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RESUMEN



Resumen

Los residuos orgdnicos con alto contenido de sélidos han sido utilizados para producir dcidos grasos
voldtiles (AGV), biogas (metano-C03) en cultivo en medio sélido. En estos cultivos la actividad de dgua
(ay,) estd estrechamente relacionada con la cantidad de agua disponible, que sirve de medio de
transporte de los susiratos para los microorganismos y adeinds se vincula cor las reacciones
bioquimicas que integran el metabolismo.
En el presente trabajo se estudio el efecto de la ay, en la fermentacion en medio liquido y sélido. Se
utilizé el sistema de cultivo por lotes y dos consorcios microbianos como inéculos. Como modificador de
la a,, se empled etilenglicol en ambos cultivos. La actividad de agua se determind en un equipo, que
utiliza una técnica basada en la medicion indirecta, por condensacion del vapor de agua que se genera
al tratar de alcanzar el equilibrio de fases. La medicion de AGV, metano y CO) se realizo por
cromatografia de gases (ionizacion de flama y conductividad térmica).
Se evalué el efecto de la a,, en las fermentaciones en medio liquido utilizando glucosa y liquido ruminal
como indculo. En el control a a,, de 0.996, la glucosa se consumié en 15 horas y la produccion de los
dcidos grasos volitiles, se disocié del consumo de sustrato, siendo el propionato el producto principal.
Se observé que el etilenglicol no tuvo un efecto bactericida para la mayoria de la poblacion microbiana.
Al disminuir los valores de a,, de 0.996 a 0.941, las tasas globalés de consumo de sustrato descendieron,
legando incluso a anularse a un valvr de a,, de 0.92. A un valor de a,, de 0.941 el sustrato todavia
alcanzo a consumirse totalmente, sin embargo, ya no se observé produccion de AGV ni variacion global
de la actividad de agua en la fermentacion.
Con la ecuacion de Monod se calcularon las constantes cinéticas Ks (constante de afinidad o saturacion
del sustrato) y pynq, (velocidad mdaxima de crecimiento) encontrdndose que ambos pardmetros cinéticos
se alteraron al disminiur la a,,. Los valores calculados de Ks y p,,,,, en el control a a,, de 0.996 fueron
de 1.033 milimoles/l y de 0.062 hl respectivamente. *El tipo de inhibicion que se presento al disminuir
la a,, en el medio liquido fué no competitiva.
La digestion anaerobia de lirio acudtico en medio solido con liquido ruminal como indculo, para
evaluar el efecto sobre el consumo del sustrato, produccion de dcidos grasos voldtiles, metano y CO). El
control se realizo a a,, de 0.982, el producto principal fué acetato y su tasa de produccion de 0.5345
milimoles/100 g peso seco. A 0.971 la tasa de produccion de acetato fué todavia muy similar al control,
disminuyendo al variar la a,, y a 0.94 no hubo produccion. El coeficiente del consumo del sustrato (k)
en el control fué de 0.04826 d-1 y disminuyé en forma exponencial a 0.0101 d-1 al dismininuir la a,, a
un valor de 0.963.
Para evitar la acumulacion de los AGYV se utilizaron lodos anaerobios y liquido ruminal como indculos y
se observé en el control a a,, de 0.99 que la velocidad de produccion de metano fué de 0.515
milimoles/100 g peso seco y la de acetato de 0.8540 milimoles/100 g peso seco. Al disminuir la a, a
0.976 la velocidad de produccion de metano disminuyé a 0.068 milimoles/100 g peso seco, llegando
incluso a anularse a a,, de 0.968. El coeficiente del consumo del sustrato (k) en el control fué de

0.04536 d-1 y disminuyé en forma exponencial a 0.00696 d-1 al dismininuir la ay, a un valor de 0.955.
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Resumen

Los residuos orgdnicos con alto contenido de sélidos han sido utilizados para producir dcidos grasos
voldtiles (AGV), biogas (metano-C0») en cultivo en medio sélido. En estos cultivos la actividad de agua
(ay,) estd estrechamente relacionada con la cantidad de agua disponible, que sirve de medio de
transporte de ios susiratos para los microorganismos y adeinds se vincula cor las reacciones
bioquimicas que integran el metabolismo.
En el presente trabajo se estudio el efecto de la a,, en la fermentacion en medio liguido y sélido. Se
utilizé el sistema de cultivo por lotes y dos consorcios microbianos como indculos. Como modificador de
la a,, se empled etilenglicol en ambos cultivos. La actividad de agua se determind en un equipo, que
utiliza una técnica basada en la medicion indirecta, por condensacion del vapor de agua que se genera
al tratar de alcanzar el equilibrio de fases. La medicion de AGV, metano y CO) se realizo por
cromatografia de goses (ionizacién de flama y conductividad térmica).
Se evalug el efecto de la a,, en las fermentaciones en medio liguido utilizando glucosa y liguido ruminal
como indéculo. En el control a a,, de 0.996, la glucosa se consumié en 15 horas y la produccién de los
dcidos grasos voldtiles, se disocié del consumo de sustrato, siendo el propionato el producto principal.
Se observé que el etilenglicol no tuvo un efecto bactericida para la mayoria de la poblacion microbiana.
Al disminuir los valores de a,, de 0.996 a 0.941, las tasas globaleizs de consumo de sustrato descendieron,
legando incluso a anularse a un valor de a,, de 0.92. A un valor de a,, de 0.941 el sustrato todavia
alcanzé a consumirse totalmente, sin embargo, ya no se observé produccion de AGV ni variacion global
de la actividad de agua en la fermentacion.
Con la ecuacion de Monod se calcularon las constantes cinéticas Ks (constante de afinidad o saturacion
del sustrato) y py,, (velocidad mdxima de crecimiento) encontrdndose que ambos pardmetros cinéticos
se alteraron al disminiur la a,,. Los valores calculados de Ks y pi,y,,, en el control a a,, de 0.996 fueron
de 1.033 milimoles/l y de 0.062 h™! respectivamente. -El tipo de inhibicion que se presenté al disminuir
la a,, en el medio liquido fué no competitiva.
La digestion anaerobia de lirio acudtico en medio solido con liquido ruminal como inéculo, para
evaluar el efecto sobre el consumo del sustrato, produ:ccion de dcidos grasos voldtiles, metano y CO». El
control se realizo a a,, de 0.982, el producto principal fué acetato y su tasa de produccion de 0.5345
milimoles/100 g peso seco. A 0.971 la tasa de produccion de acetato fué todavia muy similar al control,
disminuyendo al variar la a,, y a 0.94 no hubo produccién. El coeficiente del consumo del sustrato (k)
en el control fué de 0.04826 d-1 y disminuyé en forma exponencial a 0.0101 d-1 al dismininuir la a, a
un valor de 0.963.
Para evitar la acumulacion de los AGYV se utilizaron lodos anaerobios y liqguido ruminal como indculos y
se observo en el control a a,, de 0.99 que la velocidad de produccion de metano fué de 0.515
milimoles/100 g peso seco y la de acetato de 0.8540 milimoles/100 g peso seco. Al disminuir la a, a
0.976 la velocidad de produccion de metano disminuyé a 0.068 milimoles/100 g peso seco, llegando
incluso a anularse a a,, de 0.968. El coeficiente del consumo del sustrato (k) en el control Jué de

0.04536 d-1 y disminuyé en forma exponencial a 0.00696 d-1 al dismininuir la a,, a un valor de 0.955.
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Los coeficientes de consumo de sustrato para ambos inéculos descendieron exponencialmente al
disminuir los valores de a,,, sin embargo, en el intervalo de 0.981 a 0.965 los valores de los coeficientes
Jueron mayores cuando se utilizé iinicamente liquido ruminal, por debajo de este valor no se observaron

diferencias apreciables.
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Objetivos y metas

Objetivos generales.

1. Evaluar y establecer las condiciones de cultivo para digerir anaerobicamente el lirio
acuatico (Eichhornia cfassipes) en condiciones de temperatura, pH y medio de cultivo
definidos.

2. Bajo condiciones de cultivo definidas, estudiar, medir y evaluar el efecto de la ay, a
diferentes concentraciones de etilenglicol sobre la digestién anaerobia en medio sélido del

lirio acudtico. X

Objetivos particulares.

1. Estudiar y estimar el efecto de la ay, en cultivos por lotes en medio liquido con glucosa y
liquido ruminal. ‘
2. Evaluar y analizar las constantes cinéticas Ks y pmax en la fermentacién liquida al variar
laay, .

3. Estudiar, medir y entender el efecto de la ay;, en la produccién de los 4cidos grasos
voldtiles (AGV) y biogas (metano-CO,) en la digestién anaerobia del lirio acudtico,
utilizando como indculo: a) liquido ruminal y b) lodos anaerobios y liqﬁido ruminal.

4. Estudiar, calcular y explicar el compoitamiento del coeficiente de consumo de sustrato al

variar la ay, en la fermentacién en medio sélido con ambos inéculos.

Metas.
1. Estimar las constantes cinéticas Ks y umay en el intervalo de ay, de 0.996 a 0.92 en la
fermentacién liquida, utilizando la ecuacién de Monod y determinar el tipo de inhibicién que

se presenta al variar la a,.

Efecto de la actividad de agua... 5



2. Estudiar el efecto de 1a ay, en el intervalo de 0.982 a 0.94 en la fermentacion en medio
s6lido utilizando como inéculo liquido ruminal para la produccion de AGV, y de 0.99 a
0.955 utilizando lodos anaerobios y liquido ruminal para la produccién de AGV, metano y
CO2 y calcular los coeficientes de consumo de sustrato.

3. Definir y enumerar los efectos de la ay, en los dos tipos de medios de cultivos y de los

consorcios microbianos.
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Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1. Lirio acuatico (Eicchornia crassipes).
En afios recientes se han hecho esfuerzos para el desarrollo de fuentes alternativas de
energia, por lo que se ha incrementado la importancia sobre procesos de produccion de
combustibles a partir de desechos orgédnicos, como la digestion anaerobia, en la que
intervienen poblaciones bacterianas complejas que transforman la materia orgdnica en
acetato, CO», hidrdgeno y finalmente metano.
Entre los desechos orgdnicos vegetales que pueden ser usados para la produccién de biogas
se encuen‘ra el linu acudtico, que es una planta vascular acudtica flotante que crece
rapidamente. Se pueden producir 106 toneladas de materia seca por hectdrea por afo
(Reddy y DeBurk, 1984), ademds su extenso sistema radicular le permite absorber gran
cantidad de nutrientes disueltos, que toma directamente del agua, reduciendo asi la carga
orgdnica de éstas y climinando los metales pesados (Brij, 1984; Jamil y col, 1984). Por esta
capacidad de aborber sustancias disueltas se ha utilizado en sistemas de tratamiento terciario
de aguas residuales, en estos tratamientos los efluentes pasan primeramente a una planta de
lodos activados, posteriormente se hace circular en lagunas de estabilizacion y €l lirio
comprende el tratamiento final. Sin embargo, para que este sistema sea efectivo, es necesario
cosechar la planta para evitar que al decaer lixivie las sustancias que absorbid, por lo que el
lirio debe ser tratado posteriormente para reducir su materia organica.

1.1.2. Digestion anaerobia.

La digestion anaerobia se puede llevar a cabo en ecosistemas muy diversos como: pantanos,
sedimentos marinos o lacustres, los microambientes anéxicos del suelo, los tractos digestivos
de los rumiantes y en algunas termitas (Zehnder, 1978; Garcia, 1991).
La degradacion anaerobia de la materia orgénica se lleva a cabo en tres etapas:
1) Hidrdlisis de los polimeros biolégicos por los microorganismos hidroliticos y; acidogénesis

de los compuestos orgdnicos sencillos formados por las bacterias fermentativas.

Efecto de la actividad de agua... 8



2) Acetogénesis de los metabolitos de la fermentacion (4cidos orgdnicos, dcidos grasos
voldtiles AGV, alcoholes) por las bacterias homoacetogénicas y sintréficas.
3) Metanogénesis, a partir del hidrégeno méas didxido de carbono, acetato, formato,
compuestos metilados sencillos y de ciertos alcoholes en presencia de didxido de carbono,
por bacterias metagénicas, bajo condiciones ambientales particulares, como potenciales
reductores de -350 mV, pH de 6.7 - 7.8, ausencia de sales aceptores finales de electrones
como los sulfatos y nitratos (Mclnemeyv y Bryant1981; Guyot, 1990).

1.1.3. Etapas de la digestion anaerobia.

1.1.3 1. Primera etapa: Hidrélisis vy acidogénesis.
La hidrolisis es la primera etapa requerida para la utilizacién de los biopolimeros complejos
como las proteinas, lipidos y carbohidratos que son transformados a moléculas mds simples
como aminodcidos, dcidos grasos y monosédcaridos. Un gran nimero de factores afectan la
velocidad a la cual los polimeros pueden ser hidrolizados. Por ejemplo, los materiales sin
degradar, tales como la lignina y ceras. pueden retardar la hidrolisis de las particulas a las que
esten asociadas cuando los polimeros son poco solubles o toxicos (Gujer y Zehnder, 1983)
Los microorganismos que iitervienen en la hidrélisis de los biopolimeros son muy diversos,
como bacterias anacrobias o facultativas y hongos anaerobios, que degradan celulosa y se
pueden hallar en el rumen, donde fueron descubiertos estos ultimos (Theodorou y col.,
1988). Ademas de éstos, se encuentran las bacterias proteoliticas vy lipoliticas. |
La rapidez de hidrélisis de distintos residuos puede interpretarse a través de una cinética de
primer orden, teniendo siempre presente, que son funciones globales resultantes de cinéticas
individuales mas compleias y que no toda la materia orgdnica es degradada con igual
facilidad (Monroy, 1992).
En la Tabla 1.1. se muestran algunos microorganismos y enzimas que intervienen en la

hidrélisis de biopolimeros asi como sus constantes especificas de velocidad de degradacién.



Introduccion

Tabla 1.1. Bacterias, enzimas hidroliticas y constantes especificas de degradacion de
biopolimeros en la digestion anaerobia.

Biopolimero Productos de | Exoenzima:E y Organismo O | (d'])
hidrélisis
Lipidos Acidos grasos E: Lipasa 0.4-0.6 (ésteres de
glicerol O: Clostridium sp dcidos grasos)
alcoholes 0.6-1.7(grasas)
0.08 (lipidos)
Proteinas polipéptidos E: Proteasa 0.02
oligopeptidos E: Peptidasa 0.03
aminodcidos O:Proteus vulgaris
Clostridum
Celulosa polisacdridos E: Celulasa 0.04 (celulosa cruda
oligosacdridos O:Acerovibrio cellulolitveus 0.13
glucosa Hongos facultativos
Clostridium
Ruminococcus albus
Ruminococcus flavifaciens
Hemicelulosa polisacdridos E: Hemicelulasa 0.054
(xylanas, oligosacéridos O: Hongos
petosanas hexosas Clostridium
pentosas Bacteroides ruminocola

Butyrivibrio fibrisolvens

k., Constante especifica de velocidad de degradacidn, éstas han sido calculadas sobre datos de la literatura.
asumiendo que todo el material es biodegradable.

(Gujer y Zehnder, 1983)

Durante esta primera etapa se lleva a cabo la fermentacién de los compuestos hidrolizados a

dcidos orgédnicos, alcoholes, hidrégeno y biéxido de carbono, através de la produccién de

intermediarios como el lactato, etanol, piruvato, succinato, entre otros, ocupando el piruvato

una posicién clave en la orientacién de las fermentaciones. La produccion de los

intermediarios como el lactato y el etanol no se acumulan, pues la microflora metanogénica

consume el hidrégeno y desplaza el metabolismo hacia productos mas oxidados como el

acetato, lo que hace que las bacterias fermentativas produzcan mds acetato e hidrégeno que

los otros metabolitos (Garcia, 1991).

La produccidn de los dcidos orgdnicos por las bacterias fermentativas disminuyen el pH, lo

que puede tener un efecto inhibitorio, sobre todo en las bacterias metanogénicas, ya que las

fermentativas pueden crecer a pH de 4.5 a 5.0 (Hobson, 1982).

Efecto de la actividad de agua...
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Intervienen en la fermentacién un conjunto diverso de bacterias anaerobias o facultativas,

algunos ejemplos de ellas se muestran en la Tabla 1.2. asi como los productos formados.

Tabla 1.2. Bacterias fermentativas de la digestion anaerobia
ESPECIES DE BACTERIAS FERMENTATIVAS | PRODUCTO
Acetobacterium wodii ) acetato
Clostridium aceticum
Clostridum formiaceticum
Butyribacterium methylotrophicum acetato. butirato
Eubacterium sp.
Acidaminococcus sp.

Lactobacillus sp acetato. ctanol, lactato
Propionibacterium sp. acetato. propionato
Bifidobacterium sp. acetato, lactato
Ruminococcus sp. acclato, lactato, fo..nato
Streptococcus sp. N lactato

Leptotrichia sp.

Succinivibrio sp succinalo

(Guyot, 1990).
1.1.3.2. Segunda etapa: Aceiogénesis.

