.014 0.986 82.431
Vidrio 0.000 1.000 0.000
Vidrio Transparente 13.25 1.05 0.011 0.989 64.070
Vidrio de color 11.55 0.92 0.009 0.991 55.926
Tenis 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Zapatos 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Otros
Bajo alfombra / Borra 0.10 0.01 0.000 1.000 0.489
Cera parafina 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Chécharas 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Muebles 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Fibra de vidrio 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Colchén 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Electrénicos 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Algodén 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Cartén
Carton liso 46.70 3.71 0.037 0.963 219.747
Carto6n corrugado 3.70 0.29 0.003 0.997 18.029
Otros cartones 3.50 0.28 0.003 0.997 17.057
Envase de cartdn tetrapak 15.00 1.19 0.012 0.988 72.430
Cuero 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Residuo fino 44.90 3.57 0.036 0.964 211.591
Residuo grueso 1.70 0.14 0.001 0.999 8.297
Fibra dura vegetal 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Fibra sintética 0.10 0.01 0.000 1.000 0.489
Hueso 9.70 0.77 0.008 0.992 47.038
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Datos de Orta et al., 2009

Valores Calculados (ecuacion)

Subproducto % Peso
Peso [kg] P q n [kg]

Hule
Llantas de automovil 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Llantas de camioneta 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Llantas de camién 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Otros hules 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Latas
Lata aluminio 0.70 0.06 0.001 0.999 3.419
Lata metdlica 14.50 1.15 0.012 0.988 70.044
Losay ceramica 5.90 0.47 0.005 0.995 28.698
Madera 7.40 0.59 0.006 0.994 35.951
Material construccion 18.40 1.46 0.015 0.985 88.604
Material ferroso 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Aluminio 2.40 0.19 0.002 0.998 11.706
Bronce 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Cobre 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Pilas eléctricas 0.35 0.03 0.000 1.000 1.710
Otros materiales no ferrosos
Acero inoxidable 0.00 0.00 0.000 1.000 0.000
Papel
Papel Bond 38.85 3.09 0.031 0.969 183.994
Periodico 27.45 2.18 0.022 0.978 131.219
Revista 0.40 0.03 0.000 1.000 1.954
Papel higiénico 106.10 8.44 0.084 0.916 474.766
Peso total de residuos caracterizados 1257.75 100.00
Peso total de la muestra de caracterizacion 1270.00 99.40
% Error 0.60 0.75
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ANEXO II.
Resultados de la cuantificacion de subproductos. Etapa 1.

Resultados obtenidos de la etapa 1 referente a la cuantificacion de subproductos de los
residuos organicos muestreados, provenientes de 24 camiones de la estacion de transferencia
Benito Juéarez.

Tipo de residuo organico 1° dia 2°dia Promedio
Cascaras de fruta y vegetales 16.40 20.20 18.30
Carne y pescado (huesos, grasa y piel) 3.40 1.40 2.40
Plantas y flores de hogar 28.20 21.60 24.90
Otros compostables 1.00 2.60 1.80
Inorgénicos presentes 0.00 121 0.61
Pasta, pan y cereal 0.00 0.18 0.09
Productos lacteos y cascaron de huevo 0.00 0.11 0.06
Dulces, galletas y pasteles 0.00 0.00 0.00
Bolsas de té, filtros de café y tierra 0.00 0.00 0.00
Restos de animales 0.00 0.00 0.00
Total de residuos orgéanicos 49.00 47.30 48.15
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ANEXO Il

Resultados Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano con diferentes relaciones de
in6culo:sustrato en el equipo de potencial bioquimico de metano. Etapa 2.

Resultados de valores promedio obtenidos del volumen acumulado de metano para cada
relacion indculo:sustrato.

Volumen acumulado [L]

Tiempo [dias] Blanco 6:12 R=0.5 6:6 R=1 6:3 R=2 6:1.5 R=4

V [mL] S V [mL] S V [mL] S V [mL] S V [mL] S
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1 0.056 0.004 0.307 0.015 0.386 0.020 0.390 0.014 0.225 0.005
2 0.072 0.005 0.323 0.017 0.548 0.057 0.561 0.017 0.314 0.005
3 0.086 0.004 0.322 0.018 0.675 0.113 0.643 0.024 0.370 0.007
4 0.099 0.004 0.319 0.023 0.789 0.136 0.687 0.030 0.398 0.009
5 0.109 0.006 0.311 0.031 0.904 0.146 0.717 0.036 0.409 0.011
6 0.117 0.006 0.304 0.031 0.962 0.140 0.739 0.042 0.418 0.010
7 0.125 0.006 0.298 0.030 1.021 0.114 0.763 0.049 0.424 0.008
8 0.133 0.007 0.291 0.030 1.092 0.091 0.801 0.052 0.430 0.008
9 0.141 0.004 0.284 0.030 1.221 0.091 0.872 0.058 0.436 0.004
10 0.150 0.003 0.276 0.030 1.376 0.093 1.019 0.104 0.456 0.004
11 0.156 0.003 0.278 0.030 1.556 0.154 1.131 0.031 0.527 0.006
12 0.160 0.003 0.278 0.030 1.823 0.198 1.161 0.019 0.564 0.006

Valores obtenidos para los indices de alcalinidad para cada relacion indculo:sustrato. Se us6

H,SO, 0.8 M.
Relacion pH Volumen 1 Volumen 2 ALFA 1B
Blanco A 7.13 14.1 17.2 0.450 0.5495
Blanco B 7.12 13.9 17.1 0.448 0.5516
Blanco C 7.17 0.0 31.4 0.000 1.0000
R 6:12 A 541 0.0 29.7 0.000 1.0000
R6:12B 5.39 0.0 30.5 0.000 1.0000
R6:12C 5.39 25.4 33.0 0.435 0.5651
R 6:6 A 7.52 25.8 33.4 0.436 0.5642
R 6:6 B 7.55 24.7 32.8 0.430 0.5704
R6:6C 7.60 17.4 26.6 0.395 0.6045
R6:3A 7.32 17.1 26.6 0.391 0.6087
R 6:3B 7.33 17.5 26.5 0.398 0.6023
R6:3C 7.43 17.4 22.0 0.442 0.5584
R6:15A 7.21 17.1 22.2 0.435 0.5649
R6:1.5B 7.22 17.5 22.4 0.439 0.5614
R6:1.5C 7.26 14.1 17.2 0.450 0.5495
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ANEXO IV
Resultados del Desarrollo experimental de la técnica de actividad metanogénica. Etapa 3.

Resultados obtenidos de la AME con formiato.

