PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
ESCUELA DE INGENIERIA

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
OPERACION EN BIORREACTORES DE
BIOGAS CON LACTOSA Y CELULOSA

JOSE LUIS GALAZ ORTIZ

Tesis para optar al grado de

Magister en Ciencias de la Ingenieria

Profesor Supervisor:

CESAR ANTONIO SAEZ NAVARRETE

Santiago de Chile, Octubre, 2020.
© 2020, José Luis Galaz Ortiz




PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
ESCUELA DE INGENIERIA

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
OPERACION EN BIORREACTORES DE
BIOGAS CON LACTOSA Y CELULOSA

JOSE LUIS GALAZ ORTIZ

Tesis presentada a la Comision integrada por los profesores:

CESAR SAEZ NAVARRETE

LEONARDO RODRIGUEZ CORD()VA

JORGE RAMOS GREZ T~ iG,u,

JAIME NAVON COHEN J 0~

Para completar las exigencias del grado de

Magister en Ciencias de la Ingenieria.

Santiago de Chile, Octubre, 2020



A mi abuelo José, que en paz
descanse. A Carolina, mi polola, y a
mis padres y hermano, que siempre

me motivan a seguir adelante.



AGRADECIMIENTOS

A lo largo de todo el proceso de elaboracion de este trabajo estuvieron muchas personas
presentes, que permitieron transformar una idea en un tema concreto de tesis para desarrollar.
Quisiera destacar primero que todo a mis padres Pamela y Patricio, que me ayudaron a
mantenerme constante y tener las metas claras para terminar el dificil proceso universitario.
A mi hermano Rodrigo, que me ayudo a despejarme cuando estaba encerrado en el trabajo,
y a mi polola, Carolina, con quien comparti momentos inolvidables en este tiempo, y que
fue quien me tuvo mas paciencia para poder terminar el Magister y la carrera.

Por ultimo, le agradezco a mi profesor guia, César, por haberme aguantado tanto tiempo en
el magister y a mis companeros de postgrado con los que comparti en las reuniones, pues

me ayudaron cuando no sabia por donde comenzar.



Pag.

DEDICATORIA. ...ttt ettt ettt ettt et se e iii
AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt v
INDICE DE TABLAS ....cccoimtrriimereireereessesessssssssesssssesesssssssssssssssesssssesssssseeees viii
INDICE DE FIGURAS ... ix
RESUMEN ...ttt h ettt ettt s ee et e besbeeneeneas xi
ABSTRACT ..ottt sttt ettt sttt xiii
1. INTRODUCCION ......ovtritriiireimnriirnesssessesesesssesstsessssesesssssssssssessssssssssnesnes 1
2. OBIJETIVO GENERAL.......cootiititeeest ettt 4
2.1, ODbjetivos €SPECITICOS. . .ievirrieiieiieiieieeieeiee sttt e e e e e seaeseaeseneseaesseesnns 4

3. HIPOTESIS oot esses st ssse st sss st ssse s 5
4. MARCO TEORICO ......ooomiimmieiiriineeisesessesssssesssesssses s ssssseses s 6
4.1. Digestion ANACTODICA........cccvervierierieiienieeiestesreeresresreseaeseaessnesssesssenens 6
411, HIATOIISIS 1.ttt et 7

4.1.2. ACIAOGENESIS ... 7

4.1.3. ACCLOZENESIS . .vviviieiieeieeeieeeiecite e ete et e eteesteebeeveeseereeveeseeseeeeas 8

4.1.4. MEtanOGENESIS ...cuverurererereieeieeieeieeteeseeteesseesseenseeseeseesseenseesseenses 8

4.2. Procesamiento de GIUCOSA .......cceeeerieriirieiieniisieeiee e 9

4.3. Enriquecimiento de Metano ...........ccccceereevienineenienenenieneneeeeeesie e 9

4.4. Generacion de metano e hidrogeno en condiciones de baja temperatura 11

4.5. Viabilidad del uso de biogas en el sur de Chile ...........ccccevvevieirereennnnnn. 13

4.6, LACLOSUCTO ...eevviiiieiiieiiieitiert ettt ettt et st saee e sanesanes 15

4.7. Consideraciones respecto al tipo de sustrato..........cceeeeeeeeeeeeeeeneennennnn. 16
471 GIUCOSA ..ttt 16

4.7.2. CelUOSA ...uineiiiiieieeee et 16

I TR I To7 1o 1T U OO 17

4.8. Produccion tedrica de DIOGAS.......ccceeveeriieriieriierieriecie e 17

INDICE GENERAL



4.8.1. Produccion considerando ecuacion de Sustrato ........c..ceecveeveennenne. 17
4.8.2. Produccion considerando Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 19

4.8.3. Célculo de produccion teodrica en el tiempo, por dia ..................... 19
4.9. Consideraciones adiCionales ...........ceecvereeriierienienieniesre e e e eee e 20
MATERIALES Y METODOS ......ccotviimriimriererissesseresssessesessssesssssseseens 22
5.1. Descripcion del funcionamiento de los biorreactores y nutrientes .......... 22
S.1.10 INOCUIO . 22
5.1.2. SoIUCION StOCK ...ceveiiiiriieiiniieieciceeetees et 23
5.1.3. Bicarbonato de SOAI0 ........c.eeevieviieriiesiieriiesiecieeee e 26
5.2. Descripcion de condiciones de operacion fijas y variables.............c..c..... 26
5.3. Preparacion de SUSIIAL0.........ccueeveeieeieeieereeie et 27
S4. MONEAJC....ccuviieiieeieeiieeiie ettt et e et e et eeae et e etbeesbeebeebeebeebeebeebeenseenseenns 28
5.5. Sistema de medicion y toma de MUESLIas.........ccceevvverueerieerieesieerieeeeeeenns 29
RESULTADOS ...ttt sttt et st 31
6.1. Produccion de DIOZAS ........ceeuerierieiieeieeie e 32
6.2. Cromatografia de ZaSES ........cccevvvirieeiieieeie ettt re e 34
6.2. 1. NIITOZENO ..eveeevieeeiieeiieeiieeeteeeteeeeteeeseeesaeessbeesteessseeessseessseesseeans 35
6.2.2. MELANO ..ottt s e e 35
6.2.3. Didxido de Carbono..........cceeevivieiiiiiiiieciece e 38
DISCUSION .....coriimmirimmreessesssssesesssesssssesssssesssssssssssssss st ssssssssssesees 40
7.1. Analisis de produccion de DIOZAS..........cceecvieieeriieriieiieieeie e 40
7.1.1. Biorreactores con sustrato Lactosa .........c.cceceeeevereenienenicenicnennen. 40
7.1.2. CeIUIOSA ..ottt 42
7.1.3. Comparacion entre ambos tipos de biorreactor .............cc.ccveeeee.. 43

7.2. Analisis de contenido de metano con respecto al de diéxido de carbono 50

72,10 LACLOSA ..ottt ettt sttt st sttt st st 50
7.2.2. CelULOSA ..ottt 51
7.2.3. Razon entre contenido de metano y contenido de COo.................. 52
7.3. Analisis de volumen de metano y dioxido de carbono.........cccccocceveueennene 55
7.3.1. Volumen de Metano...........ccecueverereerienieninienienieeeeeesese e 55
7.3.2. Volumen de dioxido de carbono..........ccoeeeeeeieienienieiiiieieiees 57

7.4, Datos €StAAISTICOS ...uvvvriiiiiiiiiiieiieee ettt e e e ee e e e e e e eeaaeeeeeesesnneaeeas 57



8. CONCLUSIONES ...t 61

BIBLIOGRAFIA ...ttt 65
AN E X O Sttt ettt sttt ettt st e st e e e st e s e b e b e st eseeseebessenseneeseesensens 69
Anexo A: Espectro bacteriano digestion anaerobiCa...........cccevverververiervesveneenenns 70
Anexo B: Fermentacion y Respiracion Anaerobica............ccveeeereeeieenrieneeneeneennnans 71

Anexo C: Fotos Biorreactores dia 25 de mMarzo ........cccvvveeeeiiiiiiieeeeeeeeieeceeeeeeee e, 72



INDICE DE TABLAS

Pag.

Tabla 5-1: Caracterizacion del indculo utilizado. .........ccooeverieniniiiiiiineeceee e 23
Tabla 5-2: Contenido del medio basal para biorreactores de biogas. Adaptado de

“Preparation of defined media” (Labatut, 2011). ....c.ccceeviiriiieiiieriieiieeeeeeee e 23
Tabla 5-3: Medio basal utilizado en SolUCION A.........cccoiiririeiiriieieie e 25
Tabla 5-4: Medio basal utilizado en Solucion B.........cccccccooiriiiiininiinininincneneeicene 25
Tabla 5-5: Valores medidos de bicarbonato de sodio, para cada biorreactor. .................... 26
Tabla 5-6: Mediciones de Lactosa y Celulosa, por cada biorreactor. ...........ccccceeeveerrreennnnne 27
Tabla 6-1: Mediciones de biogés (ml) en cada biorreactor, por dia de medicion. .............. 32
Tabla 6-2: Mediciones de biogés acumulado (ml), por dia de medicion. ............cccecuvenneenee 33
Tabla 6-3: Porcentajes de N» presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion. ..... 35

Tabla 6-4:

Tabla 6-5:

Tabla 7-1:

Tabla 7-2:

Tabla 7-3:

Tabla 7-4:

Porcentajes de metano presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion.

Porcentajes de CO» presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion.... 38

Produccion de biogas (ml) en biorreactores con Lactosa. ........ccceeeveeeveeveennennee. 40
Produccion de biogas (ml) en biorreactores con Celulosa...........ccoceeeeeenieennenne. 42
Volumen de Metano (ml), por dia de medicion...........ccocvevverienienienienieenene 56
Volumen de Dioxido de carbono (ml), por dia de medicion. ............ccceeeuvennenne 57

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 4-1: Esquema disgestion anaerobica. Fuente: (GIZ, 2010) .......ccceveninienencncnnnennn. 6
Figura 4-2: Porcentaje de crecimiento de metanogenos en funcion de TC...........cccceeeee. 12
Figura 4-3: Produccion de biogas usando purin como sustrato. Fuente: (INDAP, 2018)... 14

Figura 5-1: Montaje biorreactores de biogas. El séptimo biorreactor, que aparece adelante

en 1a f0t0, fUE dESCATtATO. ......coiiieiiiiiiii ettt e e e e e e e e eean 28
Figura 5-2: Biorreactor Rs, con celulosa como SUSLIrato..........cceeveeriereereenieneeniesnennenns 29
Figura 6-1: Biorreactor R; (lactosa) al lado del biorreactor R4 (celulosa). .........ccceueneee. 31
Figura 6-2: Biogas obtenido (ml) por dia de mediCion. ..........ccceevververierierienieeie e 32
Figura 6-3: Biogas acumulado (ml) por dia de medicion............ccceeeveeveerienieniesienieenenns 33

Figura 6-4: Resultado GC medido en porcentajes de N2, CH4 y CO». La diferencia

porcentual se completd con elementos trazas. .........cceeverieriereerierieneeseeseesre e snesneees 34
Figura 6-5: Porcentaje de metano (%) en cada biorreactor, por dia de medicion. .............. 37
Figura 6-6: Volumen de CH4 acumulado, por dia de medicion. ..........cceevevvevveriennennne 37
Figura 6-7: Porcentaje de COz (%) en cada biorreactor, por dia de medicion..................... 38
Figura 6-8: Volumen de COz, por dia de medicion............ccceveveeiinininienincneeieniencaees 39