Los compuestos formados en la primera etapa son transformados en acetato, hidrégeno y
biéxido de carbono en la acetogénesis.

En esta etapa se evita que se acumulen los dcidos orgénicos formados anteriormente, y que
pueden inhibir a la metanogénesis. Los grupos microbianos que intervienen son tres: a) las
bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno (OHPA, por sus siglas en inglés),
b)las homoacetogénicas y c¢) las sulfato reductoras (BSR).

a) Las bacterias acetogénicas OHPA producen acetato e hidrégeno, éste dltimo las inhibe,
por lo que tienen estrecha reiacién con las bacterias que remueven el hidrégeno, las
metanogénicas hidrogenofilicas, y con las bacterias sulfato reductoras (BSR) cuando en el
medio existen sulfatos limitantes (Garcia, 1982). Esta relacion sintréfica entre bacterias
OHPA y bacterias hidrogenofilicas recibe el nombre de transferencia interespecies de

hidrégeno (McInerney y Bryant, 1981; Mountfort, 1984).

i1



Introduccion

Actualmente han sido aisladas muy pocas bacterias OHPA, debido a que crecen en cocultivos
cor. las bacterias hidrogenofilicas y tienen tiempos de crecimiento muy largos de 90-160
horas. En la Tabla 1.3 se muestran cuatro bacterias OHPA que son capaces de llevar a cabo

la hidrélisis de los dcidos grasos y la de oxidar el benzoato (Guyot. 1990)

Tabla 1.3. Bacterias sintrdficas (OHPA) de la digestion anaerobia .

BACTERIAS SUSTRATO OXIDADO PRODUCTO

Syntrophomonas wolfei acidos carboxilicos acetato,
saturados de C4 a C8 hidrégeno

Syatrophobacter wolinii propionato acctato. dioxido

de carbono,
hidrégeno

Svntrophomonas sapovorans dcidos grasos saturados dej acctato.
C4 a CI8 y algunos dcidos| hidrogeno
grasos insaturados

Svatrophospora bryantii dcidos grasos de C4 acetato,
hidrégeno

Syntrophus buswellii benzoato ) acetato, dioxido
de carbono,
hidrégeno

(Guyot, 1990; Garcia, i991).

b) Las bacterias homoacetogénicas se caracterizan por producir Gnicamente acetato, sin
generar hidrégeno molecular, éstas se dividen en dos grupos: 1) las que son capaces de
reducir el diéxido de carbono a acetato por los electrones generados durante la fermentacién
de sustratos carbonados, como la glucosa y fructosa y; 2) las que transforman una mezcla de
hidrégeno y diéxido de carbono en acetato.

En la Tabla 1.4 se muestran algunos ejemplos de bacterias homoacetogénicas.

Tabla 1.4. Bacterias homoacetogénicas de la digestion anaerobia .

GRUPO 1. H* (reduccién de un compuesto carbonado)) GRUPO 2. H, + CO9y — acetato
+ COy — acetato

Clostridium formicoaceticum Acetobacterium wodii
Clostridium acidiurici Acetogenium kivui
Butyribacterium rertgeri Clostridium aceticum
Peptococcus glycinophilus Acetitomaculum ruminis

Acetoanaerobium noterae

(Garcia, 1991).
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¢) Las bacterias sulfato reductoras (BSR) se caracterizan por su capacidad de reducir los
sulfatos a sulfuros.

Se pueden dividir en dos grupos (Pfennif y col., 1981).

1) Las del grupo I, que son capaces de oxidar parcialmente el lactato en acetato y diéxido de

carbono, la reaccidn que se lleva a cabo es la siguientes.

2CH3CHOHCOO" + SO, 2 ~—>» 2CH3C00- + 2HCOz™ + HS" + H*

ii) Las del grupo II realizan, en presencia de sulfatos. la oxidacién de los dcidos grasos
voldtiles v de algunos compuestos aromdticos. La siguiente reaccién es un ejemplo de la
reaccion de sulfatorre\duccién de este grupo.

2CH3;CHOHCOO" + S04 2- —> 6HCO3- +3HS™ + Ht

Algunas bacterias sulfatorreductoras corapiten por el uso del acetato y del hidrégeno con las
bacterias metanogénicas, en presencia de sulfato. Cuando se acumulan los sulfuros
producidos tienen un efecto negativo ya que pueden inhibir la metanogénesis (Guyot, y col.,

1985). Los niveles de inhibicion son muy variados y van de 50 a 1000 mg/l.

En la Tabla 1.5 se presentan algunos ejemplos de bacterias sulfatorreductoras

Tabla 1.5. Bacterias sulfatorreductoras .

fructosovorans

GRUPO 1 GRUPO 2
Género Especie Género Especie
alcoholovorans nilini
desulfuricans autorrophicum

catecholicum

Desulfovibrio furfuralis Deulfobacterium  indolicum
sulfodismutans niacini
vulgaris phenolicum

Desulfobotulus sapovorans Desulfococcus biacutus

mulltivorans

antarticum
Desulfotomaculum  nigrificans
ruminis

acetoxidans
Desulfotomaculum geothermicum
thermobenzoicum

Desulfobulbus elongatus

propionicus

Desulfosarcina variabilis

(Garcia, 1982)
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1.1.3 3. Tercera etapa: Metanogénesis.
La Gltima etapa de la digestion anaerobia es llevada a cabo por el grupo de las bacterias
metanogénicas, que son las Unicas capaces de producir metano a partir de hidrogeno y
dioxido de carbono, de acetato, formato, de algunos compuestos como el metanol y las
metilaminas y de ciertos alcoholes en presencia de dioxido de carbono.
Las bacterias metanogénicas son anaerobias estrictas y para que la metanogénesis se pueda
Hevar a cabo necesitan potenciales de oxidorreduccion de -330 mV y un valor de pH entre 6
ys. |
Las particularidades bioquimicas de las bacterias metanogénicas hicieron que fueran
clasificadas en el reino de las arqueobacterias (Balch y col, 1979), algunas de estas
particularidades son: la composicion de su pared que no contiene mureina, secuencias
nucleotidicas, coenzimas y metabolismo, la presencia del cofactor F4,, (Rouviére y Wolfe,
1988) que es un 5-diazaflavin analogo a la flavina mononucleotico (FMN), que presenta una
fuerte fluorescencia a 420 nm en el estado oxidado. Se puede observar el FMN observar en
microscopia de epifluorescencia con un color azul-verde que permite identificar y determinar
su presencia en los digestores anaerobios.
Las bacterias metanogénicas se pueden dividir en dos grupos:
1) Bactenias metanogénicas hidrogenofilicas, que obtienen su energia de la oxidacion del
hidrégeno en presencia de dioxido de carbono como aceptor de electrones, pueden utilizar al
acetato como fuente de carbono pero no como fuente de energia. La mayoria de estas
bacterias también pueden consumir el formato. Las reacciones de la formacion de metano a

partir de estos sustratos son:
HCO}’ + 4H2 +H* —> CH4 + 3H20
4HCOO- +H,0 + H* —> CHy +3HCO;-

FEfecto de la actividad de agua...
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Estas bacterias al oxidar el hidrogeno permiten la actividad de las bacterias OHPA
formadoras de acetato.
i) Bacterias metanogénicas acetoclasticas, las que producen metano a partir del acetato. La

reaccion es la siguiente:
CH;COO- +H,0 — CH,; +HCOy"

Estas bacterias producen a partir de acetato el 73 % del metano en los digestores anaerobios
(Smith y Mah, 1966), ademas pueden utilizar el metanol, metilaminas y el hidrogeno, Se
dividen en dos géneros las bacterias metanogénica acetoclasticas, a saber:

Las del género Methanosarcina que tienen baja afinidad para el acetato, (del orden de 5 mM)
y tiempos de generacion de 30 horas y pueden ser inhibidas por el hidrogeno y el formato
(Guyot y Ramirez, 1989).

Las bacterias del género Methanosaeta (anteriormente conocidas como Methanothrix
(Zehnder v col , 1980), tienen una alta afinidad para el acetato entre 0.7 y 1.2 mM, no son
capaces de utilizar el hidrogeno y el formato, aunque estos no son inhibitorios para ellas.

En la Tabla 1.6 se presentan las especie de bacterias metanogénicas mas representativas.

Tabla 1.6. Bacterias metanogénicas en la digestion anaerobia .

Bacterias metanogénicas hidrogenofilicas. Bacterias metanogénicas acetoclasticas

Geénero Especie Género Especie
Jormicicum barkeri

Methanobacterium bryantii Methanosarcina  mazei
thermoautotrophicum thermophila
ruminantium Methanosaeta concilii

Methanobrevibacter  arboriphilus thermoacetophila
smithii

Methanoplanus limicola

Methanococcus vannielli
thermolithotrophicus

Methanomicrobium mobile

Methanogenium cariaci

marisnigri
Methan:spiridlum hungatei

{Schoberth, 1982, Guyot, 1990).
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En la Figura 1 se presenta el esquema con las tres etapas de la digestion anaerobia.

MATERIA ORGANICA
PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS

Hidrelisis
Bacterias
hidroliticas
AMINOACIDOS, AZUCARES ACIDOS GRASOS
Fermentacion

Bacterias Acidogenesis

fermentativas Oxidacion
anaerobia

PRODUCTOS INTERMEDIOS
PROPIONATO, BUTIRATO *

Bacterias
introficas {OHPA])

Acetogenesis
Bacterias
homoacetogenicas

ACETATO

HIDROGENO

Metanogenesis

Bacterias metanogenicas
hidregenofilicas

Bacterias metanogenicas
acetoclasticas

Figura 1.1. Esquema de la digestion anaerobia. (Gujer y Zehnder, 1983).
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1.1.4. Un ambiente natural de la digestion anaerobia: el rumen.
El rumen es un sistema anaerobio muy reductor, donde se encuentra una mezcla de sélidos y
liquidos. En éste se utiliza del 70 al 85 % de la materia seca digestible que consume el animal.
La fase gaseosa esta compuesta por biéxido de carbono, metano y nitrégeno (Annison y col.,
1981). La temperatura es muy cercana a 399C, el pH permanece estable alrededor de 6.7, si
la alimentacion es a base de fibras, y desciende si se suministran almidones y aziicares
solubles. Las fibras que son ingeridas por los rumiantes son reducidas a menor tamafio por la
accidn de las bacterias y por la masticacidn. Los sélidos en el rumen pueden tener tiempos de
retencién de 2 a 3 dias y los liquidos entre 10 y 20 horas. Estos liquidos estdn compuestos
principalmente de saliva, incrementindose asi la capacidad amortiguadora en el rumen (la
saliva es un amortiguador de bicarbonato-fosfato a pH 8.2), e impide que el pH baje, lo cual
podria ser inhibitorio para una fraccidn de la poblacién bacteriana. Los posibles productos
inhibitorios bacterianos son los 4cidos grasos voldtiles y el amonio, pero estos no alcanzan
altas concentraciones debido a que se absorben a través de la pared del rumen.
Ademds de las bacterias, estdn presentes los protozoarios ciliados y flagelados. Los primeros
son organismos de mayor tamaiio, estrictamente anaerobios y fermentan carbohidratos y
digieren fibras y almidones. La principal fuente de nitrégeno proviene de las bacterias que
ingieren. Algunas especies de protozoarios flagelados son parte del ciclo de vida de los
hongos ficomicetos que se encuentran en el rumen (Bauchop, 1981).
El papel exacto de los protozoarios en el rumen no es bien conocido. Se ha sugerido que el
almacenamiento de polisacdridos en los protozoarios es de gran importancia nutritiva para el
animal, su proteina es de valor alimenticio y que pueden contribuir activamente al
fraccionamiento de la celulosa, del almidén y de las proteinas (Annison y col., 1981).
Existen también en el rumen hongos que hidrolizan las fibras, fermentan carbohidratos a
mezclas de 4cidos y producen bidxido de carbono, éstos pueden ser sustratos para la
metanogénesis (Mountfort y col., 1982).
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Muchos tipos de bacterias del rumen forman asociaciones simbidticas y son necesarias para la
estabilidad y funcionamiento de la poblacién microbiana mixta. Por ejemplo, el rompimiento
de la celulosa requiere de por lo menos tres enzimas y las bacterias celuloliticas del rumen no
poseen todas las enzimas (Wood y col, 1982). Esto sugiere que existen otras cepas en el
rumen que son necesarias para suplir esa deficiencia. También las bacterias tienen diferentes
tasas de crecimieto, y algunas pueden crecer hasta que una reaccion les provea de sustrato o
factores de crecimiento.

Las bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas representan una pequeiia fraccion del rumen,
quizd debido a la adhesiéon de éstas a las particulas. Ejemplos de algunas bacterias
celuloliticas son: Ruminococcus ~albus, Bacteroides succinogenes, hemiceluloliticas,

Butyrivibrio fibrisolvens y Bacteroides ruminicola.

1.1.5. Produccion de bio zas a partir del lirio acuatico.
El lirio acudtico dada su composicién quimica, puede ser utilizado para la produccién de

metano, en la Tabla 1.7 se presenta la composicién elemental.

Tabla 1.7. Composicion elemental del lirio acudtico .

COMPONENTE REFERENCIA
%
GHOSE I WOLVERTON SARMA CHYNOWETH
(1979) (1984) (1984 (1982)
Nitrégeno 3.8 2.3 1.55 3.98
Fosforo 0.4 0.53 0.84
Carbono 48 40 49 43.8

La relacién carbono/nitrégeno (C/N) de 12.6, 17 y 11, la de C/P de aproximadamente 100 y

de 52 no se consideran limitantes para la digestion anerobia.
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La composicién orgénica del lirio acudtico, se presentan en la Tabla 1.8.

Tabla 1.8. Composicion del lirio acudtico.

REFERENCIA
WOLVERTON | PILLAI | SARMA | SCHETTINO
(1980) (1984) (1984) (1989)*
CELULOSA 22 25 18 23.76
S.V. HEMICELULOS 34 28 9.6 27.57
A
80-89% PROTEINA 15 27.5 14.25
P.S.5-6% LIGNINA 6 9 8
LIPIDOS 1.6 2
CENIZAS
11-20%
H. 94-95% .

P.S. =Peso seco; H. = Humedad; S.V. = Sdlidos volatiles
*  Analis realizados a la fibra del lirio.

A partir de ésta composicién se puede calcular la biodegradabilidad, por el contenido de

lignina, del lirio con el modelo propuesto por Chandler y col. (1980).

B =-0.028X +0.83 (ecuacién 1)
B = fraccién biodegradable.

X = % de contenido de lignina en los sélidos volatiles

La biodegradabilidad lirio acudtico, utilizando el modelo anterior, es del 60 al 66%.

También se puede estimar un rendimiento teérico a acido acético en base a la composicion
del lirio acudtico, mostrada en la Tabla 1.8, a partir de celulosa, hemicelulosa y proteina
(aproximadamente 0.75 g/g de lirio seco), su biodegradabilidad del 66 % y considerando la

conversién de glucosa a dcido acético:

C6H]206 + 4H20 —> 2CH3COO_ + 2HCO3' + 6H2 + 4ATP. (ecuacic’)n 2)

Se obtiene un redimiento de: (0.75)(0.66)(0.655) = 0.3245 g acetato/g de lirio seco.




Introduccion,

Balance de materia en la digestién anaerobica del lirio acudtico: tomando como base
promedio su composicién, se ha propuesto la férmula condensada Cy3H44019N y un peso
molecular de 638, se puede calcular la produccién maxima de metano (PMM) con el

siguiente balance estequiométrico:

8C3H 409N + 26H,0 —> 95CH,4 + 89CO, + 8NHy  (ecuacién 3)

y considerando que la materia orgdnica se oxida a CO- de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

Cy3Hyg40 9N + 2609 —> 23CO, + NO3 + 22H,O  (ecuacién 4)

De tal forma que al dividir la produccién de metano/mol de lirio (ecuacién 3) entre la
DQO/mol de lirio (demanda quimica de oxigeno) (ecuacién 4) se puede calcular la PMM:
(190 g CH4/mol de lirio)/832 g DQO/mol de lirio) = 0.228 g CH4/g DQO. Ll lirio acudtico
tiene una DQO de 1.09 g DQO/g lirio seco, lo que resulta en una produccién de metano de
0.2485 g de CHy/g lirio seco. Considerando que el 66 % del lirio es biodegradable, se
obtienen 0.167 g CHy/g liric seco.

En la Tabla 1.9 se muestran los resultados .obtenidos de la fermentacién liquida del lirio

acudtico para producir biogas.
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Tabla 1.9. Produccicn de biogds a partir de lirio acudtico.