Formiato Formiato Formiato Formiato Formiato Formiato Formiato Formiato Formiato

Tiempo Tiempo Tiempo

[h] A B C (h] A B c h] A B C
[ML CHs [mL CHs [mL CHy [ML CHs [mLCHs [mL CHy [ML CH, [mL CHs [mL CHy
0.00 0.0 0.0 0.0 40.25 2315 1837 185.9 80.50 485.7 388.4 385.6
0.25 8.1 7.8 5.9 40.50 232.9 184.9 187.1 80.75 487.6 389.8 386.9
0.50 9.0 8.4 7.6 40.75 234.4 186.1 188.5 81.00 489.4 391.2 388.2
0.75 9.8 9.1 8.1 41.00 235.9 187.4 189.8 81.25 491.3 392.6 389.4
1.00 10.7 9.8 8.7 41.25 237.3 188.7 191.2 81.50 493.1 394.0 390.7
1.25 11.6 10.5 9.2 41.50 238.8 190.0 1925 81.75 494.9 395.3 392.0
1.50 12.4 11.1 9.8 41.75 240.3 191.3 193.9 82.00 496.8 396.7 393.3
1.75 13.3 11.8 10.4 42.00 241.8 192.6 195.2 82.25 498.6 398.1 394.6
2.00 14.2 12.5 10.9 42.25 243.3 193.9 196.4 82.50 500.4 3995 395.8
2.25 15.0 13.1 11.5 42.50 245.0 195.2 197.7 82.75 502.1 400.9 397.1
2.50 15.8 13.8 12.0 42.75 246.7 196.5 199.0 83.00 503.8 402.3 398.3
2.75 16.5 14.5 12.6 43.00 2483 197.8 200.3 83.25 505.5 403.7 399.6
3.00 17.3 15.1 13.1 43.25 250.0 199.1 2015 83.50 507.2 405.1 400.8
3.25 18.1 15.7 13.7 43.50 251.5 200.3 202.8 83.75 509.0 406.5 402.0
3.50 18.9 16.4 14.2 43.75 252.9 201.5 204.0 84.00 510.9 407.9 4033
3.75 19.6 17.0 14.9 44.00 254.4 202.8 205.3 84.25 512.7 409.3 404.6
4.00 20.4 17.6 15.7 44.25 255.8 204.0 206.5 84.50 5145 410.6 405.9
4.25 21.2 18.2 16.5 44.50 257.3 205.2 207.8 84.75 516.4 412.0 407.2
450 22.0 18.9 17.3 4475 258.8 206.4 209.0 85.00 518.3 4134 4085
4.75 23.0 19.5 18.1 45.00 260.3 207.6 2102 85.25 520.2 414.8 409.9
5.00 24.1 20.1 18.9 45.25 261.8 208.8 2113 85.50 522.1 416.2 4111
5.25 25.2 20.8 19.7 4550 2633 210.0 2125 85.75 523.8 417.6 4123
5.50 26.3 21.4 20.5 45.75 264.8 2112 2136 86.00 525.6 419.0 4136
5.75 27.3 22.4 21.3 46.00 266.4 2123 2148 86.25 527.3 420.4 4148
6.00 28.4 23.3 22.2 46.25 267.9 2135 216.0 86.50 529.0 421.9 416.0
6.25 29.5 24.2 23.2 46.50 269.5 2147 2171 86.75 530.9 4235 4173
6.50 30.7 25.2 24.2 46.75 2711 21538 2182 87.00 532.8 425.0 418.6
6.75 31.9 26.1 25.1 47.00 2726 216.9 219.4 87.25 534.7 426.6 419.9
7.00 33.1 27.0 26.1 47.25 273.9 218.0 2205 87.50 536.6 4281 4212
7.25 34.3 28.0 27.1 47.50 275.2 219.2 2216 87.75 5385 429.7 4225
7.50 35.5 28.9 28.1 47.75 276.6 2203 2228 88.00 540.4 431.3 4238
7.75 36.8 29.9 29.1 48.00 277.9 221.4 224.0 88.25 542.4 432.8 4252
8.00 38.1 30.9 30.2 48.25 279.2 2226 2253 88.50 544.3 434.4 4267
8.25 39.4 31.9 313 48.50 280.7 2238 226.6 88.75 546.3 436.0 4282
8.50 40.8 32.9 32.4 48.75 282.2 225.0 228.0 89.00 548.2 437.6 4298
8.75 421 33.9 335 49.00 2838 226.2 2293 89.25 550.2 439.3 4313
9.00 435 34.8 345 49.25 285.4 2274 230.6 89.50 552.0 440.9 432.8
9.50 46.1 36.9 36.6 49.75 288.3 229.9 233.0 90.00 555.3 4441 4355
9.75 47.4 37.9 37.7 50.00 289.8 231.1 2342 90.25 556.9 4457 436.9
10.00 48.8 39.0 38.7 50.25 291.2 2323 235.4 90.50 558.5 447.3 4383
10.25 50.1 40.0 39.7 50.50 292.6 2335 236.6 90.75 560.0 448.9 4397
10.50 51.4 411 40.7 50.75 294.0 2348 2378 91.00 561.5 450.5 4411
10.75 52.8 421 418 51.00 2955 236.0 239.0 91.25 562.9 452.1 4425
11.00 54.1 432 428 51.25 297.0 237.2 2403 91.50 564.4 453.7 4439
11.25 55.5 44.2 438 51.50 2985 238.4 2415 91.75 565.9 455.3 4453
11.50 56.8 452 448 51.75 300.0 239.7 2428 92.00 566.2 457.0 4467
11.75 58.2 46.2 458 52.00 3015 240.9 244.0 92.25 566.2 458.9 447.9
12.00 59.5 47.3 46.8 52.25 302.9 242.1 2452 92.50 566.3 460.8 449.1
12.25 60.9 48.3 478 52.50 304.4 2433 2465 92.75 566.3 462.6 450.3
12.50 62.3 49.3 48.9 52.75 305.8 2445 2477 93.00 566.3 464.2 4515
12.75 63.6 50.4 49.9 53.00 307.2 2457 248.9 93.25 566.3 465.5 452.7
13.00 65.0 51.5 51.0 53.25 308.7 246.9 250.1 93.50 566.4 466.9 453.9
13.25 66.5 52.6 52.1 53.50 3103 248.2 251.4 93.75 566.4 468.2 4552
13.50 68.0 53.7 53.2 53.75 312.0 249.4 252.6 94.00 566.4 469.6 456.4
13.75 69.6 54.8 54.3 54.00 3136 250.6 253.9 94.25 566.4 471.0 457.7
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. Formiato Formiato Formiato . Formiato Formiato Formiato . Formiato Formiato Formiato
Tiempo Tiempo Tiempo
ih] A B C h] A B C h] A B C
[mL CHs] [mL CHs [mL CHy] [mL CHs] [mL CH, [mL CH] [mL CHs] [mLCH, [mL CH,]
14.00 71.1 55.9 55.4 54.25 315.3 251.8 255.1 94.50 566.5 472.5 458.9
14.25 72.7 57.0 56.6 54.50 316.8 253.1 256.4 94.75 566.5 474.0 460.1
14.50 74.1 58.2 57.7 54.75 318.2 254.3 257.6 95.00 566.5 475.5 460.5
14.75 75.5 59.3 58.9 55.00 319.7 255.5 258.9 95.25 566.5 477.0 460.5
15.00 76.9 60.5 60.1 55.25 321.1 256.8 260.1 95.50 566.6 478.5 460.6
15.25 78.3 61.6 61.2 55.50 322.5 258.0 261.2 95.75 566.6 480.0 460.6
15.50 79.7 62.8 62.4 55.75 323.9 259.1 262.4 96.00 566.6 481.4 460.6
15.75 81.2 64.0 63.6 56.00 325.4 260.3 263.6 96.25 566.6 482.8 460.6
16.00 82.9 65.2 64.8 56.25 326.9 261.5 264.8 96.50 566.7 484.3 460.7
16.25 84.6 66.4 66.0 56.50 328.4 262.6 265.9 96.75 566.7 485.9 460.7
16.50 86.2 67.6 67.3 56.75 329.9 263.8 267.1 97.00 566.7 487.5 460.7
16.75 87.9 68.8 68.5 57.00 331.4 265.0 268.4 97.25 566.7 489.2 460.7
17.00 89.4 70.0 69.8 57.25 332.9 266.1 269.6 97.50 566.8 490.8 460.8
17.25 91.0 71.2 71.0 57.50 334.4 267.3 270.8 97.75 566.8 492.4 460.8
17.50 92.5 72.5 72.2 57.75 335.9 268.5 272.0 98.00 566.8 493.9 460.8
17.75 94.1 73.8 73.4 58.00 337.4 269.6 273.2 98.25 566.8 495.5 460.8
18.00 95.6 75.1 74.6 58.25 338.9 270.8 274.4 98.50 566.8 497.0 460.9
18.25 97.1 76.4 75.8 58.50 340.5 272.0 275.5 98.75 566.9 498.6 460.9
18.50 98.7 77.7 77.0 58.75 342.0 273.3 276.6 99.00 566.9 500.2 460.9
18.75 100.2 78.9 78.2 59.00 343.6 274.5 277.7 99.25 566.9 501.8 460.9
19.00 101.7 80.2 79.5 59.25 345.1 275.7 278.8 99.50 566.9 503.3 461.0
19.25 103.2 814 80.8 59.50 346.6 277.0 279.9 99.75 567.0 504.9 461.0
19.50 104.8 82.7 82.1 59.75 348.1 278.2 281.0 100.00 567.0 506.5 461.0
19.75 106.3 83.9 83.4 60.00 349.6 279.4 282.3 100.25 567.0 508.1 461.0
20.00 107.8 85.2 84.7 60.25 351.0 280.7 283.6 100.50 567.0 509.7 461.0
20.25 109.4 86.3 86.0 60.50 352.5 281.9 284.9 100.75 567.1 511.3 461.1
20.50 110.8 87.5 87.3 60.75 354.1 283.1 286.2 101.00 567.1 513.0 461.1
20.75 112.3 88.6 88.5 61.00 355.8 284.3 287.6 101.25 567.1 514.6 461.1
21.00 113.8 89.7 89.7 61.25 3575 285.6 288.8 101.50 567.1 516.2 461.1
21.25 115.2 90.8 91.0 61.50 359.2 286.9 289.9 101.75 567.2 517.8 461.2
21.50 116.7 92.0 92.2 61.75 360.9 288.3 290.9 102.00 567.2 5194 461.2
21.75 118.1 93.1 93.4 62.00 362.4 289.6 292.0 102.25 567.2 521.1 461.2
22.00 119.6 94.3 94.6 62.25 363.9 291.0 293.1 102.50 567.2 522.8 461.2
22.25 121.0 95.4 95.7 62.50 365.5 292.3 294.2 102.75 567.3 524.5 461.3
22.50 122.4 96.6 96.8 62.75 367.0 293.7 295.3 103.00 567.3 526.1 461.3
22.75 1239 97.7 98.0 63.00 368.5 295.0 296.7 103.25 567.3 527.8 461.3
23.00 125.4 98.9 90.1 63.25 370.2 296.4 298.0 103.50 567.3 529.3 461.3
23.25 127.0 100.0 100.2 63.50 371.9 297.7 2994 103.75 567.4 530.8 461.4
23.50 128.6 101.2 101.5 63.75 373.6 299.1 300.7 104.00 567.4 532.3 461.4
23.75 130.3 102.3 102.8 64.00 375.3 300.4 302.1 104.25 567.4 533.8 461.4
24.00 131.9 103.5 104.1 64.25 376.8 301.8 303.5 104.50 567.4 535.2 461.4
24.25 133.4 104.6 105.5 64.50 378.4 303.1 304.9 104.75 567.5 536.6 461.5
24.50 134.8 105.8 106.8 64.75 380.0 304.5 306.3 105.00 567.5 537.9 461.5
24.75 136.3 107.0 108.1 65.00 3815 305.8 307.7 105.25 567.5 539.3 461.5
25.00 137.8 108.3 109.5 65.25 383.1 307.2 309.1 105.50 567.5 540.6 461.5
25.25 139.2 109.6 1109 65.50 384.9 308.6 3104 105.75 567.6 541.3 461.6
25.50 140.8 111.0 112.3 65.75 386.6 310.0 311.8 106.00 567.6 541.3 461.6
25.75 142.4 112.3 113.6 66.00 388.4 3114 313.1 106.25 567.6 541.4 461.6
26.00 144.0 113.6 115.0 66.25 390.1 312.8 314.4 106.50 567.6 541.4 461.6
26.25 145.6 1149 116.4 66.50 391.8 314.2 315.7 106.75 567.7 541.4 461.7
26.50 147.2 116.2 117.7 66.75 3934 315.6 317.1 107.00 567.7 541.4 461.7
26.75 148.7 117.5 119.0 67.00 395.0 316.9 318.4 107.25 567.7 541.5 461.7
27.00 150.2 118.8 120.3 67.25 396.7 318.3 319.8 107.50 567.7 541.5 461.7
27.25 151.8 120.0 121.7 67.50 398.3 319.7 321.1 107.75 567.8 541.5 461.8
27.50 153.3 121.3 123.0 67.75 400.0 321.0 322.4 108.00 567.8 541.5 461.8
27.75 154.8 122.5 124.3 68.00 401.6 3224 323.8 108.25 567.8 541.6 461.8
28.00 156.4 123.8 125.6 68.25 403.3 323.8 325.0 108.50 567.8 541.6 461.8
28.25 158.0 125.0 126.9 68.50 405.0 325.2 326.3 108.75 567.9 541.6 461.9
28.50 159.6 126.3 128.2 68.75 406.5 326.6 3275 109.00 567.9 541.6 461.9
28.75 161.2 127.5 129.5 69.00 408.1 328.1 328.8 109.25 567.9 541.7 461.9
29.00 162.8 128.7 130.7 69.25 409.7 3294 330.0 109.50 567.9 541.7 461.9
29.25 164.3 130.0 131.9 69.50 411.2 330.6 331.3 109.75 568.0 541.7 462.0
29.50 165.8 131.2 133.1 69.75 412.8 331.9 3325 110.00 568.0 541.7 462.0
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. Formiato Formiato Formiato . Formiato Formiato Formiato . Formiato Formiato Formiato
Tiempo Tiempo Tiempo
ih] A B C h] A B C h] A B C
[mL CHs] [mL CHs [mL CHy] [mL CHs] [mL CH, [mL CH] [mL CHs] [mLCH, [mL CH,]

