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Prologo

A nivel mundial, el ensayo del Potencial Bioquimico Metanogénico (PBM) resulta ser
una herramienta clave para definir la factibilidad técnica de una planta de biogas, ya que
permite cuantificar la maxima produccién de metano para un determinado residuo de in-
terés. A pesar de su importancia, existe una amplia variabilidad metodoldgica, que genera
incertidumbres y complejiza la comparacion e interpretacion de los resultados. En este
documento se volco la informacién actualizada sobre los factores, condiciones operativas
y ambientales que influyen y deben ser consideradas durante el desarrollo del ensayo. Con-
siderando estos conceptos y en funcién a lo reportado por los mas prestigiosos investi-
gadores que desarrollan este ensayo, el Laboratorio de Transformacién de Residuos (LTR)
perteneciente al Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA-INTA) generd un
disefo propio de reactores anaerdbicos y realiz6 el ajuste metodoldgico para este ensayo.
Actualmente se registran mas de 30 ensayos realizados con diferentes tipos de biomasas,
sostenidos con reportes cientificos, tesis de maestrias y doctorados, enmarcados en los
proyectos INTA (PNNAT 1128042 y PE-1149) y el proyecto internacional H2020-FERTIMA-
NURE (Carta Acuerdo INTA- Fundacién ArgenINTA (FA), SA 27617).

Durante los ultimos afios se incrementaron las plantas de biogas en todo el pais,
debido principalmente a la implementacion del Plan RenovAR (Ministerio de Energia). El
crecimiento de esta tecnologia generé un incremento en la demanda y el interés para la
puesta en valor de esta herramienta clave. Esto impulsé a este equipo de trabajo INTA a
generar un documento que contiene las consideraciones y recomendaciones que le ser-
viran al lector como una guia para poder cuantificar el PBM y para que, a futuro, las auto-
ridades regulatorias puedan normalizar y estandarizar esta metodologia a nivel nacional.

Ing. Agr. Diana Crespo
Jefa de Grupo del LTR
Coord. P H2020-Fertimanure
(CA INTA-FA 27617)

IMyZA- CICVyA- CNIA- INTA




Factores, condiciones operativas y ambientales
del ensayo Potencial Bioquimico Metanogénico

El potencial de produccién de metano es cominmente evaluado mediante un ensayo
llamado Potencial Bioquimico Metanogénico (PBM) o en inglés como Biochemical Me-
thane Potential (BMP). EI PBM permite determinar la méaxima cantidad de metano pro-
ducido por gramo de biomasa y la cinética de produccion, bajo condiciones controladas
de laboratorio, en reactores en batch (Lesteur et al., 2010). El PBM se calcula como la
maxima cantidad de metano acumulada en el periodo ensayado, dividida por la cantidad
de masa de sustrato agregada, expresado comunmente como mL de CH,/gDQO o gSV.

A partir de este mismo ensayo se puede determinar también la biodegradabilidad,
que es una medida de la fraccion de la materia organica que puede transformarse en
biogas en un proceso de digestion anaerébica. Se puede estimar como la fraccién de
la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de la muestra que es metanizada. También
se puede expresar la biodegradabilidad como la fraccién de los sélidos volatiles (SV)
de la muestra que es gasificada (Labatut et al., 2011). Ambas expresiones adquieren
valores distintos, por lo que es imprescindible clarificar en cada caso si la biodegra-
dabilidad estd expresada en términos de DQO o en términos de SV. Cada expresion de
biodegradabilidad tiene una utilidad distinta en el disefio y operacion de las plantas de
digestion anaerébica.

Este tipo de ensayo se lleva a cabo como factibilidad técnica y econémica a priori
de la implementacion de plantas de biogds, permitiendo estimar el balance energético,
condiciones operativas, el tamario de los reactores y otros equipamientos (Holliger et al.,
2016). Dentro de sus multiples aplicaciones, el ensayo de PBM comtinmente se utiliza
para: a- determinar la biodegradabilidad anaerébica y la maxima produccién de metano
(o potencial energético) de residuos organicos; b- evaluar el efecto de la codigestion de
diferentes sustratos y definir la relacién éptima entre el sustrato y el cosustrato; c- deter-
minar la cinética de degradacién, que mediante el uso de diferentes modelos matema-
ticos, permite predecir el funcionamiento de digestores a escala real; d- determinar va-
riables de disefio y pardmetros operativos para el escalamiento (scalling up); e- Evaluar
sustancias inhibitorias del proceso anaerébico (Tabatabaei & Ghanavati, 2018).
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El ensayo consiste en incubar una pequefia cantidad de residuo (sustrato) con un
inéculo anaerdbico y medir el volumen de biogas y metano generado en el tiempo. La
primera propuesta metodoldgica fue desarrollada por Owen et al. (1979) y desde enton-
ces fue una metodologia ampliamente utilizada, incrementandose su aplicabilidad con
los afios. En la actualidad existe un gran nimero de trabajos en la comunidad cientifica
que han desarrollado y adoptado este ensayo para determinar el potencial metanogéni-
co de diferentes sustratos. A pesar de que una gran masa de datos ha sido generada,
la comparacién entre los datos de biodegradabilidad y rendimientos reportados resulta
dificil. Esto es debido a la gran variabilidad de equipamiento y a los diferentes protocolos
y condiciones ambientales que son utilizados. Existen protocolos estandarizados de en-
sayos de biodegradabilidad anaerébica para compuestos quimicos, plasticos y sustra-
tos organicos complejos como los son los residuos sélidos (normas ISO 15985 (2004),
ASTM D 5511 (1994), VDI 4630 (2016), DIN 38414 TL8 (1985), entre otros), que difieren
todos ellos, principalmente, en el disefio experimental. La relacién entre el sustrato y el
inéculo (S/1), concentracion y tipo de indculo, volumen de espacio de cabeza (headspa-
ce), nutrientes, sistema de deteccion del metano, varian entre los diferentes ensayos
(Angelidaki et al., 2009; Holliger et al., 2016).

En consideracion, se presenta una revision sobre los factores y condiciones que afectan
al desarrollo de este ensayo y que deben ser considerados para protocolizar la metodologia.

Sustrato

Caracterizacion del sustrato

El tratamiento bioldgico de residuos sélidos organicos es altamente complejo. La
productividad metanogénica depende de la naturaleza del residuo, donde carbohidratos,
proteinas y grasas tienen diferente potencial metanogénico (Tabatabaei & Ghanavati,
2018). Otra caracteristica importante es el contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa,
debido a que estos compuestos son de baja biodegradabilidad anaerébica y por lo tanto
tienen menor aporte al potencial metanogénico del residuo.

Los complejos compuestos orgdnicos mencionados, se encuentran acompafiados
en los residuos por cantidades variables de agua. El porcentaje en peso de agua en el
residuo fresco, habitualmente referida como humedad del residuo, es una variable deter-
minante del rendimiento de metano por metro cubico o por tonelada de residuo.

Existen diferentes tipos de biomasas que pueden ser usadas como materia prima
para la produccién de biogas: residuos industriales (efluentes de la industria papelera,
frigorificos y mataderos), residuos agricolas y forestales (marlo, cachaza), residuos ur-
banos (lodos cloacales, aguas residuales y la fraccion orgéanica de los residuos sélidos
urbanos (FORSU)) y residuos ganaderos (estiércoles, purines, camas). Estas diversas
biomasas tienen potencialidades energéticas y difieren significativamente en sus carac-
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teristicas, las cuales influirdn en el proceso degradativo anaerdbico y, consecuentemen-
te, en la produccién y rendimiento de biogds y metano. Incluso se encuentran diferencias
significativas entre distintos lotes de residuos del mismo tipo, pero con distintas condi-
ciones de generacion.