SOLIDOS | SOLIDOS TIEMPO PRODUCCION | % CH4 | REFERECIA
% % RETENCION | DE BIOGAS
INICIALES DEGRADACION DIAS 1 gas/g ST EN GAS
9.7 0.11 DESPHANDE 1979 1
2.5 22 0.35 56 WOLVERTON 1980 3
3.5 6 0.185 57 BOILLOT 1983 4
30 0.25 ” N
42 15 0.32 67 CHYNOWETH 1982 !
2.65 68 32 0.56 56 MIAMBI 1983 +
2.75 56 22 0.206 56 " 4
2.75 60 19 0.202 56 4
5 16 0.78 50 HAYES 1985 !
2 37.5 90 0.667 60 DIRAR 1985 °
3 359 o 0.589 66 " 2
5 29.3 - 0.638 56 v 2
5.7 0.285 SARASWAT 1986 5*
3.2 0.104 " 5
5 3] 5.33 0.12 51 MONROY 1988 3
ST SOLIDOS TOTALES

!' Mezclas de lirio con lodos de tratamiento primario.

2 . . .
< Mezclas de liro con lodos adaptados previamente en digestores

con lirio.

3 Mezclas de liro con estiércol de vaca.

Lirio dnicamente.

* .. . : Lom
5* Mezclas de lirio con lodos, sisterna de dos fases, acidogénica y

metanogénica con tratamiento alcalino.

S Mezclas de lirio con lodos, sistema de dos fases, acidogénica y

metanogénica

Se observa en la Tabla 1.9 que en la fermentacion liquida generalmente se han utilizado

concentraciones menores que 5% de lirio acudtico obteniéndose altos rendimientos en la

produccién de biogds y metano.

Ramirez y col., (1988), trabajaron con mayores concentraciones de lirio acudtico seco (50 a
100 g), utilizando como inéculo estiércol de vaca lechera, en un fermentador agitado, pero no

lograron mejores conversiones a dcido acético, (0.031 g acético/Lh., utilizando 100 g de lirio

SECO).
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De particular importancia han sido los residuos sélidos ya que la mayoria de los desechos
orgdnicos agricolas, municipales y de la industria de los alimentos contienen alrededor del
20% de sélidos, éstos pueden ser tratados por un proceso que se conoce como digestion seca
(Gosh y Lall, 1988), en donde el medio carece de agua drenable, y presenta ventajas en
comparacion con las fermentaciones liquidas ya que permite cargas orgdnicas altas y diseiio
de digestores de menor volumen. El residuo digerido es un producto final orgdnico bien
estabilizado que puede ser usado como acondicionador de suelo o fertilizante.

La digestion seca se ha llevado a cabo en sistemas de una fase (hidrélisis-metanogénisis), en

la Tabla 1.10 se mencionan algunos trabajos realizados para la produccién de biogas.

\

Tabla 1.10. Produccion de biogds por digestion anaerobia seca.

SOLIDOS SOLIDOS TIEMPO | PRODUCCION DE| % CH4 REFERENCIA
% % RETENCION BIOGAS ,
INICIALES | DEGRADACION| DIAS | gas/g ST EN GAS
30 - 35 30-35 16-21 0.1466 55 BAERE, 1985 !
30-35 70 0.095 30-55 "
32 0.6 57 RIVARD, 1990
9.6 90 0.64 60 WUICIK, 1980
20 105 0.725 55 "
30 150 ' 07 51 i
32 250 | 0.625 53 "
35 259 0.325 55 B
55 140 0.075 44 "
35 55 120 0.133 60 BRUMMELER.1988

I Termofilico (55°C)

Al proceso descrito por Baere (1985) también se le conoce como DRANCO (Dry Anaerobic
Compost), que consiste de una digesién anaerobia seguida por un composteo.

La mayoria trabaja con la fraccién orgdnica de los residuos sélidos municipales. Wujcik y
Jewell (1980) utilizaron mezclas de estiércol de vaca fresco y seco con un indculo
metanogénico. La produccién de biogds y metano se vié afectada cuando el contenido de
s6lidos aument6; que después del 30% de sélidos empieza a decrecer la produccidn de biogds
y de metano. También reportan que la produccién de 4cidos grasos volatiles se vi6 afectada

por el contenido de sélidos, a niveles arriba del 55 %.
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La digestion seca s» puede ilevar a cabo también en sistemas de dos fases, en ésta las
moléculas complejas se rompen primero, para preparar el sustrato de la metanogénesis,
ademds permiten una tasa de hidrélisis mayor, la cual ha sido la etapa limitante de los
procesos de digestion (Mata-Alvarez, 1990).

Gosh vy Lall (1988) utilizaron un lecho de residuos sélidos de derivados celuldsicos, el
lixiviado de la fermentacion era recirculado al lecho de sélidos, lo que permitié que los dcidos
volatiles se aumulardn a niveles mayores de 22 g/l, la concentracion de los dcidos voldtiles no
incrementd mds alld de este nivel, indicando que la fase de hidrélisis-acidificacién fué
probablemente suspendida debido a la inhibicién por producto o repfesién. El lecho exhibié
muy poca produccion de gas y metano, aparentemente porque las bacterias metanogénicas
fueron severamente inhibidas por las concentracion de dcidos volatiles altas. Por lo que fué
necesario que parte de la recircuiacion el lixiviado pasard a un digestor metanogénico,
logrando as{ tasas de formacidn de metano mds altas en el digestor metanogénico que en el
lecho de sélidos.

La fermentacién en medio sélido de una fase, hidrdlisis-acidificacion, no es factible debido a
la inhibicién por las altas concentraciones de dcidos grasos voldtiles, generalmente las
concentraciones que se alcanzan de éstos 4dcidos es de 20 - 30 g/l. Esto indica que los 4cidos
grasos volatiles son inhibitorios a la fase de hidrélisis (De Baere, y col., 1985).

Pero basados en los hechos de que la formacién de metano toma lugar espontdneamente en
los rellenos sanitarios, y que ésta no es inhibida significativamente a niveles de 30 % de
sélidos. De Baere y ccl. continuaron las investigaciones hacia el desarrollo de una sola fase
anaerdbica para el proceso de fermentacion en medio sélido de los residuos municipales, los

cuales producen gas metano y una composta estable como productos finales.
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Las desventajas de la fermentacién seca o sélida pueden atribuirse al bajo contenido de
humedad, limitacién en el transporte de masa de algunos sustratos, difusién y distribucién de
los microorganismos a través del sustrato. En este tipo de fermentaciones mas que el
contenido de agua del sustrato es mds importante la actividad de agua (ay), para el
crecimiento de los microorganismos (Jarvis, 1976; Leistner y Rodel, 1976), que difiere

considerablemente dependiendo del soluto (Barbel, 1986).

1.1.6. Actividad de agua (ay).
Ei término ay, determina el grado de interaccion del agua con los constituyentes de los
solutos en una solucion real y es una medida indirecta dei agua disponible para llevar a cabo
diferentes reacciones.
Se define desde el punto de vista termodindmico como el cociente entre la presion de vapor
del agua con un soluto (P), respecto a la presién de vapor del agua pura (Po), a la
temperatura de equilibrio del sistema.

ay = P/Po (ecuacién 5)
La multiplicacién de ay, x 100 da la humedad relativa (HR) de la atmésfera en equilibrio con
el soluto (Van den Berg y Bruin, 1981).

HR (%) = ay, x 100 (ecuacion 6)

Para las condiciones de equilibrio entre el liquido, sélido y fase vapor, el potencial de agua
puede ser relacionado a la humedad relativa en equilibrio (ERH) de la fase de vapor o la
actividad de agua del sustrato por la ecuacién:

¢=RTlnay/Vw  (ecuacién 7)
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donde:

R = constante universal de los gases.

T = temperatura (°K)

Vw = volumen parcial molal del agua (m3/mot)

¢ = potencial de agua (Pa)
(Gervais y col., 1988).
La razén por la que es mejor determinar la ay,_ que el contenido de agua, para definir el
crecimiento de los microorganismos, es porque el contenido de agua de un material no
repiesenta la concentracion de agua disponible, la cual difiere considerablemente dependiendo

del soluto (Hahn-Higerdalh, 1986). N

1.1.6.1. Influencia de la actividad de agua en la actividad microbiana.

La influencia de la ay, sobre la actividad microbiana puede ser a *res niveles a) celular, b)
enzimatico y ¢) en reacciones fisioldgicas particulares.

a) En la actividad fiosiolégica de los microorganismos el potencial de agua del sustrato tiene
un efecto significativo. Cuando €ste disminuye la disponibilidad de agua se reduce y puede
ser reconocida con un factor clave en la fermentacion en estado sélido en donde se involucran
dos principales componentes del potencial de agua: potencial matricial y osmético, el primero
incluye adsorcion y efectos capilares del sélido presente y el potencial osmético es
determinado por la concentracién y las propiedades polares de los solutos. Los efectos de
estos dos potenciales estdn implicados en la disminucién de la actividad microbiana debido a
la repercusién en la difusién de solutos y gas. Cuando hay condiciones diferentes de
potenciales de agua, la célula previene la salida pasiva de agua, adapta su potencial de agua
interno, sintetizando solutos compatibles como azdcares, polioles o aminodcidos, o por

difusién facilitada de solutos (Gervais y col., 1988).
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El metabolismo de los microorganismos estd fuertemente influenciado por la ay, del medio
circundante para la produccién de metabolitos secundarios tales como toxinas, enzimas y
otros compuestos, controlando la ay, incluso se puede regular la fermentacién y orientarla a
la obtencién de productos especificos, ya que a valores de ayy bajas, los microorganismos no
usan la misma via metabdlica que a valores altos. (Gervais y col., 1986).

b) En la actividad enzimética la disponibilidaddel agua puede influir en diversas formas
(Hahn-Hégerdal, 1986):

i) En la flexibilidad conformacional de las proteinas y en las propiedades fisicoquimicas de la
enzima.

ii) En la actividad ejercida por la enzima.

iii) En reacciones hidroliticas el agua toma parte como un reactivo.

iv) La selectividad y la actividad catalitica podria depender del solvente usado.

c) En las reacciones de hidrélisis el agua sirve como un reactivo activo y como medio de
difusién para llevar a la enzima en contacto con el sustrato, por lo que la reduccién de la
actividad de agua induce a que disminuya la tasa de reaccién.

Solamente en las reacciones de oxidorreduccién de lipidos 6 reacciones involucradas en fase
liquida no acuosa, como la hidrélisis enzimdtica de aceites, la actividad no estd

necesariamente correlacionada con ay,.

1.1.6.2. Solutos para bajar la actividad de agua y sus efectos.
Al tratar de estudiar la ay, sobre la actividad microbiana se han utilizado diferentes solutos
para decrecerla como la adicién de sales, aziicares o polioles, los més usados son: arabitol,

polietilenglicol, 1-prolina, I-lisina, sorbitol, KCI, lactato de sodio, entre otros.
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Debido a que no existe un soluto completamente inerte que baje sélo la actividad de agua sin
ningin otro efecto sobre el metabolismo microbiano, se realizaron estudios en
Staphylococcus aureus utilizando 1-prolina, sorbitol. KCl, lactato de sodio y polietilenglicol
(PEG) de forma individual, se observé que no hay crecimiento celular a una ay, menor de
0.86 y que los polietilenglicoles tienen un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
de los microorganismos (Chirife y Ferro Fontan, 1980). Ademds de la disminucién de la ay,
el efecto con PEG-200 (200 unidades de etilenglicol) o PEG-400 (400 unidades de
etilenglicol) parece ser por parte del soluto, puesto que la inhibicién del crecimiento de S.
aureus con estos solutos ocurre a una ay, mas alta de 0.86, teniendo un efecto bactericida
que no puede ser explicado solamente en térmunos de a,, (Vaamonde y col., 1982; Vaamonde
y col., 1984; Hahn-Higerdal, 1986).

Plitman y col. (1973), trabajaron sobre el efecto en el crecimiento de los dioles alifaticos 1,2-
propranodiol y 1,3-butanodiol en S. aureus. Estos autores indican que éstos dioles tienen un
efecto bactericida, el cual depende de la estructura quimica de las moléculas de soluto.
encontrando que concentraciones minimas de 1,2-propranodiol y 1,3-butanodiol fueron
inhibitorias a ay, de 0.95 y 0.97 respectivamente.

Akedo (1977) investigd la actividad antimicrobiana de una variedad de dioles alifiticos y
encontré que la inhibicién de Bacillus subtilis depende de la longitud de la cadena y posicién
de los grupos hidroxilos y que el efecto antimicrobiano primario de los dioles fué debido a la
inhibicién del transporte del sustrato. Los resultados encontrados concuerdan con los de
inhibicién del transporte de sustrato por dcidos lipofilicos, en donde los derivados de 4cidos
grasos de cadena mds larga inhiben el crecimiento bacteriano y la incorporacién de
aminodcidos, ain a bajas concentraciones. Es interesante notar que hay algunas estructuras
similares entre los dcidos de cadena larga y los dioles, ambos tienen terminaciones hidrofilicas
de grupos carboxilos o grupos hidroxilos y terminaciones hidrofobicas de residuos

hidrocarbonados de cadena larga, generalmente son llamados anfipaticos. En estudios de
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microscopia electrénica en células, se han observado cambios estructurales por tales
compuestos (Akedo, 1977).
Al disminuir la ay, en cultivos de bacterias, éstas acumularon dcido glutdmico. especies mds
tolerantes acumularon 4cido alfa aminobutirico,otras como S. aureus acumuld prolina
(Measures, 1975).
En los microorganismos eucariotes se encontré que hay una acumulacién intracelular de
metabolitos, siendo el glicerol el principal producto acumulado. Por ejemplo. durante el
crecimiento de Zvgosaccharomyces rouxii, a ay, reducidas el glicerol es el principal soluto
osmoregulador, aunque el arabitol puede ser acumulado durante el crecimiento (Van Zyl,
1990).

1.1.6.3. Métodos para determinar la actividad de agua (ay), adicionando solutos.
Los cambios de la a,, se pueden medir por medio de la ley de Raoult, la ecuacién de Norrish
o la ecuacién de Ross como formas mads frecuentes, a continuacién se mencionarin
brevemente cada una de ellas.

1.1.6.3.1. Ley de Raoulit.
La ley de Raoult es poco precisa por abajo de una ay, de 0.95, a menos que se conozca el
coeficiente de actividad para el soluto. Existen otras soluciones matemadticas disponibles,
algunas de las cuales requieren conocimiento de la isoterma de sorcién de agua del
humectante.
Cuando esta ley se usa para predecir la ay, de sustratos de humedad intermedia, los datos de
desorcion se aplican hasta una ay, de aproximadamente 0.7, abajo de ésta se utiliza la de
adsorcién.

aw = O (ngo/(N2o + Nyopuo))  (ecuacion 8)
ngyo = moles de agua en solucién

Dgoluto = Moles de especies de soluto disueltas en una solucion de npj»() moles de agua.

& = coeficiente de actividad (1 para soluto ideal.)
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1.1.6.3.2. Ecuacién de Norrish.
Norrish (1966} propuso una ecuacién para predecir a,, en soluciones binarias no
electrolit. .~
aw = X exp (-KX52) (ecuacion 9)

X y X5 son las fracciones molares del agua y del soluto respectivamente, y K es la constante
de correlacion.

Chirife y Ferro-Fontan (1980), aplicaron sucesivamente la ecuacion para aproximadamente
20 diferentes soluciones acuosas binarias no electroliticas, como azdcares, polioles.
aminodcidos. amidas e hidroxidcidos 6érganicos. Concluyeron que el modelo de Norrish fue
una excelente herramienta para describir la ay, en soluciones acuosas no electroliticas para los

alimentos de humedad intermedia.

1.1.6.3.3. Ecuacién de Ross.
La ecuacién de Ross (1975) supone que cada soluto se comporta independientemente y se
disuelve en toda el agua del sistema. La ecuacion es la siguiente:
Awf = Awp - Aw] - Aw2 - 3w3.....8y (ecuacion 10)
awf = actividad de agua final
awp = actividad de agua en el producto antes de afiadir el soluto.
aw] = la actividad de agua que el soluto tendria si se disolviera en toda el agua. Se
recomienda el uso de las isotermas del soluto para éste término.
En la ecuacion de Ross se utilizan las isotermas experimentales, y ha sido usada para calc:!
la ay, iniciales de la fermentacién en medio sélido con harina de yuca, utilizando el hongo

Aspergillus niger (Oriol, 1987).