29.75 167.3 1325 134.2 70.00 414.3 333.1 333.7 110.25 568.0 541.8 462.0
30.00 168.9 133.7 135.4 70.25 415.8 334.4 335.0 110.50 568.0 541.8 462.0
30.25 170.5 135.0 136.6 70.50 417.4 335.7 336.2 110.75 568.1 541.8 462.1
30.50 172.0 136.2 137.9 70.75 418.9 336.9 337.4 111.00 568.1 541.8 462.1
30.75 173.6 1375 139.2 71.00 420.5 338.0 338.7 111.25 568.1 541.8 462.1
31.00 175.2 138.7 140.5 71.25 422.1 339.2 339.9 111.50 568.1 541.9 462.1
31.25 176.8 139.9 141.8 71.50 423.8 340.4 341.0 111.75 568.2 541.9 462.2
31.50 178.4 141.2 143.1 71.75 425.4 341.6 342.2 112.00 568.2 541.9 462.2
31.75 179.9 142.4 144.4 72.00 427.1 342.8 343.4 112.25 568.2 541.9 462.2
32.00 181.5 143.7 145.7 72.25 428.7 344.2 344.6 112.50 568.2 542.0 462.2
32.25 183.1 145.0 147.0 72.50 430.4 3455 345.7 112.75 568.3 542.0 462.3
32.50 184.7 146.3 148.2 72.75 432.0 346.8 346.9 113.00 568.3 542.0 462.3
32.75 186.2 1475 1495 73.00 433.6 348.1 348.0 113.25 568.3 542.0 462.3
33.00 187.7 148.8 150.8 73.25 435.3 349.4 349.1 113.50 568.3 542.1 462.3
33.25 189.3 150.0 152.0 73.50 437.0 350.7 350.3 113.75 568.4 542.1 462.4
33.50 190.8 151.2 153.1 73.75 438.7 352.1 351.4 114.00 568.4 542.1 462.4
33.75 192.3 152.3 154.3 74.00 440.4 3534 352.6 114.25 568.4 542.1 462.4
34.00 193.8 153.5 1554 74.25 442.1 354.7 353.7 114.50 568.4 542.2 462.4
34.25 195.2 154.7 156.6 74.50 443.8 356.1 355.0 114.75 568.5 542.2 462.5
34.50 196.7 155.8 157.8 74.75 4455 357.4 356.2 115.00 568.5 542.2 462.5
34.75 198.2 157.0 159.0 75.00 447.2 358.7 357.4 115.25 568.5 542.2 462.5
35.00 199.7 158.2 160.3 75.25 448.9 360.0 358.7 115.50 568.5 542.3 462.5
35.25 201.1 159.5 161.5 75.50 450.6 361.3 359.9 115.75 568.6 542.3 462.6
35.50 202.6 160.8 162.8 75.75 452.4 362.6 361.2 116.00 568.6 542.3 462.6
35.75 204.0 162.0 164.1 76.00 454.1 363.9 362.4 116.25 568.6 542.3 462.6
36.00 205.5 163.3 165.4 76.25 455.9 365.3 363.7 116.50 568.6 542.4 462.6
36.25 207.0 164.5 166.6 76.50 457.6 366.6 364.9 116.75 568.7 542.4 462.7
36.50 208.5 165.6 167.9 76.75 459.3 368.0 366.2 117.00 568.7 542.4 462.7
36.75 210.0 166.7 169.1 77.00 461.0 369.3 367.5 117.25 568.7 542.4 462.7
37.00 2115 167.9 170.4 77.25 462.8 370.7 368.8 117.50 568.7 5425 462.7
37.25 2131 169.0 171.7 77.50 464.5 372.0 370.1 117.75 568.8 5425 462.8
37.50 2145 170.2 1729 77.75 466.2 373.3 3714 118.00 568.8 542.5 462.8
37.75 216.0 171.3 174.1 78.00 467.9 374.7 372.7 118.25 568.8 542.5 462.8
38.00 2174 172.6 175.3 78.25 469.6 376.0 374.0 118.50 568.8 542.6 462.8
38.25 218.9 173.9 176.4 78.50 471.3 377.3 375.3 118.75 568.9 542.6 462.9
38.50 220.4 175.2 177.6 78.75 473.1 378.7 376.6 119.00 568.9 542.6 462.9
38.75 222.0 176.5 178.8 79.00 474.9 380.0 377.9 119.25 568.9 542.6 462.9
39.00 223.6 177.8 179.9 79.25 476.7 3814 379.2 119.50 568.9 542.7 462.9
39.25 225.3 179.0 181.1 79.50 478.5 382.8 380.4 119.75 569.0 542.7 463.0
39.50 227.0 180.2 182.3 79.75 480.3 384.1 381.7 120.00 569.0 542.7 463.0
39.75 228.6 181.4 183.5 80.00 482.1 385.5 383.0

40.00 230.0 182.5 184.7 80.25 483.9 386.9 384.3

Resultados obtenidos de la AME con acetato.

. Acetato Acetato . Acetato Acetato
Tiempo Tiempo
[h] A B [h] A p
[mL CHa] [mL CHa] [mL CHa] [mL CH.]
1 4.9 1.1 25 60.45 58.4
2 10.8 4.2 26 60.50 58.4
3 16.9 9.2 27 60.55 58.5
4 24.3 14.9 28 60.60 58.5
5 315 21.7 29 60.65 58.6
6 39.0 28.9 30 60.70 58.6
7 46.4 36.5 31 60.75 58.7
8 53.4 44.2 32 60.80 58.7
9 58.0 50.9 33 60.85 58.8
10 59.1 55.1 34 60.90 58.8
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Ti Acetato Acetato . Acetato Acetato

iempo Tiempo

[h] A B [h] A p

[mL CHy] [mL CH,] [mL CHy] [mL CH,]

11 60.1 57.5 35 60.95 58.9
12 60.6 57.8 36 61.00 58.9
13 60.6 58.4 37 61.05 59.0
14 60.8 59.0 38 61.10 59.0
15 61.0 59.0 39 61.15 59.1
16 61.0 59.1 40 61.20 59.1
17 60.9 59.1 41 61.25 59.1
18 60.7 58.8 42 61.30 59.2
19 60.4 58.5 43 61.35 59.2
20 60.2 58.1 44 61.40 59.3
21 60.25 58.2 45 61.45 59.3
22 60.30 58.2 46 61.50 59.4
23 60.35 58.3 47 61.55 59.4
24 60.40 58.3 48 61.60 59.5

Resultados obtenido de la AME con mezcla de acidos grasos volatiles, acetato, propionato y

butirato)
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
. AGVs AGVs AGVs . AGVs AGVs AGVs . AGVs AGVs AGVs
Tiempo Tiempo Tiempo
[h] A B C (h] A B C (] A B C
[mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL
CH,] CH,J CH,J CH,J CH,J CH,J CH,] CH,] CH,J
0.00 0.00 0.00 0.00 15.25 7.80 15.00 7.80 30.50 8.50 15.70 8.50
0.25 3.70 8.60 7.10 15.50 7.80 15.00 7.80 30.75 8.50 15.70 8.50
0.50 7.20 9.90 7.10 15.75 7.90 15.00 7.80 31.00 8.50 15.70 8.50
0.75 7.20 11.30 7.10 16.00 7.90 15.00 7.80 31.25 8.60 15.70 8.50
1.00 7.20 12.70 7.10 16.25 7.90 15.00 7.80 31.50 8.60 15.70 8.50
1.25 7.20 14.00 7.20 16.50 7.90 15.10 7.80 31.75 8.60 15.70 8.50
1.50 7.20 14.40 7.20 16.75 7.90 15.10 7.80 32.00 8.60 15.80 8.50
1.75 7.20 14.40 7.20 17.00 7.90 15.10 7.90 32.25 8.60 15.80 8.50
2.00 7.20 14.40 7.20 17.25 7.90 15.10 7.90 32.50 8.60 15.80 8.50
2.25 7.20 14.40 7.20 17.50 7.90 15.10 7.90 32.75 8.60 15.80 8.60
2.50 7.30 14.40 7.20 17.75 7.90 15.10 7.90 33.00 8.60 15.80 8.60
2.75 7.30 14.40 7.20 18.00 8.00 15.10 7.90 33.25 8.60 15.80 8.60
3.00 7.30 14.50 7.20 18.25 8.00 15.10 7.90 33.50 8.70 15.80 8.60
3.25 7.30 14.50 7.20 18.50 8.00 15.20 7.90 33.75 8.70 15.80 8.60
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
. AGVs AGVs AGVs . AGVs AGVs AGVs . AGVs AGVs AGVs
Tiempo Tiempo Tiempo
ih] A B C h] A B C h] A B C
[mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL
CH,] CHyJ CHyJ CH,] CH,J CH,] CH,] CH,] CH,]
3.50 7.30 14.50 7.30 18.75 8.00 15.20 7.90 34.00 8.70 15.90 8.60
3.75 7.30 14.50 7.30 19.00 8.00 15.20 7.90 34.25 8.70 15.90 8.60
4.00 7.30 14.50 7.30 19.25 8.00 15.20 8.00 34.50 8.70 15.90 8.60
4.25 7.30 14.50 7.30 19.50 8.00 15.20 8.00 34.75 8.70 15.90 8.60
4.50 7.40 14.50 7.30 19.75 8.00 15.20 8.00 35.00 8.70 15.90 8.70
4.75 7.40 14.50 7.30 20.00 8.00 15.20 8.00 35.25 8.70 15.90 8.70
5.00 7.40 14.50 7.30 20.25 8.10 15.20 8.00 35.50 8.70 15.90 8.70
5.25 7.40 14.60 7.30 20.50 8.10 15.20 8.00 35.75 8.80 15.90 8.70
5.50 7.40 14.60 7.30 20.75 8.10 15.30 8.00 36.00 8.80 15.90 8.70
5.75 7.40 14.60 7.40 21.00 8.10 15.30 8.00 36.25 8.80 16.00 8.70
6.00 7.40 14.60 7.40 21.25 8.10 15.30 8.00 36.50 8.80 16.00 8.70
6.25 7.40 14.60 7.40 21.50 8.10 15.30 8.10 36.75 8.80 16.00 8.70
6.50 7.40 14.60 7.40 21.75 8.10 15.30 8.10 37.00 8.80 16.00 8.70
6.75 7.50 14.60 7.40 22.00 8.10 15.30 8.10 37.25 8.80 16.00 8.80
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Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
Tiempo AGVs AGVs AGVs Tiempo AGVs AGVs AGVs Tiempo AGVs AGVs AGVs
Ih] A B C h] A B C h] A B C
[mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL [mL
CH,] CH,] CH,] CH,] CH,] CH,] CH,] CH,] CH,]
7.00 7.50 14.60 7.40 22.25 8.10 15.30 8.10 37.50 8.80 16.00 8.80
7.25 7.50 14.60 7.40 22.50 8.20 15.30 8.10 37.75 8.80 16.00 8.80
7.50 7.50 14.70 7.40 22.75 8.20 15.30 8.10 38.00 8.90 16.00 8.80
7.75 7.50 14.70 7.40 23.00 8.20 15.40 8.10 38.25 8.90 16.00 8.80
8.00 7.50 14.70 7.50 23.25 8.20 15.40 8.10 38.50 8.90 16.10 8.80
8.25 7.50 14.70 7.50 23.50 8.20 15.40 8.10 38.75 8.90 16.10 8.80
8.50 7.50 14.70 7.50 23.75 8.20 15.40 8.20 39.00 8.90 16.10 8.80
8.75 7.50 14.70 7.50 24.00 8.20 15.40 8.20 39.25 8.90 16.10 8.80
9.00 7.60 14.70 7.50 24.25 8.20 15.40 8.20 39.50 8.90 16.10 8.90
9.25 7.60 14.70 7.50 24.50 8.20 15.40 8.20 39.75 8.90 16.10 8.90
9.50 7.60 14.70 7.50 24.75 8.30 15.40 8.20 40.00 8.90 16.10 8.90
9.75 7.60 14.80 7.50 25.00 8.30 15.40 8.20 40.25 9.00 16.10 8.90
10.00 7.60 14.80 7.50 25.25 8.30 15.50 8.20 40.50 9.00 16.10 8.90
10.25 7.60 14.80 7.60 25.50 8.30 15.50 8.20 40.75 9.00 16.20 8.90
10.50 7.60 14.80 7.60 25.75 8.30 15.50 8.20 41.00 9.00 16.20 8.90
10.75 7.60 14.80 7.60 26.00 8.30 15.50 8.30 41.25 9.00 16.20 8.90
11.00 7.60 14.80 7.60 26.25 8.30 15.50 8.30 41.50 9.00 16.20 8.90
11.25 7.70 14.80 7.60 26.50 8.30 15.50 8.30 41.75 9.00 16.20 9.00
11.50 7.70 14.80 7.60 26.75 8.30 15.50 8.30 42.00 9.00 16.20 9.00
11.75 7.70 14.80 7.60 27.00 8.40 15.50 8.30 42.25 9.00 16.20 9.00
12.00 7.70 14.90 7.60 27.25 8.40 15.50 8.30 40.00 8.90 16.10 8.90
12.25 7.70 14.90 7.60 27.50 8.40 15.60 8.30 40.25 9.00 16.10 8.90
12.50 7.70 14.90 7.70 27.75 8.40 15.60 8.30 40.50 9.00 16.10 8.90
12.75 7.70 14.90 7.70 28.00 8.40 15.60 8.30 40.75 9.00 16.20 8.90
13.00 7.70 14.90 7.70 28.25 8.40 15.60 8.40 41.00 9.00 16.20 8.90
13.25 7.70 14.90 7.70 28.50 8.40 15.60 8.40 41.25 9.00 16.20 8.90
13.50 7.80 14.90 7.70 28.75 8.40 15.60 8.40 41.50 9.00 16.20 8.90
13.75 7.80 14.90 7.70 29.00 8.50 15.60 8.40 41.75 9.00 16.20 9.00
14.00 7.80 14.90 7.70 29.25 8.50 15.60 8.40 42.00 9.00 16.20 9.00
14.25 7.80 15.00 7.70 29.50 8.50 15.60 8.40 42.25 9.00 16.20 9.00
14.50 7.80 15.00 7.70 29.75 8.50 15.70 8.40 40.00 8.90 16.10 8.90
14.75 7.80 15.00 7.80 30.00 8.50 15.70 8.40
15.00 7.80 15.00 7.80 30.25 8.50 15.70 8.40
Valores obtenidos para el calculo de los indices de alcalinidad
pH Vol[umn?jn 1 Vol[unr1nLe]n 2 ALFA B
Mezclade AGVs A 6.020 4.400 16.300 0.21256 0.78744
Mezcla de AGVs B 5.000 4.300 16.500 0.20673 0.79327
Mezcla de AGVs C 5.960 3.500 16.200 0.17766 0.82234
Formiato A 9.170 86.100 12.000 0.87768 0.12232
Formiato B 9.640 87.400 12.600 0.87400 0.12600
Formiato C 9.190 86.500 12.400 0.87462 0.12538
Acetato A 7.200 26.700 7.900 0.77168 0.22832
Acetato B 6.980 27.300 8.400 0.76471 0.23529
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ANEXO V