Figura 7-1: Extrapolacion lineal produccion de biogas (ml), cada 2 dias desde el dia 1,

considerando produccion acorde a funcion de primer orden. ..........ccceceeeeeveerieniesiennenns 44
Figura 7-2: Extrapolacion de polinomios de grado 2 a la curva de produccion acumulada de
biogas, en biorreactores de LactOSa.........ccveiieiierieiieiiecie ettt 45
Figura 7-3: Extrapolacion de polinomios de grado 2 a la curva de produccion acumulada de

biogas, en biorreactores de CeluloSa. ........c.ovieriirieriieniecie e 46

X



Figura 7-4: Extrapolacion de datos desde el inicio estimado de produccion. ..................... 47
Figura 7-5: Extrapolacion de datos desde el inicio estimado de produccion de cada tipo de
biorreactor, sin considerar a Ro y Ra. cocooiiiiiiiiiie e 47

Figura 7-6: (a) Comportamiento inicial con extrapolacion tedrica, (b) comportamiento

inicial con extrapolacion basada en datos experimentales. ..........cccoevveveerierierienieniennenns 48
Figura 7-7: Cromatografia de gases en biorreactores de Lactosa. ......c..coccecevcneecicneenenee. 50
Figura 7-8: Cromatografia de gases en biorreactores de Celulosa. .........cceeeververiervennnns 52
Figura 7-9: Porcentaje de CH4 vs porcentaje de CO, normalizando suma de ambos........ 53

Figura 7-10: Porcentaje de CH4 vs porcentaje de CO: en biorreactores de lactosa,
normalizando 1a suma de ambOS. .......cceoiiiriiiiininee s 54
Figura 7-11: Porcentaje de CH4 vs porcentaje de CO: en biorreactores de celulosa,
normalizando la suma de ambOS. ........ccoiiiriiiiniiii e 55
Figura 7-12: Promedio de Aire, CH4 y CO», respectivamente, de los porcentajes obtenidos
en cada dia de medicion de los biorreactores de 1actosa. ........ocveevveereerieneenienieiiecieeee 58
Figura 7-13: Desviacion estandar de Aire, CHs4 y CO», respectivamente, de los porcentajes
obtenidos en cada dia de medicion de los biorreactores de lactosa. ..........ccoeeveeveerienennene 59
Figura 7-14: Promedio de Aire, CH4 y CO,, respectivamente, de los porcentajes obtenidos
en cada dia de medicion de los biorreactores de celulosa. ..........coceeveiinieiinineeieniieeee 60
Figura 7-15: Desviacion estandar de Aire, CHs y CO», respectivamente, de los porcentajes

obtenidos en cada dia de medicion de los biorreactores de lactosa. .........ccceevvveenvvvieeeiinnnnn. 60



RESUMEN

El objetivo de este trabajo de tesis titulado “Efecto de la temperatura de operacion en
biorreactores de biogas con lactosa y celulosa” fue cuantificar la produccion de biogas y
metano frente a una reduccion subita de la temperatura de operacion desde una operacion
sostenida a 30°C reduciéndose hasta los 22°C en la forma de un escalon. Se emplearon 6
biorreactores operados en modo batch durante 37 dias de operacion continua: 25 a 30°C y
los dias restantes, a 22°C. El inoculo anaerébico se aclimaté durante 60 dias a 30°C previo
a los experimentos principales. Los biorreactores emplearon separadamente lactosa y
celulosa como sustratos representativos de residuos organicos con diferentes
biodegradabilidades, de modo que 3 operaron con lactosa, el sustrato mas labil; y los otros
3, con celulosa. Se cuantificé el efecto de la disminucion de la temperatura del sistema
desde 30°C hasta 22°C para estos dos sustratos con miras a establecer una temperatura de
biodegradacion que requiera menos energia en términos de la mantencion de la
temperatura del digestor y su operacion en climas mas frios. Se observé que los
biorreactores que emplearon lactosa como sustrato organico alcanzaron su peak de
produccién de metano en el dia 30, mientras que los de celulosa comenzaron una
produccién sostenida desde el dia 20, la que se mantuvo hasta la ultima medicion. Para
todo el periodo experimental, se obtuvo un maximo promedio de 133 ml de biogas para
los biorreactores de lactosa con 20 ml de CH4 producido, y 100 ml de biogas para el caso
de celulosa con un maximo de 27 ml. Se concluye que el efecto de reducir la temperatura
de operacion desde los 30°C hasta 22°C resulté en una disminucion significativa de la

produccién de biogés y metano a partir de celulosa en un 69 y 72%, respectivamente.
X1



Palabras Claves: Biogas, generacion de energia, lactosuero, desechos organicos, metano,

BMP, temperatura psicrofilica.
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ABSTRACT

The objective of this thesis work entitled "Effect of the operating temperature in biogas
bioreactors with lactose and cellulose" was to quantify the production of biogas and
methane by a reduction of the operating temperature from a steady operation at 30°C
reducing to 22°C without intermediate temperatures. 6 bioreactors operated in batch mode
were used for 37 days of continuous operation: 25 to 30°C and the remaining days, at
22°C. The anaerobic inoculum was acclimatized for 60 days at 30°C prior to the main
experiments. The bioreactors used lactose and cellulose separately as representative
substrates of organic waste with different biodegradability’s, specifically: 3 operated with
lactose, the most labile substrate; and the other 3 with cellulose. The effect of the decrease
in the temperature of the system from 30°C to 22°C was quantified for these two substrates
with a view to establishing a biodegradation temperature that requires less energy, in terms
of maintaining the temperature of the digester and operating in colder climates.

It was observed that the bioreactors that used lactose as an organic substrate reached their
peak of methane production on day 30, while those with cellulose began a sustained
production from day 20, which was maintained until the last measurement. For the entire
experimental period, an average maximum of 133 ml of biogas was obtained for the
lactose bioreactors with 20 ml of CH4 produced, and 100 ml of biogas for the case of
cellulose with a maximum of 27 ml. It is concluded that the effect of reducing the
operating temperature from 30°C to 22°C resulted in a significant decrease in the

production of biogas and methane from cellulose by 69 and 72%, respectively.
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Keywords: Biogas, generation of energy, whey, organic waste, methane, BMP,

Psychrophilic temperature.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, la contaminaciéon ambiental se ha posicionado como uno de los problemas
mas relevantes, tanto en las ciudades como en el mundo en general. De hecho, dentro de
los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) la contaminacion aparece indirectamente
en al menos 5 de los objetivos: agua limpia y saneamiento, energia limpia y no
contaminante; industria, innovacién e infraestructura; vida submarina y vida de
ecosistemas terrestres (ONU, 2020). Sin embargo, en ciudades se ve principalmente en
los objetivos 11: Ciudades y comunidades sostenibles, y 12: Produccion y Consumo
responsables (Ministerio del Medio Ambiente, 2020).

En paralelo, a nivel mundial junto con las ciudades, otro de los factores relevantes se ve
en el ODS 5: Energia Limpia y no contaminante. Esto debido a que el uso de combustibles
fosiles sigue siendo el mayor porcentaje de la matriz energética, concentrando el 87% de
la produccion (Pachiega et al., 2019), lo que provoca una gran cantidad de emision de
gases de efecto invernadero, acelerando el calentamiento global y aumentando la
contaminacion.

Como alternativa, desde finales del siglo XX existe un auge por el uso de energias
renovables, destacandose entre ellas Solar, E6lica y Biomasa. Esta ultima, a diferencia de
las otras dos, puede utilizar materia organica y residuos para su generacion, lo que la
posiciona como una de las energias mas relevantes, considerando que solo en 2016 se
generaron mas de 2010 millones de toneladas de basura, las cuales pueden aumentar a

3400 millones en 2030 (World Bank Group, 2018).



Dentro de la biomasa, el proceso mas utilizado es el de generaciéon de biogas a través de
digestion anaerdbica (o anaerobia). La digestion anaerobica (DA) es un proceso biologico
en el cual se produce biocombustible a partir de materia organica, en la forma de una
mezcla de gases fundamentalmente constituida por metano y CO». El metano contenido
en el biogas puede ser concentrado y utilizado en las redes de gas natural o en otras
aplicaciones diversas, incluyendo transporte (GIZ, 2010). Sin embargo, las condiciones
de operacion de los biorreactores anaerdbicos implican un alto consumo energético, ya
que el funcionamiento estandar del sistema requiere temperaturas en el rango mesofilico
de temperaturas (del orden de 30°C) y en el rango termofilico de temperaturas (del orden
de 55°C). Mas aun, si los sistemas estan debidamente aislados, los costos de mezcla,
limpieza y compresion del biogds pueden resultar significativos y comprometer la
economia del proceso (Bassani, Kougias, Treu, & Angelidaki, 2015).

Por otra parte, si el sistema funciona a temperaturas sub-optimas, ya sea mesofilicas o
termofilicas, se puede producir la inhibicion de los microorganismos que producen metano
(metanogénicos), por lo que pocos sistemas operan por debajo de los 25°C. Sin embargo,
se ha retomado la atencidon en estos sistemas debido a que se requiere un menor costo
energético (Wei & Guo, 2018). Ademas, al acercarse a condiciones psicrofilicas (< 20°C)
existe un aumento en la proliferacion de bacterias homoacetogénicas, las cuales generan
H> (Zabranska & Pokorna, 2018), un combustible con alto poder calorifico (Hans &
Kumar, 2019) el cual aumenta la eficiencia del biogas obtenido, lo que muestra una
oportunidad de estudio para una aplicacion en zonas frias como el sur de Chile (Deva, y

otros, 2019).



Basado en lo anterior, en esta tesis se introducira primero al tema de Digestion
Anaerobica, para luego describir los métodos actuales de mejora de biogas, que llevaron

al planteamiento de la hipétesis y del disefio experimental realizado.



OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es evaluar el efecto de la reduccion gradual de

temperatura de sistemas de biodigestion anaerdbica de sustratos labiles, en la

bioproduccion de metano y biohidrégeno.

2.1.0bjetivos especificos

L.

ii.

iii.

1v.

Implementar un sistema de produccion de metano empleando sustratos de alta
biodisponibilidad.

Realizar ensayos de bioproduccion de metano en biorreactores en triplicado.
Determinar el efecto de la reduccion de la temperatura de los biorreactores en
la bioproduccion de metano y Ho.

Caracterizar a través de cromatografia de gases y volumetria la biomasa
degradada en estado mesofilico y en temperaturas de 22°C, provenientes de un
sustrato estandar (celulosa) y un lactosuero (Fernandez Rodriguez, Martinez
Torres, Moran Palao, & Goémez Barrios, 2016), que serd representado con
lactosa.

Estimar la energia del combustible resultante a bajas temperaturas, y su
factibilidad general de uso en zonas de latitudes frias, como por ejemplo en el

sur de Chile.



3. HIPOTESIS

En el proceso de digestion anaerobica existe un rango de temperaturas en la que la
producciéon de biometano se mantiene aproximadamente constante al reducir

gradualmente la temperatura del sistema entre los 30 y 20°C.



4. MARCO TEORICO

4.1.Digestion Anaerébica

La Digestion Anaerobica (DA) es un proceso bioldgico en el cual la materia organica (en

ausencia de oxigeno) se descompone formando lo que se conoce como biogas. La

composicion de éste es de 50-75% de CHs y 25-50% de CO> (méas un porcentaje de

elementos traza, como Hy), donde la proporcion exacta depende del sustrato inicial y del

tiempo en el que se gestod el proceso (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. [FNR],

2010).

El proceso de Digestion Anaerdbica
esta compuesto por 4 etapas:
hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis, las cuales se
muestran en la Figura 4-1. En cada
una de estas se concibe como
producto el sustrato para la etapa
siguiente, siendo las ultimas 2 las mas
complejas. En  particular, la
metanogénesis corresponde a la etapa
mas compleja del proceso, ya que se
requiere de una ausencia total de

hidrégeno (las bacterias archea son

Material de inicio

(proteinas, carbohidratos, grasas)

Elementos organicos simples

(ammodcidos, acados grasos, azicares)

Acidogénesis

Acidos grasos bajos
(acado propiénico, acdo butinco)

Otros productos

(acido lactxco, alcoholes, etc.)