El estiércol animal es una de las materias primas mas utilizadas para la digestién
anaerobica. Las producciones ganaderas intensivas generan grandes cantidades de es-
tiércoles, los cuales son sustratos que pueden ser tratados por la digestién anaerébica.
El guano generado por las aves es una mezcla del estiércol sélido con la orina, sien-
do ambas deyecciones liberadas por el mismo conducto del animal. En los mamiferos
(vaca, caballo, oveja y cerdo), el estiércol sale del tracto digestivo al exterior, mientras
que la orina, sale por las vias urinarias. El purin es la mezcla de estiércol y orina, donde
estas deyecciones caen en fosas comunes de recoleccién. La composicién quimica, fisi-
cay microbiolégica varia marcadamente en funcién de la especie (mono o poligastricos)
y la dieta consumida por el animal (Jingura & Kamusoko, 2017). El estiércol puede ser
rico en fibras, lignocelulosa, polisacdridos, proteinas y otros biomateriales.

En la Tabla 1 se muestra una comparacién porcentual del contenido de proteinas,
fibras y lignocelulosas en distintos estiércoles animales y en sus diferentes sistemas y
etapas de produccién.

Tabla 1

Composicion de proteinas, fibras y lignocelulosa en estiércoles de animales
(% en peso seco)

Proteina Fibratotal  Hemicelulosa Celulosa Lignina

Estiércol vacuno

Tambo 18.1 52.6 12.2 27.4 13.0
De carne 12.1 51.5 17.4 21.9 12.2
Feedlot 17.0 41.7 21.4 14.2 6.1
Estiércol de cerdo
Maternidad 25.1 39.2 21.9 13.2 4.1
Recria 22.7 40.8 20.5 13.9 6.4
Terminacién 22.0 39.1 20.4 13.3 54
Estiércol avicola
Iniciacion 39.8 31.7 18.3 8.5 49
Recria 48.4 36.4 21.5 7.7 7.2
Postura 316 34.5 20.2 12.0 23

(17-40 semanas)

Post-muda

. 28 31.2 16.4 10.7 4.1
(desplumaje)

Fuente: Jingura & Kamusoko (2017).
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Como puede observarse las concentraciones de estos compuestos pueden variar,
dependiendo principalmente, de la especie animal, el manejo y el sistema de produc-
cion en sus diferentes etapas. La composicion del estiércol afecta de forma directa a la
produccién de biogas y metano debido a la variabilidad que puede existir en cuanto a la
composicion de compuestos de mayor o menor degradacion biolégica.

Otra materia prima ampliamente utilizada para la digestion anaerdbica es la fraccién
orgdnica de los residuos sélidos urbanos (FORSU). La FORSU representa en promedio
un 54 % del total en América Latina, donde la fraccién predominante son los residuos
alimenticios, basicamente restos de comida y residuos de procesamiento de alimentos
(frutas, vegetales, huesos, grasas, aceites) (Graziani, 2018; Ye et al., 2015). Debido a su
composicion, los residuos de alimentos tienen un alto potencial metanogénico (Strong
etal., 2016).

Numerosos cultivos han demostrado tener altos potenciales de produccion de bio-
gas. Algunos cultivos de cereales, forraje y pasturas perennes, y otros cultivos no alimen-
ticios, muchas veces se utilizan como cosustratos para incrementar el rendimiento de
biogas (Braun et al., 2008; Corno et al., 2014; Jingura & Kamusoko, 2017; Navarro-Pineda
et al,, 2016). Los residuos de varios cultivos (residuos agricolas) como el algodén, maiz
y arroz han mostrado también tener un potencial bioquimico metanogénico y una bio-
degradabilidad inversamente proporcional a su contenido de lignina. Por ello, puede ser
conveniente pretratar los materiales con alto contenido de lignocelulosa para incremen-
tar el rendimiento de la produccién de biogas.

Los lodos provenientes de las plantas de tratamiento de aguas residuales son otras
de las materias primas utilizadas para la generacién de energia. Estos son producidos
en grandes cantidades y representan un problema para su manejo y disposicién final.
Comunmente, son tratados por digestién anaerdbica debido a su alta biodegradabilidad.

Ademas de la composicion quimica del sustrato (carbohidratos, proteinas, lipidos,
celulosa, hemicelulosa), otras caracteristicas pueden afectar el potencial rendimiento de
biogas y metano, como ser presencia de metales pesados y otras sustancias inhibitorias
del proceso. En efecto, la caracterizacién del sustrato es muy importante porque permite
estimar su potencial tedrico, ajustar variables operativas del ensayo y prever posibles
efectos inhibitorios.

El contenido de la materia orgdnica del sustrato puede expresarse técnicamente por
los parametros solidos volatiles (SV) y demanda quimica de oxigeno (DQO). En general,
cuando la materia prima es liquida o semiliquida se utiliza la DQO y cuando es sélida se
utiliza el parametro SV.

La producciéon de metano esta directamente relacionada con la degradacién de los
SV (Moody et al., 2009). El rendimiento de metano se incrementa cuanto mayor es el
contenido de SV y menor es el contenido de lignina (Gao et al., 2012; Liu et al., 2015).
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La DQO es el equivalente de oxigeno, correspondiente a la cantidad de un oxidante
quimico fuerte, que es demandado para la oxidacién del contenido de materia orgdnica
de una muestra (APHA, 1992). El rendimiento de metano tedrico puede ser calculado
desde la DQO del sustrato.

La relacion entre el carbono y el nitrégeno (C/N) en el sustrato es una variable impor-
tante para determinar, ya que puede afectar el desarrollo de las bacterias metanogéni-
cas. El rango éptimo de C/N es entre 20 y 30 (Tabatabaei & Ghanavati, 2018). Una baja
relaciéon C/N implica que la materia prima es rica en proteina, resultando en altas con-
centraciones de amoniaco acuoso, el cual puede causar una inhibicién a las metanogé-
nicas. Una alta relacién C/N puede resultar en una deficiencia en nitrégeno, el cual puede
limitar el crecimiento de la biomasa microbiana y reducir la capacidad buffer del siste-
ma, conduciendo al desequilibrio del proceso degradativo anaerdbico y a su colapso.

La disponibilidad de nutrientes y micronutrientes es clave para el desarrollo de la pobla-
cién microbianay en particular de la poblacién metanogénica (Romero- Giiiza et al., 2016). El
nitrégeno, fésforo y azufre son los elementos constitutivos mas importantes de la biomasa
microbiana y por lo tanto deben estar disponibles para su desarrollo. No menos importante,
es la disponibilidad de micronutrientes tales como hierro, niquel, molibdeno y cobalto, entre
otros, ya que son elementos esenciales para la sintesis de enzimas especificas de la pobla-
cién metanogénica. Generalmente, pero no siempre, los residuos complejos contienen estos
micronutrientes en concentraciones suficientes para el desarrollo de los microorganismos.