Resultados de la Pruebas de Actividad Metanogénica. Influencia de la adicién de una solucion
nutritiva 'y la adicion de una solucion de iones metélicos. Etapa 4.

Resultados obtenidos del volumen acumulado de metano para el disefio factorial 2°.

Formiato

. . Formiato o Formiato
Tiempo Formiato + Sol. Nutritiva + S;.Slgktguﬂgggﬁcos + Sol. lones Metalicos
[h] A B C A B C A B C A B C

0.00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1.00 10.7 9.8 8.7 9.9 9.6 4.5 11.4 8.0 10.2 34 10.0 2.1
2.00 14.2 12.5 10.9 12.4 12.2 8.8 15.4 9.5 13.1 6.8 12.8 4.2
3.00 17.3 15.1 13.1 15.0 14.9 12.8 19.0 11.0 15.7 10.2 15.5 6.3
4.00 20.4 17.6 15.7 17.8 18.4 17.3 22.8 12.5 18.0 13.7 17.9 9.2
5.00 24.1 20.1 18.9 20.6 22.0 22.3 27.6 13.9 20.4 18.2 20.4 12.7
6.00 28.4 23.3 22.2 23.9 26.3 28.1 33.0 16.3 23.3 23.0 23.4 17.2
7.00 33.1 27.0 26.1 27.8 30.7 34.1 38.9 19.1 27.2 28.1 27.4 23.0
8.00 38.1 30.9 30.2 32.0 35.2 40.4 45.0 22.0 31.4 33.8 31.8 29.8
9.00 43.5 34.8 34.5 36.4 40.3 46.8 51.8 25.5 35.9 39.7 36.4 37.2
10.00 48.8 39.0 38.7 40.8 45.3 53.3 58.5 29.1 40.8 45.8 41.3 45.3
11.00 54.1 43.2 42.8 45.2 50.2 59.9 65.6 32.8 45.7 51.7 46.3 52.9
12.00 59.5 47.3 46.8 49.7 54.8 66.5 72.0 36.5 50.6 57.3 51.5 60.6
13.00 65.0 51.5 51.0 54.3 59.7 73.0 78.8 40.5 55.6 63.2 56.7 68.5
14.00 71.1 55.9 55.4 59.0 64.8 79.7 85.9 44.6 60.9 69.5 62.0 76.3
15.00 76.9 60.5 60.1 63.8 69.8 86.4 93.1 48.9 66.3 75.8 67.4 87.1
16.00 82.9 65.2 64.8 68.9 75.4 93.6 100.5 53.4 72.0 82.2 73.2 97.9
17.00 89.4 70.0 69.8 74.5 81.0 100.5 108.0 57.9 77.8 88.9 79.4 106.3
18.00 95.6 75.1 74.6 80.1 86.7 108.2 115.6 62.4 83.6 95.6 85.3 113.9
19.00 101.7 80.2 79.5 85.5 92.3 115.3 123.0 66.9 89.3 102.4 91.2 121.1
20.00 107.8 85.2 84.7 90.7 97.6 122.0 130.6 71.4 95.1 109.1 97.0 128.0
21.00 113.8 89.7 89.7 95.7 102.9 129.0 137.9 75.7 100.8 115.8 102.7 134.9
22.00 119.6 94.3 94.6 100.7 108.2 135.7 1449 80.0 106.1 121.9 108.4 141.5
23.00 125.4 98.9 90.1 105.9 113.4 142.3 151.9 84.1 111.4 128.1 114.0 148.0

24.00 131.9 103.5 104.1 1111 118.8 149.0 159.4 88.3 117.2 134.7 119.6 154.9
25.00 137.8 108.3 109.5 116.7 124.2 155.9 167.0 93.0 122.8 141.6 125.3 161.8
26.00 144.0 113.6 115.0 122.1 129.7 162.9 174.5 97.7 128.7 148.5 131.3 168.7
27.00 150.2 118.8 120.3 127.5 135.3 170.0 182.0 102.4 134.7 155.2 137.3 175.9
28.00 156.4 123.8 125.6 1331 140.8 177.0 189.5 107.0 140.6 161.9 143.3 182.7
29.00 162.8 128.7 130.7 138.5 146.4 184.0 196.9 111.7 146.4 168.5 149.3 189.5
30.00 168.9 133.7 135.4 143.8 152.1 190.9 204.1 116.4 152.2 175.0 155.2 196.2
31.00 175.2 138.7 140.5 149.1 157.8 197.8 211.5 120.9 157.9 181.6 161.1 202.6
32.00 1815 143.7 145.7 154.4 163.3 204.4 218.7 125.3 163.6 188.2 167.0 209.2
33.00 187.7 148.8 150.8 159.8 169.0 2111 226.1 129.7 169.3 194.8 172.8 215.6
34.00 193.8 1535 155.4 165.1 174.6 217.6 233.3 134.0 175.1 201.2 178.6 221.9
35.00 199.7 158.2 160.3 170.1 180.0 224.1 240.3 138.2 180.6 207.4 184.4 228.3
36.00 205.5 163.3 165.4 175.4 185.6 230.5 247.3 142.6 186.1 213.5 190.0 234.6
37.00 211.5 167.9 170.4 180.7 191.0 237.0 254.2 147.0 191.5 219.6 195.7 240.7
38.00 217.4 172.6 175.3 185.9 196.4 243.8 261.0 151.2 196.9 225.7 201.5 246.9
39.00 223.6 177.8 179.9 1911 201.8 250.4 267.9 155.5 202.4 231.5 207.3 253.4
40.00 230.0 182.5 184.7 196.2 207.1 257.2 274.6 159.7 208.2 237.4 213.1 259.8
41.00 235.9 187.4 189.8 201.4 212.5 264.2 281.6 164.3 214.1 243.6 218.9 266.3
42.00 241.8 192.6 195.2 206.7 218.1 270.8 288.9 168.9 219.8 250.2 224.8 273.0
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Formiato Formiato Formiato
Tiempo Formiato e + Sol. Nutritiva -
+ Sol. Nutritiva 1 + Sol. lones Metalicos
+ Sol. lones Metalicos

