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RESUMEN

La necesidad de manejo adecuado de desechos en
camales de parroquias rurales y su posible utilizacién
como fuente de energia renovable, que ademas detenga el
deterioro ambiental, condujo a la busqueda de tecnologias
microbianas. Residuos como visceras, sangre y heces son
ricos en sustratos esenciales para  producir
biocombustible. Con el objeto de confeccionar inéculos
microbianos que optimicen la produccién de biogéas a
partir de fangos residuales de desechos de camal de una
parroquia rural del Distrito Metropolitano de Quito, se
analizaron cantidad y calidad de biogas producido por
consorcios intactos y cepas microbianas aisladas a partir
de nueve estratos de 15 cm de espesor acumulados en el
gradiente vertical de un colector de residuos de camal de
135 cm de profundidad. Dos de siete cepas productoras de
biogas del total de 36 cepas microbianas aisladas y un
consorcio intacto produjeron metano en concentraciones
mayores al 87% tras 28 dias de incubacién. Al evaluar los
in6culos metanogénicos generados con todas las
combinaciones posibles entre estas dos cepas y el
consorcio, uno de los in6culos fabricados registré no sélo
la mas alta producciéon de biogas, sino un 95,17% de
pureza en términos de concentracion de metano. Por
tanto, la generacién de in6culos metanogénicos a partir de
cepas y consorcios eficaces puede conducir a la
optimizacién de procesos de biodigestion con vias al
aprovechamiento energético de residuos de camal.

Palabras clave: Biogas; consorcio microbiano; desechos
organicos; eficacia metanogénica, inéculos metanogénicos

ABSTRACT

The need of an appropriate management of
slaughterhouse waste and its possible use as a renewable
energy source in rural territories, which could also stop
environmental deterioration, led to microbial
technologies. Viscera, blood and feces are rich in essential
substrates for biofuels. In search for enhanced
metanogenic efficiency of slaughterhouse waste in a rural
Parrish of the Metropolitan District of Quito, microbial
inoculants were investigated. Quality and quantity of
biogas produced by intact consortia and isolated
microbial strains from nine 15 cm-thick layers of mud in
the vertical gradient of a waste collector were examined.
Two of the seven strains that produced biogas of a total of
36 isolated microbial strains and a consortium produced
more than 87%-methane biogas after 28 days of
incubation. Within all possible combinations of these two
strains and the consortium, one of the confectioned
microbial inoculants produced not only the higher
quantity of biogas: it also reached a methane purity of
95.17%. Therefore, the generation of microbial inoculants
with efficient methanogenic strains and consortia may
optimize the biodigestion processes leading to energetic
exploitation of slaughterhouse mud.

Key words: Biogas; methanogenic efficiency;
methanogenic inoculum; microbial consortium, organic
waste
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RESUMO

A necessidade de uma gestdo adequada dos
residuos nos leitos rurais das freguesias e a sua
possivel utilizacdo como fonte de energia renovavel,
0 que também impede a degradacdo ambiental,
motivou a procura de tecnologias microbianas.
Residuos como carnes de 6rgaos, sangue e fezes sao
ricos em substratos essenciais para a produgio de
biocombustiveis. Para fazer inéculos microbianos
que otimizam a producdo de biogas a partir de lodo
de residuos de matadouro de uma freguesia rural no
Distrito Metropolitano de Quito, estudaram-se a
quantidade e qualidade do biogas produzido por
consdrcios intactos e cepas microbianas isoladas de
nove estratos de 15 cm de espessura acumulados no
gradiente vertical de um coletor de residuos de
matadouro com 135 cm de profundidade. Duas das
sete cepas produtoras de biogas de um total de 36
cepas microbianas isoladas e um consdrcio intacto
produziram metano em concentragdes superiores a
87% apo6s 28 dias de incubacdo. Ao avaliar os
in6culos metanogénicos gerados com todas as
combinag¢des possiveis entre essas duas linhagens e o
consorcio, um dos in6culos fabricados registrou ndo
apenas a maior producido de biogds, mas também
95,17% de pureza em termos de concentragdo de
metano. Portanto, a geracdo de in6culos
metanogénicos a partir de linhagens e consoércios
eficientes pode levar a otimizacdo dos processos de
biodigestdo com formas de aproveitamento
energético dos residuos de abatedouro.
Palavras-chave: Biogas; consércio microbiano;
residuo organico; eficiéncia metanogénica; indculo
metanogénico

INTRODUCCION

Pacto es una comunidad rural del
noroccidente del Distrito Metropolitano de
Quito, Ecuador, localizada en una de las zonas
calientes de biodiversidad declarada como
Reserva de Bidsfera de la UNESCO en 2018. La
necesidad de un manejo adecuado y
responsable de desechos agroindustriales, de
camal y aguas negras en esta parroquia rural y
su posible utilizaciéon como fuente de energia
renovable que, a la vez, detenga el deterioro

ambiental, condujo a la busqueda de tecnologias
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microbianas. Segin el Plan de Desarrollo y
Ordenamiento Territorial de la Parroquia de
Pacto (1), hasta 2015, solo la zona centro poseia
servicio de alcantarillado y unicamente el
27,7% de las viviendas mantenia un manejo,
aunque precario, de aguas negras. De esta
problemas ambientales y
enfermedades en sus habitantes relacionados al
mal manejo de desechos han obligado a
entidades como la Agencia de Regulacién y
Control Fito y Zoosanitario de Ecuador
(Agrocalidad) controlar el
cumplimiento de la normativa aplicable (1,2).
Sin embargo, la observancia normativa
resulta poco real en algunos aspectos como

manera,

a normar y

aquellos abordados en la resolucion DAJ-
20134B4-0201.0247, emitida en 2013 por el
Ministerio  de  Agricultura,  Ganaderia,
Acuicultura y Pesca de Ecuador (2). Se resolvid
que, para obtener carne procedente de ganado
vacuno, ésta debia ser faenada en un camal con
los permisos de funcionamiento y el manejo de
desechos pertinentes; caso contrario, el
producto no podria ser comercializado. En
Pacto, el ganado faenado es basicamente para el
consumo directo de la comunidad (3) y los
pequefos ganaderos no tienen capacidad de
mayor inversion en transporte y permisos de
comercializacién para la produccion de carne
(1,2,3).

Ademas, el camal de Pacto no contaba con
los requerimientos basicos para faenar las reses
(4). Gran parte del problema radicaba,
precisamente, en un sistema deficiente de
manejo de desechos. Se consideraba satisfecha
su gestion con acumularlos en una cisterna
anaerobia que liberaba los gases producidos
directamente a la atmodsfera, ademdas de
lixiviados que se suelo y
desembocaban en la quebrada aledafia. El
problema se magnificé cuando dicho colector se
colmatd en julio de 2016, tras cerca de seis afios
de uso. Esto plante6 nuevos retos como ;qué

filtraban al
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hacer con los desechos acumulados? y ;como
disponer de los nuevos? Se requeria de una
solucién inmediata para mejorar el manejo de
desechos del camal de la parroquia, que a la vez
le proporcionara una alternativa replicable de
gestion de desechos humanos en general. En
este contexto, la optimizaciéon de procesos de
biodigestiébn para la obtenciéon de biogas a
partir de desechos organicos surgié como una
iniciativa viable.

La soluciéon biotecnolégica aportada por la
produccion de biogds a nivel familiar e
industrial, a través de biodigestores
alimentados con desechos organicos de origen
animal o vegetal, ha demostrado su valia como
opcion sostenible alrededor del mundo, cuando
tanto el sistema de montaje como la diversidad
microbiana involucrados en el proceso de
biodigestion son los adecuados (5). No obstante,
las caracteristicas de volatilidad del biogas, su
poder calorifico, las impurezas gaseosas y/o la
dependencia en cantidad y calidad de sustrato
organico para su produccién condicionan su
viabilidad para suplir determinadas demandas
energéticas que, por ejemplo, el gas licuado de
petréleo si concreta (6,7,8). A pesar de ello, un
correcto manejo y estimulacion de vias
metabdlicas microbianas puede conducir a la
optimizacion del biogds producido en
biodigestores para un suministro adecuado de
biocombustible (9).

