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POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO DE TRES VARIEDADES DE NOPAL
(Opuntia ficus-indica Mill.) EN CO-DIGESTION CON ESTIERCOL BOVINO
BIOCHEMICAL METHANE POTENTIAL OF THREE VARIETIES OF NOPAL

(Opuntia ficus-indica Mill.) IN CO-DIGESTION WITH COW MANURE
Barrales-Fernandez, Christell; Espinosa-Solares, Teodoro; Hernandez-Eugenio, Guadalupe;
Balagurusamy, Nagamani

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el potencial bioquimico de
metano de la co-digestion anaerdbica
de nopal (Opuntia ficus-indica Mill.) en
las variedades Atlixco, Copena V1 y
Milpa Alta, con estiércol bovino.
Paraello se emplearon dos
proporciones de sustratos 75:25 vy
82:18 (% vl/v; nopal-estiércol bovino),
en digestores por lotes, bajo
condiciones mesofilicas. De acuerdo
con la modificacion al modelo de
Gompertz, se obtuvieron potenciales
bioguimicos de metano de entre 53.0 y
68.0 ML N-CHa g5y 41im- La tasa maxima
de produccién de metano (u,,) varié de
1.2a2.2mL N-CHa g5y ;im d~%, con una
fase de latencia (1) entre 12.4y 29.9 d.
Los indices de biodegradabilidad
oscilan de 19.1y 23.3 %. La variedad la
variedad Atlixo, en la proporcién 82:18
tuvo el menor potencial bioquimico de
metano (415 mL N-CHs g5¢.1im)-
Mientras que la variedad Copena V1
obtuvo un potencial bioquimico de
metano de 66.5 mL N-CHa g5 .jim» €N 12
proporcibn  82:18, con  mejores
resultados que la proporcion 75:25. La
variedad Milpa Alta, en la proporcion
75:25, obtuvo el mejor potencial
bioquimico de metano (71.4 mL N-CHa
gsvaim) del estudio, con una
biodegradabilidad del 33.5%.

Palabras clave: PBM, modelo
Gompertz, biodegradabilidad, Atlixco,
Copena, Milpa Alta.
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ABSTRACT

The objective of this work was to
evaluate the biochemical methane
potential of the anaerobic co-digestion
of nopal (Opuntia ficus-indica Mill),
using the varieties Atlixco, Copena V1
and Milpa Alta, with cow manure. Two
feedstock ratios 75:25 and 82:18 (% vl/v;
nopal-cow manure), were used in batch
digesters, under mesophilic conditions.
According to the modified Gomperrtz
model, was obtained biochemical
methane potentials of between 53.0 and
68.0 mL N-CHa gydq Were used. The
maximum methane production rate (u,,)
ranged from 1.2 to 2.2 mL N-CHs
gvs reqd ™1, with a lag time (1) of between
12.4 and 29.9 d. Biodegradability index
ranged between 19.1 and 23.3 %. The
Atlixco variety, at the 82:18 ratio, had
the lowest biochemical methane
potential (41.5 mL N-CHa gy3 roq), While,
Copena V1 variety obtained a
biochemical methane potential of 66.5
mL N-CHa g5y aiim, at the 82:18 ratio,
with better results than the 75:25 ratio.
The Milpa Alta variety obtained the best
biochemical methane potential (71.4 mL
N-CHa gys req) at the 75:25 ratio, on this
study, with biodegradability index of
33.5%.

Keywords: BMP, Gompertz model,
biodegradability, Atlixco, Copena, Milpa
Alta.




CAPITULO 1. Introduccion General

1.1. Introduccién

El tratamiento de residuos organicos se ha vuelto una alternativa para la generacion
de energia renovable, una opcion para el tratamiento de dichos residuos es la
digestién anaerdbica, que se define como el proceso biolégico de descomposicién
de la materia en ausencia de oxigeno, este proceso se desarrolla en cuatro fases
denominadas hidrdlisis, fermentacion o acidogénesis, acetogénesis Yy
metanogénesis, en cada una de las etapas intervienen microorganismos especificos
gue descomponen la materia para producir biogds y biomasa como productos
finales; el biogas es producido por los metanégenos, ya que son los encargados de
convertir los productos de las etapas previas, como el acetato e hidrogeno (El-
Mashad and Zhang, 2010; Khalid et al., 2011; Mata-Alvarez et al., 2014; Adelard et
al., 2015; Osborne et al., 2016; Zhang et al., 2016; Wang et al., 2017).

Se denomina co-digestion anaerdbica al conjunto de dos sustratos 0 mas para la
generacion de biogas, generalmente se utilizan sustratos de origen vegetal, como
residuos de frutas y verduras, residuos de maiz, arroz, trigo, residuos de alimentos,
en conjunto con residuos de origen animal, como estiércol de bovino, cerdo, pollo
entre otros; esto con la finalidad de mejorar el rendimiento de los reactores, puesto
gue complementa las caracteristicas de los sustratos y mejora la relacion C/N,
teniendo como resultado el incremento en la produccion de metano y el
aprovechamiento de la materia (Garcia-Pefa et al., 2011; Labatut et al., 2011; Lin
et al., 2011; Mata-Alvarez et al., 2014; Montafiés et al., 2014; Adelard et al., 2015;
Patil and Deshmukh, 2016; Provenzano et al., 2016).

El nopal es una planta que se utiliza comercialmente para consumo humano y para
alimentacion animal en temporada de sequia, debido a su capacidad de adaptacion
a climas con altas temperaturas y con poca agua, es ampliamente cultivado en
varios paises como México, Chile, Brasil, entre otras, sus propiedades quimicas
permiten que se emplee como alternativa para la co-digestién anaerdbica, se han
realizado estudios donde se realiza co-digestion con estiércol bovino, y se ve

incrementado el rendimiento de metano que si se utilizara una mono-digestion




(Solis, 2015; Yang et al., 2015; Belay, 2016; do Nascimento Santos et al., 2016;
Prieto-Garcia et al., 2016; Provenzano et al., 2016; Wu et al., 2016; Barazarte et al.,
2017; Udeh and Erkurt, 2017).

Para poder evaluar el rendimiento de las diferentes tipos de mezclas que se pueden
utilizar empleando co-sustratos, se realizan pruebas Batch en volimenes pequenios,
donde se monitorea a los reactores para determinar los rendimientos de los mismos,
este tipo de pruebas se denominan pruebas de potencial bioquimico de metano, y
simulan el proceso de digestion para obtener una vision general del comportamiento
de los sustratos y se pueda aplicar a diferentes tipos de escalas (EI-Mashad and
Zhang, 2010; Donoso-Bravo et al., 2011; Labatut et al., 2011; Raposo et al., 2011;
Cabbai et al., 2013; De Vrieze et al., 2015; Solis, 2015).




1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el potencial bioquimico de metano de la co-digestion anaerdbica de nopal-
estiércol, de tres variedades de nopal (Opuntia ficus-indica Mill.) bajo condiciones

mesofilicas.

1.2.2. Objetivos Especificos
- Determinar los valores tedricos de potencial bioquimico de metano de la co-

digestion de nopal-estiércol de las variedades evaluadas.

- Evaluar el potencial bioquimico de metano experimental, a través de la produccién

acumulada de metano, explicada con el modelo modificado de Gompertz.




CAPITULO 2. Revisién de literatura

2.1. Digestion anaerObica

La digestion anaerdbica es una tecnologia bioquimica para el tratamiento de
residuos organicos. En el proceso se descompone la materia organica en ausencia
de oxigeno por la accién microbiana. De dicho proceso se obtiene biogas,
compuesto principalmente por metano (60% - 70%) y diéxido de carbono (30 —
45%), con trazas de sulfito de hidrégeno (0-1%), hidrogeno (0-1%), mondéxido de
carbono (0-2%), nitrégeno amoniacal (0-1%), oxigeno (0-2%) y agua (2-7%). La
digestion anaerdbica se utiliza para la co-generacion de energia eléctrica y calor
(Olvera, 2007; Cassie et al., 2010; EI-Mashad and Zhang, 2010; Krakat et al., 2010;
Xu et al., 2010; Garcia-Pefa et al., 2011; Labatut et al., 2011; Li et al., 2011; Patil et
al., 2011; Sasaki et al., 2011; Torres Lozada and Pérez, 2012; Ho et al., 2013; Ali
Shah et al., 2014; Mata-Alvarez et al., 2014; Montafiés et al., 2014; Chen and He,
2015; De Vrieze et al., 2015; Jain et al., 2015; Sun, 2015; Sun et al., 2015, Belay,
2016; do Nascimento Santos et al., 2016; Moestedt et al., 2016). Existen diversos
procesos para llevar a cabo la digestion anaerébica, los cuales se diferencian por:
i) el sistema (lote o continuo), ii) temperatura de operacion (psicrofilico, mesofilico y
termofilico), iii) disefio del reactor (flujo de enchufe, completamente mezclado,
lagunas cubiertas) y, iv) el estado materia orgénica (sélido o liquido) (Li et al., 2011;
Ho et al., 2014).

Para la produccion de biogas, la materia organica pasa por cuatro etapas de
digestion. La primera etapa se denomina hidrélisis, en donde los complejos
organicos, como proteinas, lipidos y carbohidratos, se reducen a moléculas simples
solubles (aminoacidos, acidos grasos de cadena corta y azucares) por la accion de
las enzimas extracelulares. En una segunda etapa, las bacterias fermentativas
reducen estos compuestos a 4cidos grasos de cadena corta, dioxido de carbono,
hidrégeno y acido acético. Durante la tercera etapa, denominada acetogénesis, las
bacterias convierten los acidos organicos en acetato, dioxido de carbono e
hidrégeno, los cuales son directamente consumidos por los microrganismos
metanogénicos, cuarta etapa, y convirtiendolos en metano (Olvera, 2007; Amani et
al., 2010; Cassie et al., 2010; Donoso-Bravo et al., 2011; Feng et al., 2011, Li et al.,




2011; Torres Lozada and Pérez, 2012; Li et al., 2013; Yenigin and Demirel, 2013;
Rani et al., 2014; Jain et al., 2015; Sun, 2015; Sun et al., 2015; Belay, 2016; Wang
et al., 2016).

Los reactores donde se lleva a cabo la digestion anaerdbica pueden ser de dos
tipos, lote y continuo. Los digestores en lotes son de una o dos etapas, se coloca el
sustrato y se deja digestar, una vez terminado el proceso se saca el efluente, o parte
de él y se repite el proceso; se emplean para pequefios volumenes. Por otra parte,
los digestores continuos, son continuamente alimentados con el sustrato, y también
se extrae continuamente el efluente, usualmente utilizados para grandes volumenes
de trabajo (Olvera, 2007; Cassie et al., 2010; Khalid et al., 2011). Se distinguen tres
tipos de digestores continuos, de tanque vertical, tanque horizontal y plug-flow
(Cassie et al., 2010).

2.1.1. Fases de la digestion anaerdbica

El material organico en su mayoria es reducido en &cidos organicos, a través de la
fermentacion, que posteriormente es convertido en biogas por medio de la
metanogénesis. Dependiendo de la funcion que tengan los microorganismos en la
digestion anaerObica, éstos pueden ser clasificados como hidroliticos,
fermentativos, acetogénicos y metanogénicos (Krakat et al., 2010; Almeida et al.,
2011; Khalid et al., 2011; Liet al., 2011; Jain et al., 2015). La evolucion de la ecologia
microbiana de la digestion anaerdbica, permite determinar los microorganismos que
intervienen en la misma, sus caracteristicas y su abundancia (Zhang et al., 2011;
Chen and He, 2015).