43.00 248.3 197.8 200.3 212.2 223.8 277.6 296.1 173.6 2255 256.6 230.6 279.3
44.00 2544 202.8 205.3 217.8 229.4 284.5 302.6 178.1 231.1 262.5 236.4 285.7
45.00 260.3 207.6 210.2 223.0 234.8 291.0 309.7 182.6 236.7 268.8 2422 292.3
46.00 266.4 212.3 214.8 228.5 239.9 297.5 316.3 186.5 2421 274.7 248.0 298.7
47.00 272.6 216.9 219.4 233.9 244.9 304.0 322.7 190.5 247.1 280.4 253.4 304.9
48.00 277.9 221.4 224.0 239.2 250.1 309.9 329.4 194.8 2521 286.2 258.5 311.0
49.00 283.8 226.2 229.3 2445 255.5 316.4 336.1 199.1 257.2 292.8 264.0 317.8
50.00 289.8 231.1 234.2 249.8 260.9 323.0 342.9 203.4 262.5 299.5 269.4 3245
51.00 2955 236.0 239.0 255.2 266.3 329.5 349.9 207.8 268.1 306.0 274.9 331.3
52.00 301.5 240.9 244.0 260.8 271.8 336.1 356.9 212.2 273.8 3125 280.5 337.9
53.00 307.2 2457 248.9 266.4 276.9 342.8 363.8 216.4 279.4 319.0 286.1 344.4
54.00 313.6 250.6 253.9 271.7 282.4 349.5 370.5 220.7 284.6 3255 291.7 350.6
55.00 319.7 2555 258.9 277.0 288.1 356.1 377.3 225.1 290.0 332.0 297.2 357.5
56.00 3254 260.3 263.6 282.3 293.5 362.8 384.1 229.4 295.2 338.4 302.7 364.2
57.00 3314 265.0 268.4 287.8 298.7 369.3 390.9 233.6 300.5 344.8 308.0 370.5
58.00 3374 269.6 273.2 293.3 304.0 375.6 397.9 237.7 306.0 351.2 3135 377.0
59.00 343.6 2745 271.7 298.7 309.4 382.6 405.0 241.9 311.3 357.7 318.9 383.7
60.00 349.6 279.4 282.3 303.9 314.8 389.2 412.0 246.0 316.7 363.6 324.3 390.2
61.00 355.8 284.3 287.6 309.6 320.3 396.2 419.1 250.2 3221 370.1 330.1 397.3
62.00 362.4 289.6 292.0 315.3 326.1 403.2 426.0 2545 327.6 376.1 335.8 403.8
63.00 368.5 295.0 296.7 320.6 332.0 410.5 433.1 259.0 333.1 382.5 3415 410.6
64.00 375.3 300.4 302.1 326.3 338.0 417.9 440.6 263.5 338.9 389.6 347.1 418.4
65.00 381.5 305.8 307.7 3324 344.1 425.3 448.4 268.4 345.0 396.8 352.8 426.2
66.00 388.4 3114 313.1 3384 350.0 433.0 456.2 273.3 351.3 404.1 358.8 434.0
67.00 395.0 316.9 318.4 344.2 355.9 441.0 464.2 278.0 357.4 4115 364.9 441.5
68.00 401.6 3224 323.8 350.2 361.8 448.6 471.9 282.6 363.2 418.7 370.8 448.9
69.00 408.1 328.1 328.8 355.8 367.7 456.0 479.3 287.0 368.8 425.1 376.8 455.5
70.00 414.3 333.1 333.7 361.1 3734 463.4 486.8 291.2 374.3 430.3 382.5 461.0
71.00 420.5 338.0 338.7 366.5 378.9 470.3 494.0 295.3 379.7 436.8 388.1 467.6
72.00 427.1 342.8 3434 371.9 384.5 477.0 501.4 299.3 385.0 443.5 393.7 474.0
73.00 433.6 348.1 348.0 3775 390.4 483.9 508.6 303.4 390.2 449.8 399.6 480.2
74.00 440.4 3534 352.6 383.3 396.3 491.1 515.6 307.4 395.5 456.1 405.6 486.8
75.00 447.2 358.7 357.4 389.1 402.1 498.1 522.8 311.6 400.9 462.8 411.4 493.4
76.00 454.1 363.9 362.4 394.8 407.9 505.5 530.2 315.9 406.4 469.5 417.3 500.0
77.00 461.0 369.3 367.5 400.7 414.4 512.5 537.4 320.4 412.2 476.0 423.4 507.0
78.00 467.9 374.7 372.7 406.4 420.8 519.4 544.7 324.8 418.1 482.7 429.6 513.9
79.00 474.9 380.0 377.9 412.1 427.1 524.7 549.9 329.2 423.8 489.6 435.5 520.5
80.00 482.1 385.5 383.0 418.1 433.2 527.3 553.5 333.4 429.5 496.2 441.5 526.4
81.00 489.4 391.2 388.2 423.8 439.5 527.4 553.6 337.7 435.3 503.0 447.5 531.5
82.00 496.8 396.7 393.3 430.0 446.0 527.5 5563.7 341.9 441.2 509.7 453.5 533.0
83.00 503.8 402.3 398.3 436.1 452.5 527.6 553.8 346.2 447.2 516.1 459.8 533.1
84.00 510.9 407.9 403.3 442.0 458.7 527.7 553.9 350.5 453.1 522.3 466.4 533.2
85.00 518.3 413.4 408.5 448.1 464.7 527.8 554.0 354.8 458.9 527.8 472.5 533.3
86.00 525.6 419.0 413.6 454.1 471.4 527.9 554.1 359.2 465.3 532.3 478.7 533.4
87.00 532.8 425.0 418.6 460.5 478.1 528.0 554.2 363.6 471.7 532.4 485.0 533.5
88.00 540.4 431.3 423.8 467.0 485.0 528.1 554.3 368.1 478.4 532.5 491.6 533.6
89.00 548.2 437.6 429.8 473.8 492.2 528.2 554.4 372.7 485.7 532.6 498.3 533.7
90.00 555.3 444.1 435.5 480.6 499.1 528.3 554.5 377.6 493.4 532.7 505.0 533.8
91.00 561.5 450.5 441.1 487.5 505.7 528.4 554.6 382.4 501.3 532.8 511.8 533.9
92.00 566.2 457.0 446.7 494.3 511.9 528.5 554.7 387.2 507.8 532.9 518.4 534.0
93.00 566.3 464.2 451.5 500.8 517.7 528.6 554.8 391.6 514.1 533.0 525.0 534.1
94.00 566.4 469.6 456.4 507.2 521.5 528.7 554.9 396.0 520.7 533.1 531.1 534.2
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Formiato Formiato Formiato
Tiempo Formiato e + Sol. Nutritiva -
+ Sol. Nutritiva . + Sol. lones Metalicos
+ Sol. lones Metalicos

95.00 566.5 475.5 460.5 513.9 521.6 528.8 555.0 400.4 527.2 533.2 537.3 534.3
96.00 566.6 481.4 460.6 520.4 521.7 528.9 555.1 404.6 533.3 533.3 543.3 534.4
97.00 566.7 487.5 460.7 526.9 521.8 529.0 555.2 408.8 539.8 533.4 549.4 534.5
98.00 566.8 493.9 460.8 533.3 521.9 529.1 555.3 413.2 545.8 533.5 555.2 534.6
99.00 566.9 500.2 460.9 540.1 522.0 529.2 555.4 417.8 551.6 533.6 560.1 534.7
100.00 567.0 506.5 461.0 546.7 522.1 529.3 555.5 422.6 553.8 533.7 560.2 534.8
101.00 567.1 513.0 461.1 552.9 522.2 529.4 555.6 427.6 553.9 533.8 560.3 534.9
102.00 567.2 519.4 461.2 558.0 522.3 529.5 555.7 432.3 554.0 533.9 560.4 535.0
103.00 567.3 526.1 461.3 558.1 522.4 529.6 555.8 436.8 554.1 534.0 560.5 535.1
104.00 567.4 532.3 461.4 558.2 522.5 529.7 555.9 441.6 554.2 534.1 560.6 535.2
105.00 567.5 537.9 461.5 558.3 522.6 529.8 556.0 446.3 554.3 534.2 560.7 535.3
106.00 567.6 541.3 461.6 558.4 522.7 529.9 556.1 451.0 554.4 534.3 560.8 535.4
107.00 567.7 541.4 461.7 558.5 522.8 530.0 556.2 455.8 554.5 534.4 560.9 535.5
108.00 567.8 541.5 461.8 558.6 522.9 530.1 556.3 460.7 554.6 534.5 561.0 535.6
109.00 567.9 541.6 461.9 558.7 523.0 530.2 556.4 465.5 554.7 534.6 561.1 535.7
110.00 568.0 541.7 462.0 558.8 523.1 530.3 556.5 470.5 554.8 534.7 561.2 535.8
111.00 568.1 541.8 462.1 558.9 523.2 530.4 556.6 475.6 554.9 534.8 561.3 535.9
112.00 568.2 541.9 462.2 559.0 523.3 530.5 556.7 481.0 555.0 534.9 561.4 536.0
113.00 568.3 542.0 462.3 559.1 523.4 530.6 556.8 486.5 555.1 535.0 561.5 536.1
114.00 568.4 542.1 462.4 559.2 523.5 530.7 556.9 492.0 555.2 535.1 561.6 536.2
115.00 568.5 542.2 462.5 559.3 523.6 530.8 557.0 497.4 555.3 535.2 561.7 536.3
116.00 568.6 542.3 462.6 559.4 523.7 530.9 557.1 502.7 555.4 535.3 561.8 536.4
117.00 568.7 542.4 462.7 559.5 523.8 531.0 557.2 507.8 555.5 535.4 561.9 536.5
118.00 568.8 542.5 462.8 559.6 523.9 531.1 557.3 513.0 555.6 535.5 562.0 536.6
119.00 568.9 542.6 462.9 559.7 524.0 531.2 557.4 518.0 555.7 535.6 562.1 536.7
120.00 569.0 542.7 463.0 559.8 524.1 531.3 557.5 522.6 555.8 535.7 562.2 536.8
121.00 569.1 542.8 463.1 559.9 524.2 531.4 557.6 527.0 555.9 535.8 562.3 536.9
122.00 569.2 542.9 463.2 560.0 524.3 531.5 557.7 531.3 556.0 535.9 562.4 537.0

Resultados obtenidos de DQO total y soluble para cada prueba del disefio factorial 22.

s DQO
DQO Condicion [g DQO/L]
Disueltainicial Formiato 2.37+0.64
Formiato + Sol. Nutritiva 2.37+0.64
Formiato + Sol. Nutritiva + Sol. lones Metalicos 2.37 £ 0.64
Formiato + Sol. lones Metélicos 2.37+0.64
Disuelta final Formiato 0.40+£0.42
Formiato + Sol. Nutritiva 0.45+0.42
Formiato + Sol. Nutritiva + Sol. lones Metalicos 0.81 + 0.51
Formiato + Sol. lones Metélicos 0.57+0.43
Total inicial Formiato 5.59 + 0.64
Formiato + Sol. Nutritiva 5.59 + 0.64
Formiato + Sol. Nutritiva + Sol. lones Metalicos 5.59 + 0.64
Formiato + Sol. lones Metélicos 5.59 + 0.64
Total final Formiato 0.52+0.42
Formiato + Sol. Nutritiva 2.02+0.42
Formiato + Sol. Nutritiva + Sol. lones Metalicos 0.98 + 0.54
Formiato + Sol. lones Metélicos 1.51+ 0.43
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ANEXO VI

Resultados de Pruebas de Actividad Metanogénica. Disefio de mezclas simplex centroide
aumentado. Etapa 5.