Varios estudios han demostrado Ila
factibilidad de rentabilizar la produccion de
biogas. El estudio de Kallio (9), por ejemplo,
demostro que la insercion de genes reguladores
de funciones metabdlicas especificas para
diferentes sustratos provenientes Anaerococcus
tetradius o Procholorococcus marinus en
Escherichia coli puede maximizar la obtenciéon
de propano. Una de las caracteristicas del
propano es que tiene el doble de poder
calorifico que el metano. Por esta razon, la
produccion de propano por vias metabdlicas

ALFA

Revista de Investigacion
en Ciencias Agronémicas y Veterinarias

microbianas es considerada una de las formas
mas eficaces de optimizar procesos de
biodigestiébn para la generaciéon de energias
renovables eficientes y autogestionadas que
reemplacen a hidrocarburos de origen fosil
(9,10). No obstante, economias rurales no estan
en capacidad de adquirir tecnologia de punta
como la que requiere la modificacién genética
de cepas microbianas para aprovechar sus
desechos en la produccién de biocombustibles.

Una forma mas viable para la realidad
socioeconémica de wuna parroquia
como Pacto resulta la
composicion y bioaumentacion de inéculos
microbianos generadores de metano. Estudios
de Schliiter (11) revelan caracteristicas de
perfiles metabdlicos fermentativos, que
permiten entender la relaciéon estrecha que
existe entre los microorganismos que
participan en los procesos enzimaticos de la
metanogénesis para  optimizar
biolégicos y tecnoldgicos en la produccion de
biocombustibles. Efectivamente, el metano, uno
de los componentes mayoritarios del biogas
(55%), es un
producido por el metabolismo de consorcios
microbianos degradadores de compuestos
organicos (12). Existen géneros microbianos
cultivables en
metanogénesis como: Bacillus spp., Clostridium
spp. Methanococcus spp., Methanobacterium
spp., Lactobacillus spp., Thermus spp.,
Thermococcus  spp.,  Bifidobacterium  spp.,
Propionibacterium spp., Fusobacterium spp. y
Micrococcus spp. (13,14). Sin embargo, con la
mayor

rural
latinoamericana

recursos

biocombustible eficiente

laboratorio claves en la

presencia de una variedad de

microorganismos distribuidos en las clases

Methanobacteria, Methanococci,
Methanomicrobiota, Methanopyri y
Methanosarcinales, mayoritariamente

cultivables, se asegura la maximizacién de la
produccion de biocombustible (15,16), de
manera que se logre satisfacer demandas
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energéticas a pequefia, mediana o gran escala
(6).

Uno de los estudios mas relevantes en
sobre optimizacién de desechos
organicos para la generacién de biogas a partir
de biodigestores es la de Garzon et al. (17). El
suministro de diferentes sustratos para el
desarrollo de microorganismos metanogénicos
fue el mecanismo utilizado para promover la
produccion de metano,
especialmente el medio mineral con acetato. No
obstante, una descripcion de la biodiversidad
microbiana o los consorcios implicados puestos
a prueba no fue provista.

Un consorcio microbiano resulta de la
especies de
microorganismos presentes en determinado
nicho ecoldgico, con la finalidad de desempefiar
funciones interrelacionadas y
procesos especificos para su sobrevivencia, que
generan productos finales y/o subproductos
metabolicos especificos (14). De esta manera,
un consorcio microbiano puede ser considerado
como tal de acuerdo al ecosistema en el que se
En el caso de procesos de
biodigestion anaerobia, donde uno de los
subproductos finales es el metano, resulta
fundamental que los consorcios microbianos
estén compuestos de especies capaces de

Ecuador

destacandose

asociacion de varias

metabdlicas

encuentre.

metabolizar desechos organicos mediante
hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis (17), cuyos sustratos

intermedios de mayor interés son la glucosa, el
propionato, el formiato y el acetato (18). Por
tanto, para que un in6culo microbiano pueda
generar gas metano eficientemente, debe estar
compuesto por al menos un tipo de
microorganismo que degrade alguno de los
sustratos antes mencionados (13,14).

Por otro lado, la importancia de consolidar
indculos microbianos generadores de metano
cultivables en laboratorio radica en las varias

ventajas que presentan. Entre estas, se
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encuentran la maximizacién de la produccién
de metano sin una generacién paralela de
di6éxido de carbono de igual magnitud (11), la
optimizacién de
infraestructura e insumos (17), la posibilidad de

recursos en cuanto a

bioaumentar consorcios microbianos con
sustratos caseros y de bajo costo (14) y una
mayor degradacién de desechos organicos (11).
De hecho, estudios de co-digestién anaerobia

a partir de residuos de camal (19) revelan

que los microorganismos involucrados en
la metanogénesis estdn  estrechamente
relacionados entre si precisamente para

maximizar la produccién de metano y realzan el
potencial de aprovechamiento de este tipo de
desechos.

Los residuos de camal
concentraciones de sustratos
proteinas, lipidos, acidos grasos, almidones,

tienen altas
ricos en

celulosa, entre otros, y, mientras estén en
reposo por largos periodos, la riqueza bioldgica
es mas abundante y estable. Los estratos o
capas de sedimentacién de masa
biol6gicamente activa que se forman presentan
una actividad y diversidad microbiana que
puede variar con la profundidad a la que se
encuentren. De esta manera, gran variedad de
generadores de metano
presentes en residuos de matadero podrian ser

microorganismos

cultivables en laboratorio, en vista de que los
sustratos que estos degradan son replicables en
medios de cultivo (20).

En este contexto, la alternativa que propuso
esta investigacion para solventar los problemas
de gestion de desechos animales y humanos de
la parroquia de Pacto fue el uso de in6culos
capaces de
produccion de metano a partir de dichos
desechos,
mejorar las caracteristicas del biogas obtenido

microbianos optimizar la

de manera que se consiguiera
como para satisfacer parte de la demanda

energética de la comunidad (21), utilizando
como base la microbiota contenida en la
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cisterna colectora de desechos de camal. Por
ello, se propuso aislar la mayor cantidad de
especies microbianas cultivables presentes en
el fango residual con el fin de combinarlas, de
acuerdo a sus propiedades metanogénicas,
determinar el consorcio natural o el indculo
construido mas eficiente en la produccién de
biogas y aportar nuevos datos sobre especies y
consorcios microbianos asociados a la
biodigestion anaerobia. Esto plante6 un
problema de investigacion clave: ;como
constituir indculos microbianos productores de
biogas a partir de fangos residuales? De esta
interrogante cuestionamientos
secundarios como: ;cuantas de las especies
microbianas idéneas son cultivables?, ;cuantas
especies deben incluirse para generar un
in6culo microbiano efectivo?, ;qué medios de
cultivo o son aptos para el
mantenimiento de estos microorganismos? y
;en qué tiempo un inéculo microbiano es capaz
de producir la suficiente cantidad y calidad de
biogas para suplir una determinada necesidad
energética? Estas y otras interrogantes fueron
resueltas mediante esta investigacion.

surgieron

sustratos

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La parroquia de Pacto se ubica en las
estribaciones de la cordillera occidental de los
Andes ecuatorianos, con altitudes desde los
440 hasta los 1850 m.s.n.m. Esta zona
conserva un 50% de bosques humedos
originales y se encuentra dentro de dos
puntos calientes de biodiversidad (1,4). Los
problemas de deforestacién han conducido a
estrategias mancomunadas de conservacion
de la biodiversidad y uso sustentable del
territorio a nivel regional. Por tal motivo, se
cred la Mancomunidad del Chocé Andino del
Noroccidente de Quito y, posteriormente, el
Primer Bosque Modelo de Ecuador (22,23).