La digestion anaerobica es un proceso microbiologico, y es por ello que también es
importante evaluar las caracteristicas y abundancia de las poblaciones microbianas
gue intervienen en el proceso, y de ser posible su participacién en las etapas. En un
digestor anaerébico se pueden encontrar bacterias sacaroliticas (~108 células mL"
1), bacterias proteoliticas (~10° células mL™?), bacterias lipoliticas (~10° células mL-
1) y metandgenos (~108 células mLt) (Amani et al., 2010; Abram et al., 2011; Feng
et al., 2011; Zhang et al., 2011).




a) Hidrdlisis

La hidrdlisis del material organico, es el primer paso de la digestion anaerébica. Se
define como la solubilizacién de los componentes organicos como la celulosa (Ec.
(1)) y demas componentes coloides, como las proteinas (Ec. (1)). La
descomposicion biologica es llevada a cabo por hidrolasas, las cuales rompen los
enlaces especificos para obtener polimeros mas pequefios. Durante ésta fase, se
genera la mayor cantidad de energia del proceso. La hidrélisis es crucial para el
proceso de digestion, pues es la determinante de la eficiente conversion de la
biomasa. A partir de la hidroélisis se obtienen los carbohidratos, proteinas y lipidos
necesarios para el proceso de digestion anaerdbica. Los microorganismos son pH-
dependientes, por lo que la actividad metanogénica se ve limitada, debido a la
acumulacion de los acidos grasos volatiles, que decrecen el pH (Gerardi, 2003;
Olvera, 2007; Cassie et al., 2010; Almeida et al., 2011; Garcia-Pefa et al., 2011; Li
et al., 2011; Torres Lozada and Pérez, 2012; Ali Shah et al., 2014; Ho et al., 2014;
Belay, 2016). La digestién anaerdbica de desechos organicos municipales y de la
agricultura, ricos en celulosa, son hidrolizados por la accién de las bacterias
celuloliticas (Ec. (1)), dependiendo del tipo de sustrato. La hidrélisis puede ser la
mas activa de todo el consorcio de la digestion anaerdbica, y en algunas ocasiones
la catalisis puede tardar en llevarse a cabo (Cuadro 1) (Amani et al., 2010; Abbasi
et al., 2011, Li et al., 2011).

(CeH1005)n + nH,0 — n(CgH1004) azticares solubles Ec1l

Proteinas + nH,0 — aminoacidos solubles

Garcia-Pefa et al. (2011) mencionan que los microorganismos que se encargan de
la actividad proteolitica de la carne, residuos de plantas, polisacaridos de plantas
son Bacteroidetes, Prevotella y Bacterioides, respectivamente; éstos ultimos atacan
especificamente sobre los enlaces 1,4a-glucosidicos de los polisacaridos. Estos
microorganismos también son mencionados por Abbasi et al. (2012). Por otra parte,
Almeida et al. (2011) mencionan que para que los componentes lignocelulésicos
puedan ser degradados es necesario que actien enzimas tipo celulasas, las cuales

pueden actuar como endonucleasas y exonucleasas, las primeras se encargan de




romper los enlaces 1,4-B glucosidicos internos del polimero de celulosa, mientras
gue las segundas rompen los enlaces 1,4-B glucosidicos de los polimeros reducidos

por las endocelulasas.

b) Fermentacién o acidogénesis

Los productos de la hidrélisis son consumidos por las bacterias fermentativas, que
son anaerdbicas obligadas y facultativas (Cuadro 1). Estas generan compuestos
intermedios como lo son los acidos grasos volatiles (férmico, acético, propionico,
butirico, pentanoico), didxido de carbono, hidrégeno gaseoso y alcoholes (metanol,
etanol). Este proceso se observa para glucosa en la Ec. (2) (Gerardi, 2003; Olvera,
2007; Cassie et al., 2010; Abbasi et al., 2011; Li et al., 2011; Ali Shah et al., 2014;
Wagner et al., 2014). Estas bacterias son mas abundantes en comparacion con los
metandgenos, son capaces de sobrevivir a condiciones extremas, como pH bajo y

altas temperaturas (Amani et al., 2010; Sasaki et al., 2011).

CsH1,06 + 2H,0 = 2CH;COOH + 4H, + CO, Ec 2
Cs¢H1,04 + 2H, = 2CH;CH,COOH + 2H,0
C¢H.,04 = CH3;CH,CH,COOH + 2C0, + 2H,
C¢H,,05 = 2CH;CHOHCOOH
C¢H;,05 = 2CH3CH,0H + 2C0,

Las bacterias fermentativas utilizan las rutas catabdlicas de polisacéaridos,
aminoéacidos y glicerol para producir glucosa. La glucosa es transformada en
piruvato mediante la glucdlisis y sigue su camino hacia una de las rutas de la
fermentacion alcohdlica, lactica y acética (Almeida et al., 2011). Las bacterias
Firmicutes, son las principales responsables de la fermentacion por la via sintrofica
de los sustratos (Garcia-Pefia et al., 2011; Cardinali-Rezende et al.,, 2012;
Abendroth et al., 2015). En los digestores alimentados con estiércol bovino se puede
encontrar abundancia de microorganismos fermentativos tales como Eubacterium
cellulosolvens, Clostridium cellulosolvens, Clostridium cellulovarns y Bacterioides
cellulosolvens (Almeida et al., 2011; Abendroth et al., 2015).




c) Acetogénesis

Las bacterias acetogénicas o acetdogenos (Cuadro 1), son los principales
productores del diéxido de carbono y el acetato, provenientes de la fermentacion.
Se denominan como hidrogeno-obligados porque consumen el hidrogeno generado.
También son los responsables de convertir los acidos grasos volatiles y alcoholes
en acetato, Hz, formatos y CO: (Ec. (3)) por lo que estan estrechamente ligados con
los metandgenos (Gerardi, 2003; Olvera, 2007; Amani et al., 2010; Cassie et al.,
2010; Abbasi et al., 2011; Li et al., 2011; Schiel-Bengelsdorf and Durre, 2012; Torres
Lozada and Pérez, 2012; Ali Shah et al., 2014; Montafiés et al., 2014; Wagner et al.,
2014; Acs et al., 2015; Belay, 2016).

La acetogénesis se puede llevar a cabo por dos principales mecanismos:
acetogénesis por hidrogenacion y acetogénesis por deshidrogenacion. La
acetogénesis por hidrogenacion consiste en la produccion de acetato por la
reduccion del CO2 e hidrogeno. Mientras que en la acetogénesis por
deshidrogenacion, las bacterias forman acetato a partir del hidrogeno y diéxido de
carbono por la oxidaciéon de los acidos grasos de cadena larga y corta, la cual es la
mas comun en el proceso de digestion anaerdbica (Almeida et al., 2011; Ali Shah et
al., 2014; Belay, 2016)

Abbasi et al. (2012), mencionan que los cambios quimicos que ocurren en esta
etapa y que se observan también en la Ec. (3), donde los carbohidratos son
transformados para obtener acetato, dioxido de carbono e Hz, donde participan
microorganismos del tipo Desulfovibrio, Syntrophobacter woltnii, Syntrophomonas.

CH;CHOHCOOH + H,0 — CH;COOH + CO, + 2H, Ec 3
CH;CH,OH + H,0 — CH;COOH + 2H,
CH;CH,CH,COOH + 2H,0 — 2CH;COOH + 2H,
CH;CH,COOH + 2H,0 — CH;COOH + CO, + 3H,




d) Metanogénesis

La metanogénesis es la etapa final del proceso, donde el biogés se forma a partir
de los productos provenientes de la acetogénesis. El biogas esta principalmente
formado por metano y diéxido de carbono (Olvera, 2007; Amani et al., 2010; Cassie
et al.,, 2010; Ali Shah et al., 2014; Ho et al., 2014; Belay, 2016). Se denomina
metanogénesis a la produccién biolégica de metano, a partir de la digestion
anaeroébica, mediante la accion de microorganismos del dominio de las Archaea. El
acetato es la clave para la formacién de metano, puesto que es el intermediario
limitante para que el proceso se pueda llevar a cabo. Se describen tres rutas
metanogénicas principales: reduccion del diéxido de carbono (hidrogenotréfica),
fermentacion del acetato (acetoclastica) y dismutacién del metanol y metilaminas
(metilotrofica). Independientemente del tipo de ruta que tome, se convierte el grupo
metil a metano. El origen del grupo metil es variable, algunas especies son capaces
de reducir el dioxido de carbono con hidrogeno o formatos. Otro medio es la
utilizacion del monoxido de carbono y unos pocos alcoholes de cadena corta como
reductores (Gerardi, 2003; Lessner, 2009; Almeida et al., 2011; Ho et al., 2013;
Montarfiés et al., 2014).

La ruta metanogénica de la reduccién del diéxido de carbono, consiste en la
reduccion del diéxido de carbono a un grupo metil con los electrones derivados de
la oxidacion del hidrogeno o formatos (Ec. (4) y Ec. (5)). Por su parte, en la ruta de
la fermentacion del acetato, el grupo metil proviene del acetato y el grupo carbonil
por la oxidacion del diéxido de carbono (Ec. (6)). La ruta de la dismutacién del
metanol y metilaminas, consiste en la conversion del metanol a metilaminas y
posteriormente a metano y diéxido de carbono (Ec. (9)), la dismutacion ocurre
cuando una primer molécula del sustrato, que contiene el grupo metil es oxidada a
diéxido de carbono (Ec. (7)). A partir de los electrones que quedan de esta reaccion
se pueden reducir los grupos metil de las otras tres moléculas de los sustratos (Ec.
(8) y Ec. (9)) a metano (Gerardi, 2003; Lessner, 2009; Abbasi et al., 2011; Khalid et
al., 2011; Abbasi et al., 2012; Ho et al., 2013; Montafiés et al., 2014; Chen and He,
2015; Belay, 2016; Ziganshin et al., 2016).




4H, + CO, —» CH, + 2H,0 Ec 4

AHCOO™ + 4H* - CH, + 3C0, + 2H,0 Ec 5
CH,CO0™ + H,0 — CH, + HCO3 Ec 6

R — CHs + 2H,0 —» RH + CO, + 6e~ + 6H* Ec 7
3R — CHs; + 6e~ + 6H* > 3CH, + 3RH Ec 8
4R — CH; + 2H,0 — 4RH + 3CH, + CO, Ec 9

Dénde R = —SH,—OH,—NH,, —NHCHs, —N (CHs),, —N(CHs)#

Los metan6genos comprenden los Ordenes de Methanobacteriales,
Methanococcales, Methanomicrobiales y Methanopyrales; estas especies son
reductores obligados del didxido de carbono. Por su parte, los Methanosarcinales,
donde se incluyen los géneros Methanosarcina y Methanosaeta, adquieren el grupo
metil directamente de los sustratos metilotroficos, como el acetato, metanol o
metilaminas, con la reduccion del diéxido de carbono (Gerardi, 2003; Lessner, 2009;
Krakat et al., 2010; Khalid et al., 2011; Cardinali-Rezende et al., 2012; Ali Shah et
al., 2014; Chen and He, 2015; Ziganshin et al., 2016).

En un estudio realizado por Garcia-Pefia et al. (2011), donde emplearon residuos
de frutas y vegetales en co-digestion con estiércol, encontraron que las especies
metanogénicas (Cuadro 1) estan constituidas en una mayor proporcién por
Methanobacteriales (93%); los cuales producen metano por la ruta hidrogenotréfica.
Mientras que los géneros dominantes son Methanosaeta, Methanosarcina y
Methnobacter/Methanobacterium, los cuales son encargados de producir la mayor

parte de metano en el proceso.
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Cuadro 1. Principales géneros microbianos relacionados al proceso de digestion

anaerobica
Sustrato Género Producto Referencia
Hidrdlisis:
CeII_qumonas, Clostridium, (Gerardi, 2003:
Bacillus, Thermomonospora, .
X ; . Almeida et al.,
Ruminococus, Bacteriodes, Carbohidratos o
Celulosa . L : 2011; Lietal.,
Erwinia, Acetovibrio, simples !
: . 2011; Sun et al.,
Microbiopspora, 2015)
Streptomyces, Eubacterium
Clostridium sp, Proteus
Proteinas vulgaris, Peptococcus sp., Aminoacidos, (Amani et al.,
Bacteroides sp., Bacillus s., azucares 2010)
Vibrio sp.
Clostridium sp., Acetivibrio (Amani et al.,
Carbohidratos cellulolyiticus, Staphylococcus Azlcares 2010; Ziganshin et

sp., Bacteroides sp.

al., 2016)

Lipidos

Clostridium sp., Micrococcus
sp.