Las materias primas pueden contener sustancias inhibitorias para la digestion anae-
rébica. Los inhibidores principales son el nitrégeno amoniacal (N-NH,), el sulfuro de hi-
drégeno (H,S) y los metales pesados. EI N-NH, libre es el principal inhibidor del proceso
que afecta a las metanogénicas. El sulfato es usado como aceptor de electrones de las
bacterias sulfato reductoras y debido a que la reduccion de sulfato es energéticamente
mas favorable que la produccién de metano, las bacterias sulfato reductoras compiten
con las metanogénicas por sustratos. Ademas, el sulfato es convertido a sulfuro de hi-
drégeno, el cual es toxico para las metanogénicas (Shayegan et al., 2005). Sustancias t6-
xicas tales como productos agroquimicos, desinfectantes y antibidticos podrian causar
efectos inhibitorios, debido a la presencia de altas concentraciones de metales pesados
0 compuestos organicos (Jingura & Kamusoko, 2017).

Otro andlisis que se utiliza para la caracterizacién de los residuos es la determina-
cion de la composicién elemental del residuo: contenido de carbono (C), oxigeno (0),
hidrogeno (H), nitrégeno (N) y azufre (S). Esta informacion puede ser utilizada para esti-
mar el potencial bioquimico metanogénico tedrico (Angelidaki et al., 2011).

Preparacion y almacenamiento

La preparacion del sustrato debe ser minima para evitar cualquier tipo de alteracion
de sus propiedades.
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El tamafio del material puede afectar la cinética y la velocidad de produccion del
biogas, debido a que influye en la superficie del sustrato disponible para la accion de los
microorganismos hidroliticos, responsables de la solubilizacion del sustrato. Por eso,
el tamafio de la muestra es un pardmetro muy importante que afecta, principalmente,
la velocidad de producciéon mas que la determinacion del maximo potencial de biogas.

Si bien esta variable no afecta directamente a la mdxima produccién de biogas o
metano, es importante asegurar un tamafio de particula pequefio para una mayor homo-
geneidad del sustrato y una mayor reproducibilidad del ensayo de PBM (Angelidaki et
al., 2009). Ademas, los compuestos complejos con alta masa molecular necesitan ser
hidrolizados para una mayor accesibilidad. El ataque enzimatico en la etapa hidrolitica
se ve favorecido cuanto mayor area superficial tenga la particula (Lesteur et al., 2010)

Holliger et al. (2016) recomienda que las particulas tengan menos de 10 mm (como
didmetro o longitud). Sin embargo, a los efectos del ensayo del PBM el maximo tamarfio
debe asegurar la representatividad de la muestra, la cual se manifestara en la reproduci-
bilidad de los resultados. Por lo tanto, el tamanio de particula maximo dependera en cada
caso de la heterogeneidad del residuo y del volumen de la muestra a procesar. Si no es
posible lograr una reproducibilidad aceptable con la muestra sin procesar, esta debera
triturarse hasta obtener un tamario de particula maxima que garantice la reproducibili-
dad del muestreo, y por lo tanto resultados reproducibles.

El ensayo deberia describir en detalle los pretratamientos o los pasos de preparacién
de la muestra, como asi también el tamafio del sustrato que se utilizara en el ensayo.

El sustrato deberia ser utilizado lo mas fresco posible. Si no serd evaluado dentro de las
24 horas, puede ser almacenado a 4 °C por un tiempo no mayor a 5 dias. Se recomienda
que se incremente de forma gradual la temperatura hasta alcanzar la temperatura ambien-
tal en la muestra, a priori de ser utilizada en el ensayo de PBM (Holliger et al., 2016).

Concentracion del sustrato

La concentracion del sustrato es uno de los parametros mas importantes para el
disefio de un ensayo de PBM. Algunos ensayos de PBM establecen una concentracion
de sustrato entre el 2 y el 10 % de sélidos totales (ST) en el reactor para asegurar una
adecuada transferencia de masa (Raposo et al., 2012; V.D.l., 2006).

Un estudio realizado por Raposo et al. (2006) que evalué diferentes concentracio-
nes de sustrato (maiz, a 5-15 gSV/L), mostré que el méximo potencial de metano se
logré con la concentracién de 15 gSV/L. En esa misma linea de investigacion, Wang et
al. (2015) sugirieron que existe una correlacion entre la concentracién del sustrato y el
potencial de metano en ensayos de PBM. Estos autores observaron que el PBM puede
ser subestimado si se usan concentraciones de sustrato bajas, recomendando que, para
obtener resultados mas precisos, la concentracién del sustrato debe mantenerse alta 'y
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evitarse la dilucién cuando la concentracién es inferior a 10 g VS/L. Bajas concentracio-
nes de sustrato, estan asociadas a una baja actividad metabdlica de los microorganis-
mos y, consecuentemente, a bajas cantidades de biogas. Por el contrario, altas concen-
traciones de sustrato pueden conducir a situaciones de sobrecarga, debido a que los
compuestos intermedios como los acidos grasos volatiles (AGV) pueden acumularse y
conducir a una inhibicién en el proceso (Tanimu et al., 2014).

La mayoria de los ensayos de PBM son llevados a cabo fijando la relaciéon entre el
sustrato y el indculo (S/1), por lo que la cantidad de sustrato a agregar dependerd de esta
relacion mas que de la concentracién.

Resumen

En el Diagrama 1, se muestra un resumen de todo lo expuesto anteriormente, relaciona-
do al sustrato: sus caracteristicas, preparacion y almacenamiento y sobre su concentracion.

Diagrama 1

Resumen sobre la caracterizacion, la preparacion, el almacenamiento
y la concentracion del sustrato en un ensayo PBM

CARACTERIZACION

+ Materia seca o sdlidos totales y contenido de humedad

+ Sélidos volatiles, contenido de materia orgdnica y de carbono

+ Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

+  Sustancias organicas (lipidos, proteinas, carbohidratos, lignina)

+  Andlisis elemental: carbono (C), oxigeno (0), hidrégeno (H), nitrégeno (N) y azufre (S)
+ Nutrientes: fésforo magnesio y potasio

«  Micronutrientes: hierro, niquel, molibdeno, cobalto, etc.

PREPARACION Y ALMACENAMIENTO

+  Trituracion y molienda para alcalzar un tamafio <10mm
+ Almacenamiento del sustrato: a 4°C, no superior a 5 dias

CANTIDAD O CONCENTRACION

+ < 10% de ST dentro del reactor
+ Entre10y 15gSV/L
+ Lacantidad de sustrato a agregar puede depender de la relacién sustrato/inéculo

Inéculo
Naturaleza y caracterizacion del inéculo

La naturaleza del inéculo es una variable que puede afectar la determinacién del
PBM. Los lodos anaerdbicos de plantas de tratamiento de aguas residuales son los
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mas recomendados y reportados como fuente de in6culo para este ensayo. También
pueden utilizarse los lodos de plantas de tratamiento de residuos agroindustriales y de
estiércoles (Angelidaki et al., 2011; Filer et al., 2019; Holliger et al., 2016; Raposo et al.,
2012). Sin embargo, se recomienda que el inéculo provenga de una planta de biogas
que procesa similares sustratos al residuo a evaluar (V.D.l.,, 2006). Si el residuo a eva-
luar es estiércol vacuno, entonces el indculo debera proceder de un reactor anaerébico
que trate efluentes o estiércoles vacunos. De Vrieze et al. (2015) mostraron que los
lodos granulares maximizan el valor del PBM debido a que presentan mayor abundan-
cia metanogénica y una alta capacidad amortiguadora comparado con otros inéculos.
Los mas utilizados son los lodos granulares provenientes de plantas de tratamiento de
cerveceria (Koch et al., 2017).