29




Introduccion

1.1.6.4. Isotermas de sorcion.
Una isoterma de sorcién puede ser descrita como un grifico de la actividad de agua en
funcién de la humedad relativa o actividad del espacio de vapor que rodea a un material. La
temperatura debe ser constante. La isoterma de sorcién es una herramienta til porque puede
ser empleada para predecir los cambios de potencial en la estabilidad de los alimentos
(Caurie, 1981).
En la Figura 1.2 se muestran 3 tipos de isotermas. La del tipo 1 describe una isoterma para
azdcar cristalina pura, ésta presenta muy pocos cambios en la ganancia de humedad hasta que
llega a ay, de 0.7-0.8. Esto se debe a que el agua forma puentes de hidrégeno con los grupos
hidroxilos, ya que a a,y bajas el efecto dieléctrico no es suficientemente fuerte para romper
las fuerzas interactivas entre las moléculas individuales de azdcar. Sin embargo cuando la ay,
se incrementa, las interacciones azucar-agua son suficientes para disolver las moléculas y
exponer nuevas superficies, en este punto el contenido de humedad aumenta
considerablemente debido a la creacién de una solucién.
La isoterma del tipo 2, sigue una curva sigmoidal, la mayoria de los alimentos presentan este
tipo de isoterma. La curva sigmoidal es causada por los efectos aditivos de la ley de Raoult,
efectos de capilaridad e interacciones superficie-agua. Se observan dos deflecciones, una
alrededor de la ay, de 0.2-0.4 y otra de 0.6-0.7. Estos son el resultado de los cambios en
magnitud de los efectos fisicoquimicos separados.
En la isoterma del tipo 3 el agua se adsorbe sobre sitios especificos, la energia de enlace es
muy grande y la ay, no aumenta, pero cuando se han llenado todos los sitios de enlace y los
capilares, cualquier cambio en el contenido de humedad provoca un incremento en la ay,.
Esto se debe a que el material no se disuelve, asi que el agua afiadida interactia con el agua

ya presente a través de puentes de hidrégeno y una solucién superficial comienza a tener

lugar (Van den Berg y Bruin, 1981).
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Figura 1.2. Tipos de Isotermas de adsorcion de agua
(Van den Berg y Bruin, 1981).

La forma en que el agua interacciona con los sustratos solidos existe en diferentes grados de
enlace o ligamento del agua, los tres principales efectos fisicos son:

a) Efecto coligativo. Cuando un sélido se disuelve en agua, interacciona espacialmente con
ésta a través de fuerzas electrostdticas, dipolo-dipolo. enlaces iénicos y puentes de hidrégeno.
Estas interacciones afectan las propiedades del agua como el punto de ebullicién, punto de
congelacién y presién de vapor. Esta interaccién puede ser evaluada mediante la ley de
Raoult.

b) Efecto capilar. La presién de vapor de agua sobre un menisco liquido curvo. es menor que
la de agua pura, debido a los cambios en los puentes de hidrégeno entre las moléculas de
agua, como resultado de la curvatura de la superficie. Como los alimentos presentan una

gama de capilares, se espera una disminucién de la ay,.
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El metabolismo de los microorganismos estd fuertemente influenciado por la a; del medio
circundante para la produccién de metabolitos secundarios tales como toxinas. enzimas y
otros compuestos, controlando la ay, incluso se puede regular la fermentacion v orientarla a
la obtencién de productos especificos. ya que a valores de ay, bajas. los microorganismos no
usan Ja misma via metabdlica que a valores altos. (Gervais y col., 1986).

b) En la actividad enzimdtica la disponibilidaddel agua puede influir en diversas formas
(Hahn-Héagerdal, 1986):

i) En la flexibilidad conformacional de las proteinas y en las propiedades fisicoquimicas de la
enzima.

1) En la actividad ejercida por la enzima.

iii) En reacciones hidroliticas el agua toma parte como un reactivo.

iv) La selectividad y la actividad catalitica podria depender del solvente usado.

¢) En las reacciones de hidrdlisis el agua sirve como un reactivo activo y como medio de
difusion para llevar a la enzima en contacto con el sustrato, por lo que la reduccién de la
actividad de agua induce a que disminuya la tasa de reaccion.

Solamente en las reacciones de oxidorreduccién de lipidos 6 reacciones involucradas en fase
liquida no acuosa, como la hidrélisis enzimitica de aceites, la actividad no estd

necesariamente correlacionada con ay,.

1.1.6.2. Solutos para bajar la actividad de agua y sus efectos.
Al tratar de estudiar la ay, sobre la actividad microbiana se han utilizado diferentes solutos
para decrecerla como la adicién de sales, azicares o polioles, los més usados son: arabitol,

polietilenglicol, 1-prolina, I-lisina, sorbitol, KCl, lactato de sodio, entre otros.
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Debido a que no existe un soluto completamente inerte que baje sélo la actividad de agua sin
ningin otro efecto sobre el metabolismo microbiano, se realizaron estudios en
Staphylococcus aureus utilizando 1-prolina, sorbitol. KC'!. lactato de sodio y polietilenglicol
(PEG) de forma individual. se observé que no hay crecimiento celular a una ay, menor de
0.86 v que los polietilenglicoles tienen un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
de los mucroorganismos (Chirife y Ferro Fontan, 1980). Ademds de la disminucién de la ay,
el efecto con PEG-200 (200 unidades de etilenglicol) o PEG-400 (400 unidades de
etilenglicol) parece ser por parte del soluto. puesto que la inhibicién del crecimiento de S.
aureus con estos solutos ocurre a una ay, mas alta de 0.86, teniendo un efecto bactericida
que no puede ser explicado solamente en t€rminos de ay, (Vaamonde y col., 1982; Vaamonde
y col.. 1984; Hahn-Hagerdal. 1986).

Plitman y col. (1973), trabajaron sobre el efecto en el crecimiento de los dioles alifdticos 1,2-
propranodiol y 1.3-butanodiol en S. aureus. Estos autores indican que éstos dioles tienen un
efecto bactericida, el cual depende de la estructura quimica de las moléculas de soluto,
encontrando que concentraciones minimas de 1,2-propranodiol y 1,3-butanodiol fueron
inhibitorias a ay; de 0.95 y 0.97 respectivamente.

Akedo (1977) investigé la actividad antimicrobiana de una variedad de dioles alifaticos y
encontré que la inhibicidn de Bacillus subtilis depende de la longitud de la cadena y posicién
de los grupos hidroxilos y que el efecto antimicrobiano primario de los dioles fué debido a la
inhibicién del transporte del sustrato. Los resultados encontrados concuerdan con los de
inhibicién del transporte de sustrato por dcidos lipofilicos, en donde los derivados de dcidos
grasos de cadena mds larga inhiben el crecimiento bacteriano y la incorporacién de
aminodcidos, atin a bajas concentraciones. Es interesante notar que hay algunas estructuras
similares entre los 4cidos de cadena larga y los dioles, ambos tienen terminaciones hidrofilicas
de grupos carboxilos o grupos hidroxilos y terminaciones hidrofébicas de residuos

hidrocarbonados de cadena larga, generalmente son llamados anfipaticos. En estudios de
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microscopia electronica en células, se han observado cambios estructurales por tales
compuestos (Akedo, 1977).
Al disminuir la ay, en cultivos de bacterias, éstas acumularon dcido glutdmico, especies mds
tolerantes acumularon dcido alfa aminobutirico.otras como S. aureus acumuld prolina
(Measures, 1975).
En los microorganismos eucariotes se encontré que hay una acumulacién intracelular de
metabolitos. siendo el glicerol el principal producto acumulado. Por ejemplo, durante el
crecimiento de Zvgosaccharomyces rouxii, a ay, reducidas el glicerol es el principal soluto
osmoregulador, aunque el arabitol puede ser acumulado durante el crecimiento (Van Zyl,
1990).

1.1.6.3. Métodos para determinar la actividad de agua (ay), adicionando solutos.
Los cambios de la ay, se pueden medir por medio de la ley de Raoult, la ecuacién de Norrish
o la ecuacion de Ross como formas mds frecuentes, a continuacién se mencionarin
brevemente cada una de ellas.

1.1.6.3.1. Ley de Raoult.
La ley de Raoult es poco precisa por abajo de una ay, de 0.95, a menos que se conozca el
coeficiente de actividad para el soluto. Existen otras soluciones matemiticas disponibles,
algunas de las cuales requieren conocimiento de la isoterma de sorcién de agua del
humectante.
Cuando esta ley se usa para predecir la ay, de sustratos de humedad intermedia, los datos de
desorcion se aplican hasta una ay, de aproximadamente 0.7, abajo de ésta se utiliza la de
adsorcién.

ayw = & (nygro/(no + Ngopye))  (ecuacidn 8)

ny)o = moles de agua en solucién

Dgg1uto = Moles de especies de soluto disueltas en una solucion de nH,0 moles de agua.

& = coeficiente de actividad (1 para soluto ideal.)
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1.1.6.3.2. Ecuacidén de Norrish.
Norrish (1966) propuso una ecuacién para predecir a,, en soluciones binarias no
electroliticas.
aw = X exp (-KX57) fecuacién 9)

Xy v X5 son las fracciones molares del agua y del soluto respectivamente, y K es la constante
de correlacion.

Chirife v Ferro-Fontan (1980). aplicaron sucesivamente la ecuacidn para aproximadamente
20 diferentes soluciones acuosas binarias no electroliticas, como azucares, polioles,
aminodcidos. amidas e hidroxiacidos drganicos. Concluyeron que el modelo de Norrish fue
una excelente herramienta para describir la ay, en soluciones acuosas no electroliticas para los

alimentos de humedad intermedia.

1.1.6.3.3. Ecuacion de Ross.
La ecuacién de Ross (1975) supone que cada soluto se comporta independientemente y se
disuelve en toda el agua de) sistema. La ecuacion es la siguiente:
Awf = Awp - Aw] - 3w2 - dw3.eoAy (ecuacion 10)
ayf = actividad de agua final
ayp = actividad de agua en el producto antes de afadir el soluto.
aw] = la actividad de agua que el soluto tendria si se disolviera en toda el agua. Se
recomienda el uso de las isotermas del soluto para éste t€rmino.
En la ecuacién de Ross se utilizan las isotermas experimentales, y ha sido usada para calcular
la ay iniciales de la fermentacién en medio sélido con harina de yuca, utilizando el hongo

Aspergillus niger (Oriol, 1987).
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1.1.6.4. Isotermas de sorcion.
Una isoterma de sorcién puede ser descrita como un grifico de la actividad de agua en
funcion de la humedad relativa o actividad del espacio de vapor que rodea a un material. La
temperatura debe ser constante. La isoterma de sorci6n es una herramienta dtil porque puede
ser empleada para predecir los cambios de potencial en la estabilidad de los alimentos
{Caurie, 1981).
En la Figura 1.2 se muestran 3 tipos de isotermas. La del tipo 1 describe una isoterma para
azicar cristalina pura, ésta presenta muy pocos cambios en la ganancia de humedad hasta que
llega a a,, de 0.7-0.8. Esto se debe a que el agua forma puentes de hidrégeno con los grupos
hidroxilos. ya que a ay, bajas el efecto dieléctrico no es suficientemente fuerte para romper
las fuerzas interactivas entre las moléculas individuales de azdcar. Sin embargo cuando la ay,
se incrementa, las interacciones azidcar-agua son suficientes para disolver las moléculas y
exponer nuevas superficies, en este punto el contenido de humedad aumenta
considerablemente debido a la creacién de una solucidn.
La isoterma del tipo 2, sigue una curva sigmoidal, la mayoria de los alimentos presentan este
tipo de isoterma. La curva sigmoidal es causada por los efectos aditivos de la ley de Raoult,
efectos de capilaridad e interacciones superficie-agua. Se observan dos deflecciones, una
alrededor de la ay, de 0.2-0.4 y otra de 0.6-0.7. Estos son el resultado de los cambios en
magnitud de los efectos fisicoquimicos separados.
En la isoterma del tipo 3 el agua se adsorbe sobre sitios especificos, 1a energia de enlace es
muy grande y la ay, no aumenta, pero cuando se han llenado todos los sitios de enlace y los
capilares, cualquier cambio en el contenido de humedad prdvoca un incremento en la ay,.
Esto se debe a que el material no se disuelve, asf que el agua afiadida interactda con el agua

ya presente a través de puentes de hidrégeno y una solucién superficial comienza a tener

lugar (Van den Berg y Bruin, 1981).
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Figura 1.2. Tipos de Isotermas de adsorcion de agua
(Van den Berg y Bruin, 1981).

La forma en que el agua interacciona con los sustratos sélidos existe en diferentes grados de
enlace o ligamento del agua, los tres principales efectos fisicos son:

a) Efecto coligativo. Cuando un soélido se disuelve en agua, interacciona espacialmente con
ésta a través de fuerzas electrostaticas, dipolo-dipolo, enlaces i16nicos y puentes de hidrégeno.
Estas interacciones afectan las propiedades del agua como el punto de ebullicién, punto de
congelacion y presion de vapor. Esta interaccion puede ser evaluada mediante la ley de
Raoult.

b)_Efecto capilar. La presion de vapor de agua sobre un menisco liquido curvo, es menor que
la de agua pura, debido a los cambios en los puentes de hidrégeno entre las moléculas de
agua, como resultado de la curvatura de la superficie. Como los alimentos presentan una

gama de capilares, se espera una disminucion de la ay,.

PR AP S ]
L fe NE e
[

31



Introduccion

c) Interacciones superficie-agua. El agua interacciona directamente con otros grupos
guimicos a través de fuerzas dipolo, enlaces idnicos. fuerzas de Van der Wals (enlaces
hidrofébicos) y puentes de hidrégeno. Estas moléculas de agua, asi enlazadas, requieren de
energia extra para ser transferidas del estado liquido al estado de vapor. por lo que presentan
una menor presién de vapor, resultando en una reduccién de la ay,. Este efecto es mds
pronunciado a bajos niveles de ay, (Labuza, 1985).

Existen modelos para describir la adsorcién de una capa monomolecular de vapor en la
superficie del material sélido, como el modelo de Langmuir que fué mejorado por Freundlich.
Este autor supuso que la isoterma estaba compuesta por una serie de capas monomoleculares
adsorbidas en una superficie compuesta por sitios heterogéneos.

Otro modelo fué decrito por Brunauer-Emett-Teller (modelo de BET), que se obtuvo a partir
de un modelo de adsorcién cinético, el que no toma en cuenta la atraccién entre las moléculas
de adsorbato. A pesar de ser un modelo que sélo se ajusta a la isoterma del sustrato, en el
intervalo de actividad de agua de 0 a 0.5, ha sido muy usado, porque permite calcular el valor
de la monocapa (cantidad de agua necesaria para formar una capa de moléculas que cubra la
superficie del alimento), considerada por algunos autores como punto de maxima estabilidad

(Caurie, 1981).
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Materiales y Métodos

2.1. Materiales.

2.1.1. Reactor con agitacién, control de temperatura y pH. La fermentacién en medio
liquido se llevé a cabo en un reactor de 2.5 1 con propelas para la agitacion y bafles para
mayor turbulencia, con dos bombas para controlar el pH a 7, y recirculacion de agua para
mantener la temperatura a 37 °C.

Para la fermentacion en medio sélido se utilizaron botellas seroldgicas de 55 ml con tapon
de hule y sellos de aluminio.

2.1.2. Indculos: Se utilizaron dos inéculos mixtos heterogéneos, el primero fué
acidogénico (liquido ruminal) y el segundo metanogénico (lodos anaerobios).
El liquido ruminal (LR) fué obtenido de ovejas fistuladas, con una dieta del 3.5 % de su
peso/dia de: 40 % alfalfa, 40 % avena y 20 % de alimento concentrado. El pH del LR fué de
6.2 con un potencial de oxido-reduccién (Eh) de - 255.
Para ser transportado, al indculo se le burbujed nitrégeno para conservar la atmdsfera libre
de aire. Al momento de usarse, se filtré con gasa para separar los restos de alimento y se
centrifugé a 1500 rpm (300 g) en una centrifuga Sorvall durante 15 minutos, con el fin de
separar los protozoarios y algunos otros microorganismos.
El lodo anaerobio (LAn) provenia del reactor de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB)
de una fébrica de levaduras. Antes de ser utilizados fueron estabilizados con acetato a 35 OC
y pH de 7.5. Se dejaron al vacio de 20 mm de Hg durante 12 horas para eliminar el metano y
otros gases disueltos antes de inocular.

A ambos indculos se les determind la concentracion de sélidos suspendidos volatiles.

Tabla 2.1. Concentracion de solidos suspendidos voldtiles

Inéculo Sélidos suspendidos volatiles
(SSV).
| g
Liquido ruminal 16.8
Lodo anaerobio 15.66
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2.1.3. Preparacién del sustrato para la digestion anaerobia en medio sélido: E! Lirio
Acudtico (LA) cosechado del Lago de Xochimilco, D.F. y Valsequillo. Pue., se mantuvieron
en invernadero desde su recoleccidn hasta el momento de su uso.

El lirio sin raices fué molido v prensado para extraer el jugo v obtener la fibra de lirio. Esta
ultima fué el sustrato.
El medio de cultivo utilizado para esta fermentacion fué el siguiente:

2.1.3.1. Medio de cultivo para la fermentacion en medio sélido: Se utilizdé un medio
mineral de acuerdo a los requerimientos de los microorganismos del rumen y para mantener
un pH adecuado para la celulolisis. La urea adicionada suple una tercera parte del nitrégeno
requerido, la suplementacién de azufre y fosforo ayuda a la utilizacién del nitrégeno no
proteico y digestion de la materia organica o fibra. También el fésforo es necesario para la
actividad de las celulasas de las bacterias de] rumen, que tienen requerimientos especificos

de éste. (Hungate. 1980, Balch y col., 1979, Durand y Komizarczuk, 1987)

Tabla 2.2. Composicion del medio de cultivo

Compuesto g/100 g de L.A. seco
K>HPO 4 0.83

KH-»PO, 0.65

MgSO4 0.30

Urea 1.93

CaCly 0.034

NaHCO3 0.80

NiCl» trazas

Solucién de vitaminas * 22 ml

Solucidn de oligoelementos * 22 ml

*Ver Apéndice 5.1
La fibra de lirio acuético se mezcl6 con el medio de cultivo.
Se utilizé etilenglicol (peso molecular de 62.07 g/mol, ligeramente viscoso con una densidad
d420 1.1135, miscible en agua) para disminuir la ay,.