Acidos grasos de
cadena larga,
alcoholes,
aminoacidos

(Amani et al.,
2010)

Fermentacion

Acetobacterium sp.,
Clostridium, Sporomusa

Acetato, CO2

(Garcia-Pena et
al., 2011; Li et al.,
2011; Schiel-
Bengelsdorf and
Durre, 2012)

Saccharomyces

Etanol. CO2

(Lietal., 2011)

Butyribacterium, Clostridium

Butirato, butanol,
isopropanol, etanol,
CO2

(Lietal., 2011)

Lactobacillus, Streptococcus

Acido lactico, CO2

(Garcia-Pena et
al., 2011; Li et al.,

Acidos grasos

Clostridium sp.

2011)
Propionato, acetato,  (Lietal., 2011;
valerato, iso- Schiel-

valerato, butirato, Ha,
CO2

Bengelsdorf and
Durre, 2012)

Fermentacién

Valerato, iso-

Aminoacidos Lac_:tobacnlus sp., Eschericia valerato, propionato, (Amani et al.,
coli ; 2010)
butirato
Staphylococcus sp., Bacillus L
Aminoécidos sp., Pseudomonas sp., Afaeéggoasz’a%zggs (Amani et al.,
Clostridium sp., Eubacterium Eil’ a 2010)
limosum 9
Acetogénesis
Clostridium sp., Zymomonas
mobiliz, Eubacterium sp., CO2, Ha, formatos, .
. e ; . (Amani et al.,
Azlcares Eschericia coli, acetato, butirato, 2010)
Bifidobacterium sp., etanol, lactato
Acetobacterium sp.
. i (Amani et al.,
Alcoholes Syntrophomonas wolfei 2010)
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Cuadro 1. Principales géneros microbianos relacionados al proceso de digestion
anaerobica (Cont.)

Sustrato Género Producto Referencia
Exclusivamente . (Almeid_a etal,
P Acetobacterium, Sporomusa H2 2011; Li et al.,
acetogénicos
2011)
Acetogénico y no-  Clostridium, Ruminococcus, (Almefld_a etal,
acetogénico Eubacterium He 2011; Lietal,
2011)
Butirato Syntrophobacter wolinii, S. Acetato, Hz, COz, (Amani et al.,
fumaroxidans formatos 2010)
Syntrophomonas wolfei,
. Pelotomaculum Amani et al.,
Propionato thermopropionicum, P. H2, COz2, formatos (2010)
schinkii
Smithella propionica, . Amani et al.,
Hz, CO: Clostridiurg ageticum Butirato, acetato (2010)

Metanogénesis

Methanosaeta,
Methanosarcina,
Methanobacter
/Methanobacterium

CHa

(Gerardi, 2003;
Lessner, 2009;
Garcia-Pefa et al.,
2011; Ho et al.,
2013; Ziganshin et
al., 2016)

Metanogénesis

Acetato

Methanothrix soehgenii,
Methanosaeta concilii,
Methanosarcina acetivorans

CH4, CO2

(Amani et al.,
2010)

Hz, CO2

Methanobacterium bryantii, M.
thermoautotrophicum, M.
alcaliphilum, Methanobacter
arboriphilus, Methanococcus
jannaschii, Methanolacinia
paynteri, Methanospirillum
hungatei, Methanoplanus
endosymbiosus, M.
olentangyi, Methanothermus
fervidus

(Amani et al.,
2010)

Formatos, H2, CO2

Methanobacterium
formicicum,
Methanobrevibacter smithii,
M. ruminantium,
Methanococcus voltae, M.
deltae, M. maripaludis, M.
thermolithoautotrophicus,
Methanoplanus limicola,
Methanogenium cariaci, M.
marisnigri, M. olentangyi, M.
tatii, M. thermophilicum, M.
bourgense,
Methanocorpusculum
aggregans

CHa4, CO2

(Amani et al.,
2010; Cardinali-
Rezende et al.,
2012)
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2.1.2. Factores operacionales y quimicos

La digestion anaerdbica es susceptible de fallar si los parametros como la
temperatura, pH, nutrientes, entre otros, no se monitorean y controlan
continuamente, a continuacion se da una breve descripcion de los principales
parametros que influyen en el proceso de digestién anaerdbica (Amani et al., 2010;
Zhang et al., 2014).

a) Sustratos

Los residuos de alimentos contienen grandes cantidades de compuestos organicos
solubles, que son convertidos rapidamente en acidos grasos volatiles. Si éstos se
acumulan se puede inhibir la accidn de los metanogénicos por la drastica caida del
pH en el medio. Los sustratos deben estar correctamente balanceados para que el
proceso sea efectivo (Garcia-Pefa et al., 2011; Li et al., 2011; Abbasi et al., 2012;
Garcia-Gen et al., 2014).

Otro tipo de residuos a utilizar como sustratos es la fraccion organica de los residuos
sélidos municipales y residuos vegetales. Los residuos vegetales estan compuestos
principalmente por residuos de alimentos (vegetales y frutas), y residuos de jardin
(hierbas u hojas). Los residuos vegetales brindan una alternativa para la generacién
de biogas por su alto contenido polisacaridos, hemicelulosa (75%), celulosa (9%) y
lignina (5%). Dependiendo de la estacion del afio o del tipo de residuos que
contengan, cambian las caracteristicas del biogas (Amani et al., 2010; Garcia-Pena
et al., 2011; Li et al., 2011; Moestedt et al., 2016).

b) In6culo

El in6culo es una parte importante en el proceso de digestion anaerdbica, contiene
los microorganismos requeridos para el proceso de digestion anaerébica. Se debe
de extraer al momento de utilizarlo de reactores que se encuentren estabilizados.
Dependiendo de la fuente del in6culo es como se va a llevar a cabo las actividades
metabdlicas (Khalid et al., 2011; Li et al., 2011; Ali Shah et al., 2014). Una
concentracion de hasta el 30% de in6culo permite una eficiente actividad de las

bacterias fermentativas. Una concentracion menor, puede afectar el proceso,
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acumulando los acidos grasos volatiles e inhibiendo la metanogénesis. La relaciéon
entre el sustrato y el inoculo tiene repercusion sobre la produccion de metano y el
consumo de los acidos grasos volatiles La concentracion del inéculo en el medio
afecta la duracién de la fase de latencia y la susceptibilidad de los microorganismos
a efectos inhibitorios (Li et al., 2011; Ali Shah et al., 2014).

c) Temperatura

La temperatura es un factor importante para la actividad de los microorganismos en
la digestion anaerébica. Se distinguen tres ambientes comunes en la digestion
anaerobica, los sistemas psicrofilicos, mesofilicos y los termofilicos; y su diferencia
radica en el rango de temperaturas en que se desenvuelven. Los sistemas
psicrofilicos, emplean temperaturas de 10°C a 30°C, éste sistema no es muy comun.
Los sistemas mesofilicos el rango de temperatura es de 35-40°C. Es un sistema
mas lento en comparacion con el termofilico, observando tiempos de digestién de
15 a 20 dias. Requiere un menor costo de energia de operacion y equipamiento. Se
suele utilizar en la digestién de los sedimentos de las plantas de tratamiento de
aguas (Angelidaki et al., 2003; Agler et al., 2010; Amani et al., 2010; Cassie et al.,
2010; Khalid et al., 2011; Sasaki et al., 2011; Yenigun and Demirel, 2013; Ali Shah
et al.,, 2014; Zhang et al., 2014; Mao et al., 2015). Mientras que en los sistemas
termofilicos trabajan en un rango de temperaturas de 50-60°C, el aumento de la
temperatura acelera el proceso y por ende se obtiene una alta produccion de biogas.
En éste sistema se obtienen resultados en promedio de 3 a 5 dias, por lo que se
requieren menores volimenes de trabajo para convertir la misma cantidad de
residuos. Tiene una alta eficiencia en la hidrdlisis de la materia y elimina patégenos.
Entre sus desventajas destacan la desestabilizacion del proceso, la formacion de
sustancias toxicas, principalmente (Angelidaki et al., 2003; Amani et al., 2010;
Cassie et al., 2010; Khalid et al., 2011; Li et al., 2011; Ho et al., 2013; Ali Shah et
al., 2014; Labatut et al., 2014; Zhang et al., 2014; Mao et al., 2015; Belay, 2016).
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d) Relacién Carbono-Nitrégeno (C/N)

La relacion C/N es importante para el proceso de digestiéon anaerdbica. La alta
concentracion de nitrégeno en el medio promueve que los acidos grasos volatiles
se acumulen, disminuyendo el pH. Si se tiene una eficiente relacion se puede
promover un incremento en la produccién de metano y un proceso mas estable
(Khalid et al., 2011; Li et al., 2011; Abbasi et al., 2012; Yenigun and Demirel, 2013;
Labatut et al., 2014; Belay, 2016). Li y col (2011), mencionan que una eficiente
relacion C/N es entre 20/1 y 30/1, obteniendo mejores resultados es la relaciéon 25/1,
para aquellas co-digestiones con residuos solidos municipales. También se ha
reportado que las relaciones de C/N en un rango de 27 a 32 se aumenta la eficiencia
de la produccion de metano, en relaciones superiores, la concentracion de amonio

inhibe la actividad metanogénica (Zhang et al., 2014; Mao et al., 2015)

e) pH

El pH es un parametro de operaciébn de gran importancia para la digestion
anaerobica. Su correcto control durante el proceso permite la proliferacion de los
microorganismos en las diferentes etapas de la digestion anaerdbica. Los
metandgenos son altamente susceptibles a la variacion del pH, es por ello que su
actividad se ve inhibida en un inicio. La proliferacion de los microorganismos
fermentativos se ve reflejada en el descenso del pH, estos microorganismos
trabajan en ambientes con un rango de pH desde 4.0 a 8.5. Mientras que un pH
Optimo para los microorganismos metanogénicos es de entre 7.0-7.2. El
decremento del pH en el medio se debe a que los microorganismos fermentativos
trabajan mas rapidamente, una vez que los metanégenos empiezan a consumir los
compuestos disponibles, los acidos grasos volatiles disminuyen y el pH se estabiliza
(Angelidaki et al., 2003; Amani et al., 2010; Garcia-Pefia et al., 2011; Abbasi et al.,
2012; Yenigun and Demirel, 2013; Montafiés et al., 2014; Zhang et al., 2014; Jain et
al., 2015; Mao et al., 2015; Mitchell et al., 2015; Sun, 2015; Belay, 2016).
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f) Biogas y Metano

Técnicamente el biogas es el gas producido en la etapa final de la digestién
anaerobica, como producto de la degradacion de la materia organica. Esta
compuesto por metano (40-80%), dioxido de carbono (20-40%) y trazas de gases
de sulfito de hidrégeno, amoniaco e hidrogeno. Se denomina biogas porque se
puede emplear como combustible y porque se produce de la degradacion
(anaerdbica o aerdbica) de residuos organicos, lo que lo convierte en una fuente de
energia renovable (Angelidaki et al., 2003; Cassie et al., 2010; Abbasi et al., 2012;
Wagner et al., 2014; Mao et al., 2015).

El metano por su parte, es un gas incoloro, no venenoso, inodoro y flamable. Tiene
un peso molecular de 16.04 y estd formado por carbon (74.87%) e hidrégeno
(25.13%). Se emite como componente del biogas de fuentes antropogénicas, como
lo es produccion de combustibles fésiles, fermentacion de estiércol de animales,
agricultura, quema de biomasa vy, sistemas de tratamiento de residuos solidos y
liguidos. De fuentes naturales, como lo son lagos, rios, animales salvajes, fuentes
geoldgicas (Cassie et al., 2010; Abbasi et al., 2012).

a) Nutrientes

Para un optimo proceso de digestion anaerdbica, los nutrientes que son mas
utilizados son el Nitrogeno y el Fosforo. También se necesitan en pequefas
cantidades elementos como Cobalto, Fierro, Niquel, Sulfito, Selenio, Tungsteno,
Molibdeno, Bario, Magnesio y Sodio, necesarios para la actividad enzimatica y los

co-factores en el proceso de la digestion (Amani et al., 2010).