Una forma de asegurar la actividad de las bacterias metanogénicas en el inéculo
es midiendo la actividad metanogénica especifica (AME). Se considera una actividad
aceptable para un ensayo de PBM, utilizando acetato como sustrato patrén, superior a
0,1 gDQO0/gSSV.d para lodos granulares. Si se utilizan lodos de tipo floculento o suspen-
didos, la actividad puede ser mas baja (Angelidaki et al., 2009; Holliger et al., 2016).

Ademads de conocer su capacidad de produccién, el inéculo debe ser caracteri-
zado en términos de biomasa la cual se determina mediante los andlisis de SV o
sélidos suspendidos volatiles (SSV). La diferencia entre SV y SSV corresponde a
los SV disueltos, que pueden ser despreciables si se trata de un inéculo de alta con-
centracion, como habitualmente ocurre. Si no fueran despreciables los SV disueltos,
seria mas adecuada para la caracterizacién, la determinacién de SSV mediante cen-
trifugacion o filtrado.

El valor de SV no representa sélo el contenido de microorganismos, ya que no per-
mite diferenciar entre la biomasa microbiana y el material organico particulado en el
reactor. En especial, esto es evidente en los lodos provenientes de estiércoles, donde
el contenido de SV podria estar representado, en su mayor parte, por residuos lignoce-
luloliticos recalcitrantes y no por biomasa microbiana activa, mientras que en los lodos
granulares, los SV consisten en la biomasa microbiana. Por otro lado, ambas metodo-
logias (SSV o SV) no permiten distinguir entre la biomasa viva o muerta (Angelidaki et
al., 2009; Raposo et al., 2012).

Para que un in6culo sea considerado de buena calidad y pueda utilizarse en un ensa-
yo de PBM, se recomienda los siguientes valores de pardmetros operacionales (Tabla 2).

Ademas, existen disponibles diferentes metodologias avanzadas que permiten eva-
luar los consorcios microbianos en los indculos anaerébicos: hibridacidn fluorescente in
situ (FISH, por sus siglas en inglés), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE, por sus siglas en inglés), reaccién en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés), entre las mds importantes (Khan et al., 2018).
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Tabla 2
Caracteristicas recomendadas del inéculo

Parametro Unidad Rango recomendado

Actividad (AME) gDQO/gSSV.d >0,1

pH upH 7-8,5

AGV gCH,COOH/L <1

N-NH, gN-NH,/L <2,5

Alcalinidad gCaCo,/L >1,5

Concentracién gSV/L 15-20

Holliger et al., 2016

Preparacion y almacenamiento

El inéculo debe ser utilizado lo antes posible luego del muestreo para evitar alterar
sus propiedades. Sin embargo, algunos indculos pueden requerir una preparacion previa,
como ser tamizado, dilucién o preincubacién. El tamizado por malla de 1-5 mm se reco-
mienda cuando existen ciertos materiales mas gruesos e inertes. La dilucion del in6culo
s6lo debera realizarse cuando el contenido de SV es muy alto, superior a 100 g/L.

La preincubacion permite “desgasificar” el in6culo, eliminando la materia organica
biodegradable residual que pudiera existir (Angelidaki et al., 2009). Se recomienda
que la preincubacion del in6culo se realice a la misma temperatura del ensayo de
PBM por un periodo no mayor a 4 dias, debido a que un tiempo mayor de preincuba-
cién puede afectar la tasa inicial de produccién de metano y desestimar el valor del
PBM, principalmente cuando las relaciones S/I de trabajo son bajas (Elbeshbishy et
al., 2012; Koch et al., 2019).

Elbeshbishy et al. (2012) estudi6 el efecto de la preincubacion, utilizando inéculos
preincubados y no incubados. La preincubacién de indculos hasta que la tasa diaria es
inferior al 1 % de metano acumulado, produce la estabilizacién completa del inéculo, redu-
ciéndose significativamente las concentraciones de la biomasa activa (patogénica y no
patogénica). En este caso, cuando se adiciona el sustrato soluble y particulado al estudio
de PBM, las tasas de biodegradacién al inicio del ensayo serdan muy diferentes entre un
indculo preincubado y uno sin incubacién. Esto se debe a que durante la preincubacién
los microorganismos que degradan los sustratos solubles (principalmente las acetogéni-
cas y metanogénicas) proliferaran, mientras que los otros grupos que hidrolizan y absor-
ben sustratos particulados se descomponen, afectando el equilibrio del consorcio micro-
biano. Sin embargo, cuando se realiza la adicién de sustratos particulados y solubles en
los lodos no incubados, todos los grupos de microorganismos funcionan simultaneamen-
te como un digestor, aprovechando las sinergias entre los distintos grupos microbianos
para mantener el consorcio en equilibrio. Elbeshbishy y colaboradores concluyen que la
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preincubacién no presenta ventajas frente a correr un blanco (inéculo solamente) en el
ensayo. Por otro lado, la preincubacién del inéculo puede incrementar las concentracio-
nes de amonio entre un 30-40 % mas que el inoculo sin incubacién previa.

El tiempo y temperatura de almacenamiento del indculo también puede afectar los
resultados del ensayo PBM. Koch et al. (2019) evaluaron un inéculo fresco (dentro de
la hora de recoleccién) y el mismo inéculo almacenado durante 2 semanas a4 °Cy a
38 °C (temperatura de trabajo del ensayo de PBM). Los resultados mostraron que las
condiciones de almacenamiento tuvieron un impacto menor sobre las curvas del PBM
del sustrato. Sin embargo, sugirieron que mayores temperaturas y tiempos de almacena-
miento podrian tener un comportamiento diferente. Li et al. (2014) también estudiaron el
efecto del almacenamiento en el inéculo, utilizando diferentes sustratos. Sus resultados
demostraron que el inéculo fresco tuvo el mayor rendimiento de metano (498,3 mL/
gSV) y biodegradabilidad (87,7 %) con residuos de comida, comparado con el inéculo
almacenado a 2 meses (425 mL/gSV y 74,8 %) y 4 meses (394,6 mL/gSV y 69,4 %) a
temperatura ambiente. Hagen et al. (2015) almacenaron el inéculo a 20 °C por 11 meses
y encontraron una pérdida significativa de la performance con la celulosa.

Astals et al. (2020) estudiaron el impacto del efecto de la temperatura y tiempos de
almacenamiento en la actividad metanogénica especifica (AME) del in6culo. Se demos-
tré que la actividad puede disminuir con el tiempo independientemente de las condicio-
nes de almacenaje (temperatura, humedad, etc.). Sin embargo, la velocidad con la cual
la actividad decrecié fue dependiente de la temperatura, siendo mds baja a temperaturas
menores (4 °C). Los inéculos almacenados a 4 °C y a temperatura ambiente (22 °C)
mantuvieron la actividad metanogénica cercana a la de un inéculo fresco por un lapso
de hasta 14 dias de almacenaje, mientras que el in6culo almacenado a 37 °C mostré un
significativo decaimiento en la actividad luego de los 7 dias de almacenamiento.

Con estos antecedentes cientificos, se recomienda almacenar el inéculo a la misma
temperatura que se realizara el ensayo o a temperatura ambiente (20-25 °C) por periodos
cortos, preferentemente no superiores a 5 dias (Holliger et al., 2016). Por otro lado, el
inéculo podria conservarse a temperaturas bajas (4 °C) también por periodos cortos, no
superiores a 14 dias para evitar una disminucidén de su actividad metanogénica.