ALFA
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Muestreo del colector de desechos de
camal

Para el muestreo de fango residual de la
cisterna colectora de desechos de camal, se
dispositivo
caracteristicas funcionales de recoleccion de

disefi6 un basado en las
muestras marinas por estratos de la roseta
oceanografica (24). Se consideraron cuatro
condicionantes: una profundidad de 135 cm de
material acumulado, la consistencia viscosa del
material a muestrear, el volumen requerido
para los andlisis y el hecho de que las muestras
necesitaran ser tomadas simultidneamente de
estratos consecutivos (3 L de cada uno de nueve
estratos de 15 cm de espesor desde la base de la
cisterna hasta la superficie) y por triplicado, en
base a resultados de estudios similares en
comunidades metanogénicas estratificadas
(25). El dispositivo  disefiado, cuyo
funcionamiento se comprob6 previo al
muestreo, se esquematiza en la Figura 1. Se
cumplieron estrictos protocolos de limpieza,
desinfeccion, esterilizacion y control de
mantenimiento tanto del dispositivo como de
todos los equipos y materiales a utilizar en la
Sala de Preparaciones de la Escuela Ciencias
Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica
del Ecuador (SP-ECB-PUCE).

Para el analisis microbiolégico,
exclusivamente, se tomaron por triplicado 10
ml de cada estrato en tubos conicos herméticos
previamente etiquetados. Se requirié de 1 ml de
muestra por estrato para preparar cada uno de
seis indculos que se emplearian para los medios
de cultivo liquidos y solidos y mantener en
almacenamiento 4 ml como respaldo (24). Los
tubos se organizaron en gradillas y se apilaron
dentro de una hielera a 4-8°C. El tiempo de
transporte de las muestras no superd las 24
horas tras su coleccion y se las proceso
inmediatamente después de su llegada al
laboratorio (24,26).
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Aislamiento e identificacion
macroscopica de cepas microbianas

Para el aislamiento, se utilizaron los medios
Barker-Taha (MB) y Stadtman-Barker (MC)
(13,27,28), a los que se afiadieron formiato de
sodio y cloruro de calcio como precursores y
dihidroxiestreptomicina como antibiético (13).
Se los preparé de acuerdo al protocolo de Acuiia
et al. (27) y se pre-redujo su concentracién de
oxigeno mediante choque térmico. Para los
medios sdlidos, se afiadié 2 g de agar-agar por
cada 100 ml de medio de cultivo y se omiti6 el
antibidtico (13,27).

Para asegurar la viabilidad de los
microorganismos, previa su inoculacién en los

Andlisis de indculos microbianos para la optimizacién de la produccidn de

biogds a partir de fangos residuales
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medios de cultivo especificos para
metanogénicos, se aseguro la activacion celular.
Se coloc6 1 ml de la muestra de cada estrato por
triplicado en 10 ml de caldo tioglicolato y se
llevé a incubacidn la solucién durante al menos
24 horas a 37°C. Posteriormente, para obtener
la mayor diversidad de colonias aisladas
posible, se realizaron diluciones de cada pre-
enriquecimiento microbiano, se inocularon 100
ul por triplicado de las diluciones 103y 104
en agar solido MB y MC y se los incub6 durante
72 horas a 37°C en campana de anaerobiosis
(26,27). Se realizaron los controles de calidad
respectivos para garantizar la calidad de los

resultados.

\
vl
|

i \

| Mangueras de succion I,

Soporte general |

Adaptador de tanque
de reserva

Mangueras canalizadoras |‘

1._>

L &

Vi

BB Y

| Palanca multiaccion |

o Soporte de colector

Figura 1. Dispositivo colector de muestras de fango residual de la cisterna colectora de desechos de camal

de Pacto.
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Recoge simultdneamente nueve estratos
de 3 L cada uno, gracias a la palanca
multiaccién que abre a la vez todas las llaves
de media vuelta para que el material ingrese a
los frascos colectores.

El desarrollo microbiano, relativamente
lento, requiri6é una revision diaria de las cajas
Petri inoculadas, con el fin de aislar y evitar la
contaminacién o pérdida de colonias de
interés. La caracterizacion fenotipica de las
cepas aisladas en los medios de -cultivo
so6lidos MC y MB se ejecuté segiin Acufia et al.
(27) y Dominguez (13). Se detallaron
caracteristicas microscopicas y
macroscdpicas como: Gram (+ 6 -), morfologia
de la colonia sobre el agar, motilidad y
produccién de biogas. Cada cepa aislada fue
comparada con la caracterizacion fenotipica
descrita para géneros
metanogénicos como  Methanocccus 'y
Methanobacterium (27).

microbianos

Determinacion de cepas aisladas y
consorcios intactos productores de
biogas para la composicion de indculos
microbianos potenciadores de Ila
produccién de metano

La determinaciéon cualitativa de cepas
productoras de biogas se
triplicado segun la metodologia de
Dominguez (13). Se utilizaron 20 ml del
medio de cultivo con un inéculo ajustado de

realizd6 por

107 UFC ml! en un tubo de ensayo estéril con
tapa de caucho en el que se incluy6 un tubo
Durham invertido. Se evidencid la producciéon
de biogas por desplazamiento de volumen en
medio liquido y los medios de -cultivo
utilizados para este propdsito fueron MB y
MC.

Se procedié de la misma manera para los
consorcios provenientes de los
diferentes estratos de la cisterna, con la

diferencia de que se inoculd6 1 ml del

intactos

consorcio en los respectivos medios
especificos para metanogénicos
anteriormente mencionados (13,26). Aquellas
cepas y consorcios intactos que registraron
produccion de biogas fueron sometidos a un
analisis de cantidad (en volumen) y calidad
(en términos de porcentaje de metano) del
mismo.

Para cuantitativamente la
cantidad de biogas producido, se inocularon
por triplicado en los medios MB y MC tanto
cepas aisladas como consorcios, respetando
volimenes y concentraciones descritas
anteriormente, esta vez dentro de tubos de
vidrio con tapa perforable que permitieron
conservar la hermeticidad pese a muestreos
sistematicos de biogas mediante puncién con
jeringuilla. En el caso de consorcios intactos,
se procedi6 a sembrar una segunda réplica
del muestreo original por triplicado.

La medicion de volumenes de biogas
producido se realizo6 de acuerdo a la
metodologia de Posada et al. (29): el biogas
acumulado en el tubo hermético fue medido
mediante puncién con jeringuilla a los 7, 14,
21 y 28 dias de crecimiento. Para consorcios
intactos, se procedi6 con la medicién del
volumen a los 7 y 28 dias (13), pero también
se realizaron lecturas a los dias 14 y 21 por
motivo de comparaciones posteriores.

Paralelamente al estudio anterior, el
biogas producido por cepas y consorcios
intactos inoculados por triplicado en tubos de
vidrio con tapa perforable fue utilizado para

evaluar

la determinacién de la concentracién de
metano mediante el uso de un equipo VARIAN
660-IR, segin la metodologia descrita por
Figueredo (30), para el calculo del porcentaje
de metano en base a la absorbancia. En el caso
de consorcios intactos, se conté con seis
medidas provenientes del biogds producido
por dos de las tres réplicas muestreadas por
estrato que se inocularon por triplicado.
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Se tomaron, mediante punciéon con
jeringuilla, 15 cm3 del biogas producido
(independientemente del volumen total) y se
aforé a 50 cm3 con aire comudn para inyectar
en las celdas de lectura y obtener las
absorbancias de metano. Las lecturas del
biogds producido por cepas aisladas vy
consorcios intactos se realizaron a los 7, 14,
21y 28 dias de crecimiento (13, 29). Previo a
los andlisis de concentracion de metano
contenido en el biogas, se calibr6 el equipo
VARIAN 660-IR ubicado en la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Central
del Ecuador con los estandares gaseosos de
butano, propano, metano, acido sulfhidrico y
nitrogeno. Paralelamente a cada analisis de
gases efectuado durante todo el estudio, se
corrieron gases estandar provenientes de un
cilindro Airgas UN 1954 y una muestra blanco
para comprobar que los datos obtenidos
fueran correctos.