Biogas
CH, + CO,

Figura 4-1: Esquema disgestion anaero6bica. Fuente:
(GIZ, 2010)



muy sensibles a su concentracion) y funcionar a temperaturas sobre la temperatura

ambiente, en lo que se define como condiciones mesofilicas y termofilicas.
4.1.1. Hidrolisis

La primera etapa, hidrolisis, es un proceso de degradacién de moléculas complejas a
moléculas basicas. Asi, si la materia organica estaba compuesta por grasas, proteinas y
carbohidratos, el producto final de esta etapa estard compuesta por &acidos grasos,
aminoacidos y azucares, gracias a bacterias y a un proceso enzimatico de descomposicion.
Algunas de las bacterias relevantes durante este proceso, son Clostridium, Acetovibrio,
Bacteroides y Estafilococo, las cuales descomponen las cadenas poliméricas en
monomeros, utilizando enzimas extracelulares, tales como celulasas, proteasas y lipasas,
como catalizadores (De la Rubia, Villamil, & Mohedano, 2020).

En el caso de la Celulosa, durante la hidrolisis se descompone en moléculas basicas de
Glucosa (Scharer & Moo-Young, 1979), acorde a la siguiente reaccion:

(C¢H,0:),, + nH,0 = nC.H,,0,
Por su parte, la Lactosa se hidroliza y se transforma en moléculas de Glucosa y Galactosa,

ambas con la misma férmula de C¢H120s.
C12H22011 + H20 = C6H1206 + C6H1206
4.1.2. Acidogenesis

Una vez que se tienen cadenas mas pequefias y simples, el sustrato pasa a la etapa de
acidogénesis, en donde bacterias fermentadoras acido-génicas transforman los elementos

basicos en acidos tales como: acético, propinoico, buritico y prebidtico (4cidos grasos



bajos), ademas de otros productos como &cido lactico, acetato, H> y CO2 (GIZ, 2010),
siendo estos ultimos tres productos que serviran para etapas posteriores.
Las bacterias “bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes”, y Proteobacteria son las mas

comunes en este proceso (De la Rubia, Villamil, & Mohedano, 2020).

4.1.3. Acetogénesis

Aunque el acetato, H> y CO> son productos que sirven en metanogénesis, el resto de los
productos de la etapa anterior, requieren de mas transformaciones. Asi, los acidos grasos
bajos se oxidan por medio de bacterias acetogénicas, produciendo acido acético, H> y COy,
siendo éstos los precursores de biogas (Nguyen, Nitayavardhana, Sawatdeenarunat,
Surendra, & Kumar Khanal, 2019).

Algunas de las bacterias involucradas en esta ectapa son: Syntrophobacter,

Syntrophomonas y Syntrophus (De la Rubia, Villamil, & Mohedano, 2020).
4.1.4. Metanogénesis

Finalmente, cuando se tienen éstos productos, las bacterias arqueas metanogénicas
transforman acido acético, y a la vez H, y CO2 en CHa. El proceso de generacion de
metano es llevado a cabo por distintas bacterias dependiendo del caso, de modo que la
generacion de CHy a partir de acido acético es realizada por bacterias acetoclasticas, y la
generacion de metano a través de hidrogeno y dioxido de carbono es llevado a cabo por

las metanogenas hidrogenotréficas (GIZ, 2010).



4.2.Procesamiento de Glucosa

Tanto la Celulosa como la Lactosa, tienen en comin que luego de la hidrélisis generan
Glucosa (C¢H1206). Esta molécula de azicar es la que es tratada en los procesos de
digestion anaerdbica, y de ésta se producen principalmente los derivados que se
transforman en metano. De acuerdo a la publicacién en la guia Manual de Biogas, del
Ministerio de Energia de Chile (Ministerio de Energia, 2011), el 70% del biogas que se
produce deriva de la fermentacion anaerobica, proceso en el que se transforma glucosa en
etanol, el cual luego es transformado a metano via bacterias acetoclasticas (GIZ, 2010),
mientras que el otro 30% proviene de la respiracion anaerobica, en donde la glucosa pasa
por un proceso mas complejo que involucra aceptores de electones externos para la

degradacion. En Anexos aparecen esquemas de ambos procesos.

4.3.Enriquecimiento de Metano

El metano tiene un poder calorifico de 55 kJ/g (Bolzonella, y otros, 2018), y esta presente
en gran medida dentro del gas natural, por lo que la transformacion de biogas a
combustible (90% de metano o mas) es esencial para que el uso de biocombustible sea
viable. Esto debido a que el contenido de CO; presente puede llegar a ser de un 50%, lo
que disminuye el poder calorifico, ya que el COz no es combustible. Debido a ello, se
busca disminuir su porcentaje en el producto final.

El proceso se conoce como enriquecimiento de metano y requiere de un consumo eléctrico
no menor, pues se debe separar el CO> de la mezcla. El gasto de energia eléctrica provoca

que en algunas plantas sea contraproducente realizar ese gasto energético para generar
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biometano, y se opta por utilizar el biogas dentro de una maquina térmica. No obstante,
hay alternativas para evitar la separacion del producto final.

Por una parte, esta el enfoque de enriquecimiento de biogas agregando procesos o gases
en las fases finales de produccion, para asi aprovechar el excedente de biogas. Hay casos
en donde se fomenta la generacion de metano via metanogénesis hidrogenotrofica
(biometanacidn), creando una etapa adicional en el proceso, donde inyecta gas hidrégeno
(H2) en la mezcla para favorecer la reaccion entre Hy y CO; para producir metano (Bassani
I. , Kougias, Treu, & Angelidaki, 2015). Este proceso muestra un aumento promedio de
un 17% de la cantidad de metano en biorreactores mesofilicos y termofilicos, llegando
incluso a un 89% de metano en la composicion final. Sin embargo, requiere tener Ha
disponible en estado gaseoso y un sistema en el que pueda tener una buena transferencia
a fase liquida.

También se busca eliminar el CO; de la mezcla sin utilizar métodos de alto consumo
energético, en donde a través de un sistema de energias renovables se genera la energia
necesaria para la inyeccion de H; utilizando efecto Venturi (Jensen, y otros, 2018), o
usando otros sistemas para generar H> renovable (Rachbauer, Voitl, Bochmann, & Fuchs,
2016). En todos estos casos, las mejoras del proceso se enfocan en el final de este.

Otras investigaciones han explorado la posibilidad de producir hidrégeno y de producir
una mezcla entre hidrogeno y metano llamada “biohitano”, donde a través de una division
del proceso de digestion anaerobica en 2 etapas, se genera hidrégeno y metano por
separado. Luego esta mezcla se une y se genera un combustible con hasta un 30% de

hidroégeno, con un poder calorifico mas alto, ya que el poder calorifico del hidrogeno es
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de 143 klJ/g (Bolzonella, y otros, 2018). Asi, asumiendo que el poder calorifico de una
mezcla se calcula como la suma del poder calorifico de cada combustible por su fraccion
molar, se obtendria un maximo de 81,4 kJ/g.

Todos los casos mencionados son viables y sirven en industrias como la automotriz, o en
sistemas a gran escala. Sin embargo, se explorara la opcion de generacion de metano a
baja temperatura, para buscar una forma de trabajar con sistemas que requieran una

temperatura de operacion mas cercana a la temperatura ambiente.

4.4.Generacion de metano e hidrégeno en condiciones de baja temperatura

Como ya se menciond antes, las bacterias metanogénicas tienen su funcionamiento ideal
en temperaturas sobre 30 grados, donde existe una adecuada cinética en las reacciones de
todo el proceso y se logra una produccion optima (Dev, y otros, 2019). La temperatura
ideal de produccion es de 37-42°C — lo que se ilustra en la Figura 4-2 — y la mayoria de
los biorreactores estandar de gran tamarfio se utilizan en este rango. Debido a lo anterior,
los trabajos se concentran en su mayoria en esas condiciones. Sin embargo, al disminuir
la temperatura de produccion bajo 30°C se tiene la ventaja de que no se necesita calentar
el sustrato ni el digestor (GIZ, 2010). Esto representa una oportunidad en la produccion
de biogas a escala pequeia, pues en ellos no se dispone de sistemas de calor externos que

permitan temperaturas mesofilicas o termofilicas.
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Figura 4-2: Porcentaje de crecimiento de metanégenos en funcién de T°

Sumado a lo anterior, mantener el sistema a temperaturas sobre 40 grados representa
costos de mantencion importantes. Esto representa un problema para su masificacion,
sobre todo en zonas frias como el sur de Chile, en donde tener un biorreactor funcionando
a temperaturas sobre 30 grados se hace inviable.

Por otra parte, el metano en la naturaleza se produce en diversas zonas en temperatura
ambiente, y estudios han mostrado que a medida que disminuye la temperatura, la
proporcion de metano producido por metanogénesis acetoclastica aumenta. Hay que
recordar que en los desechos comunes el 70% de la produccion de metano es por esta via,
pero al disminuir la temperatura de operacion a 10°C esta produccion aumenta hasta un
85% (Dhaked, Singh, & Singh, 2010).

En el mismo estudio citado, se ve que esto se debe a que la composicion de bacterias
metanogénicas cambia con la temperatura, lo cual muestra una capacidad de adaptacion
por parte del sistema para funcionar a temperaturas bajas, pese a que su Optimo siempre

se presenta en el rango mesofilico. Se ve también que en el rango entre 10 y 28 grados
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Celsius, se tiene que la hidrdlisis es la etapa limitante del sistema, lo que indica que la
biodegradabilidad del sustrato influye en la duracion del proceso en general.

Otra consideracion importante es que en el rango entre 30 y 15 grados la comunidad
bacteriana de metandgenos no presenta cambios significativos. Sin embargo, también hay
estudios que muestran que hay un aumento de productos intermedios como H, y la
cantidad total de metano producido es menor. También es necesario considerar que mayor
cantidad de CH4, CO2, H> y HoS en solucion, lo que puede aumentar la inhibicion de las
bacterias metandgenas, sobre todo si el sustrato tiene una cantidad importante de azufre.
Por ultimo, es necesario tener en consideracion que el sistema va a tener un tiempo de
retencion mayor, debido al crecimiento mas lento de las bacterias (Dev, y otros, 2019).
Asi, se ve que el uso de sistemas a temperaturas bajo 25 grados puede lograrse siempre y
cuando se tengan en consideracion las limitaciones y las diferencias que existen con el

proceso en rango mesofilico.
4.5.Viabilidad del uso de biogas en el sur de Chile

En Chile, solo el afio 2009 se emitieron 16,9 millones de toneladas, de las cuales 6,5
millones son residuos municipales (no industriales) con una composicion de 53% de
materia orgénica, que equivale a 3,44 millones de toneladas de materia organica
desperdiciada (CONAMA, 2010).

Por otra parte, en 2018 existian en el pais 74 biodigestores, los cuales trabajan
principalmente con los desechos organicos de animales domésticos, como vacas y cerdos,
entre otros, aunque también abarcan desechos lacteos y tratamiento de aguas servidas. En

la Figura 4-3 se muestra un esquema de un biorreactor que utiliza purin como sustrato.
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Parte importante de los biorreactores que existen actualmente son de gran escala, y en
algunas localidades se usan para producir energia eléctrica. No obstante, el alto costo
inicial de instalacion y el costo de mantencion no se ha expandido mucho maés alla de

plantas grandes (INDAP, 2018).