La temperatura de incubacién fue de 35 OC.
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2.1.2.1. Medio de cultivo para la fermentacion en medio liquido: La composicién del

medio de cultivo estd basado en el medio descrito por Balch y Wolfe (1976).

Tabla 2.3. Medio de cultivo (por litro).

Solucion mineral 1* 50 mi
Solucién mineral 2* 50 mi
Solucién de oligoelementos 10 ml
Solucion de vitaminas 10 ml
Solucién de NiCl (0.005 %) 10 ml
Solucion de FeSOy4 (2.5 %) 1.0 ml
Peptona de caseina 0.1¢g
Extracto de levadura O1lg
Bicarbonato de sodio 20¢g
Cisteina 05¢g
Urea 2.38

Solucién mineral 1

Compuesto g/l
KoHPO4 6.0
Solucién mineral 2
Compuesto g/l
KHPO4 6.0
NH4Cl 2.4
NaCl 12.0
MgCl.6H,O 2.1
CaCl2.H,O 0.16

Se mezclan todos los componentes, excepto la cisteina. Se pone a ebullicién bajo atmésfera
de nitrégeno para remover todo el oxigeno presente, después se enfria sin dejar de burbujear
nitrogeno y se adiciona la cisteina.
El medio se esteriliza a 15 libras/pulgada? durante 15 minutos.
El sustrato utilizado fué glucosa, la cual se preparé en agua hervida, bajo nitrégeno, y se
esterilizé en las mismas condiciones que el medio de cultivo.

2.2. Métodos. Se realizaron las isotermas de adsorcién-desorcién de la fibra del lirio

acudtico, del sistema etilenglicol-agua y de la mezcla de etilenglicol con la fibra del lirio

acuatico.
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Se realizaron las cinéticas de la fermentacién en medio sélido en las que se vari6 la ay, v el
nivel de indculo.
Er la fermentacion en medio liquido se realizaror las cinéticas variando la ay. con el fin de

determinar el tipo de inhibicidn que tiene el adicionar etilenglicol en los medios de cultivo.

2.2.1. Experimentales.

2.2.1.1. Técnicas analiticas.
Actividad de agua (ay). Se determind en un medidor de actividad de agua (Pullman, Wa.)
CX-1 Decagon. La muestra sélida o liquida se deposita en una cajita de pldstico que se
coloca en el equipo. Un pequefio ventilador permite la circulacion del aire sobre la superficie
de la muestra, acelerando el equilibrio del vapor. Un sensor infrarrojo mide la temperatura
de la superficie de la muestra. Un espejo interno enfria hasta llegar a la condensacién de
vapor de agua a la temperatura del punto de rocio. Un sistema de computo interno mediante
las temperaturas de superficie y el punto de rocio calcula la ay,. Este sistema permite una
lectura de la ay, en un tiempo menor que 5 minutos.
pH. Se suspendid 1 g de la muestra fermentaca en 10 ml de agua destilada, se macerd en un
homogeneizador de tejidos Ultraturrax a 13000 rpm. La medicién se realizd en un
potenciémetro marca Corning.
Humedad. Se determiné por pérdida de peso a 100 ©C, hasta peso constante. El peso seco
fué la diferencia en peso.
Sélidos fijos (S.F.) y s6lidos voldtiles (S.V.). Se determiné por calcinacién de la muestra
seca é;"f la fermentacién en medio sélido a 550 ©C durante dos horas, los sélidos volatiles
(S.V.) tueron la diferencia en peso.
Determinacién de é4cidos grasos voldtiles (acetato, propionato, butirato). Se utiliz6 un
cromatdgrafo Hewlett Packard modelo 5890, con detector de ionizacién de flama, con una
columna capilar Superox Il FA de 10 m de longitud y 0.53 mm de didmetro interno. Las
temperaturas fueron: hormno a 120 ©C, detector a 120 9C e inyector a 130 ©C con
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programacién de temperatura de 120 a 170 °C, el gas acarreador fué nitrégeno a una
velocidad de 4 ml/min. Para la determinacién se midi6 1 ml de la muestra previamente
homogenizada que se utilizé para medir el pH y se centrifugé a 13000 rpm durante 20
minutos. A 250 pl del sobrenadante se le adicionaron 30 pl de 4cido formico concentrado
(99 % de pureza) y se congelaron a -4 °C hasta antes de ser analizadas. El volumen de
inyeccién fué de 0.4 pl. En la Figura 5.1, 5.2 y 5.3 del Apéndice se muestra la curva
estdandar para cinco concentraciones de acetato, propionato, butirato

Composicién del Biogds (metano - CO»). Se determiné en un cromatégrafo con detector de
conductividad térmica Gow Mac 550. La columna fué de acero inoxidable de 2 m de
longitud, empacada con Carbosphere malla 80/100. El gas utilizado fué helio con un flujo de
45 mUmin. Las condiciones de operacién fueron: temperatura de la columna 140 ©C,
detector 190 OC, inyector 170 ©C, la corriente en los filamentos fué de 120 mA. El volumen
de inyeccién fué de 50 pl, utilizando una jeringa pressure lock Hamilton. En la Figura 5.4 del
Apéndice se muestra la curva estdndar para metano a 6 diferentes concentraciones y en la
Figura 5.5 la curva estdndar para CO7 con 8 diferentes concentraciones.

Cuantificacién de glucosa. Se realizé por el método de azicares reductores con &cido
dinitrosalicilico (Miller, 1959). La figura 5.6 del Apéndice muestra la curva estindar
realizada con 5 diferentes concentraciones de glucosa.

Determinacién de humedad. Se utilizé otro método para determinar las humedades en la
curva de desorcién del lirio acuatico, el cual fué por destilacién con tolueno (AOAC, 1975)
Sélidos suspendidos totales (SST). Se cuantificaron por evaporacién de la muestra y secado
durante una hora a 110 °C. Los sélidos resultantes del secado se calcinaron durante una hora
a 550 °C para obtener los sé6lidos suspendidos fijos (SSF). Por diferencia entre los SST y
SSF, se obtuvieron lps sélidos suspendidos volatiles (SSV) (APHA, 1988). La cantidad de

SSV se consider6 como la biomasa presente en el liquido ruminal y lodo anaerobio

analizado.
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Determinacion de Fibra Detergente Neutra (FDN). Este método determina la fibra total en
los sustratos de origen vegetal que estd compuesta de hemicelulosa. celulosa. v lignina. La
FDN es considerada como sinénimo de pared celular.
Determinacion de Fibra Detergente Acida (FDA). Es un método que determina la
lignocelulcsa de los sustratos. el detergente utilizado en éste procedimiento disuclve todo el
contenido celular y las hemicelulosa. La diferencia entre la FDN y la FDA es un estimado de
la hemicelulosa, aunque ésta incluya la proteina adhenda a las paredes celulares (Van Soest,
1963: Goering v Van Soest, 1972)

2.2.1.2. Toma de muestras. La fermentacién en medio sélido se muestreo diariamente
durante 10 dias. Los pardmetros medidos fueron actividad de agua, pH, humedad, sélidos
fijos v voldtiles, produccién de 4cidos grasos voldtiles (acetato, propionato y butirato),
produccién de metano y CO»
De la fermentacién en medio liquido se tomaron muestras cada 4 horas durante 48 horas, a
éstas se les midié la ay, el consumo de glucosa y la produccién de etanol, acetato,
propionato y butirato.

2.2.1.3. Inoculacién. En la cdmara anaerobia se inocularon con liquido ruminal las

botellas serolégicas que contenian 8 g de lirio con medio de cultivo para la fermentacion
solida. la humedad final fué de aproximadamente 85 %.
La fermentacién en medio sélido del lirio acudtico se realizé también con liquido ruminal y
lodos anaerobios, éstos ltimos fueron dejados 12 horas al vacio en la cdmara anaerobia
antes de ser utilizados.

Para la fermentacién en medio liquido el reactor se inoculé con 150 ml de liquido ruminal.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.
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3.1. Isoterma de adsorcion.

3.1.1. Isoterma de adsorcion de agua de la fibra de lirio. Se determino la isoterma
en »| intervalo que comprende las cantidades de - 4 a 14 g de agua’g de hiro seco, En la

Figura 3 1 se muestran los resultados
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ACTIVIDAD DE AGUA

Figura 3.1. Isoterma de adsorcion de agua sobre lirio acuatico.

Se observa en la Figura diferentes regiones de la isoterma, que sugieren distintas formas de
interacciones del agua. Se aprecia que cambios minimos en el contenido de agua provocan
grandes cambios en la a,, en el intervalo de 0.898 a 0.98 Esto sugiere un fenomeno de
adsorcion en la superficie externa. Después de 0.98 el incremento en la a,, es paulativo y
solo se logran cambios con grandes incrementos del contenido de agua en el lirio,
sugiriendo que el agua es retenida por capilaridad en las fibras del lirio (Van den Berg y
Bruin, 1981).

Las fibras del lirio acuatico tuvieron una capacidad de retencion del agua de 6 g HO/g

lirio, sin provocar agua drenable, ésta fué mayor que la del bagazo de cafia que se reporta
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de 4 ¢ H»O/g bagazo (Oriol. 1987) Esta capacidad de retencion de agua de la fibra del
lirio fué importante para llevar a cabo la fermentacion en medio solido, se observo que la
mavor retencion de agua fue ¢r -l intervalo de a,y, de 0. 98 a 0-993

3.1.2. Isoterma del sistema etilenglicol-agua. Varios solutos pueden ser incorporados
a los sustratos para disminuir la ay, en el intervalo deseado l.a utilizacion del etilenglicol
requiere, entre otras cosas. un conocimiento preciso de su capacidad para disminuir la ay,.
por lo que se realizo la isoterma del sistema etilenglicol-agua. los resultados son

presentados en la Figura 3 2
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ACTIVIDAD DE AGUA (aw)

Figura 3.2 Isoterma del sistema etilenglicol-agua.

Prediccion de la ay, de la fibra de liro con etilenglicol. Se utilizo la ecuacion de Ross,
para predecir la ayy en la fibra de lirio con etilenglicol.

Ecuacion de Ross

ay final = (3w lirio) (3w etilenglicol) (ecuacion 11)

Para emplear la ecuacion se utilizaron las isotermas de la fibra de lirio y del etilenglicol
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En la Figura 3.3. se muestran las graficas con los valores obtenidos experimentalmente de la
ay de la fibra de lirio con diferentes concentraciones de etilenglicol, y los valores calculados
con la ecuacion de Ross y se observa que ambas sicuen un comportamiento similar.
Empleando ésta ecuacion se puede predecir la a,, en la fermentacion en medio solido
cuando se utiliza etilenglicol para disminuir la ayy,.

La concentracion de sales adicionadas al lirio (en base seca) fué de aproximadamente 5%

por lo que no influvo para ser considerada en la ecuacion.

094 -

ACTIVIDAD DE AGUA (aw)
=
0
=3

093 +

092
0 20 40 60 80 100 120

g ETILENGLICOL / 100 g LIRIO SECO

~i—~EXPERIMENTAL —aA— CALCULADA (EC. ROSS)

Figura 3.3. Actividad de agua del Lirio acuatico con etilenglicol a diferentes

concentraciones.
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Curva de adsorcion-desorcion de la fibra de lirio acuatico. Esta curva se realizo en el
intervalo de humedad de 30 a 95 % v se midio a que aw correspondia La figura 3 4

representa el comportamiento a diferentes valores
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Figura 3.4. Curva de adsorcion-desorcion del lirio acuatico.

La curva de adsorcion-desorcion no mostro histeresis en el intervalo de humedad del 40 al
80%, este tipo de curva es caracteristico de los alimentos con alto contenido de azucares
(Labuza, 1985). Esta grafica permitira ademas conocer a que humedades corresponden las
ay, empleadas en la fermentacion en medio solido.

Se puede decir que empleando la ecuacion de Ross se puede predecir la ay, inicial en el
medio de cultivo, va que considera el efecto de la ay, del lirio y del soluto.

La fibra del lirio acuatico es un sustrato que por su capacidad dg retencion de agua permite
a los microorganismos, como las bacterias su crecimiento y formacion de productos, ya que
requieren de ay, mas altas, de 0.91 - 1.00, en comparacion con los hongos filamentosos, que

pueden crecer a ay, de 0.8 - 0.87 (Beuchat, 1983).
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3.2. Fermentacién en medio liquido. Cuando la a,, disminuye en la fermentacién en
medio liquido es importante conocer y entender el efecto que tiene sobre el metabolismo de
los microorganisiic~. i como el efecto que tiene el adicionar .. - iuto. como etilenglicol,
para modificar la a,y. Para observar ésto se realizaron cinco fermentaciones a diferentes ay,
en un reactor agitado con control de pH y temperatura. utilizando glucosa (30 g/1) y liquido
ruminal (10 % v/v). De los resultados obtenidos se calcularon las constantes cinéticas Ks y
umax con la ecuacién de Monod a diferentes a,;, y se determind el tipo de inhibicién. Las
condiciones de cultivo para la fermentacién en medio liquido a diferentes ay, se presentan en

Tabla 3.1

Tabla 3.1. Condiciones de cultivo de la fermentacion en medio liguido con
glucosa v liquido ruminal .

FERMENTACION | INOCULO pH agl - auf ETILENGLICOL
gSS. v/ mmoles/l
1 2.29 7.5 0.996 - 0.987 0
2 2.29 7.5 0.981 - 0.978 525.8
3 2.29 7.4 0.971 - 0.964 1854.84
4 2.29 7.2 0.941 - 0.940 2516.13
5 2.29 7.9 0.921-0.92 36129

S.8.V. = sélidos suspendidos volatiles: ayi = actividad de agua inicial;
a,f = actividad de agua final

La primera fu€ un control a un nivel de ay,; de 0.996 (sin etilenglicol), decreciendo al final
de la fermentacion a una af de 0.987, debido a la utilizacién del agua en las reacciones
bioquimicas que se llevan a cabo, como la hidrélisis (Hahn-Hégerdal. 1986) o bien porque se
transforma de un soluto a otro, como lo fué la transformacién del sustrato a productos. Los
perfiles del consumo de sustrato y produccién de é4cidos grasos voldtiles (acetato,

propionato y butirato), se muestran en la Figura 3.5 .
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Figura 3.5. Fermentacion liquida con glucosa a a,, de 0.996-0.987

Los principales productos de la fermentacién fueron el propionato y el acetato. El perfil de
la fermentaciéon fué similar a la fermentacién propidnica de un cultivo axénico,
estabilizandose a las 45 horas. (Moat y Foster, 1988). La glucosa fué consumida en 15 horas
aproximadamente y el perfil de produccién de los dcidos grasos voldtiles (AGV) se disocié
del consumo de sustrato.

Los resultados obtenidos a una ay,; de 0.971 y ayf 0.964 se muestran en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Fermentacion liquida con glucosa a a,, de 0.971-0.964.

El consumo del sustrato fué similar al encontrado a una ay, de 0.996 y representé una
asimilacién de cerca del 95 % del azicar inicial. Se observa que se consume en 25 horas. El
patrén fermentativo también cambié bajo estas condiciones de cultivo, el acetato fué el
producto principal, ya que los microorganismos no utilizan las mismas vias metabdlicas
cuando la a,y disminuye (Gervais y col., 1986). Por otro lado, la produccién de acetato fué
estequiométricamente mds baja que la esperada (Wang, 1984). Una explicacién del consumo
de glucosa sin la formacién aparente de productos se pudé deber a un incremento en los
requerimientos energéticos del cultivo para mantenerse viable, ya que es mayor para el
crecimiento anaerobio que para el aerobio. Su metabolismo productor de energia tiene un
menor rendimiento, el coeficiente de mantenimiento es de 0.47 g glucosa/g biomasa seca
(Rose, 1977). Los microorganismos reponden a la disminucién de la ay, en el medio de
crecimiento, incrementando las concentraciones de uno o mds de los componentes
intracelulares, como el glicerol o amino4cidos, éstos pueden actuar como osmorreguladores,

ademds protegen la actividad enzimitica y pueden servir como material de reserva, para ser
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utilizados cuando la ay, se incremente, algunos de estos metabolitos incluso pueden ser
excretados al medio (Van Zyl, 1990: Gervais y col., 1988; Measures. 1975).