Orden aleatorio de las pruebas del disefio de mezclas simplex centroide aumentado.

Mo Se w Ni ) Mo  Se w Ni )
Bloque (%] (%] (%] [% Consecutivo Alf. Exp. | Bloque (%] (%] (%] (% Consecutivo Alf. Exp.
1 0.000 0.000 1.000 0.000 u 3 0.625 0.125 0.125 0.125 NK
1 0.333 0.000 0.333 0.333 00 3 0.333 0.333 0.000 0.333 A
1 0.500 0.000 0.500 0.000 RR 3 0.125 0.125 0.125 0.625 JJ
1 0.500 0.500 0.000 0.000 BB 3 1.000 0.000 0.000 0.000 S
1 0.000 1.000 0.000 0.000 T 3 0.250 0.250 0.250 0.250 GG
1 0.125 0.125 0.625 0.125 KKK 3 0.000 0.000 0.000 1.000 11}
1 1.000 0.000 0.000 0.000 SSS 3 0.000 1.000 0.000 0.000 TTT
1 0.250 0.250 0.250 0.250 GGG 4 0.125 0.125 0.125 0.625 JJJ
1 0.000 0.500 0.000 0.500 PP 4 0.000 1.000 0.000 0.000 H
1 0.000 1.000 0.000 0.000 HH 4 0.000 1.000 0.000 0.000 HHH
1 0.000 0.000 1.000 0.000 Q 4 1.000 0.000 0.000 0.000 FF
1 0.625 0.125 0.125 0.125 N 4 0.333 0.333 0.333 0.000 NN
1 0.000 0.500 0.000 0.500 PPP 4 0.000 0.000 1.000 0.000 uu
2 0.500 0.000 0.000 0.500 E 4 0.125 0.125 0.125 0.625 J
2 0.500 0.000 0.000 0.500 EEE 4 0.125 0.125 0.625 0.125 K
2 0.000 1.000 0.000 0.000 TT 4 0.000 0.333 0.333 0.333 M
2 0.000 0.000 1.000 0.000 uuu 4 0.000 0.500 0.000 0.500 P
2 0.500 0.000 0.500 0.000 R 4 0.333 0.000 0.333 0.333 000
2 0.250 0.250 0.250 0.250 G 4 0.000 0.000 0.500 0.500 LLL
2 0.000 0.000 1.000 0.000 QQQ 4 0.000 0.000 1.000 0.000 QQ
2 0.333 0.333 0.333 0.000 N 5 0.333 0.333 0.000 0.333 AAA
2 0.125 0.625 0.125 0.125 C 5 1.000 0.000 0.000 0.000 FFF
2 0.500 0.500 0.000 0.000 B 5 0.000 0.000 0.500 0.500 L
2 0.000 0.333 0.333 0.333 MMM 5 0.333 0.333 0.000 0.333 AA
2 1.000 0.000 0.000 0.000 F 5 0.125 0.625 0.125 0.125 cC
2 0.000 0.000 0.000 1.000 | 5 0.500 0.500 0.000 0.000 BBB
2 0.625 0.125 0.125 0.125 NRR 5 0.000 0.500 0.500 0.000 DD
3 0.000 0.333 0.333 0.333 MM 5 1.000 0.000 0.000 0.000 SS
3 0.000 0.500 0.500 0.000 DDD 5 0.000 0.000 0.500 0.500 LL
3 0.500 0.000 0.000 0.500 EE 5 0.500 0.000 0.500 0.000 RRR
3 0.000 0.000 0.000 1.000 Il 5 0.125 0.125 0.625 0.125 KK
3 0.333 0.333 0.333 0.000 NNN 5 0.125 0.625 0.125 0.125 ccc
3 0.000 0.500 0.500 0.000 D 5 0.333 0.000 0.333 0.333 0
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Valores promedio del volumen acumulado de metano para el disefio de mezclas simplex

centroide.
Tiempo Volumen Acumulado de metano para cada tratamiento [mL]
[h] A B C D E F G H I J K L M
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00 9.30 10.53 9.90 11.77 7.33 8.00 7.50 7.97 8.70 12.23 10.80 14.93 11.87

3.00 13.33 13.73 12.80 15.70 12.13 11.03 10.47 11.23 13.53 15.00 13.80 17.13 16.07
5.00 17.43 17.37 15.73 19.77 15.77 13.27 13.53 13.63 18.27 16.57 16.47 19.43 19.63
7.00 24.67 23.10 20.73 27.27 21.70 17.40 19.83 18.03 24.73 20.00 20.50 23.73 24.50
9.00 33.73 30.83 27.60 36.90 29.60 23.60 27.80 26.00 32.27 26.87 27.33 29.80 31.63
11.00 44.07 40.07 36.00 47.60 38.57 31.10 37.00 35.70 41.37 35.07 35.20 36.60 40.17
13.00 54.60 49.73 44.93 58.80 48.03 39.33 46.90 45.93 51.13 43.83 43.53 44.00 49.33
15.00 65.73 60.10 54.40 70.50 57.47 47.83 56.83 56.73 60.80 52.97 52.33 52.03 58.60
17.00 77.40 72.87 64.33 82.70 67.57 56.73 68.67 68.80 71.23 62.53 63.87 60.37 68.57
19.00 89.90 84.90 75.27 95.70 78.17 66.17 80.23 81.20 82.27 72.93 74.07 69.83 79.07
21.00 103.00  97.50 86.73  109.40 89.40 76.23 92.40 93.87 93.97 84.13 84.93 79.53 90.17
23.00 11597 11017 98.37 12277 101.37 87.20 10493 106.73 106.07  95.43 95.90 89.30  102.10
25.00 128.37 12210 109.03 13577 112.63 97.13 116.60 119.63 117.73 106.60 106.37 98.67 113.17
27.00 140.53 133.47 11940 14830 12343 107.13 127.93 132.07 128,60 117.23 116.27 108.03 123.90
29.00 152.60 144.87 130.00 160.83 133.97 116.53 139.07 143.67 139.33 127.27 12593 116.93 133.87
31.00 165.03 156.43 14043 173.67 14460 12593 150.40 155.77 15040 137.53 136.20 126.33 144.67
33.00 177.67 168.03 151.30 186.87 155.27 13587 161.87 167.93 16157 148.17 146.73 13573 155.50
35.00 190.20 179.70 16197 199.93 166.33 145.73 173.30 180.23 172.87 158.93 157.13 14513 166.37
37.00 20250 191.20 172.33 212.87 177.00 155.43 184.53 19247 183.90 169.57 167.23 154.27 177.13
39.00 214.67 20250 18277 225.67 187.57 165.13 19573 20437 195.03 180.30 177.53 163.60 187.70
41.00 22740 213.87 19347 238.60 197.97 17490 207.03 216.57 206.13 191.07 187.90 173,57 198.40
43.00 24057 225,53 204.63 25193 208.83 185.07 21857 22940 217.63 202.70 198.70 184.23 209.43
45.00 253.70 237.47 21597 265.77 219.87 195.83 230.50 242.13 229.57 214.87 209.90 194.93 221.03
48.00 27277 25537 23240 28557 236.70 211.47 248.33 26120 246.90 232.20 226.37 210.37 237.87
50.00 285.00 266.77 242.80 298.27 24750 221.40 259.63 273.20 258.00 243.10 236.77 220.17 248.73
52.00 296.73 27753 252.60 31047 257.63 230.73 270.40 28430 268.77 253.60 246.57 229.13 258.90
54.00 308.63 288.23 26250 322.77 267.80 239.80 281.03 295.63 279.57 263.70 256.40 238.40 268.83
56.00 320.97 299.23 272.73 33540 278.07 249.50 29190 307.37 290.60 274.27 266.63 248.23 279.30
58.00 333.67 310.27 283.30 348.30 288,50 259.40 303.17 319.27 301.83 285.13 276.97 258.43 289.87
60.00 346.13 321.37 293.70 361.17 298.83 269.27 314.17 330.97 313.00 296.03 287.33 268.27 300.57
62.00 358.60 332.33 303.77 373.83 309.13 279.03 32510 342.73 324.13 306.97 297.70 277.97 311.07
64.00 371.13 34347 31413 386.67 319.47 288.90 336.07 35430 335.27 317.80 307.90 287.83 321.70
66.00 384.10 354.93 32483 399.90 330.03 298.83 347.27 366.07 346.73 328.83 318.37 298.30 332.27
68.00 397.70 366.60 336.00 413.70 340.97 309.07 358.87 378.03 358.43 340.03 329.33 309.07 343.17
70.00 411.23 378.43 347.33 42750 352.03 319.60 370.67 390.13 370.40 351.60 340.33 319.83 354.30
72.00 42497 390.30 35843 44130 363.20 330.27 382.23 40237 38243 363.20 351.23 330.70 365.50
74.00 437.83 40153 369.03 45437 373.97 340.53 393.43 41430 393.90 37447 361.80 341.00 376.20
76.00 450.33 412.60 379.33 467.20 383.13 350.50 404.37 426.00 404.77 385.17 371.93 351.17 386.47
78.00 463.03 423.80 389.67 480.47 395.17 360.57 415.83 437.70 415.97 396.33 38247 36143 396.73
80.00 476.10 435.17 400.37 494.13 407.43 370.57 427.33 449.70 427.40 407.77 393.13 372.03 406.73
82.00 487.35 446.63 411.03 507.70 41857 380.97 439.07 46197 438.97 41947 404.07 382.73 406.90
84.00 500.31 458.13 421.73 337.10 429.90 391.33 450.83 474.43 439.20 431.10 41490 393.23 407.07
86.00 512.37 469.50 432.30 345.33 440.30 401.57 462.47 486.43 439.35 44237 425.77 403.90 407.35
88.00 520.37 481.03 443.13 345.70 450.17 412.00 474.23 498.40 439.56 452.93 436.77 414.50 407.68
90.00 523.08 481.20 443.23 346.10 460.60 414.70 486.67 510.70 437.10 453.15 314.63 113.33 408.90
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Tiempo Volumen acumulado de metano para cada tratamiento [mL]