Biogas, >
|

Electricidad >

FI

Calor. I

Figura 4-3: Produccion de biogas usando purin como sustrato. Fuente: (INDAP, 2018)

Los biorreactores instalados en Chile siguen protocolos estandar y trabajan en
temperaturas mesofilicas y termofilicas, y se estan creando nuevas tecnologias en ciertas
areas — como lecherias y queserias — para poder aprovechar de mejor forma los sueros
provenientes de éstas areas, tales como el lactosuero. Todo esto muestra que existe una
politica gubernamental que busca fomentar el uso de energias renovables que permitan
utilizar los residuos que se dan en diferentes partes del pais, y aunque también se estan
explorando biorreactores a una menor escala, todavia falta para desarrollar digestores que
cumplan con las necesidades energéticas de los pobladores rurales.

El primer paso para poder tener un sistema que funcione correctamente en condiciones de
invierno y verano en climas como los de la zona sur de Chile, es trabajar con biorreactores
que puedan operar en una temperatura de rango mesofilico y también entre el rango

mesofilico y psicrofilico (20-25°C). Esto permitira estudiar la capacidad de adaptacion de
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las bacterias a una disminucidn de temperatura, permitiendo que el biorreactor de biogés
tenga una produccion durante todo el afio.

Para lograr esto, se plantea como hipoétesis que la produccion de metano se mantiene con
una disminucién de la temperatura de forma gradual, que permite una adaptacion del

espectro bacteriano y logra un consumo sostenido en el tiempo.

4.6.Lactosuero

Dentro del area de productos lacteos, las empresas de leche y queso son las que han
implementado en mayor escala este tipo de tecnologia. En 2016 instalaron una planta de
biogas con una capacidad de 400 KW de produccion de energia eléctrica, sobre todo en la
region de Los Lagos (INDAP, 2018).

La razén por la que estas areas estan buscando opciones de manejo de residuos, es porque
el proceso de fabricacion del queso, por ejemplo, es altamente ineficiente en cuanto a
residuos. Estudios muestran que el 90% de la leche utilizada en esa industria es eliminada
como lactosuero, lo que se traduce en que para producir un 1 kg de queso se tengan 9 kg
de residuos (Araujo G., Monsalve C., & Quintero T., 2013).

Si bien hoy en dia existen aplicaciones alternativas para evitar que el residuo contamine
el medioambiente, tales como destilados y afladidos en la industria del pan, la composicion
del lactosuero contiene en promedio entre un 47 y un 49% de lactosa, la cual tiene una
capacidad importante para el uso en biorreactores de biogas.

Con lo expuesto anteriormente, se ve que existen aplicaciones actuales de la produccion

de biogas en la industria, pero esto ain puede mejorar y abarcar un rango mas amplio de
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opciones de descontaminacion, de modo que su uso se masifique en pequefia escala. Sin
embargo, dado el alcance que tiene este trabajo, y considerando lo visto en la literatura,
se hara un enfoque principal en sustratos que sirvan como ejemplo de elementos de
materia organica y elementos del area lactea. Los tipos de sustratos a evaluar y sus

consideraciones se detallan a continuacion.

4.7.Consideraciones respecto al tipo de sustrato

4.7.1. Glucosa

La glucosa es un monosacarido, que se encuentra comunmente en elementos asociados a
un sabor dulce o contenido de azucar, tales como frutas y miel, entre otros. También se
conoce por ser la molécula estandar de generacion de energia por glucdlisis o glicdlisis,
utilizando oxigeno (Kumari, 2018). No obstante, también es posible obtener energia en
procesos anaerdbicos via glicolisis anaerdbica (Harris & Johnson, 2013).

Debido a lo anterior, la glucosa se ocupa directamente como sustrato, o aparece producto
de la hidrdlisis de moléculas mas complejas, como celulosa. También, puede utilizarse
como co-sustrato en conjunto con otras moléculas, como &cidos grasos, debido a que se
metaboliza facilmente en el proceso de digestion en un proceso de glicolisis anaerdbica

(Sawasdee, Haosagul, & Pisutpaisal, 2019).

4.7.2. Celulosa

La celulosa, de composicion quimica C¢H10Os es un carbohidrato cominmente asociado

a la madera y a elementos vegetales. En su hidrolisis se produce glucosa, pero dada su



17

composicion de una cadena polimérica, su digestion es mas dificil que la de otros
monoémeros de aztcar (Buffiere, Loisel, Bernet, & Delgenes, 2006).

Pese a lo anterior, el uso de celulosa es amplio, y esto se debe principalmente a que se
toma la celulosa como representacion de cultivos, desechos agricolas y municipales
(Angelidaki, Alves, Bolzonella, Borzacconi, & Campos, 2009).

Para poder incluir un sustrato que abarque a las dreas mencionadas en el parrafo anterior,

en este experimento se incluira la celulosa como sustrato.

4.7.3. Lactosa

La lactosa es un carbohidrato de féormula quimica C12H22011, el cual se encuentra presente
en diversos productos alimenticios, principalmente dentro de la industria lactea. Esta
presente en también en residuos lacteos y se usa en la generacion de biogas, debido a que
es un carbohidrato soluble que puede ser digerido casi totalmente en digestion anaerobia
(Vidal, Carvalho, Méndez, & Lema, 2000), que ademas se puede degradar en todas las
etapas del proceso y es digerido rdpidamente por las bacterias (Demirel, Yenigun, &
Onay, 2005).

Considerando lo anterior, se elige como uno de los sustratos que seran utilizados en el

experimento, en conjunto con la celulosa.

4.8.Produccion tedrica de biogas

4.8.1. Produccion considerando ecuacion de sustrato

Para poder interpretar correctamente los resultados obtenidos es necesario tener una

estimacion de cuanto es la cantidad que se producira de biogas. Esto esta sujeto a diversos
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factores como composicion de sustrato, temperatura y otros (Angelidaki, Alves,
Bolzonella, Borzacconi, & Campos, 2009), sin embargo, existen aproximaciones
aceptadas como validas que se ocupan recurrentemente. Tal es el caso de la ecuacion de
McCarty (McCarty, 1964), donde la produccion de metano y CO; se calcula en funcién

de la composicion del carbohidrato base, como se ve en la siguiente ecuacion de la Figura:

C,H,O, + n—g—é H,0= E_g+é CO, + ﬁ_i_ﬁ_é CH,
4 2 2 8 4 2 8 4

Asi, reemplazando los valores para la Celulosa (CsH100s), se tiene:
CH,0,+H,0=3-C0,+3-CH,

Lo anterior muestra que con un mol de celulosa se pueden producir 3 moles de dioxido de
carbono y 3 moles de metano. Considerando que el sustrato que se afiadira a los
biorreactores tiene un valor de 0,4 gramos, y que el peso molecular de la celulosa es de
162,1 g/mol, se tiene que en la reaccion actual hay 0,0025 moles de celulosa, lo que
implica que son 0,0075 moles de CO2 y 0,0075 moles de CHa4. Luego, considerando que
el peso molecular del metano es de 16 g/mol y del didéxido de carbono es 44 g/mol, se
obtiene que la produccion sera de 0,118 g de CH4y 0,326 g de COo.

De forma equivalente para el volumen, se obtiene que para el CHs4 su volumen tedrico de
produccidén serd de 82,5 ml, mientras que el de CO: es el mismo valor.

Por otra parte, considerando ahora el caso de la Lactosa (Ci12H22011) se obtiene:
C,H,,0,+H,0=6C0O,+6CH,
En este caso la produccion de biogas por mol de lactosa es mas alta. El peso molecular de

la lactosa es de 342,3 g/mol, y considerando que por cada biorreactor se van a afiadir 0,4
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g, se tiene que hay 0,0012 moles de lactosa. Asi, se producen 0,0072 moles de metano y
de dioxido de carbono, lo que implica que hay en la produccion final 0,3168 gramos de
CO;y 0,1152 gramos de CHa.

Aplicando también en el caso de la lactosa las ecuaciones de densidad, se obtiene un

volumen tedrico de metano de 78,4 ml y de didxido de carbono de 78,5 ml.

4.8.2. Produccion considerando Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Otra forma de calcular la produccion de metano es utilizando la demanda quimica de
oxigeno o DQO.

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) o Chemical Oxygen Demand (COD), consiste
en la cantidad de un oxidante que reacciona con una muestra, bajo condiciones controladas
(Association, American Public Health, 2017). De acuerdo a la literatura (Pearse,
Hettiaratchi, & Kumar, 2018) se tiene que en condiciones estandar de temperatura y

presion, se producen 350 ml de CH4 por cada gramo de DQO.

4.8.3. Célculo de produccion teérica en el tiempo, por dia

De acuerdo a la literatura (Angelidaki, 2009), tomando como base un modelo de primer
orden para la hidrolisis, es posible obtener la produccion de metano para un tiempo dado

t, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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Donde B. corresponde a la produccion ultima de metanto y B a la produccion, en ml, para
tiempo dado t. Esto permitira obtener el valor de la constante de hidrélisis kn y con ello
trazar la curva de produccion acumulada de biogas.

En caso de que no se posea el valor de la produccion ultima de metano, se hard una
aproximacion de su valor y se contrastara con los datos para poder obtener una curva, que

es de la forma de una exponencial como la que sigue:

B=8,-(1-e™")

4.9. Consideraciones adicionales

La siguiente seccion se basa en informacion obtenida en la Guia de Produccion de Biogés
(GIZ, 2010).

Como datos adicionales a tener en consideracion para la realizacion del experimento, es
ideal que el sustrato tenga una baja cantidad de componentes con azufre para evitar la
generacion de H»S en el sistema, pues concentraciones sobre 50 mg/l provocan inhibicion
de la produccion de metano. También hay que recordar que las bacterias metanogénicas
son estrictamente anaerobias, y si bien el espectro bacteriano de las otras etapas, como la
acetogénica, es capaz de tener un consumo de oxigeno y permitir que exista en el
ambiente, se ha estudiado que una composicién por sobre 0,1 mg/l de Oz provoca una
inhibicion de las bacterias mencionadas.

Otros elementos a considerar son los acidos grasos volatiles, que comienzan a provocar

problemas en el sistema cuando sobrepasan los 2000 mg/1, el amoniaco al tener cantidades



21

mayores a 2500 mg/l, y por ultimo metales como el cobre, zinc y circonio, con

concentraciones inhibitorias de 50 mg, 150 y 100 mg, respectivamente.
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5. MATERIALES Y METODOS

El proceso de montaje y produccion del experimento esta basado en protocolos de ensayos
BMP que permiten comparar los resultados obtenidos con otras investigaciones. El primer
protocolo considerado es de Angelidaki (2009), el cual consiste en un protocolo para
definir el potencial de biometano en ensayos Batch (Angelidaki, Alves, Bolzonella,
Borzacconi, & Campos, 2009) y una adaptacion del protocolos anteriores (Labatut, 2011).
Hay que notar que esto se utilizara en el principio del proceso, y que luego se adaptaran a
las condiciones planteadas en esta tesis.

Se utilizaron 6 biorreactores de 100 ml empleando una solucion stock basada en digestato
obtenido de la planta de Farellones de Aguas Andinas, caracterizado en la seccion 5.1.1.
Se empleo lactosa (3 biorreactores) y celulosa (3 biorreactores) como fuentes de carbono.
Los biorreactores fueron incubados inicialmente a 30°C y desde el 28 de febrero, y se
operaron a esa temperatura en modo Batch por 25 dias. Luego de ese periodo, se redujo la
temperatura de incubacion hasta 22°C por 10 dias mas. Previo a los experimentos se
realizé la aclimatacion del indculo empleado durante 2 meses.

Cada dos dias se cuantificara el volumen de gas generado y su composiciéon en metano y

dioxido de carbono.