2.2. Co-digestion anaerdbica

La co-digestion anaerdbica se refiere a la combinacion de dos o mas residuos cuyas
caracteristicas complementan el proceso de digestion anaerobica aumentando la
produccion de metano. Pueden ser residuos organicos vegetales con otros residuos
sélidos o liquidos como lodos activados municipales, residuos animales y biomasa
agricola. La co-digestion se ha convertido en una alternativa viable para el

aprovechamiento de estos residuos, porque su combinacién ofrece caracteristicas
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complementarias que reducen la presencia de componentes toxicos. Sin embargo
es necesario constituir una fuente natural de nitrégeno para una eficiente relacion
C/N. Presenta ventajas econdémicas con la eficiente utilizacion de los equipos (Agler
et al., 2010; El-Mashad and Zhang, 2010; Garcia-Pefa et al., 2011; Khalid et al.,
2011; Li et al., 2011; Lin et al., 2011; Cabbai et al., 2013; Sharma et al., 2013;
Garcia-Gen et al., 2014; Mata-Alvarez et al., 2014; Montafés et al., 2014; Zhang et
al., 2014; Shah et al., 2015; Sun, 2015; Wang et al., 2016). La co-digestion bajo
condiciones mesofilicas en tanques agitados, promueve un sinergismo positivo
entre el estiércol bovino y los nutrientes adicionados de residuos de frutas y
vegetales; incrementando de un 20% a un 50% la produccion de metano, respecto
a los tanques alimentados Uunicamente con estiércol (EI-Mashad and Zhang, 2010).
Dependiendo del tipo de sustrato utilizado, se ha reportado que el incremento en la
produccion de metano puede ser de hasta el 400%. Una co-digestion soporta altas
concentraciones de acidos grasos volatiles, provocando que haya un mejor

sinergismo entre los componentes (Shah et al., 2015).

Debido a que la biomasa celuldsica es de los compuestos mas abundantes en el
planeta, se utilizan como alternativa para enriquecer los sustratos para la
degradacion anaeroObica. Los residuos organicos vegetales y de alimentos,
generalmente se depositan en vertederos o se incineran. Se ha encontrado que
éstos residuos tienen un contenido de sélidos volatiles de alrededor del 80% 90%,
y un contenido de agua de 75%-95%, siendo una alternativa viable para su
aprovechamiento en la digestion anaerdbica (Garcia-Pefia et al., 2011; Khalid et al.,
2011; Lin et al., 2011; Cardinali-Rezende et al., 2012; Xia et al., 2012; Zhang et al.,
2014; Abendroth et al., 2015). Por si solos, los residuos de alimentos tienen poca
estabilidad en el proceso de digestidon, debido a la acumulacién de acidos grasos
volatiles. Por otra parte, los residuos organicos vegetales, son poco estables y
tienen poca eficiencia en el proceso de digestion, debido a una baja relacion C/N.
Al combinar los sustratos de origen animal que complementa el contenido de
Nitrégeno faltante, se aumenta el sinergismo de los microorganismos aumentando
con ello la produccién de metano (Lin et al., 2011; Cabbai et al., 2013; Mata-Alvarez
et al., 2014; Montafés et al., 2014).
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2.3. Propiedades del nopal

La familia de los cactus comprende alrededor de 2000 especies. ElI nopal
perteneciente a la especie Opuntia, se cultiva en México y comprende
aproximadamente 100 especies endémicas. Los nopales se cultivan en las regiones
semiaridas de México, en el sureste de Estados Unidos, Chile, Brasil, Argelia e Italia
principalmente, donde se destina para consumo humano. Sin embargo, debido a
sus propiedades de adaptacién a diversas condiciones climaticas, se ha encontrado
gue tiene potencial para utilizarse como biomasa para la produccién de
biocombustibles. Por su contenido de lignina (9-30%), funciona como material
recalcitrante durante la fase de hidrélisis (Gebrekidan et al., 2014; Gasca et al.,
2015; Yang et al., 2015; Belay, 2016; do Nascimento Santos et al., 2016; Nharingo
and Moyo, 2016; Prieto-Garcia et al., 2016; Barazarte et al., 2017; Udeh and Erkurt,
2017).

Este tipo de plantas se cultivan cominmente en diversos lugares con temperaturas
elevadas y bajo contenido de agua. Se utilizan como alimento para consumo
humano y como alimento para ganado durante la época de sequia. Se denominan
plantas CAM (mecanismo del acido crasulaceo, por sus siglas en inglés), porque su
metabolismo les permite tener alta tolerancia a condiciones con altas temperaturas,
radiacion UV. Mientras que en condiciones favorables pueden almacenar agua en
sus hojas suculentas como medio de defensa para las jornadas de sequia largas.
Este tipo de plantas realizan un uso 6ptimo del agua (16-28%) en sus funciones
metabolicas. Su mecanismo de reproduccion puede ser por semilla, y también por
desprendimiento de los cladodios de la planta madre, el cual al ser colocado en el
suelo se convertira en una nueva planta (Gasca et al., 2015; Yang et al., 2015;
Belay, 2016; Prieto-Garcia et al., 2016; Udeh and Erkurt, 2017)

2.4. Propiedades del estiércol bovino

El estiércol bovino ha sido extensamente estudiado, como sustrato en el proceso de
digestién anaerdbica. Tiene una concentracion de soélidos de entre el 3 y 5%, y una
pequefa fraccidbn de compuestos lignocelulésicos; por lo que su degradacion es

mas lenta. El tratamiento que se le da a este material incluye molido, estrujado,
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secado a la intemperie, entre otros, por lo que la inversién para su aprovechamiento
es minima. Su eficacia se ve aumentada cuando se le conjunta con residuos
organicos como residuos de alimentos, obteniendo una mayor eficiencia en la
produccion de biogas a un bajo costo. Debido a que el estiércol bovino presenta
concentraciones elevadas de amoniaco y fosforo, estos funcionan como inhibidores
en el proceso de digestion, (Angelidaki et al., 2003; El-Mashad and Zhang, 2010;
Labatut et al., 2011; Adelard et al., 2015; Osborne et al., 2016; Poulsen et al., 2017;
Riggio et al., 2017).

2.5. Potencial bioguimico de metano

Existe una gran variedad de residuos organicos biodegradables que se pueden
utilizar en la digestién y co-digestion anaerdbica. Para evaluar el potencial de
biodegradacion organica se realizan ensayos por lotes de pequefios volimenes de
trabajo, denominados ensayos de potencial bioquimico de metano (PBM). Los
ensayos de PBM son de gran importancia en el proceso de digestion para realizar
estimaciones aproximadas del comportamiento de los sustratos para sistemas a
gran escala. Los ensayos de PBM se preparan utilizando sustratos organicos con
un inéculo obtenido de un digestor en operacion con condiciones de operacion
definidas, y se dejan funcionando hasta que la produccion de biogas cesé (Labatut
et al., 2011; Raposo et al., 2011; Browne et al., 2013; De Vrieze et al., 2015; Jain et
al., 2015).

Para llevar a cabo ensayos de PBM se debe tener en cuenta, que el indculo presente
una apropiada comunidad microbiana, la presencia de nutrientes, condiciones
ambientales 6ptimas, eficiente relacion de los sustratos y co-sustratos (Labatut et
al., 2011; Raposo et al., 2011; De Vrieze et al., 2015; Holliger et al., 2016). En el
Cuadro 2, se presenta un resumen de los principales estudios de potencial
bioquimico de metano que se han realizado, en concreto de co-digestion anaerbbica

de estiércol bovino y diversos sustratos.

Para realizar el ensayo, también se debe incluir un control positivo, el cual se define
basados en el tipo de sustratos. Por ejemplo, para evaluar la actividad amilasa, se

puede utilizar almidon soluble de papa. Para evaluar la actividad de la celulosa, se
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utiliza celulosa. Para medir la actividad proteinica se puede utilizar gelatina de uso
bacteriologico (Raposo et al., 2011).

Las condiciones de operacion de los ensayos de PBM, se mantienen de acuerdo a
las del inoculo, por lo que se debe conservar la temperatura y duracion del ensayo
de PBM (Raposo et al., 2011).
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Cuadro 2. Ensayos de potencial bioquimico de metano, de co-digestién anaerdbica

Volumen . Soélidos Temp. Metano Duracién
Ref. [mL] Sustrato In6culo [0 kg pH °C] C/N (ML gvs] [dias]
Residuos
(Garcia- de frutas y Estiércol
Pefia et 20000 vegetales bovino 98.9 4.0 30 N/D 450 35
al., 2011) Estiércol
bovino
Estiércol
(Labatut Estiércol bovino y
etal, 250 bovino residuos 124.0 N/D  35%1 N/D 2425 30
2011) de
alimentos
(Labatut Estiércol ESti.é reol
abatu . ovino
etal., 250 bovino y residuo); 83.2 ND  35¢1 N 2o/6 30
2011) suero de de 68.5 252.4
leche ;
alimentos
Estiércol
(Labatut Estiércol bovino y
et al., 250 bovino y residuos ;ggg N/D 3511 N/D gégg 30
2011) pasta de ’ '
alimentos
(Labatut Estiércol ESti.é reol
abatu . ovinoy
etal, 250 bovino y residuos 101.9 N/D  35%1 N/D 232.1 30
2011) pasta de de 148.5 285.6
carne X
alimentos
Estiércol Estiércol
(Labatut bovino y bovino y
et al., 250 aceite residuos 263.6 N/D 35+1 N/D 360.6 30
2011) vegetal de
usado alimentos
Estiércol Estiércol
(Labatut bovino y bovino y
etal, 250 comida de residuos 106.9 N/D 35+1 N/D 467.3 30
2011) perro con de
helado alimentos
Estiércol ESti.é rcol
(Labatut bovino y bovino y
etal, 250 . residuos 102.7 N/D  35+1 N/D 235.0 30
bebida de
2011) cola de
alimentos
Estiércol
(Labatut Estiércol bovino y
et al., 250 bovino y residuos 134.4 N/D 35+1 N/D 227.7 30
2011) papas de
alimentos
Estiércol
(Labatut Estiércol bovino y
et al., 250 bovino y residuos 308.0 N/D 35+1 N/D 207.8 30
2011) grama de
alimentos
( ]
(2L}



Cuadro 2. Ensayos de potencial bioquimico de metano, de co-digestibn anaerdbica (Cont.)