La Figura 3.7 muestra el perfil de la fermentacion a una ay; de 0.941. la glucosa se consume
en aproximadamente 40 horas. La produccion de los dcidos grasos voldtiles fué casi nula en
comparacién con la ay, de 0.971. esto nuevamente refleja que el metabolismo fué afectado

por la disminucién de la actividad del agua.
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Figura 3.7. Fermentacion liquida con glucosa a ay, de 0.941-0.940.
El perfil de la fermentacion a una ay,; de 0.921 se observa en la Figura 3.8. Después de 45

horas, el consumo de glucosa fué menor del 15 %, y los productos de la fermentacion fueron

nulos.
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Figura 3.8. Fermentacion liquida con glucosa a a,,de 0.921 - 0.92
A continuacion se presentan en la Tabla 3.2. las velocidades de produccién de los dcidos

grasos volatiles a diferentes ay, en la fermentacion liquida con glucosa.

Tabla 3.2. Velocidades de produccién de dcidos grasos voldtiles.

ETILENGLICOL | ayi - a,f ETANOL ACETATO | PROPIONATO | BUTIRATO
mmoles/} mmoles/1*h
0 0.996 - 0.987 0.559 1.402 2.05 0.142
525.8 0.981 - 0.978 0.394 2.04 0 0
1854.84 0.971 - 0.964 0 0.719 0.213 0
2516.13 0.941 - 0.940 0 0.076 0.114 0
36129 0.921-0.92 0 0 0 0

Se observa que las velocidades de produccidn de acetato y propionato disminuyen al
modificarse la ay,, esto puede ser debido a la disminucién de aguav disponible en el medio,
por lo que los sustratoas y los productos se concentran, afectando el metabolismo de los

MICTroorganismos.
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3.2.1. Determinacion de las constantes cinéticas a diferentes a,,. Para determinar las
constantes cinéticas a diferentes concentraciones de etilenglicol se utilizé la ecuacién de
Monod para un culuvo en lote.

Ecuacién de Monod:

_ Umax(X)(S) s l,’
M= mKs+S (ecuacion 12)

1 = velocidad especifica de crecimiento
Mmax = velocidad médxima de crecimiento.
X = biomasa.

Ks = constante de afinidad 6 de saturacion.

S =concentracion del sustrato.

Con la ecuacién de velocidad especifica de crecimiento de Monod. la obtencién del tiempo
de curso de la reaccion puede ser ahora determinado analiticamente por la integracidn de la

ecuacién 13.

so dS 1 (so S+Ks
[

= (ecuacién 13)
S YR Wmae S Y(X)S)

Y=(X - X0)/(So0-S) (ecuacion 14
Y: rendimiento.
X=Xo+Y(So-9S)

Para obtener:
), X ( Ks

t [ Ks +1il
max L= |—"—— -
H So So+YXo

S
In— {ecuacién 15)
+YX ) Xo So

La ecuacién 15 es mds facilmente utilizada, para calcular el tiempo requerido para llegar a
varias concentraciones de sustrato (Bailey y Ollis, 1986).

El siguiente método lineariza la ecuacién integrada para encontrar los pardmetros cin€ticos:

53



Resultados v Discusion

In ~)—(-
Ks +1 Xo Ks_v
So+ X0 [1n30 go4 X0
L Y .S + {ecuacién 16)
So Lmax Umax

(Levenspiel, 1989).

Utilizando la ecuacién 16 se obtuvieron las constantes cinéticas Ks y pmax @ diferentes ay,
(ver Apéndice 5.3 ), los resultados se muestran en la Tabla 3.3.

Los perfiles de biomasa se calcuaron a partir de la concentracién inicial de inéculo, medido
como sélidos suspendidos voldtiles y considerando un rendimiento celular de 0.10 (Pérez.

1981; Quintero. 1981).

Tabla 3.3. Constantes cinéticas del modelo de Monod a diferentes concentraciones
de etilenglicol.

ETILENGLICOL | ayi - agf Ks umax 12
mmoles/l mmoles/l h-!

0 0.996 - 0.987 1.033 0.062 0.9984
525.8 0.981 - 0.978 4.605" 0.0409 ~ 0.9909
1854.84 0.971 - 0.964 5.410' 0.0354~ 0.996
2516.13 0.941 - 0.940 19.67 ' 0.0351~ 0.9987
3612.9 0.921 -0.92 -- -- -

Ks' aparente

pmax” pmax aparente

Se observa que al disminuir la ay, los valores de Ks aparente aumentan , esto se puede
deber a que la utilizacién del sustrato es menos eficiente, ya que el transporte de éste se
modifica cuando los microorganismo se encuentran en medios con ay, baja (Rose 1977) .
Los valores de umax aparente disminuyeron al modificar la ay,, lo que puede deberse a que
el crecimiento de los microorganismos esta siendo afectado por el proceso de incorporacién
del sustrato, por la modificacién de las vias metabdlicas utilizadas normalmente por los
microorganismos, 0 por la activacién de mecanismos de adaptacién al medio sintetizando

osmorreguladores, para mantener el equilibrio osmético (Gervais y col., 1988).
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3.2.2. Tipo de inhibicion en la fermentacion a diferentes ay,. Para tratar de entender
la respuesta de una poblacién microbiana a un inhibidor del crecimiento y con la idea de
plantear con mayor claridad los resultados. sin perder de vista las restricciones que esto
implica. se hizo referencia a una teorfa simple la cual se basa en una analogia con la cinética
de inhibicién enzimdtica. En este enfoque se considera que los microorganismos se
COmMportan comro una enzima que reacciona con un sustrato que limita su crecimiento (Pirt,
1975). Para determinar el tipo de inhibicién se probaron unicamente los modelos de
inhibicién competitiva y no competitiva utilizados en cinética enzimatica. El modelo que mas
se ajusto a los resultados obtenidos fué el de inhibicién no competitiva, en este se describe
que el inhibidor puede combinarse con la enzima libre o con el complejo enzima sustrato.
modificando el destino de ambos por la formacion de dos especies inactivas EI y ESI, que
participan en dos equilibrios quimicos diferentes que se describen mediante dos constantes
de inhibicién: la del complejo enzima-inhibidor (Kigp) y la del complejo enzima-sustrato

inhibidor (Kigg;). La ecuacién diferencial utilizada fu€ la siguiente:

JE }(X)(S)

L1+ L(D)
fr= 1+ N(1
Ks 1+ N +S
1+ L{I)

rg = velocidad de formacion de productos

(ecuacion 17)

1/L = Kiggp

I/N = Kig

(Levenspiel, 1989)

Para determinar el coeficiente metabélico (gs) se dividié pumax entre el rendimiento (0.1)

El valor de L se determiné realizando una regresién lineal entre qs/qs”™ (qs” = gs aparente)

y la concentracién del etilenglicol (1), el valor de la pendiente fué L (ecuacion 18).
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gs/gs”= 1+L(I) (ecuacién 18)

Para determinar el valor de N se realizd una regresién lineal entre los valores de
(Ks/Ks)(1+L(I)) y la concentraciéon de eulenglicol (I), el valor de la pendiente fue N

(ecuacidn 19).

Ks _ 1+N(D)
Ks  1+L(D

{ecuacidn 19)

Ks' = Ks aparente.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el valor de N fué de 0.010266 /mmol, el
reciproco corresponde a la constante de inhibicién enzima-inhibidor (Kigp) y fué de 97.4089
mmol / 1.; el valor de L fué de 0.000272 V/mmol, el reciproco corresponde a la constante de
inhibicién enzima sustrato inhibidor (Kiggy) y fué de 3.676 X 103mmol /1.

La disminucién de la actividad de agua en el medio de cultivo provocé cambios en el
comportamiento cinético que pueden ser evaluados mediante este modelo. La inhibicién
puede ser a dos niveles, a) modificando el metabolismo de los microorganismos, para
transformar el sustrato y reproducirse, por cambios en las vias metabdlicas 6 por la sintesis
de osmorreguladores para mantener el equilibrio osmético y b)cuando altera su entorno
afectando la incorporacién del sustrato.

La ecuacién resultante para evaluar la velocidad de formacién de producto en la

fermentacién liquida de glucosa con liquido ruminal, en funcidén de la concentracién de

etilenglicol fué la siguiente:

[ 0.62 }(x S
- _ L1+ (0010266 )XS) 5
" {1+0.010266(I)] (ecuacién 20)
1033 X 4,
1+ 0000272(1)
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Para conocer el tipo de inhibicién que tiene la disminucién de la ay, en la fermentacion en
medio liquido serfa necesario realizar mds pruebas con otros solutos que disminuyan la ay,.

Se realizé una fermentacién investigar si la disminucién en la actividad microbiana fué
debido al efecto de la ay, 0 a las propiedades toxicas del etilenglicol. Se inoculé un medio
de cultivo con L.R. a una ay, de 0.92, después de 20 horas de cultivo se centrifugd y fué
transferido a un medio sin el depresor de la a,,, obteniéndose una a,, de 0.981, esto se

puede observar en la Figura 3.9

MILIMOLES /1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
TIEMPO (h)
 —@—ETANOL ——ACETATO —x—GLUCOSA |

Figura 3.9 Fermentacion liguida con glucosa a a,, de 0.981-0.978.

Se observa que hubo un efecto sobre el metabolismo de los microorganismos, ya que en esta
fermentacion los productos fueron acetato y etanol. La glucosa se consumid completamente
en 25 horas, esto refleja un cambio en la velocidad de incorporacion del sustrato. El
disminuir la ay, hasta niveles de 0.92 no tuvo un efecto bactericida para la mayoria de la
poblacién microbiana (Plitman y col., 1973), pero si afecto el metabolismo de €stos pues no
se encontraron los mismos productos que en la fermentacién con ay, de 0.996 (control
Figura 3.5) y ademds los productos formados no fueron equivalentes a las concentraciones

estequiométricamente esperadas .
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3.3. Fermentacién en medio sélido. En la fermentacién en medio sélido (o seca) la
disponibidad de agua es particularmente importante, ya que €sta afecta principalmente el
transporte y consumo del sustrato, la difusién y distribucion através de los microorganismos
y modifica su metabolismo (Gosh y Lall, 1988; Gervais y col., 1986)). El agua en este tipo
de fermentaciones actiia en mayor proporcién como reactivo en las reacciones bioquimicas

(Hahn-Hégerdal, 1986).

3.3.1. Fermentacién en medio sélido con liquido ruminal como inéculo. Con el
propésito de establecer las condiciones de cultivo para la fermentacién en medio sdlido, se
realizaron fermentaciones variando el tamaio de indculo con niveles de 40 a 80 mg de SSV
(sélidos suspendidos voldtiles)/g peso seco , con y sin la adicidn, de medio de cultivo y
bicarbonato y se observé que se podian obtener velocidades de produccién mayores de
dcidos grasos voldtiles (AGV) con niveles de inéculo superiores, medio de cultivo y la
adicién de bicarbonato.

Para determinar el nivel de inéculo para la fermentacién en medio sélido se realizaron dos
fermentaciones con 151.5 y 120 mg SSV/g peso seco, las condiciones de cultivo se

presentan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Condiciones de cultivo en la fermentacion con liguido ruminal al variar el
tamario de inoculo.

FERMENTACION | INOCULQO | pHi - pHf Hi - Hf ETILENGLICOL | agi - a,f
mgSSV /g Y milimoles / g peso
peso seco seco
1 151.5 7.5-7 81 - 84 0 0.981 - 0.982
2 120 7.5-76 80 -83 0 0.982 - 0.983

SSV = Sélidos suspendidos volatiles; pHi = pH inicial; pHf = pH final; Hi = humedad inicial;
Hf = humedad final; ay;i = actividad de agua inicial; a,f = actividad de agua final.

Se observan en las Figuras 3.10 y 3.11 los resultados de ambas fermentaciones.
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Figura 3.10. Fermentacion solida con 151.5 mg de SSV/g peo seco, a,, 0.981-0.982, la

produccion de los dcidos grasos voldtiles fué por 100 g de peso seco.
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Figura 3.11. Fermentacién solida con 120 mg de SSV/g peso seco a,, 0.982-0.983, la

produccion de los dcidos grasos voldtiles fué por 100 g de peso seco.

Las velocidades de formacién de acetato en la fase exponencial en ambos casos, fué 0.6409
y 0.5432 mmoles/100 g peso seco*hora. Las velocidades para propionato y butirato fueron

mayores con 151.5 mg de SSV/g peso seco. Los resultados se observan en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Velocidades de produccion de los dcidos grasos voldtiles.

FERMENTACION agl  ayf ACETATO PROPIONATO | BUTIRATO
mmoles x 100/ g peso
seco*h
] 0.981-0.982 0.6409 0.4652 2511
2 0.982-0.983 0.5432 0.1571 1270

Para conocer el rendimiento tedrico de la produccion de acetato metano y CO; se empleo la

la composicién del lirio acuatico.

Los rendimientos obtenidos de 1a conversién a acetato se observan en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Conversion a acetato a partir de lirio acudtico.

Fermentacion Produccion de acetato | Produccién de  acetato % de
tedrica obtenida rendimiento
milimoles/100 g peso seco | milimoles/100 g peso seco

1 544.5 160 29.41
2 544.5 138 25.40

En la Figura 3.10 se observd que a las 150 horas de cultivo, la formacién de los acidos
grasos voldtiles (AGV) cesé debido quizd a que las concentraciones fueron de 571
milimoles/l, calculadas a partir del contenido de humedad. Los niveles reportados como
inhibitorios para la hidrélisis fueron de 300 a 500 milimoles/1 (De Baere y col, 1985). Para la
fermentacién 2 la produccién de 4cidos grasos voldtiles fue de 452 milimoles/l.

La acumulacién principalmente de acetato pudo deberse a la escasa poblacién de bacterias
metanogénicas acetocldsticas (Smith y Mah, 1966). Observaciones realizadas en el
microscopio mostraron algunas bacterias del género de Methanosarcina, las que parecen
tener una baja afinidad para el acetato con Km del orden de 5 mM (Guyot, 1990)

La produccién de metano fué minima, esto debido quiizd a que en el liquido ruminal se
encuentran mayormente poblaciones de microorganismos hidroliticos (celuloliticos y
hemiceluloliticos) y bacterias acidogénicas (Annison y col., 1981) y probablemente también
a las condiciones de cultivo.

En la fermentaciones 1 y 2 se obtuvieron por 100 g de peso seco 8.3875 y 7.3875 1 de

biogas con 20% de metano, que corresponden a 68.5 y 60.3 milimoles de metano, estd
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representS un 6.6 % del tedrico esperado de 1043.75 milimoles de metano (Monroy y col
1988).

La hidrolisis de la fraccidn orgdnica no soluble del lirio acudtico, como paredes celulares.
mostrd la falta de ésta. va que se han reportado valores del 66 % (Chandier y col.. 1980),
estos resultados se pueden observar en la Tabla 3.7. Esto probablemente se debid a las
propiedades refractarias de ciertes componentes del lirio como la lignina o a la inhibicién por
las concentraciones altas de los dcidos grasos volatiles formados (Chynoweth, 1982).. Los

calculos realizado se encuentran en el Apéndice 5.4.

Tabla 3.7. Hidrolisis del lirio acudtico por fermentacion.
FERMENTACION j PAREDES CELULARES | FIBRA DETERGENTE ACIDA

7 Lk

{ N "(
l 11.39 26.8
2 10.24 21.53

La hidrdlisis de la celulosa fué mayor, va que la fibra detergente neutra (FDA) mostré un
porcentaje del 26.8, este valor fué muy cercano a los reportados (Chandler. 1980), debido
quizd a la accién de las bacterias celuloliticas presentes en el liquido ruminal, esto significé
que hubiera disponible sustratos de mdas ficil consumo por los microorganismos lo que
resulta benéfico para la fermentacién, aunque €sto condujo a la rapida produccién de AGV y
por lo tanto a su acumulacidn, esto es una desventaja en la digestién seca donde los
sustratos estan mds concentrados (Gosh, 1984)

Para descartar el hecho de que el indculo utilizado pudiera interferir en los resultados
obtenidos, ya que se pudieron formar los AGV de la materia orgdnica presente en €l, se
realizé la determinacidn de carbono organico total (COT) al in6culo, este fué de 1830 mg de
COT/ 1., esta cantidad de materia orgénica es minima para que a partir de ella se produzcan
los 4cidos grasos voldtiles, por ejemplo en la fermentacion 1 se utilizaron 4.5 mi de
inéculo/g lirio seco, esto corresponde a 8.235 mg COT/ 1, considerando la conversion de

glucosa a acido acético se obtendrian 22.1 milimoles por 100 g peso seco.
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Se realizé también un testigo que contenia Unicamente el inéculo (liquido ruminal), que se
incub6é durante 280 horas, observdndose que no se producian acetato ni propionato
Gnicamente se formé butirato, probablemente de la materia orgdnica que estaba presente en

él, los resultados se muestran en la-Figura 3.12.

MILIMOLES /|
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Figura 3.12. Produccion de dcidos grasos voldtiles de la fermentacion con liquido ruminal

(Testigo).