5.1.Descripcion del funcionamiento de los biorreactores y nutrientes

5.1.1. Indéculo

Las bacterias a utilizar corresponden a las bacterias del digestato del biorreactor disponible

en Aguas Andinas, en el sector de Farellones. La muestra utilizada en la solucion stock
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fue un indculo proveniente de 1 L de digestato, el cual fue caracterizado, donde se

obtuvieron los datos de la Tabla 5-1:

Tabla 5-1: Caracterizacion del inoculo utilizado.

Nombre muestra ST g/L ST % SV g/L SV % SF g/L SF %

Lodos de digestor 28,91 2,89 18,52 1,85 10,39 1,04
(Planta La

Farfana) 30,08 3,01 19,37 1,94 10,71 1,07

Ademés de lo anterior, se obtuvieron mediciones para la Demanda Quimica de Oxigeno

(DQO o COD, por sus siglas en inglés), en donde se obtiene que la media es 5,645

mgO»/gSustrato.

5.1.2. Solucion Stock

Para la preparacion de la solucion stock se tuvo en consideracion la lista el documento

Preparacion de un Medio (Labatut, 2011). Los tnicos reactivos que no se agregaron

debido a falta de disponibilidad fueron NagM07024 y Resazurina, mientras que el resto se

muestra en la Tabla 5-2. Hay que considerar también que el bicarbonato de sodio

(NaHCO:s) se agregd de forma sélida en cada biorreactor, por lo que es la unica cantidad

que estd medida en mg.

Tabla 5-2: Contenido del medio basal para biorreactores de biogas. Adaptado de “Preparation of
defined media” (Labatut, 2011).

Medio Basal  Concentracion (mg/L) ‘
NH.CI 200
KCl 100




MgCl, 6H,0 600
KH2PO4 138
KoHPO4 176

Vitaminas

Levadura 100
Trazas

FeCl; 6H,0 200

MnCl; 4H,0 4

CoCl; 6H,0 10

NiCl, 6H,0 10

ZnCl; 2H,0 0,5
Na,SeOs; 0,1

CaCl; 2H,0 100

CuCl; 2H,0 0,5

KI 10
H3BOs 0,5
Otros

Na,S 9H,0 100

NaHCO; 48 mg (solido)

Para la preparacion del medio, se utilizd una solucion 5X concentrada, que consiste en
tener 5 veces la concentracion estandar definida en el protocolo. Esto se hace para que al

agregar la solucion stock al biorreactor, diluirla con agua y mezclarla con el indculo, la

concentracion final sea la correcta.

Antes de crear la solucion final, se crearon 2 soluciones previas: la primera (A), cuya
composicion se muestra en la Tabla 5-3, consiste en una solucion que incluye todos los
elementos con una concentracion original mayor a 1 mg/L. Esta solucion fue hecha en una
concentracion 5X directamente, para lo cual se agrego la cantidad necesaria para tener esa

concentracion en un recipiente de 1 litro, el cual fue llenado con 500,97 ml de agua

destilada, donde luego se agregaron los reactivos.

24
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Tabla 5-3: Medio basal utilizado en Solucién A.

Medio Basal  Concentracion (mg/L)  5X (mgen 1L) ‘ 5X exp. (mg)

NH,Cl 200 1000 1006,1
KCl 100 500 516,9
MgCl, 6H,0 600 3000 3018
KH,PO4 138 690 699
KsHPO4 176 880 887
Vitaminas 0
Levadura 100 500 507
Trazas 0
FeCl; 6H,0 200 1000 1002
MnCl, 4H,0 4 20 21,6
CoCl; 6H,0 10 50 50,6
NiCl, 6H,0 10 50 50,8
CaCl; 2H,0 100 500 50,7
Kl 10 50 51,1
Otros
Na,S 9H,0 100 500 509,7

Posteriormente se realizd una segunda solucion stock (B), mostrada en la Tabla 5-4, con
los elementos con una concentracion menor a 1 mg/L. Esta solucion se realizé con una
concentracion 100X, en un nuevo recipiente de 1 litro, debido a que por temas de
operacion era muy dificil obtener cantidades exactas de los reactivos en cantidades mas
pequenas.

Se comenz6 con 500 ml de agua destilada y luego de agregar los reactivos se llend el
frasco hasta los 1003 ml, con lo que se logré la concentracion de 100X, quedando lista

para poder determinar la cantidad necesaria para agregar a la otra solucion.

Tabla 5-4: Medio basal utilizado en Solucién B.

Medio Basal  Concentracion (mg/L) 100X (mgen1L) 100X exp. (mg)

ZnCl; 2H,0 0,5 50 49,7
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Na,SeO3 0,1 10 10,5
CuCl; 2H,0 0,5 50 50,6
H3BOs 0,5 50 51,3

Asi, se afiadieron 50 ml (con un error de 0,05 ml) de la solucioén B a la solucion A, para
que los elementos se diluyeran 20 veces con respecto a la solucién 100X, quedando en 5X
igual que el resto, al terminar el proceso. Finalmente la solucion A se completd con agua

destilada hasta alcanzar 1000 ml de solucidén.

5.1.3. Bicarbonato de sodio

El bicarbonato de sodio de agregd de forma so6lida en cada biorreactor, por lo cual fue
necesario medir 48 mg para cada biorreactor. Los valores se muestran en la Tabla 5-5.

Tabla 5-5: Valores medidos de bicarbonato de sodio, para cada biorreactor.

Bicarbonato ‘ Estandar (mg) Experimental (mg)
R 48 48,1
R 48 49,4
Rs 48 49,7
Ra 48 50,9
Rs 48 48,2
Re 48 48,7

5.2.Descripcion de condiciones de operacion fijas y variables

Se mantendran las condiciones fijas en cada biorreactor. Se trabajara en biorreactores
Batch y solo se agitaran una vez al dia, para evitar la aglomeracion de 4cidos y compuestos

en gradientes dentro del biorreactor.
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Se haran 2 mediciones a 30 grados y 3 mediciones a 22°C. Asi, para 6 de los biorreactores
se tendra una temperatura de operacion de 30 grados, que posteriormente se disminuira a
22° C. Para asegurar la temperatura constante en cada caso, se utilizara una estufa donde
se puede fijar la temperatura, y cuando se transporten los biorreactores para sus
mediciones se utilizara un cooler con un elemento calido para mantener las condiciones

en el tiempo de movimiento.

5.3.Preparacion de sustrato

Para el caso de la celulosa, se utilizard el reactivo proveniente de Sigma Aldrich,
convencional. Lo mismo con la Lactosa, que se utilizara como sustrato para ejemplificar
a un lactosuero. Cada uno de los biorreactores contara con 0,4 g de sustrato, el cual
consistira en lactosa si corresponde a uno de los primeros 3 biorreactores (Ri, Rz y R3),
mientras que los 3 restantes poseeran celulosa.

Durante el montaje experimental se obtuvieron las siguientes medidas de sustrato, por
cada biorreactor:

Tabla 5-6: Mediciones de Lactosa y Celulosa, por cada biorreactor.

Reactor Lactosa (g) Celulosa (g)
Estandar 0,4 0,4
R1 0,4049 -
R> 0,4027 -
R3 0,4027 -
Ra = 0,4032
Rs = 0,4030
Re = 0,4013
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5.4.Montaje

Una vez que se tiene el indculo, la solucion stock, el bicarbonato de sodio y el sustrato, se
puede realizar el montaje de los biorreactores. Cada uno de ellos se monta en un frasco de
100 ml, en el cual se llenara el 20% del espacio total con reactivos y mezclas solidas y
liquidas, lo que da un volumen total de llenado de 20 ml.

Asi, es necesario agregar 4,4 ml de inoculo, 4 ml de solucion stock y 11,6 ml de agua.
Esto genera el volumen deseado y ademas permite que los elementos de la solucion stock
queden en su concentracién normal. Luego de agregar las 3 partes liquidas se afiaden el
sustrato y el bicarbonato de sodio en las cantidades definidas.

Una vez terminado el proceso, es necesario inyectar gas N» en cada frasco, con el fin de
desplazar el aire que hay dentro y crear condiciones anaerobias. Se somete el frasco semi-
tapado a un flujo de N; durante 10 minutos, para luego ser sellado definitivamente con

una tapa de goma y una tapa normal. Finalmente, se dejan en una estufa a 30°C.

Figura 5-1: Montaje biorreactores de biogas. El séptimo biorreactor, que aparece adelante en la
foto, fue descartado.
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Las fotos del montaje se muestran en la Figura 5-1, mientras que en la Figura 5-2 se ve
uno de los biorreactores de celulosa. Al inicio del experimento, todos los biorreactores

tenian la mezcla del mismo color.

Figura 5-2: Biorreactor Rs, con
celulosa como sustrato.

5.5.Sistema de medicién y toma de muestras

Las tapas de goma de los biorreactores, permiten que se puedan tomar mediciones en éste
utilizando una jeringa cromatografica. Sin embargo, puede haber flujo de gas por los
orificios que quedan después de cada medicion, lo que debe considerarse sobre todo al
pensar en los elementos mas pequefios.

Por otra parte, es necesario hacer mediciones correctas que permitan validar los datos, por

lo que se tendran las siguientes consideraciones:
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- Los biorreactores consisten en triplicados. Aunque son 6 biorreactores, en el fondo
son 2 experimentos llevados a cabo en triplicado, para que los resultados tengan
validez.

- Serealizaran al menos 3 mediciones por cada biorreactor, para asi poder establecer
una tendencia, dependiendo del caso.

- Se realizardn mediciones con distintos métodos, para complementar la
informacion.

En particular, para este experimento se utilizara Cromatografia de Gases (GC, por sus
siglas en inglés) donde utilizando una jeringa cromatogréfica, se tomara una muestra de
100 micro litros de gas, se obtendran porcentajes de CHs, CO» y aire, y se medira el
volumen de Biogas utilizando una trampa de NaOH, para aproximar la cantidad de metano

que hay en ml.
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6. RESULTADOS

Se emplearon 6 biorreactores, tres de ellos operados con Lactosa como sustrato organico
(concentracion inicial de 0,4 gr) (Ri, R2 v R3) y tres con Celulosa (concentracion inicial
de 0,4 gr) (R4, Rs y R¢), ambos de polvo seco. En la Figura 6-1 se muestra la diferencia
visual entre los biorreactores con lactosa, de un color mas claro, de aquellos con celulosa

de un color mas oscuro. En la seccion Anexos se muestran imagenes adicionales.

Figura 6-1: Biorreactor R (lactosa) al lado del biorreactor R4 (celulosa).

El experimento comenzo el 28 de febrero y los muestreos fueron realizados cada 2 o 3
dias, a partir del dia 25 de marzo. El experimento se extendid durante 37 dias corridos.
Los muestreos consistieron en medicion de volumen de biogas para cada biorreactor, en
mililitros, determinacion cromatografica de los gases constitutivos (metano, didéxido de

carbono, oxigeno y nitrogeno). Los resultados se muestran en las secciones a
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continuacion. Se realizaron 2 mediciones a una temperatura de 30°C (25 y 27 de marzo),
y 3 mediciones a 22 °C (30 de marzo, 01 y 06 de abril), cuidando que el sistema no limitase

por sustratos ni nutrientes.
6.1. Produccion de biogas

A continuacioén se muestran los datos obtenidos para las mediciones de biogas en cada
biorreactor, en ml.

Tabla 6-1: Mediciones de biogas (ml) en cada biorreactor, por dia de medicion.

25-mar 135 63 130 56 55 64
27-mar 4 2 8 12 15 20
30-mar 0 0 0 1 11 16
01-abr 0 0 0 0 5 9
06-abr 0 0 0 0 9 14
140
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Figura 6-2: Biogas obtenido (ml) por dia de medicion.
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En el grafico siguiente de la Figura 6-3, se muestran los resultados acumulados de las
mediciones de biogés. Esto permite una visiéon mas clara de la produccion total, y también
observar lo que ocurrié en los distintos dias de medicion, aunque debido a que los
biorreactores Rz y Rs presentaron una produccion mucho menor que los demas, se
omitieron intencionalmente en este grafico. Los valores totales se muestran en la Tabla 6-
2.