Volumen . Soélidos Temp. Metano Duracién
Ref. (mL] Sustrato In6culo (g kg ] pH °C] C/N (mLgvs? [dias]
Estiércol Estiércol
(Labatut bovino bovino y
etal., 250 . y residuos 110.5 N/D 35+1 N/D 220.1 30
2011) enjuague de
bucal alimentos
Estiércol Estiércol
(Labatut bovino y bovino y
et al., 250 grama con  residuos 108.8 N/D 351 N/D 258.0 30
2011) enjuague de
bucal alimentos
Residuos
gt:::’ba' 400 sg f;‘;;"f‘essy Lodos 45.0 35 o 16 363.0 30
. 1600 g ' activados  47.0 4.5 22 3383
2013) supermerca
dos
(Gebrekid .,
anetal, 05 Eg'\t/'i?]fd Rumen 30 g'ii 38 N/D  N/D 30
2014) ’
. Estiércol
(Gebrekid .
an et al., 0.5 bovchon Rumen 30 6.9+ 38 N/D N/D 30
Opuntia 0.0
2014) -prne
ficus indica
(Montafié Pulpa de B i
setal, 130 cafia de ;gg\‘/’: o ég'g ‘71'2 35 N/D 544.4 35
2014) azucar ' )
(Adelard L -
etal., 250 Estiercol  Estiercol g 8.00 37 33 261+33 36
bovino bovino
2015)
(De ., -
Vrieze et 80 Es.tlercol de Estlerpol 20.5£0. 7.8+ 34+1 N/D 137428 35
animal de animal 1 0.0
al., 2015)
. . L, 12.
(Aboudi et Estiércol Estiércol 221.3t0 6.1+
al., 2016) 2000 bovino bovino 2 0.2 3520.5 5110 650.0¢8.0 60
Extracto de 33
(Aboudi et cahay Estiércol 874.5¢0 5.8+ o 122.0+11.
al., 2016) 2000 estiércol bovino A 0.1 35¢0.5 5;0 0 60
bovino ’
(Lietal., Estiércol Estiércol 25.3t1. 6.9+
2016) 250 bovino bovino 0 01 37*05 N 12718 45
(Wang et Estiércol Estiércol 86.9+0.
al., 2016) 40 bovino bovino 0 8.0 37l N/D - N/D 48
N/D=no determinada.
( ]
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CAPITULO 3. Potencial bioquimico de metano de tres variedades

de nopal (Opuntia ficus-indica Mill.) en co-digestién con estiércol

bovino

Biochemical methane potential of three varieties of nopal (Opuntia

ficus-indica Mill.) in co-digestion with cow manure

3.1. Resumen grafico
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3.2. Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el potencial bioquimico de
metano de la co-digestion anaerdbica de nopal (Opuntia ficus-indica Mill.) en las
variedades Atlixco, Copena V1 y Milpa Alta, con estiércol bovino. Para ello se
emplearon dos proporciones de sustratos 75:25 y 82:18 (% v/v; nopal-estiércol
bovino), en digestores por lotes, bajo condiciones mesofilicas. De acuerdo con la
modificacion al modelo de Gompertz, se obtuvieron potenciales bioquimicos de
metano de entre 53.0 y 68.0 mL N-CHa gg¢ i+ L@ tasa maxima de produccién de
metano (u,,) varié de 1.2 a 2.2 mL N-CHa ggv.;;m d~1, con una fase de latencia (1)
entre 12.4 y 29.9 d. Los indices de biodegradabilidad oscilan de 19.1y 23.3 %. La
variedad la variedad Atlixo, en la proporcion 82:18 tuvo el menor potencial
bioquimico de metano (41.5 mL N-CHa ggy .;im)- Mientras que la variedad Copena
V1 obtuvo un potencial bioquimico de metano de 66.5 mL N-CHa g5y .;im, €N la
proporcién 82:18, con mejores resultados que la proporcién 75:25. La variedad
Milpa Alta, en la proporcion 75:25, obtuvo el mejor potencial bioquimico de metano
(71.4 mL N-CHa g5y .1im) del estudio, con una biodegradabilidad del 33.5%.

Palabras clave: PBM, modelo Gompertz, biodegradabilidad, Atlixco, Copena, Milpa
Alta.
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3.3. Abstract

The objective of this work was to evaluate the biochemical methane potential of the
anaerobic co-digestion of nopal (Opuntia ficus-indica Mill), using the varieties Atlixco,
Copena V1 and Milpa Alta, with cow manure. Two feedstock ratios 75:25 and 82:18
(% vlv; nopal-cow manure), were used in batch digesters, under mesophilic
conditions. According to the modified Gomperrtz model, was obtained biochemical
methane potentials of between 53.0 and 68.0 mL N-CHs gy& g Were used. The
maximum methane production rate (u,,) ranged from 1.2 to 2.2 mL N-CHa gy soqd ™2,
with a lag time (1) of between 12.4 and 29.9 d. Biodegradability index ranged
between 19.1 and 23.3 %. The Atlixco variety, at the 82:18 ratio, had the lowest
biochemical methane potential (41.5 mL N-CHa gy3 roq), While, Copena V1 variety
obtained a biochemical methane potential of 66.5 mL N-CHa g5y .;im. at the 82:18
ratio, with better results than the 75:25 ratio. The Milpa Alta variety obtained the best
biochemical methane potential (71.4 mL N-CHa gysq) at the 75:25 ratio, on this

study, with biodegradability index of 33.5%.

Keywords: BMP, Gompertz model, biodegradability, Atlixco, Copena, Milpa Alta.
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3.4. Introduccién

La co-digestion anaerobica se define como la utilizacion de dos o mas sustratos
para estabilizar el proceso y mejorar el rendimiento de biogas. Se suelen utilizar
residuos vegetales, tales como frutas, verduras, residuos de agricultura; en conjunto
con lodos activados, residuos de animales, como estiércol bovino, cerdo y aves
(Jang et al., 2016; Mosbeek et al., 2016; Provenzano et al., 2016). Bajo condiciones
mesofilicas promueve un sinergismo positivo entre los co-sustratos, debido a que
se complementan los nutrientes de los sustratos incrementando con ello la
produccion de metano de un 20% a 50%. El incremento varia de acuerdo al tipo de
sustrato utilizado, asi como también la disponibilidad de los nutrientes. En sustratos
compuestos principalmente por compuestos lignocelulésicos, la produccion de
metano se ve afectada por la disponibilidad de los carbohidratos, dependiendo de
su cristalizacion o grado de polimerizacion, la accesibilidad del area superficial
(porosidad) y el contenido de lignina. Si los componentes lignocelulésicos son
capaces de degradarse durante la hidrolisis, se puede biodegradar con mayor
eficiencia la biomasa (Shah et al., 2015; Wu et al., 2016). Los compuestos vegetales
durante la digestion anaerobica, producen acidos grasos volatiles de cadena corta
principalmente, como acetato, propionato y butirato, durante los primeros 10 dias
de digestion (Weimer et al., 2015).

El nopal (Opuntia ficus) es una planta que se cultiva en diversos paises tales como
México, Chile, Brasil, Argelia, Italia y en el sureste de Estados Unidos. Se utiliza
generalmente como alimento para consumo humano, y como alimentacion animal
en época de sequia, debido a sus propiedades de facil adaptacion a climas
extremos con altas temperaturas y con baja disponibilidad de agua. Las plantas de
nopal tienen metabolismo CAM, similar a las plantas Cs y Ca. Este tipo de
metabolismo le permite sobrevivir bajo condiciones climéaticas desfavorables,
haciendo un uso efectivo del agua disponible, por ello se le considera para la
produccion de biocombustibles (Borland et al., 2014). Los compuestos
lignocelul6sicos proveen un equilibrio al proceso de degradaciéon de la biomasa,
porque forman materiales recalcitrantes durante la hidrdlisis. Para la produccion de

biogas no requiere demasiada inversion, pues durante el pretratamiento sélo es
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necesario estrujarlo y se mezclar directamente (Gusha et al., 2015; Yang et al.,
2015; Belay, 2016; do Nascimento Santos et al., 2016; Prieto-Garcia et al., 2016;
Barazarte et al., 2017; Udeh and Erkurt, 2017). En el Cuadro 3 se puede observar
la composicién quimica de diferentes especies de nopal utilizadas en la produccion

de biocombustibles.

El uso de estiércol de animales para realizar la digestion anaerdbica es altamente
rentable, debido a la poca inversion que se tiene en el pretratamiento del mismo
(Cuadro 4). Se obtienen bajas producciones de metano de mono-digestion de
residuos de animales; debido a que contiene niveles altos de nitrdgeno que actua
como un inhibidor. El contenido bajo de lignina se puede complementar con los
residuos vegetales. La co-digestion con residuos de origen vegetal, permite que se
incremente la produccion de metano en un menor periodo de tiempo, ademas que
favorece la calidad del mismo (El-Mashad and Zhang, 2010; Labatut et al., 2011,
Adelard et al., 2015; Osborne et al., 2016; Poulsen et al., 2017; Riggio et al., 2017).
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Cuadro 3. Composicion quimica de nopal (Opuntia ficus)

Materia _— . L.
Lignina Celulosa Proteina Lipidos
Fuente seca pH (%] [%] [%] (%] Ref.
[%]
O.ficusindica 3.8#0.3 4.1#0.0 123+1.1 13.1#0.7 7.420.3 : (Yagglzt)a"'
O. ficus indica (Gasca et al.,
(var. Copena) 7.8 i 2.5 i 6.9 i 2015)
O. (Gasca et al.,
megacantha 12.1 i 1.3 i 45 i 2015)
O. hyptia- i i i (Gasca et al.,
cantha 13.8 2.0 5.9 2015)
i i i (Gasca et al.,
O. robusta 12.6 2.1 7.2 2015)
O. strepta- (Gasca et al.,
cantha 10.9 - 14 - 4.8 - 2015)
O. ficus indica
(var. Copena 5.0 - - - 7.7 1.9 (Torrez, 2015)
V1)
O. ficus indica
(var. Azul) 5.4 - - - 6.0 2.1 (Torrez, 2015)
O. ficus (var.
Goliat) 5.6 - - - 9.0 2.5 (Torrez, 2015)
O. ficus (var.
Atlixco) 6.1 - - - 6.8 2.0 (Torrez, 2015)
©. ficus (var. - ¢ 4 - - - 6.1 25  (Torrez, 2015)
Energy)
O. ficus indica
(var. Milpa 6.9 - - - 4.7 5.4 (Torrez, 2015)
Alta)
(do Nascimento
O. ficus indica 0.1 4.6+£0.2 13.8+1.0 - - - Santos et al.,
2016)
(do Nascimento
O. ficus indica 0.1 4.4+0.1 13.7¢1.1 - - - Santos et al.,
2016)
Nopaleaco- (do Nascimento
Chgn"”fera 0.1 4600 6.8+1.2 - - - Santos et al.,
2016)
0. (Prieto-Garcia
heliabravoana i i i i 21.0¢0.9 16.9+0.5 7 al., 2016)
i i i i (Prieto-Garcia
0. xoconostle 0.6+0.0 2.5%0.2 etal., 2016)
. . ) i i i (Prieto-Garcia
O. ficus indica 0.9+0.0 2.620.1 etal., 2016)
. i i i i (Udeh and
O. ficus 16.7 48.5 Erkurt, 2017)
. . i i i (Barazarte et
O. ficus indica 4.5+0.0 6.0+£0.4 al., 2017)
. - i i i (Barazarte et
O. ficus indica 4.0+0.0 5.0:0.1 al., 2017)
. - i i i i (Barazarte et
O. ficus indica 4.2+0.2 4.3+0.2 al., 2017)
( ]
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Cuadro 4. Composicion quimica del estiércol bovino

Materia I p o
Lignina Celulosa  Proteina  Lipidos
Fuente seca pH [%] (%] (%] [%] Ref.
[%]

Estiércol (Torrez,
hovinG 16.7 - - - 10.8 2.0 2015)
., (Zheng
estercol 223:02 - 145:09  23.7x0.1 : : etal.,
2015)

Estiercol 51 4407 6.9:0.1 105:02 10.0+25 178 2003 (etal
bovino 2016)
. (Riggio
Eg’;'\‘firncoo' 28.8:0.3 6.6  12.0¢15 38520 . - etal,
2017)

Estiércol (Wang et

bovino 15.3£0.0 - - 19.5+£0.0 9.0+0.0 - al., 2016)

Estiércol (Osborne
bovino 10.5 - 17.0 13.0 45.0 - etal.,
2016)

Estiércol (Osborne
bovino 10.0 - 13.0 17.0 46.0 - etal.,
2016)

Estiércol (Osborne
bovino 11.9 - 18.0 20.0 57.0 - etal.,
2016)

- (Huang
bo&f}t‘)elfcﬂ'l 4o 158 7.7 13.3 27.2 . - etal,
quido , , , , , ~ 2016)

Los ensayos de potencial bioquimico de metano (PBM) se emplean para evaluar el
potencial de biodegradabilidad de los residuos organicos en la digestién y co-
digestion anaerobica. Para los ensayos de PBM emplean pequefios volimenes de
trabajo y se estima el comportamiento de los sustratos durante el proceso de
degradacion. Para estos ensayos se utilizan diversas relaciones de sustratos,
indculo, condiciones de operacion, temperatura, pH, contenido de sélidos, adicién
de compuestos, entre otros. Esto permite conocer el comportamiento de cada
tratamiento en la produccion de metano y poder realizar las estimaciones para su
escalamiento (Ortega-Martinez et al., 2016; Patil and Deshmukh, 2016; Zhang et al.,
2016; Zhang et al., 2016).