Determinacion de volumen y
porcentaje de metano del biogas
producido por indculos confeccionados
a partir de cepas y consorcios intactos
mas idoneos para potenciar la
produccion de metano en medio de
cultivo especifico

Un andlisis estadistico de los resultados
obtenidos en cuanto a cantidad y calidad del
biogas producido tanto por cepas aisladas
como por consorcios intactos permitié
determinar cepas y consorcios mas idoneos
para la composicion de in6culos microbianos
potenciadores de la producciéon de metano,
asi como el medio mas adecuado para
cultivarlos.

Indculos microbianos combinados
pueden formarse a partir de dos cepas
diferentes que cumplan determinada funcién
de caracter simbiotico (31,32). Por tanto, se

procedié a preparar los medios de cultivo

Andlisis de inéculos microbianos para la optimizacién de la produccion de
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adecuados para las cepas identificadas como
mejores productoras, se inocularon por
triplicado todas las combinaciones posibles
entre éstas y el consorcio intacto mas eficaz, y
se procedio al analisis de la cantidad y la
calidad del biogas producido por los nuevos
in6culos generados.

Para la comparacién del volumen de
biogads producido y su concentracién de
metano entre cepas aisladas,
intactos e in6culos fabricados a intervalos de
siete dias durante 28 dias, se utilizd el
programa IBM SPSS Statistics version 22.0.
Previo al andlisis de varianza, se procedi6 a
comprobar el cumplimiento de los supuestos
del ANOVA. Todos los valores respetaron la

consorcios

normalidad, igualdad de varianzas y/u
homogeneidad (33,34). Al registrarse
diferencias significativas, se realiz6 un

analisis Post Hoc mediante prueba de Tukey
para destacar a los mejores productores de
metano entre cepas aisladas,

intactos e inéculos confeccionados.

consorcios

RESULTADOS

Determinacion de cepas aisladas y
consorcios intactos productores de
biogas de calidad para la composicion
de indculos potenciadores de la
produccion de metano

Un total de 36 cepas
provenientes de los nueve estratos de fango

microbianas

residual analizados fueron aisladas en los
para
microorganismos metanogénicos (Tablas 1y
2). Sin embargo, se registr6 produccion de
biogas exclusivamente en medio MC y solo en
las cepas.
consorcios intactos que generaron biogas lo
hicieron tanto en medio MC como en medio
MB. Por este motivo, los ensayos para evaluar
la calidad del biogés producido se realizaron

medios de cultivo especificos

algunas de No obstante, los
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en medio MC, exclusivamente, para asegurar
su produccién tanto por cepas aisladas como
por consorcios.

Dieciocho cepas microbianas cocoides
(cocos y cocobacilos), en su mayoria Gram +,
medio MC. Sus
descripciones fenotipicas constan en la Tabla
1. Siete cepas produjeron biogas. Sin
embargo, las caracteristicas propias del

fueron aisladas en
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género Methanococcus (27) se limitaron a las
cepas identificadas como F y G, procedentes
de los estratos entre 90 y 120 cm de
profundidad de la cisterna colectora de
desechos de camal. En cuanto a consorcios
intactos, se detecté cualitativamente Ila
produccién de biogas so6lo en los tres estratos
mas profundos, entre los 90 y los 135 cm

(Tabla 2).
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Tabla 1. Caracterizacion fenotipica y procedencia de las cepas microbianas aisladas en medio especifico para Methanococcus, Stadman-Barker.

T = Q-
E $ S 5% 3 E E 3
(=} (1] = o — <) (=) = (5]
= = TF & = S¥e £8 g ey =
7 . 22 = 5 S s .2 = 2= =
&2 0§ E S=F B ° £S5 2
St N —
: E 2 2Ee & s 3
<
1 3 120-135 I Colonia pequefia transparente e irregular vV - Cocos Gram (+) 1
] Colonia blanca mediana e regular v Cocos Gram (+) 2 v
2 1 105-120 A Colonia transparente pequefia, irregular y amarilla vV - Cocos Gram (+) 1 -
2 105-120 E Colonia pequeiia azul y regular ~ ------ —eeeee Cocos Gram (+) 2 4
F Colonia pequefia amarilla palida y puntiforme v v Cocos Gram (+) 1 4
3 105-120 K Colonia pequefia palida, plana e irregular === —-oe- Cocobacilos Gram (-) 1 -
L Colonia grande blanca e regular =m0 eeees Cocos Gram (+) 3 4
3 2 90-105 G Colonia pequefia transparente e irregular v v Cocos Gram (+) 2 v
H Colonia mediana celeste e irregular v v Cocobacilos Gram (-) 2,5 v
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~ 8 g T8 < s E <
- 3 S 5 o2 59 : °& 3
& = < g = ST « Eaf-Y ) = =
E o = = = 8 - S o = = .8 =
7] Q = F=] o © o 9 s = 5 QB S
= =~ = = a E=T% TB= E o S
£ g a Ts38 £ g§5 =
=} E ) E > =9 A ©
= <
o
3 90-105 M Colonia pequeiia celeste e irregular vV - Cocobacilos Gram (-) 1 4
N Colonia azul intenso mediana 4 v Cocos Gram (+) 1 v
N Colonia plana cremosa y mediana vV - Cocos Gram (+) 2 -
0 Colonia azul pegajosa y pequefia v v Cocos Gram (+) 1 v
P Colonia plana amarillenta v v Cocos Gram (+) 1 4
Q Colonia celeste, regular y pequefia v v Cocos Gram (+) 1 4
4 1 75-90 B Colonia azul, pequeiia e irregular - e Cocobacilos Gram (+) 2 4
5 1 60-75 C Colonia celeste pequefiay regular ~ —----- eeees Cocos Gram (+) 1 -
D Colonia celeste pequefiay regular ~ ------ oo Cocos Gram (+) 1 4

Alfa, Revista de Investigacién en Ciencias Agrondmicas y Veterinarias Vol. 4, Nro. 12, Septiembre - diciembre 2020

- 265 -



A L I A Andlisis de indéculos microbianos para la optimizacién de la produccién de biogds a partir de fangos residuales

Revista de Investigacian s ee—"8

en Ciencias Agronomicas y Veterinarias

Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y procedencia de las cepas microbianas aisladas en medio especifico para Methanobacterium, Barker-Taha..