Tabla 6-2: Mediciones de biogas acumulado (ml), por dia de medicion.

25-mar 135 | 63 | 130 | 56 | 55 64
27-mar 139 | 65 | 138 | 68 | 70 | 84
30-mar 139 | 65 | 138 | 69 81 | 100
01-abr 139 | 65 | 138 | 69 86 | 109
06-abr 139 | 65 | 138 | 69 95 | 123
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——R1 R3 —@—R5 —@—R6

Figura 6-3: Biogas acumulado (ml) por dia de medicion.
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6.2.Cromatografia de gases

A continuacion se muestran los resultados de las mediciones hechas en cromatografia de
gases (GC) en donde se midi6 la concentracion de “aire” (N2 ya que el sistema fue sellado
en condiciones anaerobias), metano (CH4) y didéxido de carbono (CO2). Los porcentajes
en conjunto dan una suma cercana a 100, y lo restante corresponde a elementos trazas. En

la Figura 6-4, se muestra un grafico con todos los valores de la cromatografia de gases.
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o|\|| || ||‘ i “ |‘|\|‘
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o o o

N
o

Porcentaje de cada compuesto (%)

25-mar 27-mar 30-mar 01-abr 06-abr

EN2 mCH4 mCO2 mTrazas

Figura 6-4: Resultado GC medido en porcentajes de N2, CHs y CO:. La diferencia porcentual se
completd con elementos trazas.
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6.2.1. Nitrogeno

El experimento debe llevarse a cabo en condiciones anaerobias para obtener las
condiciones idoneas de produccion. Para esto, se realiz6 una inyeccion de gas N» durante
el montaje de los biorreactores para reducir el porcentaje de oxigeno la cual durd 10
minutos para obtener condiciones anaerdbicas. Se asume que esto se cumple y por lo tanto
los datos de aire corresponden a datos de N>, ya que si el sistema tuviera esa cantidad de
aire (oxigeno) no se hubiera conseguido produccion de metano debido a la naturaleza de
las bacterias metanogénicas.

Por otra parte, la concentracion de oxigeno inhibitoria es sobre 0,1 mg/l (GIZ, 2010), por
lo que debe ser considerado en la discusion de los resultados.

A continuacion, se muestra la Tabla 6-3 con los valores obtenidos de porcentajes de aire
para cada biorreactor.

Tabla 6-3: Porcentajes de N2 presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion.

25-mar 35,341 | 44,547 | 45,039 | 62,704 | 63,943 | 52,607
27-mar 45,597 | 47,205 | 44,457 | 57,005 | 55,014 | 50,222
30-mar 44,500 | 44,051 | 43,716 | 58,107 | 40,107 | 42,654
01-abr 45,860 | 40,045 | 48,538 | 46,119 | 45,515 | 38,685
06-abr 44,067 | 45,224 | 43,553 | 40,722 | 36,681 | 33,142

6.2.2. Metano

El Metano es el componente fundamental de las mediciones, y su cantidad producida

permite obtener una idea de hasta cuando se produjo biogas. Este dato debe ser



36

complementado también con la cantidad de CO> producida, que se verd en la Seccion
6.2.3.

A continuacion se muestran los valores de metano obtenidos: primero se muestran los
porcentajes de metano obtenidos de la cromatografia de gases por cada dia de medicion,
donde se ve también la temperatura a la cual se encontraba cada sistema. Luego, se
muestra un grafico que muestra los datos y, posteriormente se muestra un grafico con el
volumen en ml de metano acumulado por dia de medicion. Para éste calculo se considero
el porcentaje de CHs experimental de la cromatografia de gases y se complemento con los
datos obtenidos de volumen de biogas.

Tabla 6-4: Porcentajes de metano presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion.

25-mar 14,266 | 0,635 | 0,756 | 7,272 | 8,355 | 9,826 30
27-mar 0,546 | 0,433 0,475 | 10,195 | 12,720 | 14,267 30
30-mar 0,595 | 0,532 | 0,689 | 14,159 | 15,473 | 18,076 22
01-abr 0,496 | 0,635 0,663 | 17,124 | 17,407 | 20,332 22
06-abr 0,245 | 0,162 | 0,226 | 18,514 | 17,079 | 21,987 22
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Figura 6-5: Porcentaje de metano (%) en cada biorreactor, por dia de medicion.
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Figura 6-6: Volumen de CH4 acumulado, por dia de medicion.
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6.2.3. Dioxido de Carbono

El Dioxido de Carbono (COy) es el segundo con mayor presencia en el biogas, debido a
que es un compuesto que aparece como producto en varias etapas del proceso de digestion
anaerobica. La Tabla 6-5 y el grafico en la Figura 6-7 muestran los valores obtenidos para
cada medicion, mientras que la Figura 6-8 muestra el volumen en ml por dia de medicion.

Tabla 6-5: Porcentajes de CO2 presentes en cada biorreactor (%), por dia de medicion.

25-mar 43,385 | 52,393 | 51,122 | 27,853 | 26,483 | 37,548
27-mar 52,485 | 51,186 | 52,703 | 31,094 | 31,360 | 34,523
30-mar 51,358 | 52,518 | 52,952 | 35,150 | 33,733 | 37,805
01-abr 51,810 | 50,592 | 50,042 | 36,197 | 36,288 | 40,571
06-abr 53,556 | 50,912 | 49,796 | 37,637 | 39,614 | 43,256
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Figura 6-7: Porcentaje de CO2 (%) en cada biorreactor, por dia de medicién.
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Figura 6-8: Volumen de COz, por dia de medicion.
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7. DISCUSION

A continuacion se analizaran los resultados obtenidos en la Seccidén 6, y se agregaran

algunas relaciones entre ellos que permitan interpretarlos de forma correcta.

7.1.Analisis de produccion de biogas

Para poder hacer un correcto andlisis de los resultados, es necesario hacer una division
entre los biorreactores de lactosa y los biorreactores de celulosa como sustrato, por lo que
los graficos siguientes estaran separados. Primero se hara un analisis con respecto al
biogas obtenido y sus porcentajes relativos, y luego un analisis en base al volumen de

metano y dioxido de carbono en especifico.
7.1.1. Biorreactores con sustrato Lactosa

Los valores de los biorreactores de Lactosa se muestran en la Tabla 7-1, en donde se

muestra el valor en ml medido por dia y al final el total acumulado.

Tabla 7-1: Produccion de biogas (ml) en biorreactores con Lactosa.

Dias medicion R; R Rs ‘ Temperatura (°C)
25-mar 135 63 130 30
27-mar 4 2 8 30
30-mar 0 0 0 22
01-abr 0 0 0 22
06-abr 0 0 0 22
TOTAL 139 65 138

De los resultados se puede ver que los biorreactores R1 y R3 presentaron valores similares
de produccion, la cual se acerco a un total de 140 ml de biogas. También se ve que el

biorreactor R» presentd una produccion considerablemente mas baja, la cual fue
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aproximadamente de la mitad de los casos anteriores. Esto se debe a factores de error que
pueden existir en el montaje del proceso, pero dado que el experimento fue hecho en
triplicado, se asume que los biorreactores 1 y 3 representan el crecimiento normal de
produccion.

Por otra parte, se puede ver que en los tres casos la produccion de biogas casi no aumento
durante los ultimos dias, llegando incluso a 0 en las Ultimas mediciones. Esto ocurre
porque las mediciones comenzaron en el dia 26, por lo que el sistema alcanz6 el maximo
volumen con CO> y solo se observaron aumentos marginales de biogas, en comparacion
con la produccién de dias anteriores que llegd a tener un promedio de 5,19 ml de biogés
producidos por dia, hasta el dia 26. El promedio, sin embargo, disminuye a 3,65 ml diarios,
considerando los 38 dias de medicion. Lo anterior muestra que hubo una inhibicion casi
total de la metanogénesis antes de realizar la variacion de temperatura.

Un dato importante a considerar es que aunque no se ve produccion de metano, estudios
muestran que sigue existiendo presencia de bacterias metandgenas en el sistema. Esto se
ve en el documento: “Impact of protein-, lipid- and cellulose-containing complex
substrates on biogas production and microbial communities in batch experiments” en el
que también se realizd una medicion con lactosa (Wagner, Lins, Malin, Reitschuler, &
Illmer, 2013). Esto refuerza la idea de que la lactosa funciono en el sistema correctamente,
pero que en las ultimas mediciones hubo inhibicion de biogas. Finalmente, para poder
corroborar que las bacterias pueden adaptarse en sistemas donde el sustrato es lactosa, se

necesitan estudios adicionales, aunque dado que el espectro bacteriano y el indculo es el
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mismo en el caso de los biorreactores con lactosa y celulosa, es razonable pensar que el

sistema funcionara correctamente si la cantidad de sustrato es mayor.
7.1.2. Celulosa

La Celulosa es un sustrato usado cominmente, y sus resultados se muestran en la Tabla
7-2. Los valores de los 3 biorreactores se encontraban en valores de produccion total de
60+5 ml, y su produccidn seguia en alza en el dia 27 de marzo (segunda medicion). Sin
embargo, cuando se disminuy6 la temperatura a 22 grados Celsius, el sistema pudo
adaptarse a la nueva temperatura y mantener una produccion creciente, aunque con una

pendiente més baja que en el segmento anterior.

Tabla 7-2: Produccion de biogas (ml) en biorreactores con Celulosa.

Dias medicion Temperatura (°C)
25-mar 56 55 64 30
27-mar 12 15 20 30
30-mar 1 11 16 22
01-abr 0 5 9 22
06-abr 0 9 14 22
TOTAL 69 95 123

La adaptacion del sistema a la temperatura se ve en la Giltima semana de medicion, ya que
se bien la produccién comenzaba a crecer a una tasa menor, el sistema pudo mantener una
produccién pese a que la temperatura habia disminuido y el experimento ya llevaba mas
de 30 dias. Esto ocurre principalmente por 2 factores: primero la composicién quimica de
la Celulosa, que hace que sea una molécula que tome mas tiempo en degradarse, lo que
hizo que el proceso de produccion en mayor escala comenzara mas tarde y por ende se

mantendrd mas tiempo. En segundo lugar, como el sistema todavia tenia carga organica
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suficiente, el sistema siguid en una operacion regular (pese a la disminucion de

temperatura) solo que mas lenta.

7.1.3. Comparacién entre ambos tipos de biorreactor

Aunque los 2 procesos de digestion anerobica (lactosa y celulosa) fueron realizados de
forma independiente entre si, comenzaron el mismo dia y tuvieron la misma solucion
stock, cantidad de indculo y de sustrato (lactosa o celulosa, dependiendo del caso), por
ello, es posible comparar su comportamiento en el tiempo y al ser sometidos a variacion
de la temperatura ambiente en donde se encontraban los biorreactores.

Sin embargo, como la celulosa y la lactosa tienen distintos tiempos de digestion, y
considerando la tasa de produccion que hay en los biorreactores con lactosa es mas alta al
comienzo de las mediciones, es necesario hacer una extrapolacion de lo que ocurrié en los
primeros dias, considerando que todos los biorreactores se comportan como sistemas de
primer orden. Asi, tomando la ecuacion mencionada en el item 4.8.3, se toman como
valores de Be, 140, 65 y 140 ml, para Ri, Rz y R3, respectivamente. Esto sumado al valor
del dia de las mediciones del 27 de marzo (dia 28 de medicidon) permite obtener los valores
de kn, que corresponden a 0,128, 0,139 y 0,1517 para los biorreactores de lactosa y
modelar la curva de produccion, en cuyo final se asemeja a los datos obtenidos en las
mediciones que se hicieron a 30 °C.