Tomando en cuenta los beneficios de la co-digestion anaerdbica y que la region
central de México es uno de los principales productores comerciales de nopal, el
objetivo del presente estudio es evaluar el potencial bioquimico de metano de la co-
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digestién anaerdbica de nopal- estiércol, de tres variedades de nopal (Opuntia ficus-

indica Mill.) bajo condiciones mesofilicas.

3.5. Materiales y Métodos

3.5.1. Andlisis experimental

Se emplearon dos diferentes sustratos: nopal Opuntia ficus-indica Mill.,, en las
variedades Atlixco (OFA), Copena V1 (OFC) y Milpa Alta (OFM), con estiércol
bovino (CM), su caracterizacion quimica se observa en el jError! No se encuentra
| origen de la referencia.. Se llevd a cabo en botellas seroldgicas de 305 mL de
capacidad y un volumen de trabajo de 250 mL, se afiadié indculo en un radio de
10% (v/v). El inéculo se obtuvo de dos digestores mesofilicos, los cuales son
alimentados con nopal (Opuntia ficus-indica Mill.) y estiércol bovino, en un radio de
75:25 (% viv) y 82:18 (% v/v), respectivamente, con un 4% de sdlidos totales. Los
tratamientos incluyen dos diferentes mezclas de nopal (75% y 82%) y estiércol
bovino (25% y 18%), con una concentracion de sélidos totales del 4%, se utilizd
celulosa microcristalina (CAS 9004-34-6, Sigma Aldrich) como testigo (MCC). Las
caracteristicas de los tratamientos se resumen en el Cuadro 6. Las botellas fueron
purgadas con nitrégeno e incubadas a 37+1°C. Los tratamientos se llevaron a cabo

por triplicado.

Cuadro 5. Composicién quimica de los sustratos

. . Sustrato
Parametros Unidades OFA OFC OFEM Y

pH - 4,52 4.05 4.15 8.61
ST [%0] 4.37 3.67 4.47 5.56

SVIST [%0] 68.56 76.08 82.49 53.00
C [%0] 37.36 35.93 36.06 24.55
H [%0] 4,92 4,54 4,93 3.19
N [%0] 1.52 1.52 1.03 2.28
CIN - 24.58 23.72 35.01 10.78
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Cuadro 6. Composicion quimica de los tratamientos

Sustratos Parametros®
Tratamientos ST SVIST DQO N-NH

OFf CM> CN  PH  poq %) moLd  mg L
MCC75 - - - 8.4+0.0 4.4%0.9 96.5+1.6 45,917+1,207 40+25
OFA75 75 25 20.0 6.1+0.1 3.5+0.3 63.3+0.6 30,526+ 527 62+19
OFC75 75 25 194 54+0.0 3.5+0.6 66.5+1.1 31,243+4,872 69175
OFM75 75 25 24.7 5.7¢+0.0 3.7x0.1 67.7+1.1 33,984+2,341 131471
MCC82 - - - 8.6x0.2 4.7+0.7 90.5+1.0 50,261+1,353 39422
OFA82 82 18 21.2 59+0.1 3.2+0.3 71.3+4.3 29,640+1,646 7521
OFC82 82 18 205 5.0+0.1 3.5+0.1 70.8+0.6 32,719+2,655 52+18
OFM82 82 18 27.1 6.6£0.0 4.2+04 61.6+0.7 33,098+2,584 82+ 8

a0puntia ficus; "Estiércol bovino; °Media calculada+desviacion estandar (n=3)

3.5.2. Métodos analiticos

Se cuantificaron los siguientes parametros para cada tratamiento: Soélidos totales
(ST), solidos volatiles (SVIST) y demanda quimica de oxigeno (DQO) se
determinaron utilizando los métodos descritos por APHA (2005). El nitrégeno
amoniacal (N-NHs) se determin6 por el método HACH 10031 (HACH, 2004). El pH
fue obtenido mediante un potenciometro (Thermo Scientific Orion 5 Star,
Singapore). El perfil de acidos grasos volatiles (AGV), donde incluye acetato,
propionato, butirato, iso-butirato, valerato, iso-valerato, caproato, iso-carpoato y
heptanoato, se obtuvo a partir del método descrito por Meneses-Reyes et al. (2017),
mediante cromatografia de gases (Claurus 500, Perkin Elmer, USA). Equipado con
un detector de ionizacion de flama (FID, por sus siglas en inglés), y una columna
capilar Elite-FFAP con una longitud de 30 my 0.32 mm de diametro (Perkin Elmer,
USA). Con un flujo de gas 5 mL mint a 10.6 PSI, el puerto de inyeccién a 150°C,
horno a 100°C durante 8 min con rampa de 160°C durante 8.5 min, el detector a
250°C y tiempo de retencién de 16.5 min, utilizando helio como gas acarreador. Se
compar6 con una curva de calibracion utilizando cisteina como estandar (reactivo

analitico, Perkin Elmer).

La cuantificacion de metano generado en cada tratamiento se determiné de acuerdo

a la metodologia utilizada por Solis (2015), para la cual se inyectan 10 pL de biogas
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en un cromatégrafo de gases Perkin-Elmer (modelo Claurus 500). Con una columna
Crossbond Carbowax marca Perkin-Elmer (modelo Elite-FFAP), con una
temperatura en el inyector de 100°C y en el horno de 70°C. Se utilizé helio como
gas de arrastre a una presion de 23.3 PSI y se mantuvo una presion de 14.0 PSI
dentro del detector, con un tiempo de retencién de 4 min. El porcentaje de metano
se obtuvo con una curva de calibracion con metano puro (HDSP No. P-4618-F,

Praxair, México).

El biogas producido se cuantificd por arrastre de volumen con una solucion salina
(10% v/v), acidificada con H2SO4 (J.T. Baker), a un pH de 3.

3.5.3. Potencial bioquimico de metano tedrico

La determinacion del potencial bioquimico de metano tedrico (PBMt), permite
estimar la cantidad de metano que se producira en proceso de digestion, tomando
en cuenta la composicién de los sustratos. En el supuesto de que se consuma todo
el sustrato; esta determinacion se realiza por estequiometria quimica. Segun lo que
mencionan Crespo et al. (2016), el modelo general fue propuesto por Buswell y
Hatfiel en 1936, el cual soOlo considera carbono, hidrogeno y oxigeno, como
elementos de entrada (Ec. (10)). Posteriormente, segun lo que mencionan
Santolaria (2014) y Achinas and Euverink (2016), se realiz6 una modificacion en
1976 por Boyle, donde se incluyen nitrdgeno y azufre, para obtener las fracciones
de amoniaco y sulfuro de hidrégeno contenidas en el biogas (Ec. (11)). Cuando se
conoce la composicion quimica de los sustratos se puede emplear la Ec. (12), la

cual es la que se va a emplear en el presente estudio.

CXHyOZ+(X—%_E)H20_>(§+X z

. . 8—4)CJL14+(§—X+E)CO2

2 8 4

Ec 10
Dénde x, y y z corresponde a la masa molar de cada

componente (C, H, O)
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28484

<a b e 3, )co + dNH, + eH,S =e i
2 872" g "4 3T et
Doénde a, b, c,d y e corresponde a las relaciones de masa
molar de los elementos de cada sustrato (C, H, O, N, S).
b ¢ 3d e
224(3+5-3-5 ~4) Ec 12

PBMt =

12.017a + 1.0079b + 15.999¢ + 14.006d + 32.065¢e

Donde 22.4 equivale al volumen de 1 mol de gas a condiciones
estandar de temperatura y presion.

3.5.4. Ensayo del potencial bioquimico de metano

Los ensayos de potencial bioquimico de metano (PBM) de este estudio se llevaron
a cabo segun lo que menciona Solis (2015); el cual el metano obtenido es
normalizado a condiciones estandar de temperatura y presion (273.15K, 1 atm). Se
expresé en funcion de los mL acumulados por gramos de soélidos volatiles
alimentados (N-mLCHa ggy.;im)- CoOn las estimaciones del PBMt y el PBM
experimental (PBMe), se determind el porcentaje de biodegradabilidad, utilizando la

ecuacion es descrita por Ryan et al. (2017) (Ec. 13).

PBMe
Biodegradabilidad = Ec 13

PBMt

3.5.5. Modelado de la cinética

Los principales parametros del proceso de la digestion anaerdbica se obtuvieron
mediante el modelo modificado de Gompertz, descrita por Zwietering et al. (1990),
en la Ec. 14:

P = PBM - exp{ exp [W QA-t)+ 1]} Ec 14

Donde P, corresponde a la produccion acumulada de metano (mL CHa g5y 41im) €N

el tiempo t (d), PBM es el potencial bioquimico de metano (ML CHa gy .jim)» Hm €S
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la tasa de produccion de metano por dia (mL CHa g5y .im d7), e es la constante
matematica (2.718282), 1 duracion de la fase de latencia (d), y t es el tiempo de
digestién (d). La modelacion se determiné en SigmaPlot (version 13.1).

3.5.6. Andlisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
Se realiz6 también una prueba de Tukey para comparar las medias de la produccién
de metano de cada tratamiento con un a=0.05. Para evaluar los pardmetros que
tuvieron una mayor correlacion en el estudio se emple6 un analisis de componentes
principales (PCA), utilizando las caracteristicas quimicas de los sustratos al inicio y
al final de la digestion, con los parametros del modelo modificado de Gompertz. Se
realiz6 un analisis PCA para evaluar los perfiles de los principales acidos grasos
producidos (acetato, propionato, iso-butirato, butirato). El andlisis estadistico se
llevo a cabo en el paquete SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary. NC, USA).

3.6. Resultados y Discusion

3.6.1. Caracterizacién quimica de los tratamientos
El resumen de las caracteristicas quimicas de los tratamientos después de 90 dias

de digestion se observan en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Caracteristicas quimicas al final del proceso de digestion

Parametros*

Tratamientos H ST SVIST DQO N-NHs
P [%] [%] [mg L] [mg L]

MCC75 6.6+0.0 3.0+0.2 90.6+0.9 39,291+ 7,744 547+ 13
OFA75 7.8+0.0 2.6+0.5 40.5+6.0 12,098+ 4,306 244+ 61
OFC75 7.8+0.0 2.3+x0.5 37.9+3.3 15,640+ 8,759 268+ 36
OFM75 7.6+0.1 3.1+0.7 40.9+2.7 22,261+10,615 202+ 49
MCC82 6.6+0.2 3.7+0.9 82.2+3.8  45,786+14,465 323+199
OFA82 7.8+0.0 2.4+0.3 32.4+0.7 14,924+ 3,647 277+ 46
OFC82 7.8+0.0 2.9+0.5 43.0+5.1 14,586+10,328 323+ 72
OFM82 6.7+0.0 2.7+0.9 29.9+2.0 6,532+ 4,092 219+ 66

*Media calculadatdesviacion estandar (n=3).

En comparacion con los pardmetros calculados al inicio de la digestién (Cuadro 6),
se observa que el porcentaje de solidos totales, sélidos volatiles y DQO tienen un

descenso, tanto en los tratamientos de la relacion 75:25 como en los de la 82:18, lo
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gue se le puede atribuir a la degradacion y consumo de los sustratos, segun lo
mencionado por (Haider et al., 2015). Siendo estos resultados comparables con los
reportados por Solis (2015). Ramos-Suarez et al. (2014) realizaron estudios de PBM
con Opuntia maxima, donde los valores de pH y concentracion de sélidos volatiles

son similares a los obtenidos en el presente estudio.

El rango de pH Optimo para la accion de los metandgenos es de 7.0 a 7.4 (Mitchell
et al., 2015), sin embargo segun lo mencionado por Franke-Whittle et al. (2014) la
metnogénesis se puede llevar a cabo desde pH de 6.8 a 7.2, ya que a un pH mas
alcalinos, los granulos microbiales se desintegran. En lo que respecta a lo reportado
en el presente estudio se obtuvieron rangos de pH de 6.6 hasta 7.8, siendo el 6ptimo

para que la metanogénesis se lleve a cabo.