£ - -
= = » 8 3 "
s 3 £ 2 83 = 5 2 g
o = = = a2 s 2 s ) =
E ) = o Descripcion S =5 E S o Gram =
9 2 = = o= ¢ < a8 =)
2 g SE§ ¢ =
S = 3 &
o N
ax
1 2 120-135 Z Colonias blancas y grandes - ooeee- Bacilos Gram (-) v
2 1 105-120 R Colonia marrén, grande e irregular vV e Bacilos cortos Gram (+) ~ -------
2 AA Colonias marroén, grandes e irregulares vV e Bacilos Gram (+) -
3 1 90-105 S Colonia marrén, grande e irregular [ Bacilos Gram (+) = ---—----
3 GG Colonias blancas, medianas e irregulares ~ ------- —-eeeee Bacilos Gram (+) -
4 2 75-90 BB Colonias marrén, grandes e irregulares vV e Bacilos Gram (+) = -------
5 1 60-75 T Colonia marrén, grande e irregular | Bacilos Gram (+) = -------
2 cC Colonias secas pequefias, irregulares y blancas ~  ------- = ----ee- Bacilos cortos Gram (-) ~ -------
6 1 45-60 §) Colonia marrén, grande e irregular | Bacilos Gram (+) -
2 DD Colonias secas pequeiias, irregulares y blancas ~ -------  ---eee- Bacilos cortos Gram (-) ~ -------
EE Colonias marrén, grandes e irregulares v e Bacilos Gram (+) -
3 HH Colonias secas pequefias, irregulares y blancas ~ ------- = ----ee- Bacilos cortos Gram (-) 4

Alfa, Revista de Investigacién en Ciencias Agrondmicas y Veterinarias Vol. 4, Nro. 12, Septiembre - diciembre 2020

- 266 -



Andrea Rodriguez-Guerra y Fernanda S. Martinez

ALFA

Revista de Investigacion

1 en Ciencias Agrondmicas y Veterinarias

E
= = ()
= ¥ o 88 = g
= g = & S @ E 5.9 3
1] = = o . . =2« £ 8o =
5 % = = Descripcion S5 E S e Gram =
= & = = =4 < 2 =)
= o (S o =
L= = 7] S =
2 = S =
o
7 1 30-45 \% Colonias anaranjadas, grandes e irregulares - ---me- Bacilos Gram (+) -
3 I1 Colonias secas pequefias, irregulares y blancas ~  ------- = ----ee- Bacilos cortos Gram (-) 4
X Colonias secas pequefias, irregulares y blancas ~  -------  ---eee- Bacilos cortos Gram (+) ~ -------
8 1 15-30 Y Colonias secas pequeiias, irregulares y blancas ~ --—--—--  -----—- Bacilos cortos Gram (+) ~ -------
2 FF Colonia amarilla mediana y regular ~ -=----- —eeeee- Bacilos Gram (1) = -------
3 1] Colonias amarillas secas e irregulares ~  -=----- —eeeeee Bacilos Gram (+) ~ -------
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Los resultados cuantitativos de la
producciéon de biogas por cepas aisladas y
consorcios  intactos  corroboraron las
observaciones anteriores. Estos resultados se
resumen en las Tablas 3 y 4, respectivamente.
Se registraron diferencias significativas en la
produccién de biogas a los 7, 10, 14, 21 y 28
dias entre las cepas productoras de biogas
(Feepas7 = 464,105; Feepasia = 676,267; Feepasa1 =
3848,230; Feepaszs = 5945,693; p < 0,01), con
las cepas P, Q y N como las mas eficientes en
términos de cantidad de biogas producido a lo
largo de los 28 dias de seguimiento (Tabla 3).

Andlisis de inéculos microbianos para la optimizacién de la produccion de

biogds a partir de fangos residuales
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Las cepas F, G y H mantuvieron perfiles de
producciéon de biogas relativamente bajos o
intermedios. Sin embargo, solo las cepas Fy G
resultaron productoras de metano (Tabla 5).
Por su parte, los tres consorcios productores
de biogéas, aunque con diferencias en cuanto a
cantidad de biogas producida entre los 7, 14,
21 y 28 dias (Tabla 4; Fconsorcios7 = 1475,453;
Feonsorciosta = 15725,304;
22954,00; Feonsorcios2s = 8857,416; p < 0,01)
fueron también productores
(Tabla 6).

Feonsorcios21 =

de metano

Tabla 3. Volumen de biogas producido durante 28 dias en medio Stadman-Barker por cepas
aisladas de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos de camal. Se muestran
Unicamente el promedio y la desviacién estdndar de las tres réplicas analizadas a intervalos de
siete dias para volumen de biogas de las cepas que registraron produccién.

Dia Estrato Profundidad Identificacién Promedio D,esviaci(m
(cm) (cm?3) estandar (cm?3)
7 2 105-120 F 2,67 0,58
90-105 G 5,50 0,87
H 7,03 0,06
N 13,33 0,58
0 15,50 0,87
P 16,83 0,29
Q 17,03 0,76
14 2 105-120 F 10,50 0,50
90-105 G 8,00 0,00
H 9,37 0,55
N 19,00 0,00
0 17,17 0,76
P 17,83 0,29
Q 18,50 0,87
21 2 105-120 F 11,00 0,00
3 90-105 G 9,33 0,58
H 9,67 0,47
N 19,67 0,29
0 17,60 0,79
P 18,13 0,23
Q 18,93 0,81
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Dia Estrato Profundidad Identificacion ASOIE D’esviaci()n
(e (cm3) estandar (cm?3)
28 2 105-120 F 11,00 0,00
3 90-105 G 9,43 0,51
H 10,13 0,75
N 20,00 0,00
0 18,83 0,29
p 18,43 0,12
Q 19,43 0,38

Tabla 4. Volumen de biogas producido durante 28 dias en medio Stadman-Barker por los
consorcios intactos de la cisterna colectora de desechos de camal. Se muestran Gnicamente el
promedio y la desviacién estandar de las dos réplicas analizadas por triplicado a intervalos de
siete dias para volumen de biogas de los consorcios intactos que registraron produccion.

Dia Estrato Profundidad (cm) Identificacién Promedio D’e sviacion
(cm3) estandar (cm3)

7 1 120-135 a 3,15 0,05
2 105-120 B 1,68 0,18
3 90-105 Y 1,33 0,03
14 1 120-135 a 8,200 0,26
2 105-120 B 7,133 0,06
3 90-105 Yy 9,10 0,10
21 1 120-135 a 17,23 0,15
2 105-120 B 18,30 0,20
3 90-105 Y 12,60 0,20
28 1 120-135 a 19,27 0,41
2 105-120 B 20,10 1,95
3 90-105 Yy 14,07 0,53
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Tabla 5. Porcentaje de metano en el biogds producido durante 28 dias en medio Stadman-
Barker por cepas aisladas de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos de

camal.
. . Desviacion
; Profundidad g e s Promedio ;
Dias Estrato Identificacion estandar
(cm) (%)

(%)
7 2 105-120 F 4,49 0,22
3 90-105 G 6,33 0,09
14 2 105-120 F 65,11 0,50
3 90-105 G 30,49 0,14
21 2 105-120 F 87,57 0,36
3 90-105 G 49,08 0,29
28 2 105-120 F 87,69 0,36
3 90-105 G 88,69 0,73

En la tabla 5 Se muestran Unicamente el
promedio y la desviacién estandar de las tres
réplicas analizadas a intervalos de siete dias
para concentracién de metano en el biogas de
las cepas que registraron produccion. Las
cepas H, N, O, P y Q no produjeron metano a
pesar de generar biogas.

En cuanto a la evolucién de la generacion
de metano en las cepas F y G (Tabla 5), se
observo que, tras siete dias de incubacién, la
cepa G super6 a F con 0,17 frente a 0,12 cm3
(t7 = 13,571; FcHacepasy = 3,010; p < 0,01).
Transcurridos 14 dias, la mayor produccion
de metano fue generada por la cepa F con
6,84 frente a los 2,44 cm3 de G (t14 = 116,031;
Fchacepasi+ = 3,237, p < 0,01). A los 21 dias, F
continu6 superando a G en produccién de
metano con 9,63 frente a 4,56 cm3 (t1 =
14—4,355; FCH4cepa521 = 0,373; p < 0,01).