Se realizaron 4 fermentaciones a diferentes ay, con el fin de conocer el efecto que tenia ésta
sobre la fermentacién sélida del lirio acudtico. El nivel de inéculo elegido fué el de 120 mg
de SSV/g de peso seco, debido a que después de las 150 horas de fermentacién la
produccién de acetato continua, como se observa en la Figura 3.11, ya que con 151.5 mg de
SSV/g de peso seco de inéculo se observé que después de ese tiempo de fermentacién cesé
la formacion de acetato, como se observa én la Figura 3.10.

En la Tabla 3.8 se presentan las condiciones de cultivo para la fermentacién con lirio y

liquido ruminal variando la ay,
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Tabla 3.8. Condiciones de cultivo en la fermentacion con liquido ruminal al variar la
actividad de agua (a,, ).

FERMENTACION | INOCULO | pH: - pHf Hi - Hf _ETILENGLICOL | ayi ayf
mgSVig 2 % | nulimoles/g  peso
peso seco. % fseco.
3 P20 L T6-76 L 84 - %1 0 0.980 - 0.978
4 120 L 73-70 82 - 80 3144 0971-0974
5 | 120 72-74 31 - 83 9278 0.963 - 0.964
6 120 78-79 80 - 82 __18.558 0.940 - 0.942

En la Figura 3.13 se presentan los resultados de las producciones de acetato a diferentes a,,
de agua. La fermentacién 3 fué un control, sin etilenglicol. con una ay,; de 0.98, se observa
que la produccion de acetato empieza a declinar a ay, de 0.963 y en 0.94 se observa que no

hubo formacion significativa de este compuesto.

?

100 -

milimoles acetato
{

0 0 1M 150 20 0
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|8 2w(1%8 ~4— aw(971 ~— aw(9B - aw9},

Figura 3.13. Produccion de acetato en la fermentacion sélida del lirio acudtico (100 g de
peso seco) a diferentes ay,

Las velocidades de produccion de acetato empiezan a disminiur cuando la disponibilidad de

agua desciende excepto para la fermentacién a ayi de 0.971 que fué mayor que la de 0.98

(control). Con respecto a las velocidades de produccién del propionato se observé que
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fueron mayormente afectadas cuando la ay, disminuy6. Los resultados de las velocidades de

produccién se observan en la Tabla 3.9

Tabla 3.9. Velocidades de produccion de los dcidos grasos voldtiles.

FERMENTACION | ETILENGLICOL agtl  agf ACETATO ! PROPIONATO BUTIRATO
milimoles / g mmoles / 100 g }
Peso seco peso seco*h I
3 0 0.980 - 0.978 0.5345 | 0.2447 0.0760
4 4.144 0.971 - 0.974 0.5665 E 0.1251 0
S 9.278 0.963 - 0.964 0.2435 i 0.0498 0
6 18.558 0.940 - 0.942 0.0 ‘ 0.0 0.0

El butirato no se pudo cuantificar, sin embargo cabe suponer que su concentracién no fué
significativa.
Los rendimientos de la produccién de acetato con respecto al tedrico esperado se muestran

en la Tabla 3.10

Tabla 3.10. Conversion a acetato a partir de lirio acudtico.

Fermentacion Produccién de  acetato | % de rendimiento

obtenida
milimoles acetato/100g peso
Seco

3 141.6 26.01

4 133.0 24.5

5 95.0 17.45

6 0.0 0.0

Esta disminucién en la produccién de &4cidos grasos voldtiles, principalmente en la de
acetato, indica que el metabolismo de los microorganismos estd afectado, ya que el
etilenglicol en el medio de cultivo podria estar formando esferas de hidratacién con el agua,
por lo que el agua disponible en los capilares de la fibra del lirio disminuye, concentrando los
productos y los solutos presentes en él, provocando que la presién osmética en el medio

aumente, y repercuta en la difusién de los sustratos y por lo tanto en su metabolismo

(Gervais y col., 1986).
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La digestion anaerobia seca del lirio acudtico con liquido ruminal como inéculo se pudo
llevar a cabo a ay, de 0983 a 0963 que corresponden a un intervalo de
humedad.observidos en la curva de adsorcion-desorcion del lirio (Figura 3.4). del 80 al 30
%, por lo que abajo de este valor no seria conveniente realizar la fermentacién.

3.3.2. Fermentacion en medio sélido con liquido ruminal v lodos anaerobios como
indculo. Para evitar que los dcidos grasos volatiles se acumularan se utilizaron lodos
anaerobios, ademds del liquido ruminal. Los lodos fueron adicionados a las 88 horas de
cultivo. con el fin de que las bacterias metanogénicas no perdieran su actividad. o ésta se
viera afectada para la produccién de metano. Se realizaron 4 fermentaciones. en la Tabla

3.11 se presentan condiciones de cultivo.

Tabla 3.11. Condiciones de cultivo de la fermentacion con liguido ruminal v lodos
anaerobios

FERMENTACION | INOCULO pHi - pHf Hi - Hf ETILENGLICOL | ayi - ayf
LR LAn % milimoles /g peso
S€Co.

mg SV./ g. peso

seco
7 6746 47.22 g - 82 85 - 86 0 0.99 - 0.988
8 60 45.3 73 - 74 |85 5.387 0.976 - 0.971
9 60 42 8.15 -7.3 85 B3.7 6.450 0.968 - 0.967

10 67.35 4218 7.14 - 6.7 | B7-88 8.977 0.955 - 0.962

Los resultados de la fermentacion 7 se muestran en la Figura 3.14, estd fué un control con
ayi de 0.99, se observé que a las 96 horas hubo una produccién mdxima de acetato de 100
milimoles que luego desciende hasta 50, indicando que el acetato no se acumuld sino parece
que fué utilizado por las bacterias metanogénicas para producir metano.

La reaccidn estequiométrica para la produccién de metano a partir de acetato indic6 que el
50% del metano producido fué a partir de acetato, el resto pudo ser formado por la
oxidacién del hidrégeno en presencia del didéxido de carbono como aceptor de electrones

(Guyot, 1990).
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Figura 3.14. Fermentacién sélida con liguido ruminal y lodos anaerobios, aw 0.99, la
produccidn de los dcidos grasos voldtiles fué por 100 g de peso seco.

Con respecto al biogas se obtuvieron 10.400 /100 g de peso seco, donde el metano formado
correspondié al 32%. Estos valores comparados con los obtenidos por fermentacién en
medio sélido por otros autores fueron menores.

La hidrélisis de las paredes celulareras en ésta fermentacién fue de 15.7 % y de celulosa fue
del 21 %. De manera similar que en la fermentacion con el liquido ruminal, la hidrélisis de
las paredes celulares no se llevé a cabo completamente. Los célculos que se realizaron se
encuentran en el Apéndice 5.4.

En la Figura 3.15, con a3 de 0.976 se observa que el acetato se acumula hasta niveles de

120 milimoles por lo tanto la produccién de metano fué casi nula.
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Figura 3.15. Fermentacion sélida con liquido ruminal y lodos anaerobios, a,,. 0.976-0.971,

la produccion de los dcidos grasos volatiles fué por 100 g de peso seco.

La acumulacién del etanol indicd que la microflora metanogénica hidrogenofilica se hallaba
de alguna forma afectada de lo contrario se consumirfa el hidrégeno v dezplazaria el
metaboiismo hacia productos mds oxidados como el acetato (Garcia, 1991).

En la fermentacidn 9 con una a,; de 0.968, se observé que no hubo produccién de metano y
la produccion de acetato disminuyd, asi como la del CO,. Esto indicé que la poblacién
metanogénica estaba fuertemente afectada por la disminucion de la ay,. Los perfiles de la

fermentacion se muestran en la Figura 3.16.
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Figura 3.16. Fermentacion sélida con liquido ruminal y lodos anaerobios, ay,, 0.968-0.967,
la produccion de los dcidos grasos voldtiles fué por 100 g de peso seco.

Se observa en la Figura 3.17, ay, de 0.955-0.966, que tampoco hubo produccién de metano

y la de acetato se redujé.
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Figura 3.17. Fermentacion sélida con liquido ruminal y lodos anaerobios, a,, 0.955 -
0.966, la produccion de los dcidos grasos voldtiles fué por 100 g de peso seco.
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Se realiz6 un testigo con lodos anaerobios, los resultados se muestran en la Figura 3.18, se

observé que no hubo produccién de dcidos grasos voldtiles ni metano.

MILIMOILES ACETATO /1

Figura 3.18. Produccion de acetato de la fermentacion con lodos anerobios. (Testigo).

Las velocidades de produccion de los dcidos grasos voldtiles, metano y CO, se muestran en
la Tabla 3.12, se observa que éstas disminuyeron considerablemente al variar la ay,. La
velocidad de produccién de metano desciende de 0.515 a 0.068 milimoles al disminuir la aw
de 0.99 a 0.976. Las velocidades de produccion de acetato disminuyeron, aunque su
descenso no fué tan marcado, esto reflej6é que la produccién de metano es mds sensible a los

cambios de ay.
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Tabla 3.12. Velocidades de produccion de los dcidos grasos voldtiles, metano y CO»

FERMENTACION | ETILENGLICOL | ayi - a,f ACETATO PROPIONATO METANO } CO»
milimoles / g mmoles/ 100
peso seco. g peso
seco*h

7 0.0 0.99 - 0.98% 0.8540 0.1271 0.515 U944
8 5.387 0.976 -0.971 0.3573 0.0 0.068 0.8235
9 6.450 0.968 -0.967 | 0.1835 0.0284 0.0 0.2030
10 8.977 0.955-0.962 | 0.1425 0.02172 0.0 i 0.4825

La disponibilidad de agua en el medio fué determinate para la produccion de acetato y
metano, esto pudo deberse a que el metabolismo de las bacterias acetogénicas y
metanogénicas fué afectado, ya sea por la concentracién del sustrato y sales minerales en el
medio, o por la disminucién en el transporte de éstos, puesto que el agua disponible aumenta
la velocidad de difusién de los sustratos y de los productos hidrolizados o formados. hacia
los microorganismos. Cuando la a,, disminuye, el potencial de agua disminuye también, y los
microorganismos previenen la salida pasiva del agua, adaptando su potencial de agua interno
y sintetizando otros metabolitos que actian como osmorreguladores (Van Zyl. 1990;
Gervais y col., 1986; Measure, 1975). La fermentacién sélida con liquido ruminal y lodos
anaerobios como indculo se puede llevar a cabo en intervalos de ay de 0.99-0.98 que
corresponden al intervalo de humedad del 85 al 80 % en la curva de adsorcién-desorcién
(Figura 3.4), hasta ay, de 0.976 que corresponde a 60 % de humedad, y a valores menores
ne se produjo, observdndose que la disponibilidad de agua es muy importante y que la
poblacién metanogénica se inhibe a ay, de (0.968). Estos resultados concordaron con los
reportados por Wujcik y Jewell (1980), que reportan que a humedades del 65 al 70% es

afectada la formacion la de metano.
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3.3.3. Determinacion de la constante de velocidad de primer orden de consumo de

sustrato.
Las constantes de velocidad se obtuvieron con el modelo de consumo de primer orden nara

reactores en lote. Este modelo ha sido utilizado para describir el proceso de la fermentacién

seca (Wujcik v Jewell. 1980;.

dS/dt = -kS (ecuacién 1)

donde:
S = concentracion de sélidos voldtiles biodegradables
(SVB).
k = coeficiente de la tasa de eliminacion del sustrato
(tiempo -!).

La ecuacién integrada:
S =Soe¥  (ecuacién 2}

donde:
So = concentracion inicial de sélidos volatiles

consumibles.
Arreglando y tomando logaritmo natural a ambos lados de la ecuacion.

In(S/So) = -kt

Para obtener los valores de k, se graficé In(S/So) en funcién del tiempo, los cdlculos
realizados se encuentran en el Apéndice 5.5. El valor de k representa la tasa de consumo de
sustrato, en €ste caso de celulosa.

En la Figura 3.19 se graficaron los valores obtenidos de k del lirio en funcién de las
diferentes ay, cuando se utilizé liquido ruminal como in6culo. Se observa que la curva sigue

un comportamiento exponencial por lo que se ajust6 a la siguiente ecuacién:
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Resultados y Discusion

k = aePaw

donde a y P son constantes de la ecuacion empirica.

InK=Ina + Bay,

Se graficaron los valores de ay, contra In k para encontrar los valores de o y B. El
coeficiente de regresién fué de 0.98 v se observa que el comportamiento de la utilizacion de

sustrato en funcién de la ay f;¢ exponencial, los datos ajustados también se graficaron en la

Figura 3.19.

0.07 -
0.06 —
0.05 -
0.04 -
0.03 —
0.02 -

0.01 -

COEFICIENTE DE CONSUMO DE
SUSTRATO (1/d)

0.94 0.95 0.96 0.97 0.98 0.99 1
ACTIVIDAD DE AGUA (aw)

| —e— EXPERIMENTAL —#— CALCULADO

Figura 3.19. Velocidades de consumo de sustrato en la fermentacion en medio sélido con
liquido ruminal como indculo, a diferentes actividades de agua.

En la Figura 3.20 se graficaron los valores obtenidos de k en funcién de las diferentes ay, y
los valores ajustados a la ecuacién exponencial, cuando se utilizé como inéculo liquido
ruminal y lodo metanogénico. Se observé también que el coeficiente de consumo disminuye

exponencialmente cuando la ay, disminuye.
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Figura 3.20. Velocidades de consumo de sustrato en la fermentacion en medio sélido con
liguido ruminal v lodos anaerobios como indculos, a diferentes actividades de agua.

Los dos indculos utilizados, liquido ruminal y lodos anaerobios y liquido ruminal presentan
apreciables diferencias microbioldgicas, al descender la aw hasta el valor de 0.965, éstas se
manifiestan en los diferentes valores de los coeficientes de consumo de sustrato (k), sin
embargo abajo de este valor los coeficientes son similares., posiblemente debido a Ia
sensibilidad del consorcio metanogénico al contenido de agua disponible.

El hecho de que el coeficiente de consumo a diferentes a,;, tuviera un comportamiento
exponencial, indicé que a pequefias variaciones de la ay el consumo de sustrato se ve

considerablemente afectado.
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Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

1. Al disminuir la ay, la fermentacién en medio liquido mostr6 cambios en el consumo de
sustrato y en la produccién de dcidos grasos voldtiles (AGV).

1.1. Al disminuir los valores de ay, de 0.996 a 0.941, las tasas globales de consumo de
sustrato descendieron, llegando incluso a anularse a un valor de ay de 0.92.

1.2. A un valor de ay, de 0.941 el sustrato todavia alcanzé a consumirse totalmente, sin
embargo, ya no se observd produccién de AGV ni variacién global de la actividad de agua
en la fermentacion.

2. Al disminuir la a, en la fermentacién en medio liquido, se modificaron la constante
aparente de saturacion de sustrato ( Ks) y la velocidad maéxima aparente de crecimiento
{Mmax).

3. En la digestién anaerobia en medio sélido del lirio acudtico con liquido ruminal como
inéculo, las tasas de produccién de AGV no mostraron cambios al disminuir la ay, en el
intervalo de 0.982 a 0.971, abajo de ese valor se observé una considerable disminucién y a
partir de 0.94 no hubo formacién de productos de fermentacion.

4. En la digestién anaerobia en medio sélido de lirio acudtico con liquido ruminal y lodos
anaerobios como indéculos, al disminuir la ay, en el intervalo de 0.99 a 0.955 las tasas de
produccién de AGV descendieron. Las tasas de formacién de metano presentaron una
mayor sensibilidad a los cambios de ayy en el intervalo de 0.99 a 0.976 y por debajo de este
valor no se observo produccién de metano.

5. Al disminuir la ay, en la fermentacién en medio sélido, lo- coeficientes de consumo de
sustrato descendieron considerablemente.

5.1 Los coeficientes de consumo de sustrato para ambos indculos descendieron
exponencialmente al dlsmmulr los valores de ay, sin embargo, en el intervalo de 0.981 a
0.965 los valores de los coeficientes fueron mayores cuando se utilizé dnicamente liquido

ruminal, por debajo de este valor no se observaron diferencias apreciables.
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6. Para la formacién de AGV es posible llevar a cabo favorablemente la fermentacién en
medio solido del lirio acudtico a valores de ay, en el intervalo de 0.98 a 0.963. los cuales
corresponden a humedades del 80 al 50% sin embargo, para la produccion de metano el

intervalo es mas estrecho. 0.99 a 0.976 y estos corresponden a valores de humedad del 85 al

65%.

4.2.Recomendaciones.
1. Para evaluar el efecto sobre las tasas de consumo de sustrato y produccién de
metabolitos al disminuir la actividad de agua en el medio de cultivo. se podrian utilizar otras
sustancias que se encuentran reportadas en la literatura, tales como sales inorgdnicas,

glicerol y sorbitol.

2. A fin de tener mayor informacién sobre el efecto de la actividad de agua en la
digestion anaerobia, habria que considerar la utilizacién de otros indculos tales como los

consorcios sulfatorreductores e inéculos estabilizados a ciertos sustratos.