En el Diagrama 2, se muestra un resumen de las diferentes recomendaciones y opcio-
nes para el preparacién y almacenamiento del indculo.

La segunda opcion seria la mas recomendable, cuando se sospecha que el inéculo
puede contener materia organica residual. Las recomendaciones sobre el periodo de
almacenamiento a 20-25 °C o a la misma temperatura del ensayo pueden ser variables
entre los diferentes autores.

La incubacién previa del inéculo con el sustrato conduce a la induccidén de vias me-
tabdlicas para la degradacién, a un incremento de la afinidad por el sustrato y a un incre-
mento en la cantidad de microorganismos degradadores especificos de ese sustrato.
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Diagrama 2

Opciones de acondicionamiento y almacenamiento del indculo, ordenadas en orden
de preferencias

INGCULO FRESCO
(dentro de las horas
de recoleccion

INGCULO FRESCO PREINCUBACION

(dento de las horas (<4 diasalaT
de recoleccion del ensayo

INGCULO FRESCO PREINCUBACION

(dento de las horas (<4diasalaT
de recoleccion del ensayo

INGCULO FRESCO
(dento de las horas

de recoleccion)

Si bien la idea de adaptacidn/aclimatacion es extensamente aceptada en la comuni-
dad cientifica, existen pocos antecedentes en el uso de indculos adaptados, utilizando-
se comunmente indculos no adaptados en el ensayo de PBM (Raposo et al., 2011). Un
estudio realizado por Bres PA. (2019), comparé el rendimiento de metano en un ensayo
de PBM, utilizando un inéculo adaptado al sustrato guano (AME= 0,05 gDQO/gSSV.d) y
otro indculo del tipo granular, sin adaptacién al sustrato y con mayor actividad (AME=
0,13 gDQO/gSSV.d). Los resultados mostraron que el inéculo granular obtuvo un mayor
rendimiento de biogds y metano comparado con el inéculo adaptado al sustrato. Para
un ensayo de PBM, donde se optimizan las condiciones, es recomendable utilizar lodos
con alta actividad y del tipo granular.

Concentracion del inéculo

La naturaleza (origen) y la concentracion del inéculo son los factores que mas
difieren en la protocolizacion de los ensayos de PBM. Normalmente, cuanto mayor
sea la concentracién del inéculo, mayor sera la conversion anaerébica del sustrato
y mas rapido finalizara el ensayo de PBM, ya que afecta la tasa de biodegradacién
(Raposo et al., 2011).

Existen diversas concentraciones de inéculo e incluso diferentes formas de expre-
sion reportadas. Puede encontrarse como porcentaje de volumen con rango desde 10
a 80 %. Sin embargo, la forma de expresiéon mas significativa es como SV o SSV, ya que
representa el contenido de biomasa en el lodo. Se reportan rangos entre 1 a 37 gSV/L
(Raposo et al., 2011; Céardenas Cleves et al., 2016), entre 15 a 20 gSV/L (V.D.l., 2006) y
entre 2 a 8 gSSV/L (Rozzi & Remigi, 2004).
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La relacién S/l es uno de los parametros mas importantes en el ensayo de PBM. A
pesar de ello, muchos investigadores no reportan este valor en el disefio experimental.
Esta variable puede encontrarse expresada de diferentes formas como: gSV/gSV, gSV/
gSSV o gSV/gDQO; incluso esta relacién puede utilizarse en el orden inverso como in6-
culo/sustrato (1/S).

Resumen

En el Diagrama 3, se muestra un resumen de todo lo expuesto anteriormente, rela-

cionado al inéculo: su caracterizacion, preparacién, almacenamiento y concentracion.

Diagrama 3

Resumen sobre la caracterizacion, la preparacion, almacenamiento
y la concentracion del inéculo en un ensayo PBM

CARACTERIZACION

+ Materia seca o sélidos totales

+ Sdlidos volatiles, contenido de materia orgénica y de carbono

+ Sélidos suspendidos volatiles

+  Actividad Metanogénica Especifica (AME)

+  Criterios de calidad del indculo: pH, AGV, alcalinidad y N-NH, (Tabla 2)

PREPARACION Y ALMACENAMIENTO

+ Tamizado y dilucién en caso de ser necesario
+  Preincubacion < a 4 dias
+ Indculo sin almacenamiento preferentemente, lo mas fresco posible (ver diagrama 2)

CANTIDAD O CONCENTRACION

+  Sereportan diferentes concentraciones (2-8 gSSV/L 0 1-37 gSV/L)
+ Tener en cuenta la relacion sustrato/indculo

Condiciones operativas
Agitacion y temperatura

La agitacion del medio facilita el contacto entre los microorganismos y el sustrato,
previniendo la acumulacién de metabolitos intermedios (como lo son los AGV) y garan-
tizando las condiciones de homogeneidad en el sistema. La agitacion puede realizarse
en forma continua o intermitente, segun el tipo de sistema de agitacion: mediante el
movimiento del reactor (manual, orbital o axial) o mediante el movimiento de un agitador

interno. En este ultimo caso, la agitacién puede ser unidireccional o bidireccional (por
ejemplo, equipo automatico para el ensayo de PBM modelo AMPTS).
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Souto et al. (2010) estudiaron la influencia del tipo de agitacion y demostraron que la
agitacion manual intermitente tuvo similares rendimientos en un ensayo de AME, com-
parado con la agitacién orbital continua y que, la agitacion axial deberia ser evitada cuan-
do se utilizan volimenes pequefios de frascos, para evitar la ruptura de los agregados
microbianos (fléculos).

Un estudio realizado recientemente (Wang et al., 2017) demostré que el tipo y veloci-
dad de mezclado éptimo puede depender del tipo de muestra y la viscosidad generada en
el liquido del digestor. Para muestras con mayor viscosidad (lodos de aguas residuales), la
agitacién continua unidireccional y bidireccional a 160 rpm, permitié la mayor produccion
de metano. Sin embargo, la remocién de la materia organica no fue afectada, por lo que
la agitacion podria estar relacionada a la liberacién de burbujas de gases atrapadas en el
liquido. Para las muestras que no presentan una alta viscosidad (cuando el contenido del
digestor estd lo bastante diluido o el sustrato es facilmente degradado), el mezclado con
agitacién manual, una vez al dia, podria ser suficiente para el ensayo de PBM.

Cuando laintensidad de mezclado es baja, puede verse limitada la transferencia de masa,
mientras que, cuando ésta es alta, los agregados microbianos pueden romperse. En ambas
situaciones, puede reflejarse una disminucién del valor de la produccién de metano en el en-
sayo de PBM. Antecedentes cientificos mostraron que las velocidades de 360 rpm, 400 rpm
y 700 rpm provocaron una disminucién en la produccién de metano (Cho et al., 2005; Souto
etal,, 2010). La intensidad de mezclado mas utilizada y reportada varia entre 150 y 200 rpm.

Con respecto a la temperatura, esta variable influye en la tasa de crecimiento, el me-
tabolismo y la dinamica poblacional de los microorganismos dentro del reactor anaeré-
bico. Ademas, afecta factores tales como la tasa de transferencia del gas y las caracte-
risticas de sedimentacién de los lodos biolégicos (Filer et al., 2019).