Finalmente, para el dia 28, el porcentaje de
metano producido por ambas cepas se iguald
y super(') al 87% (tzg = 2,115; F CH4cepas28 =
2,811; p > 0,05) con un total de 9,65 y 8,36
cm3 producidos por las cepas F y G,
respectivamente. En cuanto a los consorcios
(Tabla 6), el mas eficiente en términos de
pureza del biogas producido fue «, del estrato
méas profundo, durante todos los periodos
analizados  (Fchaconsorcios7 = 29298,891;
Fenaconsorciosta = 103950,640; Fcnaconsorciosz1 =
21643,984; Fchaconsorcios2s = 150944,487; p <
0,01), con un total de 90,17% de pureza de
biogas o 17,38 cm3 de metano al final del
periodo. Por tanto, para la confecciéon de
inoculos potenciadores de la produccién de
biogds de calidad se tomaron en
consideracion las cepas Fy G y el consorcio a.
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Tabla 6. Porcentaje de metano en el biogds producido durante 28 dias en medio Stadman-

Barker por consorcios intactos de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos

de camal.
Desviacion
Dia Estrato Profundidad Identificacion Promedio estandar
(cm) (%)
(%)
7 1 120-135 o 6,09 0,03
2 105-120 B 0,23 0,03
3 90-105 Y 0,25 0,04
14 1 120-135 o 63,33 0,26
2 105-120 B 1,15 0,14
3 90-105 Y 0,89 0,01
21 1 120-135 a 74,07 0,86
2 105-120 B 6,08 0,25
3 90-105 Y 2,60 0,13
28 1 120-135 o 90,17 0,39
2 105-120 B 11,59 0,08
3 90-105 Y 4,92 0,04

En la tabla anterior se muestran
uUnicamente el promedio y la desviacion
estandar de las dos réplicas analizadas por
triplicado, a intervalos de siete dias para
volumen de biogas de los consorcios intactos

que registraron produccion.

Comparacion de la cantidad y calidad de
biogas producida por cepas aisladas y
consorcios intactos mejores productores
de metano individualmente y en indculo
combinado

En la Tabla 7 y la Figura 2, se evidencia la
produccion progresiva de biogés a lo largo del
tiempo tanto de cepas aisladas Fy G como del
consorcio intacto a y los diferentes indculos

diferentes
entre los tres

base a las
posibles
primeros. Tras siete dias de incubacidn, se
obtuvieron volumenes desde 1,00 hasta 5,50
cm3 (Finsculos7 = 720,281; p < 0,01). La mejor
producciéon de biogds registré la cepa G,
mientras que la mas baja correspondié al
consorcio mas complejo (F + G + a). La
produccion de biogas de los
conformados por una cepa bacteriana y el
consorcio a tuvieron la misma productividad
que el consorcio a individualmente. Por otro
lado, la eficacia registrada por la cepa G
individualmente se vio reducida cuando se

fabricados en
combinaciones

in6culos

encontro en consorcio (G+a, F+Gy/o F+G + a).
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Tabla 7. Volumen de biogas producido en 28 dias en medio Stadman-Barker por cepas aisladas,

consorcios intactos e indculos confeccionados.

Dia Identificacién Promedio Desviacion estandar

(cm?3) (cm3)

7 F 2,67 0,58
G 5,50 0,87

o 3,15 0,05

F+G 2,17 0,58

F+a 4,20 0,76

G+a 3,00 0,87

F+G+a 1,00 0,00

14 F 10,50 0,50
G 8,00 0,00

a 8,20 0,26

F+G 14,33 0,58

F+a 19,33 1,15

G+a 11,67 1,15

F+G+a 9,67 1,53

21 F 11,00 0,00
G 9,33 0,58

a 17,23 0,15

F+G 17,33 0,58

F+a 20,33 0,58

G+a 12,33 0,58

F+G+a 10,33 1,15

28 F 11,00 0,00
G 9,43 0,51

foi 19,27 0,41

F+G 17,47 0,47

F+a 20,67 0,29

G+a 12,43 0,49

Se muestran (tabla 7) datos numéricos
del promedio de volumen de biogas
producido, ademas de la desviacion estandar
respectiva para las tres réplicas de cepas e
indculos, y las dos réplicas analizadas por
triplicado de los consorcios intactos.

Sin embargo, transcurridos 14 dias, se
produjeron entre 8,00 y 19,33 cm3 de biogéas
(Finsculos14 = 554,339; p < 0,01). Los in6culos
confeccionados a partir de dos elementos,

fueran estos cepa y consorcio o dos cepas,
sobrepasaron la produccion de biogas de las
cepas y el consorcio intacto individualmente.
El tratamiento mas efectivo resultd el inéculo
F + a, seguido del in6culo F + G y éste por G +
a. Los tres elementos al origen de todas las
combinaciones por separado y en consorcio
complejo (F + G + a) obtuvieron la menor
produccion.
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A los 21 dias, se produjeron entre 9,33 y
20,33 cm3 (Finsculos21 = 1442,613; p < 0,01). El
mejor productor de biogas siguié siendo F + a,
seguido de F + G y éste por G + @, y tanto las
cepas independientes F y G como el consorcio
mas complejo fueron los menos efectivos. No
obstante, la producciéon de F + G fue
equivalentealadeaylade G+aaladeF.

Finalmente, para el dia 28, entre 9,43 y
20,67 cm3 de biogas fueron producidos

——F —8—G

o ==F+G =d=F+a

ALFA

Revista de Investigacin
as Agronémicas y Veterinarias

(Finsculos2s = 1792,888; p < 0,01). El mayor
volumen de biogas correspondié nuevamente
al consorcio F + @, seguido de F + G y éste por
G + a. Sin embargo, la produccién de F + a ya
no registré diferencias a la produccién de a 'y,
como a los 21 dias, la producciéon de G + @ no
se diferenci6 de la de F. Las cepas
individuales y el consorcio mas complejo
permanecieron como los menos efectivos.

G+a =—+=—F+G+a

25
b
20 oy
3 15
=2 -
= 4
)
6. 10 .
>
5
0
7 14 21 28

TIEMPO (DIAS)

Figura 2. Evolucién del volumen de biogas producido a lo largo de 28 dias por cepas aisladas, consorcios

intactos e indculos seleccionados en medio Stadman-Barker. Los puntos representan los valores promedio

mientras que las barras, la deviacion estandar.

En resumen, pese a
variaciones a lo largo del periodo de 28 dias,
ni las diferentes combinaciones efectuadas ni
las cepas individuales llegaron a sobrepasar la
produccion de biogas del consorcio intacto a.
Las combinaciones de dos
resultaron efectivas solo puntualmente. El
consorcio mas complejo registré siempre la

registrarse

elementos

menor cantidad de biogéas, 1a combinacién G +
a obtuvo valores intermedios, la combinacién
F + G oscild entre valores bajos y altos para
terminar en valores intermedios, la cepa F
mantuvo una produccién intermedia baja y la
cepa G pas6 de la mejor a la menor
produccion en 28 dias.
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En la Figura 3 y la Tabla 8, se evidencia la
evolucion de la concentracion de metano en el
tiempo tanto de las cepas F y G como del
consorcio intacto a y los diferentes inéculos
confeccionados en base a las diferentes
posibles
primeros. A los siete dias de incubacion, se
observaron porcentajes de metano desde 0,78
hasta 6,33% (Fcuainsculos7 = 4442,581; p < 0,01).
La cepa G y el consorcio intacto a resultaron
ser los mas efectivos, seguidos por la cepa F.
Por otro lado, todos los indculos elaborados
registraron la menor produccion.

Transcurridos 14 dias, se obtuvieron
entre 28,57 y 65,11% de metano en el biogas

combinaciones entre los tres

——F —l—G
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producido (Fcusinsculosia = 158754,593; p <
0,01). Todos los tratamientos analizados
registraron porcentajes de metano distintos.
La mejor calidad de biogas fue detectada en la
cepa F, seguida por el consorcio a y éste por el
consorcio F + a. El consorcio mas complejo
registr6 una productividad intermedia,
mientras las tres combinaciones de dos o
menos elementos que incluian a la cepa G
resultaron las efectivas, con la
acotacion de que la cepa G fue mejor que la
combinacién G + a, pero menos eficaz que la
combinacién G + F.

menos

G+a =—+=—F+G+a

TIEMPO (DIAS)

Figura 3. Evolucién del porcentaje de metano en el biogas producido a lo largo de 28 dias por cepas
aisladas, consorcios intactos e indculos seleccionados. Los puntos representan los valores promedio

mientras que las barras, la deviacion estandar.
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A los 21 dias de incubacion, se alcanzo
entre 43,33 y 92,03% de metano (Fcuainsculos21
= 16426,062; p < 0,01). Nuevamente, todos
los tratamientos salvo F + ay G + a resultaron
diferentes en términos de porcentaje de
metano en el biogas producido y el consorcio
mas complejo obtuvo una productividad
intermedia. Destac6 F + a« como la
composicidn mas efectiva, seguida por la
produccion de metano de la cepa Fy ésta por
el consorcio intacto a. Por su parte, F + G tuvo
la menor produccién de metano.