Otro parametro evaluado fue la concentracion de N-NHs, la cual al final de la
digestion mostré un incremento significativo en comparacion con la concentracion
inicial, donde en los tratamientos de OFC82 y OFA82 se observaron las
concentraciones mas elevadas de 323 mg Lty 277 mg L1, respectivamente. Sin
embargo, a pesar de que la concentracion se incrementd 6 y 3 veces,
respectivamente, en comparacion con la concentracion inicial de N-NHs, no es
causa de inhibicion en el proceso de digestion, ya que segun lo reportado por
Franke-Whittle et al. (2014) la digestién anaerdbica se ve inhibida a concentraciones
de N-NH3 superiores a 2000 mg L%, por lo que las concentraciones de N-NH3
reportadas en el presente estudio no son causantes de inhibicion en el proceso de

digestion.

3.6.2. Produccion de biogas
La produccion de biogas acumulada en funcién de tiempo de digestion para cada

uno de los tratamientos se observan en la Figura 2.
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Figura 2. Produccion acumulada de biogas; (a) tratamiento de nopal-estiércol [75:25] y (b)
tratamiento de nopal-estiércol [82:18].

Se encontré que los mayores productores de biogas fueron los tratamientos de
OFM75y OFC82, produciendo un total de 4835.3 mL y 4558.0 mL, respectivamente,
por el contrario los tratamientos de la variedad Atlixco fueron los que menor cantidad
de biogas, los cuales produjeron 3614.0 mL y 3682.3 mL para OFA75 y OFA82,
respectivamente. El testigo de celulosa produjo un total de 2151 mL y de 3234.3 mL
para cada una de las relaciones de estudio, manteniéndose por debajo de los
tratamientos con nopal. Estos resultados son comparables con los reportados por
Solis (2015) con la variedad Milpa Alta (2617.0 mL, en la relacion 82:18, 3180.0 mL,
para 75:25). Por otra parte, Osborne et al. (2016) realizaron estudios de co-digestién
estiércol y ensilado de hierbas donde obtuvieron valores de produccién de biogas
de hasta 3268 mL durante los primeros 64 dias, y hacia el final del experimento la
produccion incrementé a 3324 mL (252 dias), lo que concuerda con el presente
estudio, ya que hacia el final del proceso d digestion anaerdbica la produccion de
biogas sélo incrementaron 5 mL por dia. Belay (2016) por su parte, realizd co-
digestién de Opuntia ficus-indica Mill., reportando hasta 900 mL de biogas producido

bajo condiciones pscrofilicas (27°C).

En cuanto a la produccion diaria de metano (Figura 3a y Figura 3b), de manera
general, todos los tratamiento presentaron una actividad metanogénica, reflejada en
la produccién de metano en los dias 15 al 45, disminuyendo la produccion hacia el

final del proceso de digestion. Se destaca el tratamiento OFC82 con la produccion
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mas elevada de metano en el dia 25 (248.4 mL CH4), seguido del tratamiento
OFAT75 produciendo 147.2 mL N-CH4 el dia 17.

180 L ] L ]
160 L @ @4 ¢ (b) §

120 +
100 + + o4

N A O ®©
o O O O O
I I I I

1000 +
900 +
800 +
700 +
600 +
500 +

400 + 3 %ﬁ% %ﬁg
] @%ﬁﬁ ﬁg Pl ‘w gl
100+ ° E : ER A OFM82 |
o s

MCC75 [+ + % MCC82 [T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo [d]

Produccién de metano [mL d]

Figura 3. Produccién de metano (a, b) y acumulado (c, d).

Por otra parte, la produccién acumulada de metano (Figura 3c y Figura 3d),
concuerda con lo anterior en cuanto al periodo alto de produccion de metano, donde
el testigo de celulosa present6 la produccidbn de metano mas elevada, en
comparacion con los demas tratamientos, en ambas relaciones de estudio 556.0 mL
CHsy 771.9 mL CHa4. En cuanto a los tratamientos con nopal destacan OFC75 y
OFA82 como los mejores productores de metano obteniendo valores de 402.3 mL
CHs y 380.7 mL CHa, respectivamente, por el contrario los tratamientos con la
variedad Atlixco fueron los que menor cantidad de metano produjeron durante el
proceso de digestiéon, obteniendo valores de 312.1 mL CH4 para OFA75y 246.8 mL
CH4 para OFA82. A pesar de ello, estadisticamente no se encontro diferencia

significativa (0=0.05) en la produccion de metano entre los tratamientos de nopal
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para ambas relaciones de estudio. Finalmente, estos resultados son comparables
con los reportados por otros tratamientos en co-digestion con nopal, como los
reportados por Solis (2015), Belay (2016), Osborne et al. (2016) y Wang et al.
(2016).

3.6.3. Potencial bioquimico de metano tedrico
En el Cuadro 8 se presentan las determinaciones de Potencial Bioquimico de
Metano tedrico (PBMt), obtenidas del modelo de Boyle para cada uno de las

relaciones de estudio y variedades de nopal.

Cuadro 8. Determinaciones del modelo de Boyle

Productos
Sustrato H.O CHg4 CO; NH3 H.S
[mL gsv'] [mL gsv'] [mL gsv'] [mL gsv'] [mL gsv']

MCC 138.1 414.4 414.4 0.0 0.0
OFA75 0.0 224.6 412.2 27.3 2.7
OFC75 0.0 201.8 21.4 27.2 2.0
OFM75 0.0 213.1 405.7 21.4 0.9
OFA82 111 240.0 413.5 26.4 2.8
OFC82 0.0 215.1 416.7 26.4 2.0
OFM82 0.0 227.4 406.4 20.0 0.8

La aplicacion del modelo de Boyle, supone que se consume el 100 % de la materia
(Achinas and Euverink, 2016). La celulosa microcristalina, al ser un compuesto
estandar conocido, determind que todo el sustrato se convierte en CHs y CO2. No
siendo el mismo caso de los tratamientos con nopal, ya que dentro de su
composicién quimica si contiene pequefas cantidades de nitrégeno y azufre. De
manera tedrica, el tratamiento con la variedad Copena V1 (OFC75 y OFC82) obtuvo
el PBMt mas bajo (201.8 mL CHa gsv! y 215.1 mL CHa gsvl, respectivamente).
Mientras que los tratamientos con la variedad Atlixco (OFA75 y OFA82), obtuvieron
el PBMt mas elevado (224.6 mL CH4 gsv! y 240.0 mL CHa gsv'l, respectivamente).
También se observa que debido a que tiene un contenido de oxigeno elevado, se
produce de manera tedrica cantidades elevadas de CO2, en algunos casos mas
elevadas que las de CH4. Haciendo una comparacion con la produccion de biogas,

presentado en el apartado anterior, se mantiene la relacién, ya que durante los
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primeros dias se produce una elevada cantidad de biogas (Figura 2), pero no siendo

asi de metano (Figura 3c y Figura 3d).

3.6.4. Potencial bioquimico de metano

En la Figura 4 se presenta la produccion acumulada de metano para cada uno de
los tratamientos estudiados. Los tratamientos con nopal tuvieron una duracion de
90 dias, mientras que los de celulosa se extendieron hasta 180 dias, terminando el
proceso de digestién cuando la produccion de biogas cesé. A partir de las graficas
se observa que los tratamientos presentaron una fase de latencia, una fase
exponencial y una fase estable o estacionaria. En la primera fase se presento la
mayor concentracion de acidos grasos volatiles, lo que es un indicativo de que la
materia organica se degrado para dar paso a la produccién de acetato, propionato
y butirato principalmente que posteriormente se convirtieron en biogas (Agler et al.,
2011); dado que se observo una disminucion en la concentracién de los acidos

grasos en las fases subsecuentes.

Tomando en cuenta el comportamiento del perfil de &cidos grasos volatiles, el
sistema siguié posiblemente una ruta acetoclastica. Ademas de que por la alta
concentracion de butirato (superior a la de acetato) y el tipo de sustrato, también se
le puede atribuir que el sistema siguié posiblemente la ruta de la B-oxidacion
reversa, segun lo explicando por (Ali Shah et al., 2014), (Spirito et al., 2014) y (Xing
et al., 2017).

Hacia la fase final del proceso de digestion (40-50 dias), en los tratamientos de
nopal la produccion de metano disminuye. Este comportamiento también se
presento en los tratamientos testigo de celulosa a partir del dia 140 hacia el final de

la experimentacion.
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Figura 4. Produccion acumulada de metano y perfil de acidos grasos volatiles por tratamiento durante
el proceso de digestion anaerdbica.

El resumen de las determinaciones del modelo modifcado de Gompertz se

presentan en el Cuadro 9.

De manera general el comportamiento del PBMe vario en un rango desde 53.0 a
68.0 mL CHs g5y .1im: @ UNa tasa de produccion de metano (um) de 1.2 — 2.2 mL

CHa g5y a1imd™, con una duracion de la fase de latencia (A) de entre 12.3 a 29.9 d.

Para los tratamientos con nopal, se observé que el mayor PBMe para la variedad
Milpa Alta produjo un 71.4 mL CH4 g5y a1im Y 64.6 ML CHa g5y .iim Para OFM75 y
OFM82, respectivamente. Al igual que en los demas parametros evaluados, la
variedad Atlixco alcaz6 un PBMe de 52.8 mL CHa g5¢ jim Y 41.5 ML CHa4 g5¢ a1im
para OFA75 y OFA82. Mientras que los tratamientos testigo alcanzaron un PBMe
de 53.0 mL CHa g5 i Para MCC75 y 75.5 mL CHa g5y .;m Para MCC82, siendo

esté ultimo el que destacé en el PBMe en el estudio.

Estos resultados son similares a lo reportado por Solis (2015), con la variedad Milpa
Alta, quien report6 120.6 mL N-CHa g5y .;im» €N la relacion 82:18 (nopal-estiércol), y

de 112.3 mL N-CHa g5y .;im» €N la relacion 75:25. Mientras que Riggio et al., (2016),

——
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reporté6 un PBM de 226 mL N-CHa ggv.;m, Para la digestion de estiércol bovino
Unicamente. También son comparables con un estudio realizado por Elghandour et
al. (2016) con Opuntia ficus, donde la produccion de metano fue de 89.0 mL CHa
gus?ty 98.9 mL CHas gus™.

Cuadro 9. Parametros calculados del modelo modificado de Gompertz

PBMt? PBMe Biodegradabilidad pm A R?

Tratamiento [mL_E:H4 [ml_ch4 (%] [q\lL CI—_|14 [d]
8vsl Bvsfed 8vsteqd ]
MCC75 414.4 53.084 12.8¢ 0.68 31.984¢  0.9967
0.9977
0.9889
OFA75 224.6 52.88A 23.584C 2.3A 8.4  0.9805
0.9870
0.9896
OFC75 201.8 66.584 32.94 2.6 14.58¢  0.9777
0.9782
0.9750
OFM75 2131 71.484A 33.54 1.4BA 19.854¢  0.9861
0.9920
0.9803
MCC82 414.4 75.5% 18.28¢ 0.88 41.4%  0.9943
0.9943
0.9956
OFA82 240.0 41.58 17.38C 1.984 8.5  0.9832
0.9844
0.9782
OFC82 215.1 59.08A 27.48A 2.47 34.68%  0.9884
0.9705
0.9958
OFM82 227.4 64.684 28.48A 1.984 10.08¢  0.9946
0.9901
0.9943
8Ecuacion de Boyle. Difernetes letras en la misma columna son significativamente diferentes

(0=0.05).

En cuanto al porcentaje de biodegradabilidad, aquellos tratamientos con una mayor
eficiencia fueron los de la relacion 75:25, en especifico los tratamientos OFM75 y
OFC75 con un porcentaje de 33.5% y 32.9%, respectivamente. Sin embargo, de
manera estadistica, no se encontro diferencia significativa (a=0.05) de eficiencia en
comparacion con los tratamientos estudiados. En la literatura Browne et al. (2013)
realizaron pruebas de PBM a partir de lodos de plantas de tratamiento de agua
inoculados con estiércol bovino, reportando un porcentaje de biodegradabiidad del

61%. Los porcentajes de biodegradabilidad del presente estudio también son
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comparables con los estudios realizados por Ebner et al. (2016), quien reporté un
37.2% de eficiencia en procesos de digestion anaerobia con estiércol bovino y

residuos de frutas y vegetales, y un testigo de celulosa.