El ensayo de PBM se realiza a 30-35 °C, debido a que las condiciones mesofilicas son
favorables para el desarrollo de los microorganismos metanogénicos. Las temperaturas
termofilas (45-60 °C) en este tipo de ensayos son poco usuales, ya que la operacién en
este rango de temperatura implica mayores requerimientos energéticos y mayor sen-
sibilidad a las sustancias téxicas como el amonio y los acidos grasos de cadena larga
(Fernandez Rodriguez et al., 2012; Raposo et al., 2011). Es conveniente que la tempera-
tura utilizada durante el ensayo sea la misma que la temperatura de origen del in6culo.
Por otro lado, la temperatura de incubacion deberia estar bajo condiciones ambientales
controladas, con variaciones maximas de + 2 °C (Holliger et al., 2016).

Blanco y control

Debera incluirse un blanco y un control en el ensayo de PBM. El blanco consiste en
incubar el inéculo sin el agregado de sustrato y el control consiste en incubar el indcu-
lo con un sustrato estandar, el cual se conoce su rendimiento tedrico. Tanto el control
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como el blanco son expuestos bajo las mismas condiciones ambientales y operativas
que se desarrollara el ensayo.

El blanco se utiliza para considerar la materia organica residual que puede contener
el inéculo, por lo que la produccién de metano generada por el inéculo al final del ensayo
debe ser restada de la produccién de metano generada por el sustrato (Angelidaki et al.,
2009; Filer et al., 2019).

Cuando la produccién total de metano del blanco contribuye mas del 20 % de la pro-
duccion total de metano del sustrato de andlisis, se recomienda realizar la preincubacion
del inéculo y repetir el ensayo (Holliger et al., 2016).

El control evalla la precision del ensayo de PBM y permite validar el procedimiento de
medicién del gas. La celulosa y la gelatina son los sustratos estandares mas utilizados
como control. La celulosa es recomendada para los residuos agricolas, agroindustriales,
agropecuarios y municipales, mientras que, la gelatina es recomendada para residuos car-
nicos, pescados y otros residuos similares (Angelidaki et al., 2009). Cuando la celulosa es
digerida debe producir un minimo del 80 % del maximo rendimiento tedrico de metano (V.D.1.
4630; 2006). Segun Holliger et al. (2016), el rendimiento de metano experimental del control
debe estar comprendido entre el 85 % y el 100 % del valor tedrico (celulosa: 352 - 414 LCH,/
kgSV, en condiciones estéandares 0 °C y 1 atm). Si bien los controles son necesarios porque
verifican la precision de la metodologia, es poco usual su reporte en los trabajos cientificos
(Raposo et al., 2012). En la Tabla 3 se muestran los rendimientos de los sustratos estandares
mas utilizados como control y sus respectivos rendimientos teéricos de metano.

Tabla 3
Rendimiento tedrico de metano para los diferentes sustratos
Sustrato control RTM (mLCH,/gSV) Sustrato de analisis
Celulosa 414 Residuos agricolas, agroindustriales 'y
municipales
Gelatina 433 Residuos carnicos, pescados

Referencia. RTM: rendimiento tedrico de metano

Generalmente, para el control se utiliza la misma relacién S/l que aquella para la
muestra de interés. El interlaboratorio coordinado por Raposo et al. (2011) mostré que,
tomando los 13 de 16 laboratorios participantes, el promedio del rendimiento de metano
para la celulosa fue de 350 LCH,/kgSV, con una alta precision y un 85 % de rendimiento
de metano con respecto al teérico (relacion entre el valor experimental y el tedrico).

Camara de gas

El volumen de la cdmara de gas o espacio de cabeza (headspace) puede afectar el
rendimiento de biogas y metano en un ensayo de PBM (Figura 1).
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Figura 1 Cuando se utiliza el método manométrico, el

Volumen de cémara de gas o headspace influird en la presion generada por el

espacio de cabeza (headspace)  9as, en la duracion del ensayo y en la frecuencia
de muestreo del gas. Se reportan diferentes pro-

(I porciones de headspace, respecto al volumen total
del reactor, siendo entre el 20 % y el 60 %, los volu-
menes del headspace mas utilizados. Si bien esta

headspace variable es de gran importancia para el ensayo de
PBM, muchos autores no la reportan en su disefio
experimental (Raposo et al., 2012).

inéculo +

Suslighe Algunos trabajos han estudiado la influencia
de la sobrepresidén en el headspace sobre el rendi-
miento de biogas y metano. La presion generada

Reactor

por el gas dependera de diversas variables como
ser el volumen del headspace, frecuencia de medi-
cién, frecuencia de liberacion del gas acumulado y tamafio de la botella de incubacion,
entre otras. Himanshu et al. (2017) evaluaron la influencia en la frecuencia de medicion
y liberacién de la presion (diaria, cada tres dias, semanalmente y luego de los 35 dias
de incubacion) en diferentes volimenes de headspace (50 mL (42 %), 90 mL (56 %) and
180 mL (72 %)). Se evidencié un impacto negativo en el rendimiento de biogas, debido
a la sobrepresién en el headspace, atribuyéndole este fenédmeno a la solubilizacién en
el medio del CO,, al incrementarse la presion en el headspace. De acuerdo con la ley
de Henry, cuando la presién parcial del CO, se incrementa en el headspace, se produce
una mayor disolucion de ese gas en el medio liquido, conduciendo a una disminucion
de la presion en el momento de su determinacién. Asimismo, un incremento de la
concentracién de CO, en el medio liquido, conlleva a una reduccion del pH, provocando
una perturbacion en la actividad de algunos microorganismos. Por otro lado, un incre-
mento del volumen del headspace puede conducir a un incremento del rendimiento de
metano. Similares resultados fueron encontrados Yilmaz (2015) quien evalué el efecto
de la presién para diferentes headspace (80 %, 60 %, 40 % y 20 %) sobre la produccion
de biogas en un ensayo de PBM con glucosa como sustrato. Este trabajo mostré que
la produccion de biogds se ve favorecida cuanto menor es la presién en el headspace
(mayor volumen del headspace).

Nutrientes

La operacién de plantas de biogds requiere de concentraciones balanceadas de
C:N:P:S (~ 600:15:5:1), de macronutrientes como potasio (K), sodio (Na), magnesio (Mg)
y calcio (Ca), de micronutrientes como hierro (Fe), manganesio (Mn), selenio (Se), alu-
minio (Al), niquel (Ni), cobalto (Co), boro (B), cobre (Cu), molibdeno (Mo) y Cinc (Zn) y de




Ensayo potencial bioquimico metanogénico

complejos vitaminicos (biotina, acido félico, riboflavina, tiamina, nicotinida) para favore-
cer el crecimiento y desarrollo de los microorganismos (Filer et al., 2019).

En un ensayo de PBM, la falta de estos nutrientes puede causar efectos inhibitorios
(Angelidaki et al., 2009). Las soluciones de nutrientes mas utilizadas son descriptas por
Rozzi y Remigi (2004), Owen et al. (1979) y Angelidaki et al. (2009).