Finalmente, para el dia 28, se registré una
pureza de metano en el biogas de entre 61,03
y 9517% (FcH4inéculoszs = 122539,795; p <
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0,01). Volvieron a registrarse diferencias
altamente significativas entre los porcentajes
de metano generados por todas las
combinaciones evaluadas, salvo para las
cepas individuales F y G, que evidenciaron
una productividad intermedia. El in6culo F +
a resultdé ser el mejor, seguido por a y las
cepas individuales. Las demdas combinaciones
no resultaron oOptimas: el consorcio mas
complejo pasé a un cuarto lugar, mientras que
las combinaciones G + a 'y F + a obtuvieron el
quinto y sexto lugar, respectivamente, sin
superar la produccién individual de cepas y
consorcio intacto involucrados.

Tabla 8. Concentraciéon de metano producido por cepas aisladas, consorcios intactos e indculos
confeccionados en medio Stadman-Barker. Se muestran datos numéricos de la concentracion de
metano y la desviacion estandar respectiva de las tres réplicas de cepas aisladas e in6culos, asi
como también las dos réplicas analizadas por triplicado de los consorcios intactos.

Dia Identificacion Promedio (%) Desviacion estandar (%)
7 F 4,49 0,22
G 6,33 0,09
(04 6,08 0,03
F+G 0,93 0,10
F+a 0,90 0,00
G+a 0,78 0,10
F+G+a 0,78 0,10
14 F 65,11 0,50
G 30,49 0,14
a 63,34 0,26
F+G 39,06 0,10
F+a 60,50 0,10
G+a 28,57 0,10
F+G+a 52,57 0,10
21 F 87,57 0,36
G 49,08 0,29
a 74,07 0,86
F+G 43,33 0,10
F+a 92,03 7,50
G+a 48,60 0,10
F+G+a 70,57 0,10
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Dia Identificacion Promedio (%) Desviacion estandar (%)

28 F 87,69 0,36
G 88,69 0,73
(04 90,17 0,39
F+G 61,03 0,20
F+a 95,17 0,40
G+a 64,16 0,10
F+G+a 79,97 0,10

En resumen, F + @ demostro ser el indculo fundamental para minimizar el impacto

efectivo desde el
catorceavo dia de incubaciéon. Hasta los 14
dias, su calidad de metano se vio superada
por las cepas individuales y el consorcio a. Sin
embargo, para el dia 21 superd en cerca del

confeccionado mas

5% la calidad de la cepa mas eficiente y en
18% al consorcio intacto mas efectivo. El
consorcio F + G resultd el menos efectivo,
salvo a los 14 dias. El consorcio G + a no
destacd particularmente y el consorcio mas
complejo no supero6 valores intermedios.

DISCUSION

Optimizacion de procesos de
biodigestion mediante alteracion del
comportamiento metabdlico de
consorcios microbianos
La utilizacién del metano ha despertado
el interés porque  su
aprovechamiento surge como alternativa de
para
(35). El
SuU UusO COmMO un recurso
energético renovable (36), mas todavia si se
considera que la materia prima constituyen

investigativo

tratamiento residuos solidos

acumulados enfoque principal

abordado es

los desechos.

En la parroquia de Pacto, incluida dentro
hotspots del
ecuatoriano (1,22), los desechos idéneos para

de uno de los territorio

el aprovechamiento energético del metano
abundan, por lo que su tratamiento resulta

antropogénico y obtener energia renovable

para los procesos productivos de su
poblacién. El aprovechamiento de estos
desechos evita su acumulacion y la

contaminacién ambiental y la potencial
afectacion a la salud humana derivadas. Para
optar por esta alternativa en Pacto, se
aislaron y caracterizaron cepas microbianas
metanogénicas y consorcios productores de
biogas y se analizé su calidad en términos de
volumen de biogds y concentracion de
metano (13). Se dedujo que, al combinar a los
generadores de metano mas eficaces, la
mejora en la cantidad y calidad del biogas
obtenido permiten considerar el potencial del
fango de camal para la generacién de energia.

El incremento en el volumen de biogas y la
proporciéon de metano en el mismo fue notable
cuando se confeccionaron indculos en base a la
combinacién de cepas aisladas efectivas con el
consorcio mejor productor. Esto podria explicarse
por el reforzamiento de relaciones de mutualismo
simbiotico especies
Es decir,

existentes entre

metanogénicas y no metanogénicas.
que mientras mas estrecha sea la sintrofia
entre microorganismos metanogénicos
hidrogenotrdficos, acetoclasticos, metilotropicos y
otras bacterias con potencial sulfato-reductor, por
ejemplo, mayor resulta la producciéon de biogas
con concentraciones de metano altas (37,38). Las
primeras se desarrollan con hidrégeno

molecular como donador de electrones y CO;
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como aceptor de electrones, aunque algunas
usan formiato como fuente de CO; y Hz. Las
especies acetoclasticas degradan acetato en
grupos hasta CO,
permitiendo que el grupo metilo pase a
metano (37,38).

Precisamente, este tipo de relaciones

metilo y carbonilo

pudieron haberse reforzado en el in6culo que
superd la concentraciéon de metano del 90%, F
+ a. La particularidad de este in6culo es que la
cepa aislada y el consorcio intacto utilizados
provenian de estratos de fango residual
diferentes. La sinergia obtenida podria
deberse a que estaba disponible el nicho
ecolégico de la cepa aislada en el microhabitat
ocupado por el consorcio (39,40). De hecho,
combinar un conjunto de microorganismos
genera una mayor cantidad de productos en
los procesos bioldgicos, siempre y cuando
sean compatibles (41,42). Esto implica la
ausencia de competencia por sustrato que se
traduce en mayor produccién de metano (14).

Esto no ocurri6 en la combinacién G + a,
aunque la cepa G provenia también de un
estrato diferente al de a. La combinacién se
tradujo en pérdida de efectividad del
consorcio originalmente establecido y cambio
de su comportamiento metabdlico por posible
competencia por sustrato (37). Por otra parte,
la combinacion F + G resultd ser la menos
efectiva, seguramente debido a los complejos
requerimientos metabdlicos y las
particularidades fisioldgicas que caracterizan
a las cepas aisladas involucradas (37), lo que
se traduce en antagonismo marcado. Es decir,
la produccién de metano de la combinacion
de las dos cepas resulta mucho menor que la
de cada cepa individualmente. No obstante,
obtiene valores de metano que resultan
aprovechables como biocombustible.

Garcia (42) detalla que cada estrato
donde exista actividad metanogénica propia
de un ambiente anaerobio en comun, permite
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que las poblaciones microbianas coexistan.
Ademas, se esperaria que mientras mas
microorganismos metanogénicos confluyan,
el volumen de biogas y su concentracion de
metano aumenten (13,43). Sin embargo, el
inoculo F + G + a distd mucho de ser el mas
eficiente en términos de volumen de metano.
Al comparar dicha combinacién con el resto
de inoculos confeccionados, se observé que el
in6culo G + a obtuvo valores incluso
inferiores al inéculo mas complejo, aunque
superiores al inéculo F + G, resultando que los
elementos implicados en los tres indculos
competirian entre si por sustrato (43). No
obstante, el inéculo F + G + a consigue mayor
eficiencia que G + «, porque se habria
complejizado el consorcio original al incluirse
una cepa de nicho diferente (13,43).