(h] N N 0 P Q R S T u
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00 11.87 8.47 10.23 7.20 5.70 8.07 9.87 6.73 7.40
3.00 14.27 12.03 12.93 9.13 8.17 11.37 13.10 11.70 9.87
5.00 16.63 15.63 15.67 11.13 10.73 14.83 16.80 15.30 12.63
7.00 21.80 21.13 19.90 15.63 14.00 20.30 22.90 21.07 17.33
9.00 29.30 28.47 26.97 23.03 19.70 27.53 30.57 29.10 24.67
11.00 38.20 36.80 35.17 31.50 26.27 35.90 39.43 38.53 33.03
13.00 47.90 45.67 43.57 40.67 33.57 44.73 48.57 48.50 41.90
15.00 57.87 54.83 52.73 50.23 41.10 53.97 57.93 58.77 50.93
17.00 68.20 65.27 62.73 62.57 50.87 65.07 68.07 70.13 61.47
19.00 79.17 75.97 73.07 74.53 60.40 75.70 79.23 81.87 71.83
21.00 90.77 87.37 84.23 86.63 69.97 86.97 90.90 94.20 83.13
23.00 102.90 98.83 95.03 98.43 80.10 98.27 102.43 107.17 94.73
25.00 114.47 109.63 105.83 109.90 89.50 109.00 113.37 118.87 105.80
27.00 125.47 120.00 116.10 121.07 98.27 119.17 123.77 130.30 116.23
29.00 136.10 130.10 125.97 131.93 107.03 129.23 134.43 141.47 126.10
31.00 147.33 140.57 136.13 142.93 115.93 139.53 145.33 152.97 136.57
33.00 158.70 151.20 146.87 154.00 124.93 150.13 156.40 164.70 147.37
35.00 170.17 161.87 157.50 165.10 133.93 160.73 167.53 176.23 158.13
37.00 181.37 172.33 167.93 176.07 142.90 171.20 178.33 187.70 168.73
39.00 192.40 182.63 178.57 186.93 151.70 181.57 189.07 199.13 179.07
41.00 203.60 193.23 189.17 197.93 160.73 192.23 200.07 210.53 189.47
43.00 214.93 204.20 200.27 209.70 169.87 203.17 211.53 222.20 200.43
45.00 226.60 215.23 211.87 221.67 179.90 214.60 223.37 234.20 211.53
48.00 243.73 231.73 228.97 239.37 194.63 231.43 240.73 252.13 228.10
50.00 254.83 242.43 239.90 250.83 203.83 241.90 251.47 263.47 238.83
52.00 265.20 252.33 249.67 261.17 212.13 251.87 261.90 274.27 248.83
54.00 275.53 262.10 259.77 271.53 220.57 261.87 272.80 285.13 258.60
56.00 286.17 272.17 270.30 282.30 229.27 272.23 283.83 296.03 268.83
58.00 297.20 282.63 280.97 293.27 238.23 282.70 295.00 307.13 279.07
60.00 308.17 293.00 291.70 304.20 247.23 293.20 306.07 318.40 289.27
62.00 319.07 303.20 302.17 314.87 256.13 303.60 317.07 329.43 299.60
64.00 329.77 313.33 312.70 325.70 264.87 314.00 328.07 340.20 309.70
66.00 340.57 324.00 323.40 336.90 273.87 324.63 339.50 351.43 320.17
68.00 351.83 334.93 334.73 348.13 283.10 335.80 351.40 362.90 330.90
70.00 363.23 346.20 346.07 359.73 292.70 346.97 363.33 374.70 341.87
72.00 374.97 356.97 357.43 371.07 302.17 358.13 374.90 386.17 352.80
74.00 386.23 367.60 368.50 382.07 311.10 368.83 386.27 397.60 363.60
76.00 397.10 377.63 379.00 392.73 319.67 379.13 397.27 408.63 373.83
78.00 407.97 387.60 389.87 403.50 328.40 389.73 408.43 419.77 384.13
80.00 419.20 397.83 400.90 414.33 337.33 400.63 420.07 431.27 394.63
82.00 430.63 407.93 412.13 425.67 346.47 411.60 431.87 44253 405.40
84.00 442.10 415.40 423.60 437.07 355.73 422.63 443.60 453.93 416.37
86.00 453.40 419.23 434.83 448.30 364.83 433.63 45457 465.57 427.20
88.00 464.10 420.00 446.17 459.63 373.77 444,77 455.80 477.10 437.93
90.00 472.83 420.22 447.15 471.33 383.47 445.00 456.00 487.60 449.00
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Valores de DQO obtenidos para cada tratamiento.

% de Remocion de DQO % Remocién de DQO
Exp. I I Il Exp. | I Il
A 89.49% 85.05% 85.57% L 83.93% 81.61% 91.32%
B 88.25% 91.90% 83.33% M 90.14% 91.58% 89.29%
C 88.44% 85.85% 80.09% N 88.84% 91.25% 90.73%
D 92.03% 85.25% 89.55% N 88.25% 89.29% 88.25%
E 89.29% 91.32% 91.12% (0] 80.81% 88.97% 91.06%
F 90.01% 92.43% 82.27% P 90.08% 89.16% 89.55%
G 90.21% 89.29% 88.18% Q 88.31% 89.68% 88.12%
H 90.60% 88.97% 91.06% R 88.18% 89.55% 82.87%
| 89.36% 89.81% 89.49% S 89.42% 80.35% 88.31%
J 90.92% 89.42% 90.92% T 89.10% 90.27% 89.55%
K 89.88% 80.55% 88.31% U 89.75% 91.06% 89.10%
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ANEXO VII

Resultados de Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano con FORSU adicionando iones

metalicos. Etapa 7.

Resultados obtenidos del volumen acumulado de metano.

. FOR.SL,J + Iongs?l\slit%llicos FORS,U + Ionerol\R/IgtLeJiIicos
Tiempo 0.6 g SVinéculo 0.60 SV inéculo 3 g SVinéculo 39 SVinbeculo
[h] 0.3g SV FORSU 29 1.5g SV FORSU 9
0.3 g SV FORSU 1.5g SV FORSU
| Il Prom. | I Prom | I Prom | 1 Prom

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1.0 7.8 7.8 7.8 7.6 0.4 4.0 7.6 16.8 12.2 9.0 15.8 12.4
3.0 8.6 8.8 8.7 8.6 1.3 5.0 11.2 22.0 16.6 14.3 21.0 17.7
5.0 9.5 9.8 9.7 9.7 2.2 6.0 15.1 25.1 20.1 185 25.1 21.8
7.0 10.4 10.8 10.6 10.7 3.1 6.9 19.7 28.2 24.0 24.0 29.9 27.0
9.0 11.2 11.8 115 11.7 4.0 7.9 30.5 37.9 34.2 31.1 36.5 33.8
11.0 12.1 12.8 12.5 12.8 4.9 8.9 41.0 51.4 46.2 35.8 41.1 38.5
13.0 13.0 13.8 13.4 13.8 5.8 9.8 49.2 59.4 54.3 44.3 49.6 47.0
15.0 13.8 14.7 14.3 14.5 6.7 10.6 54.9 66.2 60.6 51.3 55.0 53.2
17.0 14.7 15.1 14.9 14.9 7.4 11.2 60.2 71.6 65.9 55.7 59.6 57.7
19.0 14.9 15.5 15.2 15.4 7.8 11.6 65.2 76.3 70.8 59.9 63.8 61.9
21.0 15.1 16.0 15.6 15.8 8.3 12.1 69.7 80.2 75.0 64.1 67.5 65.8
23.0 15.3 16.4 15.9 16.3 8.8 12.6 72.6 83.2 77.9 67.2 71.1 69.2
25.0 15.5 16.8 16.2 16.8 9.3 13.1 75.1 86.1 80.6 69.9 73.6 71.8
27.0 15.7 17.3 16.5 17.2 9.7 13.5 77.7 88.3 83.0 72.6 76.2 74.4
29.0 15.9 17.7 16.8 17.7 10.2 14.0 79.2 90.4 84.8 75.5 78.8 77.2
31.0 16.1 18.1 17.1 18.1 10.7 14.4 80.8 92.5 86.7 78.4 81.7 80.1
33.0 16.3 18.6 17.5 18.6 11.2 14.9 82.4 94.0 88.2 81.2 84.6 82.9
35.0 16.5 19.0 17.8 19.1 11.6 15.4 84.0 95.2 89.6 84.0 86.5 85.3
37.0 16.7 19.4 18.1 19.5 12.1 15.8 85.4 96.5 91.0 86.8 88.4 87.6
39.0 16.9 19.9 18.4 20.0 12.6 16.3 86.7 97.8 92.3 89.9 90.2 90.1
41.0 17.1 20.3 18.7 20.4 13.0 16.7 87.9 99.1 93.5 93.1 92.1 92.6
43.0 17.3 20.7 19.0 20.9 13.5 17.2 89.2 100.3 94.8 95.7 95.0 95.4
45.0 17.5 21.2 19.4 21.3 14.0 17.7 90.4 101.2 95.8 98.1 97.9 98.0
47.0 17.7 21.6 19.7 21.6 14.3 18.0 91.7 102.1 96.9 100.4 99.8 100.1
49.0 17.9 21.8 19.9 21.8 14.6 18.2 92.4 103.0 97.7 101.8 101.1 101.5
51.0 18.1 22.0 20.1 22.1 14.9 18.5 93.1 103.9 98.5 102.6 102.5 102.6
53.0 18.3 22.1 20.2 22.4 15.1 18.8 93.8 104.8 99.3 103.4 103.8 103.6
55.0 18.5 22.2 20.4 22.7 15.4 19.1 94.5 105.7 100.1 104.2 105.2 104.7
57.0 18.7 22.3 20.5 22.9 15.7 19.3 95.2 106.7 101.0 105.0 106.2 105.6
59.0 18.9 225 20.7 23.2 16.0 19.6 95.9 107.5 101.7 105.8 106.9 106.4
61.0 19.1 22.6 20.9 235 16.3 19.9 96.6 108.4 102.5 106.7 107.5 107.1
63.0 19.3 22.7 21.0 23.8 16.6 20.2 97.3 109.3 103.3 107.5 108.1 107.8
65.0 19.5 22.9 21.2 24.1 16.8 20.5 98.0 110.1 104.1 108.3 108.8 108.6
67.0 19.7 23.0 21.4 24.3 17.1 20.7 98.7 111.0 104.9 109.0 109.4 109.2
69.0 19.9 23.1 21.5 24.6 17.4 21.0 99.4 111.8 105.6 109.6 110.0 109.8
71.0 20.1 23.2 21.7 24.9 17.7 21.3 100.0 112.7 106.4 110.3 110.7 110.5
73.0 20.3 23.4 21.9 25.2 18.0 21.6 100.7 113.5 107.1 110.9 111.3 111.1
75.0 20.5 235 22.0 25.4 18.2 21.8 101.3 114.4 107.9 111.6 111.9 111.8
77.0 20.7 23.6 22.2 25.7 18.5 22.1 102.0 115.2 108.6 112.2 112.6 112.4
79.0 20.9 23.8 22.4 26.0 18.8 22.4 102.6 115.9 109.3 112.8 113.1 113.0
81.0 21.1 23.9 225 26.3 19.1 22.7 103.3 116.7 110.0 113.5 113.5 113.5
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Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos

ANEX0S =g
FORSU FORSU
. FOR.SLi' + lones Metalicos FORS,U + lones Metalicos
Tiempo 0.6 g SVindculo 0.6 g SV inéculo 3 g SVinodculo 39 SVinoculo
[h] 0.3g SV FORSU 0.3 g SV FORSU 1.5g SV FORSU 1.5 SV FORSU
| Il Prom. | I Prom | I Prom | 1 Prom

83.0 21.3 24.0 22.7 26.6 19.4 23.0 103.9 117.5 110.7 114.1 113.8 114.0
85.0 21.5 24.2 22.9 26.8 19.7 23.3 104.6 118.3 1115 114.8 114.2 114.5
87.0 21.7 24.3 23.0 27.1 19.9 23.5 105.2 119.1 112.2 115.4 1145 115.0
89.0 21.9 24.4 23.2 27.4 20.2 23.8 105.9 119.9 112.9 115.9 114.9 115.4
91.0 22.1 24.5 23.3 27.7 20.5 24.1 106.1 120.7 113.4 116.2 115.2 115.7
93.0 22.3 24.7 23.5 27.9 20.8 24.4 106.3 121.5 113.9 116.4 115.6 116.0
95.0 22.5 24.8 23.7 28.2 21.0 24.6 106.5 121.8 114.2 116.7 115.9 116.3
97.0 22.7 24.9 23.8 28.4 21.3 24.9 106.7 122.1 114.4 117.0 116.3 116.7
99.0 22.9 25.1 24.0 28.6 21.5 25.1 106.9 122.4 114.7 117.2 116.6 116.9
101.0 23.1 25.2 24.2 28.8 21.7 25.3 107.1 122.7 114.9 117.5 117.0 117.3
103.0 23.3 25.3 24.3 29.1 21.9 25.5 107.3 123.0 115.2 117.8 117.4 117.6
105.0 23.5 25.4 24.5 29.3 22.1 25.7 107.5 123.3 115.4 118.0 117.7 117.9
107.0 23.8 25.6 24.7 29.5 22.3 25.9 107.7 123.6 115.7 118.3 118.1 118.2
109.0 24.0 25.7 24.9 29.7 22.5 26.1 107.9 123.9 115.9 118.6 118.4 1185
111.0 24.2 25.8 25.0 29.9 22.8 26.4 108.1 124.2 116.2 118.9 118.8 118.9
113.0 24.4 26.0 25.2 30.1 23.0 26.6 108.3 124.5 116.4 119.1 119.1 119.1
115.0 24.6 26.1 25.4 30.4 23.2 26.8 108.5 124.8 116.7 119.4 1195 1195
117.0 24.8 26.2 25.5 30.6 23.4 27.0 108.7 125.1 116.9 119.7 119.8 119.8
119.0 25.0 26.3 25.7 30.8 23.6 27.2 108.9 125.4 117.2 119.9 120.2 120.1
121.0 25.2 26.5 25.9 31.0 23.8 27.4 109.1 125.7 117.4 120.2 120.5 120.4
123.0 25.4 26.6 26.0 31.2 24.0 27.6 109.3 126.0 117.7 120.5 120.9 120.7
125.0 25.7 26.7 26.2 31.4 24.3 27.9 109.5 126.3 117.9 120.8 121.2 121.0
127.0 25.9 26.9 26.4 31.6 24.5 28.1 109.7 126.6 118.2 121.0 121.5 121.3
129.0 26.1 27.0 26.6 31.9 24.7 28.3 109.9 126.9 118.4 121.3 121.9 121.6
131.0 26.3 27.1 26.7 32.1 24.9 28.5 110.1 127.2 118.7 121.6 122.2 121.9
133.0 26.5 27.2 26.9 32.3 25.1 28.7 110.3 127.5 118.9 121.8 122.5 122.2
135.0 26.7 27.4 27.1 325 25.3 28.9 110.5 127.8 119.2 122.1 122.9 122.5
137.0 26.9 27.5 27.2 32.7 25.5 29.1 110.7 128.1 119.4 122.4 123.2 122.8
139.0 27.1 27.6 27.4 32.9 25.8 29.4 110.9 128.4 119.7 122.7 123.5 123.1
141.0 27.3 27.8 27.6 33.2 26.0 29.6 111.1 128.9 120.0 122.9 123.9 123.4
143.0 27.5 27.9 27.7 33.4 26.2 29.8 111.3 129.7 120.5 123.7 124.2 124.0
145.0 27.8 28.0 27.9 33.6 26.4 30.0 111.5 130.4 121.0 124.5 124.6 124.6
147.0 28.0 28.2 28.1 33.8 26.6 30.2 111.7 131.1 121.4 125.3 124.9 125.1
149.0 28.2 28.3 28.3 34.0 26.8 30.4 111.9 131.8 121.9 126.0 125.2 125.6
151.0 28.4 28.4 28.4 34.2 27.0 30.6 112.1 132.6 122.4 126.8 125.6 126.2
153.0 28.6 28.5 28.6 34.4 27.3 30.9 112.3 133.3 122.8 127.6 125.9 126.8
155.0 28.8 28.7 28.8 34.7 27.5 31.1 112.5 134.0 123.3 128.4 126.2 127.3
157.0 29.0 28.8 28.9 34.9 27.7 31.3 112.7 134.7 123.7 129.1 126.6 127.9
159.0 29.2 28.9 29.1 35.1 27.9 315 112.9 135.5 124.2 129.9 126.9 128.4
161.0 29.4 29.1 29.3 35.3 28.1 31.7 113.0 135.8 124.4 130.3 127.1 128.7
163.0 29.6 29.3 29.5 355 28.3 31.9 113.2 136.0 124.6 130.5 127.3 128.9
165.0 29.8 29.5 29.7 35.6 28.4 32.0 113.4 136.2 124.8 130.6 127.5 129.1
167.0 30.0 29.6 29.8 35.8 28.6 32.2 113.6 136.4 125.0 130.8 127.7 129.3
169.0 30.2 29.8 30.0 36.0 28.8 32.4 113.7 136.6 125.2 131.0 127.9 129.5
171.0 30.3 30.0 30.2 36.2 29.0 32.6 113.9 136.7 125.3 131.2 128.0 129.6
173.0 30.5 30.2 30.4 36.3 29.2 32.8 114.1 136.9 125.5 131.4 128.2 129.8
175.0 30.7 30.4 30.6 36.5 29.3 32.9 114.3 137.1 125.7 131.5 128.4 130.0
177.0 30.9 30.5 30.7 36.7 29.5 33.1 114.5 137.3 125.9 131.7 128.6 130.2
179.0 31.1 30.7 30.9 36.9 29.7 33.3 114.6 137.5 126.1 131.9 128.7 130.3
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Efecto de lones Metdlicos sobre la Metanogénesis en la Digestion Anaerobia de
Residuos Sélidos Orgéanicos Urbanos

ANEX0S =g
FORSU FORSU
. FOR.SLi' + lones Metalicos FORS,U + lones Metalicos
Tiempo 0.6 g SVindculo 0.6 g SV inéculo 3 g SVinodculo 39 SVinoculo
[h] 0.3g SV FORSU 0.3 g SV FORSU 1.5g SV FORSU 1.5 SV FORSU
| Il Prom. | I Prom | I Prom | 1 Prom

181.0 31.3 30.9 31.1 37.0 29.9 33.5 114.8 137.7 126.3 132.1 128.9 130.5
183.0 31.4 31.1 31.3 37.2 30.0 33.6 115.0 137.9 126.5 132.3 129.1 130.7
185.0 31.6 31.3 31.5 37.4 30.2 33.8 115.2 138.0 126.6 1325 129.3 130.9
187.0 31.8 31.5 31.7 37.6 30.4 34.0 115.3 138.2 126.8 132.6 1295 131.1
189.0 32.0 31.6 31.8 37.8 30.6 34.2 115.5 138.4 127.0 132.8 129.6 131.2
191.0 32.2 31.8 32.0 37.9 30.7 34.3 115.7 138.6 127.2 133.0 129.8 131.4
193.0 32.4 32.0 32.2 38.1 30.9 34.5 115.9 138.8 127.4 133.2 130.0 131.6
195.0 32.6 32.2 32.4 38.3 31.1 34.7 116.0 139.0 127.5 133.4 130.2 131.8
197.0 32.7 32.4 32.6 38.5 31.3 34.9 116.2 139.2 127.7 133.6 130.3 132.0
199.0 32.9 32.5 32.7 38.6 31.4 35.0 116.4 139.3 127.9 133.7 130.5 132.1
201.0 33.1 32.7 32.9 38.8 31.6 35.2 116.6 139.5 128.1 133.9 130.7 132.3
203.0 33.3 32.9 33.1 39.0 31.8 35.4 116.8 139.7 128.3 134.1 130.9 1325
205.0 335 33.1 33.3 39.2 32.0 35.6 116.9 139.9 128.4 134.3 131.1 132.7
207.0 33.7 33.3 33.5 39.3 32.2 35.8 117.1 140.1 128.6 1345 131.2 132.9
209.0 33.8 334 33.6 39.5 32.3 35.9 117.3 140.3 128.8 134.6 131.4 133.0
211.0 34.0 33.6 33.8 39.7 32.5 36.1 117.5 140.5 129.0 134.8 131.6 133.2
213.0 34.2 33.8 34.0 39.9 32.7 36.3 117.6 140.6 129.1 135.0 131.8 133.4
215.0 34.4 34.0 34.2 40.1 32.9 36.5 117.8 140.8 129.3 135.2 131.9 133.6
217.0 34.6 34.2 34.4 40.2 33.0 36.6 118.0 141.0 129.5 135.4 132.1 133.8
219.0 34.8 34.4 34.6 40.4 33.2 36.8 118.2 141.2 129.7 135.6 132.3 134.0
221.0 34.9 345 34.7 40.6 334 37.0 118.3 141.4 129.9 135.7 132.5 134.1
223.0 35.1 34.7 34.9 40.8 33.6 37.2 118.5 141.6 130.1 135.9 132.6 134.3
225.0 35.3 34.9 35.1 40.9 33.7 37.3 118.7 141.7 130.2 136.1 132.8 134.5
227.0 355 35.1 35.3 41.1 33.9 37.5 118.9 141.9 130.4 136.3 133.0 134.7
229.0 35.7 35.3 355 41.3 34.1 37.7 119.0 142.1 130.6 136.5 133.2 134.9
231.0 35.9 35.4 35.7 41.5 34.3 37.9 119.2 142.3 130.8 136.6 133.4 135.0
233.0 36.0 35.6 35.8 41.6 34.4 38.0 119.4 142.5 131.0 136.8 133.5 135.2
235.0 36.2 35.8 36.0 41.8 34.6 38.2 119.6 142.7 131.2 137.0 133.7 135.4
237.0 36.4 36.0 36.2 42.0 34.8 38.4 119.8 144.6 132.2 137.2 133.9 135.6
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