El caso de los biorreactores con celulosa se trata de forma distinta. Como no se tiene
certeza de su valor final de produccion de metano, es necesario estimarlo. Para ello, se
consideran también los datos de medicion posteriores a la disminucion de temperatura y

se asume que su produccién llegard a un promedio de 20 ml més que el ultimo valor
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medido. Esto permite obtener valores de B, de 90, 120 y 140 para los biorreactores Ry,
Rs y R, respectivamente.

Finalmente, para poder hacer una comparacion del comportamiento de ambos tipos de
biorreactor se desplazan las curvas de celulosa en 20 dias y se consideran los 8 primeros
dias de medicion, lo que se ve en la Figura 7-1 (el biorreactor 3 se comporta similar al

biorreactor 5, por lo que no se ve su curva):
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Figura 7-1: Extrapolacién lineal produccién de biogas (ml), cada 2 dias desde el dia 1, considerando
produccion acorde a funcion de primer orden.

Como forma de corroborar lo anterior, se utiliza la herramienta de Microsoft Excel, en
donde con la lista de datos se pueden generar curvas lineales, y polinomios, entre otras.
Primero se intentd ajustar los datos experimentales de la produccion de lactosa, pero

debido a que su variacion es muy pequefia durante 5 mediciones, fue necesario agregar un
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punto inicial de valor 0, en el primer dia de medicion (29 de febrero). Se muestra en el
grafico de la Figura 7-2 el caso de las curvas ajustadas a un polinomio de grado 2, donde

los puntos representan los datos, y las curvas las proyecciones:
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Figura 7-2: Extrapolacion de polinomios de grado 2 a la curva de produccién acumulada de biogas,
en biorreactores de Lactosa.

Las curvas de celulosa, por su parte, también requirieron de una adicion del valor de biogés
producido en el primer dia como punto de origen. En este caso, se tomaron como
referencia los valores de las 2 primeras mediciones, para poder graficar la curva mientras
el sistema estaba a 30 grados. Como se puede ver en la Figura 7-3, para que haya un
correacto ajuste de la curva, se tiene que fijar el origen desde el dia 18, con lo que desde
el dia 20 se tiene un ajuste deseado para los datos, lo cual muestra que antes del dia 20 de

marzo la producciéon de biogas en estos biorreactores fue muy poca, posiblemente menor

a20 ml
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Figura 7-3: Extrapolacion de polinomios de grado 2 a la curva de producciéon acumulada de biogas,
en biorreactores de Celulosa.

Tomando los 2 graficos anteriores, agregando los datos adicionales de las mediciones de
celulosa y desplazando la curva de éstos en 15 dias, se puede hacer una comparacion entre
los 2 tipos de experimento de forma global, donde se ve un comportamiento similar al
observado tedricamente, lo que se muestra primero en la Figura 7-4. Luego, en la Figura
7-5 se muestra sin los biorreactores R> y R4, donde se puede observar un crecimiento

similar en los biorreactores que no decayeron en el tiempo.
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biorreactor, sin considerar a Rz y Ra.
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Para ver en detalle el comportamiento inicial teorico y experimental de los primeros dias,
se muestran en la Figura 7-6 (a) y (b), respectivamente. En ellas se ve que los 2 tipos de
sustratos pueden alcanzar una produccion de biogas sostenida en el tiempo, lo que muestra

que tanto la lactosa como la celulosa son sustratos utiles para generacion de biogés.
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Figura 7-6: (a) Comportamiento inicial con extrapolacion teérica, (b) comportamiento inicial con

extrapolacion basada en datos experimentales.
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De la produccidn anterior se ven también otros 2 fendmenos: en el primer caso, se vio que
los biorreactores de lactosa habian mantenido una produccion sostenida durante los
primeros 25 dias de medicidon. Sin embargo, los biorreactores fueron hechos en un
recipiente de 100 ml, asi que existe una barrera fisica de volumen que impide que el
biorreactor se llene mas. De esta forma es posible que los 140 ml sean el volumen maximo
disponible en el frasco, lo cual influy6 también en el casi nulo aumento de biogas de las
ultimas 3 mediciones. Tomando en cuenta esto, no es posible evaluar correctamente el
efecto de la temperatura en los biorreactores con lactosa.

Por otra parte, en los biorreactores con celulosa se observa un aumento importante después
de los ultimos 20 dias, donde se ve un aumento de 5 ml/dia promedio en la ltima semana,
y un aumento promedio de 11,6 ml/dia entre los 3 biorreactores. Ademas, el biorreactor 6
aumento6 la produccion a una tasa de 10 ml/dia entre las mediciones del dia 25 y el 27 de
marzo, tasa que disminuyo al bajar la temperatura, pero que se mantuvo creciente hasta el
fin de las mediciones. Esto se entiende al ver la biodegradabilidad de la celulosa, pero
también permite mostrar que la produccion puede llegar a la capacidad maxima del
sistema, como fue en el caso de la lactosa, pues el biorreactor 6 se estaba acercando a esa
magnitud. Ademas, permite comprobar que el sistema puede adaptarse a una disminucion
de 8 grados en su temperatura y seguir produciendo biogas de forma sostenida.

Un ultimo factor que se debe considerar, es que en este experimento no se utilizé ningiin
biorreactor como blanco, por lo que no es posible saber si existia en el inicio una

produccién de biogés leve asociada al inéculo por si mismo.
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7.2.Analisis de contenido de metano con respecto al de diéxido de carbono

Para visualizar correctamente los datos, se calcul6 la proporcion de metano y CO2 con
respecto a la suma de ambos, de modo que se cred una nueva Figura con los datos
normalizados sin considerar el aire. Esto permite un mejor analisis de la calidad del biogas

producido.
7.2.1. Lactosa

Se toma primero el caso de los biorreactores con lactosa. Se puede ver en la Figura 7-7,
que desde el inicio de las mediciones, la cantidad de metano es 2 6rdenes de magnitud
menor que la de CO: (se excluye el caso de la medicion del biorreactor 1 en el dia 25 de
marzo, puesto que fue mas alta). Esto muestra que en la mayoria de los biorreactores de

lactosa no se consiguio ni la proporcion tedrica ni la cantidad esperada de metano.
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EN2 mCH4 mCO2 mTrazas

Figura 7-7: Cromatografia de gases en biorreactores de Lactosa.
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En el gréfico también se ve que hay biorreactores donde la cantidad relativa de metano es
menor a un 2% mientras que la de CO; es sobre 30%, lo que puede significar que hubo
alguna inhibicion de las bacterias. Sin embargo, con los datos obtenidos no es posible
determinar si esto ocurri6é efectivamente por inhibicion, y basados en los otros datos
obtenidos de la cromatografia de gases, se concluye que el metano que se podia producir
en estos reactores ya habia sido producido antes de comenzar las mediciones (excepto en
el caso del biorreactor Ri, que mostr6 una produccion similar a lo esperado tedricamente,

al menos al inicio de las mediciones).

7.2.2. Celulosa

Distinto es el caso de los biorreactores con celulosa, donde si bien en un inicio se observa
una cantidad porcentual de nitrogeno por sobre un 50%, ésta comienza a disminuir
porcentualmente conforme aumenta la cantidad de biogas producido, lo que corrobora lo
planteado acerca de que el porcentaje obtenido es de N». También el efecto de aumento
porcentual de biogds se puede ver al comparar el CH4 con el CO» en la Figura 7-8, puesto
que se ve en un aumento de metano en un promedio de 11%, con respecto al diéxido de
carbono, lo que indica que el biogas producido mejord su calidad. Aun asi, su porcentaje
de metano sigue siendo més bajo de lo esperado (ya que en un biorreactor en condiciones
optimas se espera entre un 50 a un 75% de metano, con un 50 a 25% de CO.,

respectivamente).
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Figura 7-8: Cromatografia de gases en biorreactores de Celulosa.

Por otra parte, en las mediciones de elementos trazas se ve que hay un valor negativo. Esto
es debido a que la suma de los porcentajes dio un valor mayor que 100 (aproximadamente
107), lo que se debe a un error de medicion, posiblemente en el valor del aire, que es 10%
mas alto en ese biorreactor en comparacion con los demas. Lo mas probable es que el
valor del aire haya sido de un 48% y no de un 58%, lo que daria una cantidad de elementos

trazas de un 3%, similar a la del biorreactor 5.
7.2.3. Razoén entre contenido de metano y contenido de CO:2

A continuacion, en la Figura 7-9, se presentan los resultados de la razon entre metano y
CO; durante el periodo de medicion. Esto permite determinar si el proceso se encuentra

en una etapa estacionaria o de produccion.
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Figura 7-9: Porcentaje de CH4 vs porcentaje de CO2, normalizando suma de ambos.

Primero que todo, se ve una diferencia de mas de 20% entre el metano que hay entre los

biorreactores de celulosa y de lactosa. Para poder distinguirlos mejor se dividiran los

graficos por sustratos, partiendo por el de lactosa en la Figura 7-10.
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Figura 7-10: Porcentaje de CHa vs porcentaje de CO: en biorreactores de lactosa, normalizando la
suma de ambos.

En este caso, se puede ver que la razéon de metano con respecto al dioxido de carbono es
muy baja (aproximadamente 0,01 de CH4/COz), y esto se mantiene durante todas las
mediciones. Asi, se puede observar que el sistema inhibié su produccion y las variables
se estabilizaron en los valores finales.

Por otra parte, los biorreactores de celulosa (Figura 7-11) muestran una razén de metano
creciente, que inicialmente es de un promedio de 1:4 y finalmente llega a 1:2. En
particular, el biorreactor 6 alcanzoé la mejor produccion de metano con una razén de 2:5,

que se condice con el valor de mayor produccion neta de biogas.
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Figura 7-11: Porcentaje de CHa vs porcentaje de CO: en biorreactores de celulosa, normalizando la
suma de ambos.

El hecho de que la razén entre metano y CO2 aumente, muestra que el sistema sigue en un
proceso de produccion constante. Ademas, el porcentaje de elementos trazas en el sistema
va en aumento, lo que visualiza que existe una produccion ascendente de elementos

intermedios, permitiendo que la produccion se mantenga en el tiempo.

7.3.Analisis de volumen de metano y dioxido de carbono

7.3.1. Volumen de Metano

En los resultados se ve que el volumen maximo de metano obtenido en los biorreactores
de lactosa es de 20 ml. Este valor se en el caso del biorreactor R pero sigue siendo alejado
del valor tedrico de 78 ml. Sin embargo, considerando que teéricamente se produce un
valor 3 veces mayor de CO», y tomando en cuenta la proporcion del volumen basados en

la capacidad maxima disponible de 140 ml en los biorreactores, se obtiene una produccion
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maxima tedrica de 35 ml, lo que muestra que todavia no se produce todo el CHs posible
de forma teorica y reafirma la conclusion de que hubo inhibicion de metanogénesis.

También hay que considerar que los sistemas con lactosa como sustrato no se adaptaron
al cambio de temperatura, por lo que no es posible evaluar como hubiera continuado la
produccioén en el tiempo ni tampoco si se podria llegar al maximo teorico. Los datos se

muestran en la Tabla 7.3.

Tabla 7-3: Volumen de Metano (ml), por dia de medicién.