Aplicabilidad energética del biogas
producido por la generaciéon de
in6culos metanogénicos

Cepas aisladas o consorcios que generen
biogas con un 70% de metano pueden ser
considerados potenciales catalizadores de la
optimizacion en procesos de biodigestidn,
puesto que, en el mejor de los casos, este
valor es el maximo obtenido en la naturaleza
(44). La mayoria de valores de pureza de
biogas de este estudio superaron este umbral,
incluyendo cepas aisladas, consorcios intactos
e indculos confeccionados. En este sentido, el
biogas producido por estos tres tipos de
catalizadores posibilitarian evadir el proceso
de purificacion de CO; especialmente,
haciéndolo directamente aprovechable para
fines bioenergéticos (45).

Factores que podrian influenciar Ia
producciéon de metano incluyen la relacion
H2/C02, el formiato, el acetato, el metanol y
las metil-aminas (12), conocidos como los
mejores precursores en la metanogénesis.
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Estos mismos compuestos son reducidos en la
naturaleza, de manera que no resultan
sustentables en la industria energética
Factores que podrian
producciéon de que requiere de un minimo de
45% de metano para
inflamable (46). En este estudio, el medio de
cultivo MC, que contiene en su formulacién el
82,8% de formiato de sodio, fue considerado
el mas idéneo para la
microorganismos metanogénicos y resultd
poseer un efectivo suministro de elementos
que beneficiaron el desarrollo microbiano en
forma liquida y sdlida (27,37). Esto lo
convierte en un oportuno catalizador directo
de la metanogénesis, lo que explica la
obtencion de metano de parte de cepas
aisladas y consorcios intactos en este medio.
Sin embargo, sintetizar formiato de sodio o
sus precursores en laboratorio o a escala
industrial para procesos de biodigestion no
resulta sustentable, a no ser que éste sea
sintetizado biolégicamente a partir de
desechos organicos (37,47). Por esta razon,
Ferrer (37) propone la eleccion de
inoculantes metanogénicos para el
mejoramiento de la calidad y el rendimiento
del biogads; precisamente, lo que ha
conseguido esta investigacion.
Un volumen de

influenciar la

ser considerado

obtencion de

biogas con
concentraciones superiores o iguales al 45%
de metano es inflamable y, por ende,
aprovechable. Por otro lado, altos porcentajes
de metano en el biogas (70% o mas)
incrementan su poder calorifico (12,48). Esto
justifica el planteamiento de potenciar la
produccion de metano a partir de la
formulacién de inoculantes microbianos
metanogénicos eficaces (46). En efecto, los
resultados
potencialidad de la optimizaciéon del proceso
de biodigestion para proveer de energia

Se ha conseguido

obtenidos demuestran la

renovable. elevar la
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concentraciéon de metano del 90 al 95%. Es
decir, que en la cisterna colectora de desechos
de camal de 12 x 2 x 1,35 m solo el altimo
estrato, perteneciente al consorcio a, y
tomando en cuenta que cada estrato era de 15
cm de espesor, al tomar 1 cm3 de éste se
producirian 48,7 m3 de metano en 28 dias,
tomando como base una produccién minima
de 15 cm3 de biogas y 13,5 cm3 de metano por
cada cm3 de biomasa. Si a esto se sumaran los
6,3 m3 producidos por el segundo estrato,
correspondiente al consorcio f (produccion
minima de 10 cm3 de biogas y 1,2 cm3 de
metano por cada cm3 de biomasa), y 0,9 m3
del tercer estrato (produccién minima de 5
cm3 de biogas y 0,25 cm3 de metano por cada
cm3 de biomasa), se obtendria un volumen
total de metano de 56 m3 dentro de la
cisterna.

Sin embargo, si se combinara el consorcio
intacto a del dltimo estrato con la cepa F
proveniente del segundo estrato, el valor
resultante de dicha combinacion seria 68 m3y
se obtendria una produccién total de 124 m3
de metano (produccién minima de 20 cm3 de
biogas y 19 cm3 de metano por cada cm3 de
biomasa). En base a estas estimaciones
conservadoras y estudios que demuestran
que a partir de 31,9 m3 de biogas al 77,9% de
metano se obtienen 274 kWh (49), en este
estudio se calcula que
composicién de

mediante la
in6culos metanogénicos
eficaces se podrian obtener en 28 dias 1364,8
kWh de energia eléctrica para consumo.

En 2016, un estudio realizado por
Baquero en la ciudad de Cuenca, Ecuador (50)
evidencié que mensualmente, por domicilio,
se consumian en promedio 201,40 kWh. Con
base en este consumo eléctrico, la produccion
de metano de la cisterna de Pacto podria
abastecer una casa durante seis meses,
aproximadamente, siempre y cuando las
condiciones se asemejen al medio MC, lo que
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resulta poco probable por lo antes expuesto.
Adicionalmente, debe tomarse en cuenta el
comportamiento microbiano a gran escala
para determinar si, en realidad, los voldmenes
de metano
lograrian ser obtenidos en la practica, pues la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales de Ecuador (51) menciona que los
volimenes grandes de desechos organicos
deben ser estables y bien seleccionados para
que generen biogds de calidad energética
sustentable.

Aun asi, el Plan Maestro de Electrificacion
elaborado por el Consejo Nacional de
Eléctricidad de Ecuador en 2013 (52),
determiné que para el afio 2017, el promedio
de consumo residencial en la ciudad de Quito
serfa de 152 kWh mes-! sin uso de cocina a
induccién y, con uso de ésta, habria un
consumo adicional de 100 kWh mes. Es

estimados en este estudio

decir, mensualmente se consumirian 252
kWh, aproximadamente. En este sentido, si
una casa usa cocina a inducciéon podria ser
abastecida de energia eléctrica generada por
biogds durante cinco meses, siempre y
cuando la casa, el edificio, la tienda o
cualquiera que desee adoptar un sistema de
generacion de energia renovable que funcione
de forma eficiente a base de biogas, cuente
con inoculantes metanogénicos y desechos
organicos idoneos (37). Adicionalmente, es
indispensable un biodigestor disefiado
técnicamente que cuente con todas las
seguridades para evitar posibles accidentes,
esté en buen estado y posea la maquinaria
necesaria para transformar el biogas en
energia (49,51). El manejo riguroso y el
empleo de las alternativas
econémicas en cuanto a la adquisicion de
insumos como el formiato de sodio como
principal precursor de metanogénesis
identificado en este estudio, por ejemplo,

haran que el biogas pueda ser usado de forma

mejores
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exitosa y se convierta en la alternativa de
gestion de desechos organicos propuesta en
esta investigacion. Se trata de una tecnologia
accesible, de bajo costo y muy prometedora
para comunidades rurales que requieren
mejorar el manejo de sus desechos.

CONCLUSIONES

Combinar un conjunto de microorganismos
metanogénicos  posibilita  un
significativo en la cantidad y la calidad de los
productos del proceso de biodigestion siempre
que sean compatibles. La manipulacién de la

aumento

dominancia de una determinada especie de un
consorcio, no se traduce necesariamente en el
aumento de la productividad metabdlica del
La combinacién de dos cepas
metanogénicas aisladas puede resultar en

conjunto.

antagonismo marcado. El sustrato que permitid
evidenciar la optimizacion de los procesos de
biodigestion fue el medio de cultivo MC que
constituyé un directo de la
metanogénesis. La
produccién de metano se debe a la formacién de
in6culos seleccionados de microorganismos
metanogénicos eficaces.

Esta investigacion ha conseguido generar

catalizador
optimizacion en la

un inoculante microbiano capaz de catalizar la
metanogénesis, de manera que se potencien los
de biogds aprovechable como
biocombustible.

volimenes
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