Ademas de los nutrientes, se requiere el agregado de soluciones amortiguadoras (bu-
ffers) como los carbonatos y fosfatos y un agente reductor, como lo es el sulfuro de sodio.
También puede incluirse en el medio nutritivo la resarzurina que es un agente indicador de
oxido-reduccion. En algunos casos, por ejemplo, cuando se utilizan como inéculo los lodos
de aguas residuales, el suministro de nutrientes podria evitarse, debido a que intrinseca-
mente estos lodos son ricos en dichos elementos (Aquino et al., 2007; Filer et al, 2019).

pH y alcalinidad

Para el ensayo de PBM el pH debe estar cercano a la neutralidad, a fin de garantizar
la actividad metabdlica de los microorganismos anaerobicos. Un pH bajo puede con-
ducir a una acumulacion de los AGV y un pH alto a concentraciones altas de nitrégeno
amoniacal libre. En ambos casos, el proceso de degradacién se ve afectado debido a la
inhibicidn de las bacterias metanogénicas. Por eso, antes del inicio del ensayo, la mez-
cla debera ser ajustada hasta pH neutro mediante el agregado de soluciones alcalinas
o acidificantes, dependiendo el caso. Para que el sistema tenga la suficiente capacidad
buffer y garantizar la neutralizacién de los AGV, el indculo debe contener al menos 1,5
g CaCO./L, y asi asegurar las condiciones 6ptimas de desarrollo de las bacterias y del
proceso degradativo (Angelidaki et al., 2009; Hollliger et al., 2016).

Relacion entre el sustrato y el inéculo

La mineralizacién de un residuo sélido a través del proceso de digestién anaeré-
bica requiere de la accion coordinada de diferentes grupos de bacterias, como asi
también de prevenir la acumulacién de metabolitos intermediarios y productos que
son potencialmente inhibidores del proceso (AGV y N-NH,). En efecto, el balance entre
los microorganismos y el sustrato asegura la eficiente biodegradabilidad anaerébica.
Si la carga de sustrato es demasiado baja, los microorganismos exhibirdn una baja
actividad metabdlica y, consecuentemente, se reflejara baja produccion de biogas. Si
la carga de sustrato es demasiado alta, la medicion del biogas serda mas confiable pero
puede resultar en una inhibicion de la produccion de biogas por acumulacion de poten-
ciales inhibidores (Angelidaki and Sanders, 2004; Raposo et al., 2011). Por eso, uno de
los parametros claves es encontrar la mejor relacion entre el sustrato y el indculo que
mantenga el equilibrio en el sistema.
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En teoria, el rendimiento de metano no deberia ser afectado por esta relacién, ya que
solo influye en la cinética del proceso (Lesteur et al., 2010). Sin embargo, se ha demos-
trado que esta relacién puede afectar, tanto la tasa como el grado de la degradacién
anaerobica (Holliger et al., 2016; Raposo et al., 2011).

Comunmente, se utilizan las relaciones S/I entre 0,25y 1 (como gSV/gSV), recomen-
dandose una mayor cantidad de indculo que de sustrato para minimizar los posibles pro-
blemas de inhibicién o acidificacién en el sistema (Holliger et al., 2016). Esta relacion no
deberia estandarizarse, ya que depende del tipo de sustrato y de las caracteristicas del
indculo. Debera evaluarse cada caso en particular, dado que cada combinacién sustra-
to-indculo tiene una relacién 6ptima, considerando su potencial produccién de los AGV
y su capacidad de amortiguamiento (Elbeshbishy et al., 2012; Lesteur et al., 2010). Para
sustratos desconocidos o0 que se sospecha una inhibicién del proceso, se recomienda
utilizar relaciones S/I bajas, entre 0,25 a 0,35 (Holliger et al., 2016).

Condiciones anaerdbicas

El volumen del headspace es burbujeado para desplazar el aire presente y asegurar
las condiciones anaerdbicas antes de cerrar el reactor (Cardenas Cleves et al., 2016),
aunque no hay consenso sobre el flujo de gases y la duracidn de este procedimiento.
Los gases mas utilizados para hacer este barrido son el nitrégeno molecular (N,), el
diéxido de carbono (CO,), Helio (He) y sus combinaciones como ser N,: CO, (70:30 % o
80:20 % v/v). Koch et al. (2015) encontraron que el barrido del headspace con la mez-
clade gas (80 % de N,y 20 % de CO,) produce un incremento del 20 % en la produccién
de metano comparado con el barrido con N, puro. Sin embargo, se requieren mayores
estudios para determinar el efecto del CO, en la mezcla del gas sobre la formacion del
metano en el ensayo de PBM.

Para asegurar las condiciones anaerdbicas durante todo el periodo del ensayo se
recomienda realizar una prueba de estanqueidad. Un método sencillo pero eficaz es
generar una sobrepresion en el headspace y luego sumergir el reactor en un recipiente
con agua. Si el reactor tiene fugas se observaran burbujas de gas en el agua. Si el re-
actor no tiene fugas, significa que superé la prueba de estanqueidad y podra utilizarse
para el ensayo.

Resumen

En el Diagrama 4, se muestra un resumen de todo lo expuesto anteriormente, relacio-
nado a las condiciones operativas del ensayo PBM.
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Diagrama 4

Resumen sobre los parametros y factores operativos
que pueden influir en el ensayo de PBM

AGITACION Y TEMPERATURA

+  Puede ser manual, orbital o axial; intermitente o continua
+  Velocidad de agitacion recomendada <160 rpm, aunque dependera del tipo de sustrato
+ Temperatura: mesofilica preferentemente

BLANCO Y CONTROL

Blanco: indculo sin el agregado de sustrato
Control: celulosa y/o gelatina. El PBM debe estar entre el 80-100 % del PBM teérico

HEADSPACE

Dependera del sistema de medicion, pero entre 20-60 % del volumen total es lo mds utilizado

NUTRIENTES

Recomendado para asegurar el crecimiento y el desarrollo de los microorganismos. Existen
varios formulados de nutrientes

PHY ALCALINIDAD

+ Ajustar a pH 7, antes de iniciar el ensayo
+  Alcalinidad > 1,5 g CaC03/L, sino agregar

RELACION SUSTRATO/INGCULO (S/1)

S/l entre 0,25y 1 (recomendadas). Sin embargo, si se sospecha presencia de inhibidores
incluir al menos dos relaciones S/l mds bajas
Dependerd de cada sustrato e indculo a utilizar. Se recomienda probar al menos 2 relaciones de S/I

CONDICIONES ANAEROBICAS

Pasar una corriente de gas (N2; He, N2:C02) para desplazar el aire en el headspace
Realizar una prueba de estanqueidad

Condiciones experimentales

Métodos de medicion del biogas

El ensayo de PBM es llevado a cabo en reactores que aseguren la hermeticidad del
sistema durante todo el periodo del ensayo. La bibliografia reporta diferentes metodolo-
gias e instrumentos que permiten cuantificar el volumen de metano y biogas generado
para el desarrollo de este ensayo. En general, seguin la forma de medicién, pueden clasifi-
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carse en método manomeétrico, por jeringa o por desplazamiento del liquido. La eleccion
del método define el disefio del sistema de reactor a utilizar.