Dias medicion

25-mar 19,259 0,400 0,983 4,072 4,595 6,289

27-mar 20,018 0,682 1,638 6,933 8,904 11,984
30-mar 20,018 0,682 1,638 9,770 12,533 18,076
01-abr 20,018 0,682 1,638 11,816 14,970 22,162
06-abr 20,018 0,682 1,638 12,775 16,225 27,044

Por otra parte, los biorreactores de celulosa mantuvieron una produccion constante y el
valor maximo obtenido de forma experimental fue de 27 ml. Esto se relaciona con lo
planteado en el analisis porcentual, y se corrobora que el proceso de produccion de metano
en los biorreactores de celulosa es mas lento. Sin embargo, el valor se mantiene todavia
bajo en comparacion al maximo tedrico de 82 ml, el cual no podria obtenerse en este caso
ya que el maximo volumen disponible es de 140 ml (dada la geometria de los
biorreactores) y el CO2 ocupa un volumen similar, pero si podria llegarse a valores
cercanos a los 70 ml. También hay que considerar que el aumento de produccion de CH4
disminuy6 de una tasa de aumento de 1,6 ml por dia promedio a 0,47 ml/dia, basado en

los datos mostrados en la Tabla 7.3, lo que representa una baja en un 72%.




57

7.3.2. Volumen de diéxido de carbono

Finalmente, en ambos tipos de biorreactor se observo un aumento del volumen de didxido
de carbono, que se muestra en la Tabla 7.4. Este aumento se relaciona directamente con
el aumento de biogas producido, aunque en los biorreactores de celulosa se vio que
porcentualmente su aumento fue menor con respecto al aumento de metano en los ultimos
dias de medicion, considerando los dias donde se hicieron mediciones a 22°C (30 de

marzo, 01 de abril y 06 de abril).

Tabla 7-4: Volumen de Diéxido de Carbono (ml), por dia de medicién.

Dia edicid : 5
25-mar 58,570 33,008 66,459 15,598 14,566 24,031
27-mar 72,954 33,271 72,730 21,144 21,952 28,999
30-mar 72,954 33,271 72,730 24,254 27,324 37,805
01-abr 72,954 33,271 72,730 24,976 31,208 44,222
06-abr 72,954 33,271 72,730 25,970 37,633 53,205

También hay que mencionar que el diéxido de carbono obtenido en los biorreactores de
lactosa fue muy superior al esperado, por lo que se vuelve a suponer que hubo inhibicion
en la metanogénesis en algiin momento de la produccion (lo que implicaria que no se
transform6 todo el CO; disponible en metano), pero no hay datos suficientes para

concluirlo.
7.4. Datos estadisticos

Para que los datos tengan validez, de acuerdo a los protocolos, es necesario que todos los
biorreactores se hayan hecho en triplicado, pues asi es posible comparar los datos de cada

caso y evaluar si hay tendencias generales o no.
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Ya se vio en las secciones anteriores la informacién respecto a los 6rdenes de magnitud,
pero es necesario calcular otros valores como el promedio de aire, metano y dioéxido de
carbono por dia, para corroborar la informacion.

A continuacion, se presenta en la Figura 7-12 el grafico con el promedio diario del
porcentaje de aire, metano y dioxido de carbono segiin lo medido en la cromatografia de
gases (GC), para los biorreactores de lactosa. En este caso puede verse que el valor
promedio de cada variable medida se mantuvo constante durante todas las mediciones, lo

que valida lo planteado de que el sistema ya alcanzo su estado de produccion final.
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Figura 7-12: Promedio de Aire, CHs y CO2, respectivamente, de los porcentajes obtenidos en cada
dia de medicion de los biorreactores de lactosa.

Por otra parte, la desviacion estandar es mas alta en el dia de la primera medicion, pues
representaba un valor acumulativo de todos los dias anteriores, particularmente en el caso

del metano, donde un birreactor present6é un contenido de un 14% de metano versus los
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porcentajes menores a 1% del resto, lo que representa la desviacion mas alta de todas las

mediciones. Esto se ve en la Figura 7-13.
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Figura 7-13: Desviacion estandar de Aire, CHs4 y CO2, respectivamente, de los porcentajes obtenidos
en cada dia de medicion de los biorreactores de lactosa.

En el caso de la celulosa, en la Figura 7-14 se ve claramente la tendencia de aumento de
concentracion de metano y de didxido de carbono, mientras que el aire disminuye casi un

20% desde su concentracion inicial.
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Figura 7-14: Promedio de Aire, CHs y CO2, respectivamente, de los porcentajes obtenidos en cada
dia de medicion de los biorreactores de celulosa.

Por ultimo, en la Figura 7-15 la desviacion estandar se mentiene en un rango del 10% con
respecto a cada dato. Solo se cambia esta tendencia en la desviacion del aire en el dia 30
de marzo, lo cual refuerza la idea de que hubo un error en la anotacion de uno de los datos

durante ese dia.

10 9,74

9

8

7 6,22

6

5

4,13

A 3,49 3,79

3 2,061 991 78 1 912 07>
2 1,28

1

0

SD Aire SD CH4 SD CO2
W 25-mar M27-mar ®30-mar 0l-abr m06-abr

Figura 7-15: Desviacion estandar de Aire, CH4 y CO>, respectivamente, de los porcentajes obtenidos
en cada dia de medicion de los biorreactores de lactosa.



61

8. CONCLUSIONES

En base a los resultados y su correspondiente conclusion, se puede concluir que: el efecto
de la temperatura en la operacion de biorreactores de biogas es una disminucion de la tasa
de produccion de metano en el tiempo, lo cual es valido para los biorreactores de celulosa
(bajaron de una tasa de produccion de metano de 1,6 ml/dia a una tasa promedio de 0,47
ml/dia). Para los biorreactores de lactosa no se puede concluir acerca del efecto de la
temperatura, puesto que no se registrd produccion luego de pasar de una temperatura de
30°C a 22°C.

Respecto a la produccion de biogas, es posible concluir que los sistemas de digestion a
22°C mantienen una produccion de biogas sostenida, con una variacion constante de un
60% -con respecto a la produccion a 30°C- y un error de 6% entre los biorreactores de
celulosa que funcionaron correctamente (Rs y Rg), mientras que realizar el experimento
en triplicado permiti6 determinar los biorreactores que se alejaban de la media de los otros
2 para cada caso, siendo R para el caso de lactosa y R4 para el caso con celulosa.
Continuando con el caso de celulosa, a 30 grados se mantuvo una producciéon menor al
10% (del total producido al final de las mediciones) durante los primeros 15 dias, la cual
aumentd exponencialmente desde el dia 20 hasta que se realizo la Gltima medicion a esa
temperatura, llegando a un total promedio acumulado de 83 ml de biogés/biorreactor de
celulosa. Una vez ahi la tasa de generacion de biogas decayo, y llegé a un maximo
promedio acumulado de 100 ml de biogas/biorreactor, lo que muestra que el sistema se

mantiene en funcionamiento. Con estos datos se concluye que la degradabilidad de la
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celulosa tarda un promedio de 2 semanas en iniciar un crecimiento sobre el 10% de su
capacidad final.

En cambio, los biorreactores de lactosa mostraron una produccion que comenzo antes en
el tiempo, ya que como se vio en la seccion de Discusion, se superaron los 10 ml
acumulados de biogas/biorreactor dentro de los primeros 5 dias de funcionamiento (5 de
marzo). La produccion se mantuvo creciendo de acuerdo a un comportamiento de primer
orden, llegando a un promedio acumulado de 133 ml de biogas/biorreactor (sin considerar
R») el pentiltimo dia de medicion a 30°C, y alcanzando un maximo promedio de 138,5 ml
de biogéas/biorreactor, el cual se alcanzd en el Gltimo dia de medicidn a esa temperatura,
sin mostrar variaciones al disminuir la temperatura. Esto permite concluir que la lactosa
se hidroliza y facilita la produccion de biogas desde el inicio.

Si bien estudios similares han mostrado que los metandgenos siguen presentes en el
sistema sin produccion, el valor maximo obtenido se condice con el maximo de volumen
disponible en el biorreactor (140 ml), por lo que en los biorreactores alimentados con
lactosa no se pudo obtener un correcto andlisis de lo que ocurre al disminuir la
temperatura.

Por otra parte, considerando que al dia 15 del experimento los biorreactores de celulosa
habian llegado a un 10% del maximo de la produccion promedio acumulada de 100 ml,
que en el mismo tiempo los biorreactores de lactosa ya llevaban una produccion del 50%
promedio, y que en ambos casos se logré un méaximo promedio mayor o igual a 100
ml/biorreactor, se concluye que ambos sustratos tienen produccion de biogas, , y su uso

en conjunto puede evaluarse en otras investigaciones para ver si son complementarios.
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También se puede concluir que el uso de sustratos de alta biodisponibilidad, como son los
carbohidratos, es factible para la creacion de sistemas de produccion de metano, puesto
que todos los biorreactores tuvieron una produccion sobre 60 ml, y ademas 2 de 3
triplicados de cada cada sustrato lograron producir mas de 95 ml de biogas.

En base a los resultados y al cumplimiento parcial de la tesis, se sugiere explorar sistemas
con sustratos mixtos en el futuro (mezcla de lactosa y de celulosa), lo que permitira tener
una produccion constante de biogas durante el periodo del experimento, aunque debe
considerarse utilizar lactosa en mayor cantidad, ya que la cantidad de metano producido
en base a este sustrato es menor para una misma cantidad de sustrato inicial. También se
plantea realizar mediciones por un tiempo mayor y considerando mayores variaciones de
temperatura, por ejemplo 30, 25, 20 y 15°C, ya que esto permitira tener una comprension
mas detallada de los fendmenos observados en esta tesis, y un desarrollo mayor en el rango
psicrofilico (< 20°C), puesto que el crecimiento de los metanogenos vuelve a aumentar en
temperaturas cercanas a los 15°C. Se debe considerar también que el sistema gasta una
menor energia al funcionar a 22 grados, lo que puede hacer viable el uso de una fuente de
biogas con temperatura de operacion variable en zonas donde la temperatura media es mas
baja, como en el sur del pais. En este caso, el mdximo promedio de energia producida en
los biorreactores de lactosa fue de 0,24 kJ, mientas que para el caso de los biorreactores
de celulosa fue de 0,72 kJ al final de su produccion, considerando el poder calorifico del
metano de 55 kJ/g, con lo que se puede concluir que en los biorreactores de celulosa se
produce mayor energia (considerando que se para ambos casos se utilizaron 0,4 g de

sustrato), aunque el bajo porcentaje de metano en los biorreactores de lactosa.
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Por tltimo, en los biorreactores de celulosa se puede ver en la Figura 7-11 que el contenido
relativo de metano con respecto al dioxido de carbono aumenta conforme pasan los dias
—ocurre el mismo efecto con respecto al aire-, pasando de un promedio de 21,8% en el
primer dia de medicion (25 de marzo) hasta un promedio de 32% en las ultimas 2
mediciones. En estas tltimas se observa una variacion promedio menor a un 1% de
contenido de metano, por lo que se concluye que la variacion de temperatura mantiene la
relacion estequiomeétrica de CH4 y CO;. Se observa también en todos los biorreactores un
aumento relativo de los elementos trazas con respecto al aire, al metano y al didxido de
carbono, el cual en los triplicados de celulosa pasé de un porcentaje promedio de 1% a un
promedio de 3,8%, por lo que puede concluirse que la disminucion de temperatura
mantiene la relacion estequiométrica del metano con respecto a los demas elementos,
mientras que aumenta la relacion estequiométrica de los elementos trazas. Dentro de éstos
existe Ha, pero no se pudo realizar una medicion de este, por lo que no es posible

determinar la estequiometria correspondiente.
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ANEXO A: ESPECTRO BACTERIANO DIGESTION ANAEROBICA
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Bacterias involucradas en digestion anaerobica (De la Rubia, Villamil, & Mohedano,

2020).
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ANEXO B: FERMENTACION Y RESPIRACION ANAEROBICA

Fermentacion anaerdbica (Ministerio de Energia, 2011).
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ANEXO C: FOTOS BIORREACTORES DIA 25 DE MARZO