Ramos-Suarez et al. (2014) estudiaron la relacién de la biodegradabilidad con la
relacion C/N, encontrando que al aumentar la relacion C/N del porcentaje de
biodegradabilidad también se incrementa, teniendo una relacion directa con la
produccion de metano. Teniendo relacién con lo reportado en el presente estudio,
donde se encontré que cuando la relacion C/N aumenta también lo hace el PBMe
(Figura 5). Sin embargo, Li et al. (2011), mencionan que una relacion C/N por
encima de 27, perjudica la digestion anaerdbica, por la concentracion de nitrégeno,
mientras que por el contrario una relacion C/N por debajo de 20 también disminuye
la produccién de metano. Estableciendo una relacién de C/N 25 como éptima para
el proceso de digestion anaerobica. Li et al. (2017) también reportaron la misma
tendencia en la relacibn C/N utilizando residuos de alimentos en digestion

anaerobica.

51

——
| —



100
-

_§ 90 -

g

C(DD 80 -+

oFm75[d

:Ef 70 4 OFC75@
o OFM82A
-
E 601 OFCe24¢p

© OFA75[H
T
& 50 A

=

g OFA82VY

o 40

[}

e

8 30 A

g

° 20 -

]

S 10 -

O

S

'8 0 T T T T T T T T T T T
E 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

C/N

Figura 5. Relacion de C/N vs Produccién de metano acumulada.

A partir de los parametros finales (C/N, pH, ST, SV/ST, DQO N-NH3) determinados,
y los obtenidos a partir del modelo modificado de Gompertz (PBMe, um, A) para el
presente estudio, se realiz6 un analisis de componentes principales (Figura 6). El
Componente 1 (PRIN 1) esta positivamente relacionado en un 57.0% en los
parametros DQO, SV/STf, y pHf, y negativamente relacionado con el pum y N-NHs.
Por su parte, el Componente 2 (PRIN 2) tiene una correlaciéon del 15.9%,
positivamente influenciado por PBMe, N-NHz y A. Se aprecia una clara separacion
de los tratamientos de testigo de celulosa microcristalina de los de nopal, ubicados

hacia el lado izquierdo del grafico.
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tratamientos.

También se realiz6 un PCA a partir del perfil del comportamiento del acetato (ACE),
porpionato (PRO), iso-butirato (IBU) y butirato (BUT), los cuales se presentan en la

Figura 7, dénde el subindice i corresponde a los dias de muestreo.

Los dos principales ejes explican el 70.1% de la variacion. El Componente 1 esta
representado por el 40.2% de la varianza, influenciado positivamente por ACEG65,
PRO72, BUT72, ACE34 y ACE44. Para el Componente 2, la representacion de la
varianza es del 29.9%, siendo influenciado positivamente por butirato (BUT23 y
BUT34) e iso-butirato (IBU23 e IBU34). Destaca el tratamiento OFC82, ya que se
separa claramente de los demas tratamientos, debido a que es el tratamiento que
presenta la mayor concentracion de AGV en comparacion con los demas

tratamientos. De manera general, los tratamientos de nopal se mantienen cercanos
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entre si, ubicandose hacia el lado izquierdo el grafico, siento esta cercania debida

a que la concentracion de AGV son similares entre si.
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Figura 7. Andlisis de componentes principales del perfil de 4cidos grasos volatiles.

El perfil de &cidos grasos volatiles se graficé de manera independiente para acetato,
propionato, iso-butiratito y butirato, quienes tuvieron una mayor presencia durante
todo el proceso de digestion (Figura 8). Dentro de su comportamiento se puede
apreciar que durante los primeros 30 dias de digestion se consumieron, teniendo

relaciéon con la fase exponencial del PBMe. Se observa que la concentracion de
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butirato es superior, en una relacion 3:1 con el acetato. Sobresale el tratamiento
OFC82 con la concentracion mas elevada de butirato (7024.0 mg L) y acetato
(6296.3 mg L) en el dia 23. En relacion con lo reportado en otros trabajos similares,
Haider et al. (2015) mencionan que concentraciones de butirato superiores a 5000
mg L pueden ser causa de inhibicién en el proceso de digestién, mientras que
Franke-Whittle et al. (2014) reportan que las formas iso del butirato y valorato
pueden ser causantes del desbalance en el proceso de digestién; sin embargo, no
se aprecia una alteracion en el proceso de digestion en el presente estudio, pues el
butirato fue consumido progresivamente hacia el final del experimento, lo que puede
deberse a que los microorganismos estan adaptados a concentraciones altas de
butirato. También Merklein et al. (2014) mencionan que en compuestos
lignoceluldsicos se produce una alta concentracion de butirato por la suficiente
aportacion de carbono durante la fermentacion, superando incluso la concentraciéon

de acetato, que es la que cominmente se produce en mayor cantidad.
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A partir de la Figura 8, también se pueden observar tres comportamientos

diferentes, coincidiendo con el tipo de tratamiento,

continuacion.
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e Relacién 75:25 (OFA, OFC, OFM). Las variedades de nopal tuvieron un
comportamiento similar en la concentracion de los AGV, de tipo unimodal,
con el pico mas elevado el dia 7 y una fluctuacion para el dia 34,
exclusivamente en propionato. La produccion de los AGV comienza en el dia
7 y finaliza en el dia 44, coincidiendo con el final de la fase exponencial.

e Relacién 82:18 (OFA, OFC, OFM). Las variedades presentan un
comportamiento similar entre si. Con una curva tipo unimodal, con el pico
mas elevado en el dia 23, con una fluctuacion el dia 65 en acetato y
propionato. En este caso, su produccion inicia el dia 14 y finaliza el dia 72,
cuando finaliza la fase exponencial.

e Celulosa microcristalina (MCC75 y MCCB82). Presentdé una distribucion
unimodal, con el pico mas elevado el dia 44, concordando con el final de fase
de latencia, para ambas relaciones. Su concentracion disminuye hasta el final
del proceso. Con una fluctuacidén en acetato en el dia 105 en el tratamiento
MCC82.

De manera general, ambas relaciones de nopal presentan un comportamiento
similar, en la curva, variando los dias de produccion de AGV y los puntos mas
elevados de produccion. Después de del punto de mayor produccién su

concentracion decae hasta el final de la digestion.

3.7. Conclusiones

El potencial bioquimico de metano de la co-digestion nopal — estiércol bovino de la
mayoria de los tratamientos fue mayor que el testigo de celulosa. La variedad Atlixco
tuvo el menor PBMe en ambas relaciones (52.8 mL N-CHa ggo .jim Y 41.5 mL N-CHa
g5v alim)- Las variedades Copena V1 y Milpa Alta aumentaron en un 18.4% y 28.3%
el PBMe, en relacién con el testigo de celulosa microcristalina. Siendo la variedad
Milpa Alta la que tuvo los rendimientos mas altos del estudio (71.4 mL N-CHa g5 a1im
y 64.6 mL N-CHa g5y .1im» Para 75:25 y 82:18, respectivamente). En cuanto al perfil
de AGV, los tratamientos con nopal tuvieron un comportamiento similar entre si, con
una mayor concentracion de butirato y acetato, donde la relacién 82:18 destacé en

la concentracién de AGV; mientras que la celulosa microcristalina tuvo una mayor
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concentracion de acetato, sugiriendo que la composicion de los sustratos afecta la

ruta metabdlica en el proceso de digestion anaerdbica.
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CAPITULO 4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1. Conclusiones

El nopal que se produce en la region central de México se utiliza generalmente para
consumo humano. Sin embargo, durante su transformacion puede generar grandes
cantidades de biomasa, por ello se sugiere como una alternativa para la produccion

de biocombustibles, tales como bioetanol y biogas.

Por sus propiedades quimicas se le utiliza como co-sustrato, equilibrando la relacion
C/N, permitiendo que aumente la produccién de metano. Diversas investigaciones
han demostrado que cambios en la composicion quimica de los sustratos afectan la
produccion y calidad del metano. Tomando en cuenta lo anterior se evalué la
capacidad de produccién de metano de la co-digestion de nopal (Opuntia ficus-

indica Mill.), en tres variedades, con estiércol bovino.

El potencial bioquimico de metano tedrica cambia de acuerdo al tipo de mezcla
utilizada. Para la variedad Copena V1 fue de 201.8 y 215.0 mL CHa g5y .11, (P2ra la
relacion 75:25 y 82:18, respectivamente), que obtuvo los valores mas bajos. La
variedad Milpa Alta tuvo un PBMt de 213.1 'y 227.4 mL CHa g5y ;i Para la relacion
75:25 y 82:18, respectivamente, siendo mayor que en la variedad Copena V1.
Mientras que la variedad Atlixco fue la que obtuvo los PBMt mas elevados, 224.6

mL CHa ggy aiim (Para la relacion 75:25), y de 240.0 (para la relacion 82:18).

De manera experimental los valores de PBMe fueron menores que los determinados
de manera tedrica, esto ocurre porque de manera tedrica se asume que la materia
se transforma en biogas y metano completamente. De alli que los rangos de PBM
oscilen de 53.0 a 68.0 mL N-CHa g5y .;im» S€9UN lo obtenido del modelo modificado
de Gompertz. Los demas parametros determinados con dicho modelo incluyen la
tasa maxima de produccion de metano (um), la cual oscila de entre 1.2 a 2.2 mL N-
CHa g5y a1imd™; mientras que la duracion de la fase de latencia (A) fue de 12.4 a 29.9
d. De manera particular, la variedad Atlixco tuvo el menor PBMe, en ambas
relaciones de trabajo estudio (52.8 y 41.5 mL N-CHa gg¢ .;i, Para OFA75 y OFAS82,

respectivamente). Por lo que también su indice de biodegradabilidad fue bajo, de
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23.5 % y 17.3 %, respectivamente. La variedad Copena V1 tuvo un un PBMe de
66.5 mL N-CHa g5¢.im para OFC75 y 59.0 mL N-CHs gsy.im Para OFC82,
obteniendo un PBMe més elevado que la variedad Atlixco. Los tratamientos con la
variedad Milpa Alta tuvieron los mejores PBMe del estudio (71.4 y 64.6 mL N-CHa
gsvaiim: Para OFM75 y OFM82 respectivamente). Por ende, su indice de
biodegradabilidad fue de 33.5 y 28.4 %, aprovechando mas eficientemente la

materia organica.

La co-digestion de Opuntia ficus-indica Mill., y estiércol bovino, resulta viable para
la produccién de metano. En cuanto a los parametros obtenidos en la variedad Milpa
Alta se le puede atribuir a que posiblemente a que los microorganismos reconocen
el sustrato y estdn adaptados a las condiciones del mismo. Sin embargo, al observar
gue la variedad Copena V1 también tuvo un 6ptimo PBMe, se le puede atribuir que
los microorganismos se adaptaron a las caracteristicas del sustrato, no siendo el
caso de la variedad Atlixco, que tuvo un PBMe bajo.

Por otra parte, el perfil de acidos grasos fue los parametros de mayor importancia
para evaluar la estabilidad del proceso de digestion, ya que las diferencias entre las
concentraciones de los tratamientos testigo y los estudiados, sugieren que la
disposicion de los AGV de los sustratos, facilita su transformaciéon en metano

dependiendo de la composicion quimica de los mismos.
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4.2. Recomendaciones
Las recomendaciones para futuros trabajos de investigacion sobre la co-digestion

anaeroébica de residuos vegetales son:

a) Analizar las poblaciones microbianas de los tratamientos estudiados, para

evaluar el efecto de los microorganismos sobre el PBMe de cada variedad.

b) Realizar una perturbacién mezclando las variedades similares (Copena V1y

Milpa Alta), para evaluar el PBM.

c) Analizar las poblaciones microbianas de la perturbacién para evaluar los

cambios en la misma después de la perturbacion.
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