3. Al modificar la actividad de agua de los medios de fermentacién. se observaron las
respuestas inmediatas de poblaciones microbianas muy heterogéneas, estas respuestas
pueden cambiar en el transcurso del tiempo, si es que se logra inducir un cambio en la
distribucién poblacional de los consorcios microbianos utilizados como indculos. Se
recomienda considerar lo anterior para tener la certeza de no estar observando una respuesta
transiente a los cambios en la actividad de agua.

4. Se podrian emplear otras ecuaciones e incluso modelos para predecir los valores de ay,

en el medio de fermentacidn de lirio acuético.
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Apéndices

5.1 Solucidn de vitaminas y oligoelementos:

5.1.1. Solucién de vitaminas

Compuesto g/l

Biotina 0.0020
Acido félico 0.0020
Piridoxina 0.0100
Tiamina 0.0050
Riboflavina 0.0050
D. L. 4acido pantoténico 0.0050
Vitamina B12 0.0001
Acido p-amino benzoico 0.0050
Acido lipéico 0.0050

5.1.2. Solucion de oligoelementos:

Preparar una solucién con 1.5 g de écido nitrilo triacético en 950 ml de agua destilada,

ajustar el pH a 6.5 con una solucién de KOH y aforar a un litro

Compuesto 2l

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H,0) 3.0
Sulfato de manganeso (MnSQO,4-2H,0) 0.5

Cloruro de sodio (NaCl) 1.00
Sulfato ferroso (FeSO4 -7H,0) 0.10
Cloruro de colbalto (CoCl,) 0.10
Sulfato de zinc (ZnSOy) _ 0.10
Sulfato de cobre (CuSO4 5H,0) 0.01
Sulfato de aluminio y potasio (AIK( SOy),) 0.01
Acido bérico (H3Bos) 0.01
Molibdato 6xido de sodio (NayMoOy4-2H,0) 0.01
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5.2 Curvas estandar.

300000 -
2S00 -
200006 -~

130000 -~
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Figura 5.1. Curva estdindar de acetato. Coeficiente de correlacion r = 0.998

350000
300000 ~
250000 ~

AREA
i

150000 ~

0 5 10 15 20 25 30
MILIMOLES /1

Figura 5.2. Curva estindar de propionato. Coeficiente de correlacion = 0.996
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AREA
f

0 5 10 15 20 25 3%
MILIMOLES /1

Figura 5.3. Curva estdndar de butirato. Coeficiente de correlacion = 0.991
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Figura 5.4. Curva estindar de metano. Coeficiente de correlacion 0.992
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Figura 5.5. Curva estdndar de CO,. Coeficiente de correlacion = 0.990.
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CALCULO DE LAS CONSTANTES Ks Y Limax

aw0s4 L
tiempo  sustrato  InSo/S X ~ In(x/x0)/In(S/S0) InSo/S
0 43.25 0 ~2.29  #DIV/0! ~ #DIV/O! |
2 40.97 0.05415714 2518 1.75255035 = 36.9295707
8  36.82 0.16095606 2933 1.53752506 2 37.277255
© 100 3477 021824229 3.138  1.44350502 45.8206341
12 3335 0.25993946  3.453 1.57995096 ~ 46.1645952]
© 14 326 0.28268495  3.355 1.35097379 49.5250994
16 3162 0.3132074 3.453  1.31124488 51.0843611
20 23 0.63150302  4.315 1.00323433 31.6704742
22 2032 0.75539161  4.583 0.91846663 ~29.1239665
24 18.07 0.87274413 4.808  0.84988183 27.4994689
26 13.4 1.17174253 5.275 0.71212476 22.189175
32 6.12 1.95543514 6.003  0.49283533 16.3646441
36 2.325 2.92327719 16.3825  0.35063663 12.3149457
33 055 4.36483423 6.56  0.2411177 8.70594345
) 022 5.28112497 6.593 0.20023322 7.57414382
1.54475761 intercepto
30 0060371 slope
| 0.99873639 rsq
aw.0.965
tiempo sustrato InSo/S X In(x/x0)/In{S/So) t/InSo/S
0 27 0 2.29  #DW/0! #DIV/0!
2 25.6  0.053244 2.43 1.11448125 37.5629179)
4 247 0.089033 2.52 1.07496191  44.9271618
6 22.85  0.166885 2705  0.9979932 ~ 35.9529017
10 174 0.439366 3.25 0.79683721 22.7600679)
14 134 0.723224 3.68 0.65589767 19.3577647
16 11.3 0.871034 3.86  0.59942019 18.368973
18 8.56  1.148736 4134 0.51421183 15.6693966
20 543  1.603897 4.447 0.41379084 12.4696287|
22 2.23  2.493835 4.767 0.29399113 8.82175445
24 0.27 4.60517, 4.963  0.1679544 ~ 5.21153399

0.63771884 intercepto

28.5276412 slope

0.99570444 rsq
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law0.98

tiempo  sustrato  InSo/S X In(x/x0)/In(S/So) tInSo/s
o0 3397 0 229 #DIVOI  #DIV/O!
"2 337 0.007979 2.317  1.4690347 ~ 250.657977
4 334 0.016921  2.347 1.45299328 ~ 236.392648
"5 3347 0.023831 237 1.44090208 ~209.810751
'8 302 0.117635 2.667 1.29555343  68.0069707
10 26 0267381  3.087 1.11693773 ~ 37.3998152
12 2044  0.507984  3.646  0.9155384 23.6227913
14 1544 0.788516 ~ 4.143  0.75187865 17.7548712
186 127 1.026503  4.47 0.65156808 ~ 15.5869004
18 89 1339426  4.797 0.55205656 13.4385924
20 0.36  1.795593 5123 0.44842478 11.1383816
22 0.36  2.378075 5372 0.35854566 9.25118005
] 24 0.36  4.547129 5.651 0.19864858 5.27805567 |
37.7648666 slope ]
~ 0.9302067 rsq
aw0.99
tiempo sustrato InSo/S X In(x/x0)/In(S/So) tInSo/S
0 32 0 2.29  #DIV/0! #DIV/o!
2 30.32  0.053928 2.458  1.31279101 37.0864857
4 27.6 0.14792 273 1.18814083 27.0416441
6 24.49  0.267471 3.041. 1.06043119 | 22.4323385
7 2.3 0.407028 3.36  0.9419233  17.1978341
8 18.08°  0.570929 3.682 0.83180967 14.0122502]
9 153 0.737883 3.96 0.74224804 ~ 12.1970556
10 12.67  0.926498 4.223 0.66054536 ~ 10.7933314]
11 9.47  1.217606 4.543  0.56260873 ~9.03412105]
12 6.06  1.664026: 4.884 0.45516881 7.21142578|
- 13 0.32  2.115068 5104  0.37893473 | 6.14637449
14 0.32  3.325973 5.375 0.25652847 4.20929454
15 0.32 4.60517 5.458 0.18859903 3.25720875

0.05457511 intercepto

|

16.170329 slope

T
|

0.99844024 rsq
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5.4.Calculo de hidrolisis del lirio acuatico. (FDN y FDA)

HIDROLISIS DEL LIRIO ACUATICO.
FERMENTACION 1

160 m| de biogas con 20% de metano dan | 0. 0076 g de metanol g de hno y

10,0835 de d|OXIdO de carbonolg de lirio

0076 g + .0835g = 0.0911g de biogas (metano+didxido de carbono
Paredes cevlylaresfl'm‘q_l‘_alA(‘PCn)- 53% e
IParedes c celulares final (PCf) = 51 %

1 g de lirio +0.151 g de indculo

. 1.151X0.53 =.61003 inicial

(1.151-0911)X0.51 = 0.5405 final
_({0.61003-.5405)/(0.61003))X100 = 11.39 % _

Fibra detergente acida inicial (FDAI) =39 %

Fibra detergente acido final (FDAf) 31%
1.151X.39 = 0.44889
(1.151-0.0911)X0.31 = 0.32857
{{0.44889-0.32857)/0.44889)X100 = 26.8 %

DEGRADACION DEL LIRIO ACUATICO

|FERMENTACION 2

§0 m| de biogascon 20% de metano dan 0.00633 g de metano/ g de lirioc y

0.0694 de didxido de carbono /g de lirio

.00633 g + .06964g= .07597g de biogas

Paredes celulares inicial (PCi)= 62.18%

Paredes celulares final (PCf) = 59.87 %

1 g de lirio +0.120 g de in6culo
1.120X 0.6218 = 0.6964 inicial
{1.120-.07597)X0.5987 = 0.62506final
({0.6964-0.62506)/(0.6964))X100 = 10.24 %

Fibra detergente acida inicial (FDAi)=39.44 %

Fibra detergente acida final (FDAf) = 33.2%
1.120X0.3944 = 0.441728 |
1(1.120-0.07597)X0.332 = 0.3466 | !
((0.441728-0.3466)/0.441728)X100 = 21.53% "
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5.8, Cialculo del coeficiente de consumo de sustrato.

COEFICEENTE DE REMOCION FERMENTACION 1151.5mg S.VJg L.S ~
AW 0981 o
TEMPO SV.  ACETATOPROPION BUTIRAT AGVt  MO.  SVr _ SiSo  TIEMPO in(SiSo)
[HORAS ~  gi00g " "svx0.66 M.O.-AGVt ___ HORAS e
) O 7836 2956 04522 054 4 S1.71 417 1 0 0
118 368 074 109 552 5135 458 0960168 24 0.040647307)
& T113 4745 10034 1283 7 51 44 0.922432 48 0.080741764
| 1 ass 129 134 751 5082 43.31 0.907966 72 -0.096547843
% 148 872 241 234 1047 49.23 38.76 0.812679 96 0.207542611]
120 746 7 241 281 1232 4923 37 0.775681 120 0.254013485
W 746 932 3.7 3.6 16.15 49.23 3335 0699161 144  -0.357873626)
168 75 95 41 453 1313 495 31.37 0.657652 168 0419079376
L 748 96 4 48 184 49.37 30.97 0.649266 192 0431912404
20 747 961 38 512 1353 49.3 30.77 0.645073 240 -0.438391209)
INTERC ~ 0.028494 ]
t&oﬁﬁf-wy& e o S _ ]
RSQ 0971904 . ) . S ]
b T + i
AW 0.979 FERMENT ACION 2 120mg S.VJg LS.
TEMPO ‘ ,
HORAS S.V. ACETATO PROPION ‘BUTIRAT AGVt _ M.O. SVr SiSo TIEMPO In (SIS0)
- gi100g 'SVx0.66 M.O.-AGVt 'HORAS B
0
wu e 345 0.54 0 4 552882 512882 1 0 0|
| & 829 5.1 1.1 065 685 54.714  47.864 0933236 24.  0.06909705
B /7] 824 6.7 13 0.7 87 54384 45684 0.890731 48 0.115712579)
% 82.31 71 1.68 1.15 9.85 54.3245 44.4746 0867151 727 0.142642467|
10 82 74 1.69 118 1027 S412 4385 0.854972 96 -0.156685987
144 81.5 74 1.69 1.3 104 5379 4339 0.846004. 168 0.20308699
168 81 7.3 169 15 105 5346 42,96 0.83762 192 0.215049769)
192. 8073 7.9 1.62 1.9 1142 53.2818  41.8618 0.816207 240 0.235699578
240 80.4 8.15 163 1.91 117 53.064  41.364 0.806501 1
___80.21 83 172 24 1242  52.9386_ 40.5186 0.790018 N
WEC H |
|SLOPE  0.01944 T N ]
Q . -0.00161 : : T T
. 0.925108 ; i i -
_— ———
LAw 0.98 FERMENTACION 3 -
TEMPO | N ~ : . 7]
SV. /ACETATO PROPION |BUTIRAT AGVt M.O. S.Vr SiSo TIEMPO |LN(S/S0)
! g100g | : SVx0.66 M.0.-AGVt
0 i ! ;
n T%:3 3 05 0.5 46 552882 50.6882 1 0 ]
3 82.9 56 17 0.8 81 54714  46.614 0919622 24, 0.083792217
72 824 5.64. 19 0.9 844  54.384 45944 0.906404 48, 0.098269878|
i % 8231, 6.6, 1.9 11 9.6] 543246  44.7246, 0.882347 72]  0.125169456]
120 82 7.5 1.92 1.3 10.72 54.12. 434 0.866216 96,  -0.156233701|
144 816 7.76. 1.92 1355, 11.035 §3.79 42765 0.84349 120/  -0.170206984]
168 81 73 1.93 15 11 53.46 4246 083767 144 0.177130686]
182, 81 78 1.95 151, 1126 5346 422 0.832541 168, 0.183272921]
w0 81 8.3 1.93 162, 1175 5348 4171, 0.822874 196,  .0.194952234]
B | 8098 85 1.9/ 156, 1196 534458 414368 0.818471 2400 0.200317838]
INTERC | ; ! ! | » ]




SLOPE _ 69E-18__ - ] .
RSQ 00013 _
i " 0.911354 I .
AW 0.9710.974 ___FERMENTACION 4 o . . -
TIEMPO B - S B S
HORAS "ACETATO PROPION BUTIRAT AGVt _ M.O. SVr_ Siso  TEMPO
T Tgiog T TsVx0.66 M.OAGVt  HORAS
0 S
T a e37r 295 045 T34 552882 518882 1 0
@8 #2937 04 4% 54714 60.554 0.974287 24 0.026049332]
T w4 503 0815 5645 54384 48739 0939308 48 0.062611873
"9 8231 6522 0925 6.145 543246 48.1796 0928527 72 0 )
| 1200 82 656 12 676 5412 47.36 0.912732 % -0.091313413]
T 815 75 15 9 5379 4479 0863202 120 0.147106504]
| 168 813 186 163 9.1 63.668  44.468| 0.866996 144 -0.154321575
192 8121 7.6 17 9.3 53.5986  44.2986 0.853732 168 -0.15813833]
| 240 8121 78 18 9.6 653.5986 43.9986  0.84795 196 -0.164933589
T T 8 185  9.85 535986 43.7486 0.843132 240 0.170631792
INTERC e % i )
SLOPE _ 0.000475 .
RSQ -0.00109.
0.971234°
FERMENTACION 5 _ - -
AW 0.963-0.964 _
TIEMPO
HORAS 'ACETATO PROPION BUTIRAT AGVt  MJO. SNr 'SiSo TIEMPO _ LN(SISo)
i g/100 g SVx0.66 M.O.-AGVt HORAS ]
7 : : : ,
M 8256 2.95 0.45 34 544896 51.0896 1 0 0]
i 48 8244 34 0.46 386 544104 505504 0.989446 . 24 -0.010610096|
| n 82 423 0615 4845 5412 49.275_0.964482 48 0.036164101
% 818 427, 0.703 4973 63.988  49.015 0.959393 72 -0.04145458|
| 120 8165 4.36 0.8 516 53.889  48.729 0.953795 9 -0.047306619)
144 815 5 0.85 ] 585 5379 47.94, 0.938351 120 -0.063630725|
R 813 5.26 0.85 6.1 53.668  47.558  0.930874 144 0.071630935
192 8121 55 0.85 6.35 53.5986 47.2486 0.924818 168  0.07815793
240 8121 5.6 0.85 645 53.5986  47.1486 0.922861 196 -0.080276638
e 812 57 0.85 655 53592  47.042  0.920774 240  0.082540134
INTERC 1 - - g )
ISLOPE  -0.00694
[rsa 20.00042] i
0.950691 . ‘ 1
AW 0942 | FERMENTACION 6 !
TIEMPO . | : '
[HORAS ACETATO PROPION BUTIRAT AGVE __M.O. _ |S.Vr SiSo 'TIEMPO _LNSISo
u g/100 g | | i " SVx0.66 lM.O.-AGVt ‘HORAS
LA ! | | : }
| 82, 29, 05 7} 54. 1’ 50.72 1 0 0
] 81.8 2.95 06 385 53988 50438 0.99444 24  0.005575451]
. 8172 3, 1 4 63.9362 49.9352 0984527 48 0.015534145)
9% 8168 3 1.1 41 53889 49.789. 0.981644 72 0.018526234




120
144
168
18z

818
8143
814

- 81.15

813

32
32
32

3.2

32,

1.1

1.1
11
1.1

11

43
43

43
43
43

5379

 53.658  49.358 0.973147
53.559 - "497.259“0.9711975” o

. 4849
537438 49.4438
| 53.724 49424

_ 0.975749

0.974838
0974448
- 0.973147

96
120
144

168
777192_}

20.024549681
-0.025483639
0.025884174

. 0.02722045

0.029228218

0.942

0.00019

0.00456

[ sosz2 32 11 43 633412 49.0412 0.966901 240 -0.033659549

INTERC - L )

SLOPE ~ 0.00297 ) ) L . )

RSQ _ poo0ts - o o o

_0.90595 . o L ]
0981 AW K(WhorasjK(tidias) T -

_ 0879 __0.00021  0.00486 o ) B

0976 0979 0.00161  0.03864 o ] i ]

0872 0976 00013 00312 ) - - i T
0.963 0.972_ 0.00109  0.02616 ) “

0842 0.963 0.00042 0.01008 - S
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