Método manométrico

Se basa en la medicion de la presion ejercida por el volumen de biogas acumulado
en el headspace del reactor. La medicién de la presién se realiza acoplando un sensor
(membrana transductora de presion), el cual detecta la presion ejercida y la traduce en
unidades de presién (bar, atm). Esto se realiza con un equipo medidor de presion llama-
do transductor o mandmetro. El volumen de biogas generado es calculado a través de
la sobrepresion medida por el transductor, utilizando la ley de gases ideales donde el
volumen en el headspace y la temperatura son constantes y conocidos (Figura 2 a). Una
vez medida la presion se recomienda ventear y liberar el gas acumulado para reducir
la presidn hasta alcanzar la presién atmosférica dentro del reactor. Luego, el sistema
queda listo para una préxima medicién de biogds. Seguln Holliger et al. (2016) la presién
en el headspace no debe ser superior a 3 bares para evitar elevadas concentraciones de
CO, disuelto y la ruptura del reactor. Se debe evitar sobrepresiones altas, ya que afecta
a la disolucién del CO, y el pH en el medio, asi como también el crecimiento bacteriano
(Himanshu et al., 2017; Yilmaz, 2015).

Figura 2

Sistemas de medicion de biogas (manométrico y por desplazamiento)
basados en el protocolo VDI 4630 (2006)

" E

Manémetro biogéas biogéas
digital
0.8 inéculo + inéculo +
sustrato sustrato
b
Reactor Reactor
H Método manométrico u Método volumétrico

por desplazamiento

Existen pocos estudios que evallen el efecto de la sobrepresion en los microorganis-
mos anaerobicos o en el proceso degradativo. Valero et al. (2016) estudiaron el efecto de la
acumulacion de la presion en el headspace y encontraron que cuando las presiones fueron
superiores a 0,6 bares la produccién de metano fue afectada para el sustrato de residuos
de café molido; pero cuando las presiones estuvieron entre 0,6 y 1 bar no se observaron
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estos efectos para los sustratos de estiércol de tambo y el residuo de cascara de cacao.
El efecto de la sobrepresion puede depender del tipo de sustrato en un ensayo de PBM.

Método volumétrico por desplazamiento

El biogas producido puede desplazar una solucion contenida en un sistema colector
externo al reactor. Se llena el colector con una solucidn barredora y se invierte en un reci-
piente reservorio. El biogas pasa a través de la solucién y el volumen desplazado es igual
al volumen de biogas generado. La solucién barredora puede ser agua de red, aceite, agua
acidificada y agua carbonatada (Figura 2 b). La desventaja que presenta este método es la
posible disolucion del CO, en la solucion barredora, conduciendo a una subestimacion del
biogas generado (Filer et al., 2019). La solubilidad del CO, en agua a 25°C es 25 veces mas
alta comparada con el CH, bajo las mismas condiciones de pH y presién (Stromberg et al.,
2014). Su solubilidad puede reducirse decreciendo el pH o incrementando la salinidad en
la solucion barredora (Strémberg et al., 2014; Zaman, 2010). Por otro lado, ademas de ajus-
tar el volumen de biogas generado en condiciones estandares de presién y temperatura, es
necesario considerar el contenido de vapor de agua y corregir por la presion hidrostatica
sobre el gas, cuando se utiliza este método (Filer et al., 2019; Strémberg et al., 2014). Esta
técnica es sencillay de bajo costo para su implementacion en el laboratorio, pero presenta
como desventaja la posibilidad de tener fugas del biogas mediante el sistema de cone-
xion y medicidn (agujas, mangueras). Debe considerarse el uso de jeringas esmeriladas y
mangueras impermeables para gases, a fin de asegurar la hermeticidad del sistema y las
condiciones anaerdbicas (Aquino et al., 2007).

Figura 3 Método volumétrico por jeringa

Método volumétrico de Consiste en conectar una jeringa invertida en

medicion de biogas por jeringa  la tapa del reactor (Figura 3). La presion generada
en la headspace desplazara el émbolo de la jeringa,

equilibrando la presién interna del reactor hasta al-

canzar la presion atmosférica (Zaman, 2010).
biogas
La medida del desplazamiento del émbolo de

la jeringa es igual al volumen de biogas generado.

Es un método relativamente sencillo, en el cual se

minimiza las presiones altas dentro del reactor, evi-
biogas . e .

tandose la solubilizacion del CO,. La desventaja es
inéeulo + que el error humano puede ser importante debido

sustES a que es una operacién manual. Por otro lado, para

realizar la medicién, es necesario retirar el reactor
Reactor de la incubacién, donde el cambio de la tempera-
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tura podria influir significativamente en la medicién del biogas (Filer et al., 2019). Otro
problema de este método es que no puede haber pérdidas entre la pared de la jeringa y
el émbolo, pero tampoco friccidn, porque ésta impediria el desplazamiento del émbolo
generando una presién superior a la atmosférica en el reactor.

Caudalimetro
Figura 4 El caudalimetro es un equipo que permite medir
Medicion de biogas por el volumen del gas con alta precisién (Figura 4). Los
conexion a un caudalimetro caudalimetros utilizados para el ensayo de PBM,
deben ser capaces de medir caudales de flujo ul-
W trabajos, medir en forma continua y liberar el gas
para evitar las sobrepresiones en el headspace. El
l dispositivo de medicién funciona de acuerdo con
biogds Caudalimetro el principio de desplazamiento de liquido y flotabili-

130 dad. Se genera un pulso digital cuando un volumen

indculo +
sustrato

definido de gas fluye a través del dispositivo. Luego,

b} por un sistema de adquisicién de datos integrado
se registra y se muestra el resultado. Existen en el

Reactor
mercado los modelos MilliGascounters RITTER (de

origen aleman) y el uFlow Bioprocess Control (de origen sueco), entre otros, que estan
disefiados para medir biogas y metano.

Métodos de medicion del metano

La produccion de metano es uno de los indicadores mas sensibles que esta relacio-
nado directamente con la degradacion de la materia organica. Los valores tipicos del por-
centaje de metano en el biogds se encuentran entre el 60 % y el 75 %. Un desequilibrio
entre las etapas de la degradacion conduce a una reduccion del porcentaje de CH, y a un
incremento del porcentaje de CO, (Tabatabaei & Ghanavati, 2018).

Existen diferentes métodos para medir el metano. La cromatografia gaseosa permite
la identificacion y cuantificacion del CH, y CO, con mayor resolucion y sensibilidad compa-
rada con otros métodos, generando resultados altamente fiables (Stromberg et al., 2014).

Otra alternativa para medir CH, es mediante la adsorcién del CO, con solucion alca-
lina. Se utiliza un tubo graduado con una solucién acida (0,5 M HCI) que es invertido y
sumergido en un recipiente con la misma solucién. El tubo graduado se conecta desde
la parte inferior con el headspace del reactor mediante una manguera (Figura 5 a y b).
El biogds producido fluird hacia el tubo graduado y desplazara el liquido. El volumen de
liquido desplazado representa el volumen de biogds producido (Figura 5 c). Una vez
medido el biogas, se adiciona una solucién basica (NaOH, KOH, LiOH) en el recipiente
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para lograr un pH > 9, y la captura del CO,. El volumen del liquido desplazado en el tubo
representa el volumen de CH, generado (Figura 5 d). La diferencia entre el volumen de
biogas y el volumen de CH, representa el volumen de CO, producido, considerando que
la produccion de H_S es despreciable en el biogas (Pham et al., 2013).

Figura 5

Métodos e instrumentos usados para medir el volumen de metano basado sobre el
método volumétrico por adsorcion del CO,

biogas
inéculo +
sustrato
/
Sol. Acida (pH<2) Sol. Acida (pH<2) Reactor

Adaptado de: Tabatabaei & Ghanavati, 2018

u Conexion del reactor al
tubo graduado

H Tubo graduado lleno con
una solucién acida, invertido
en un contenedor con la
misma solucién

CH, I
Biogas [ =] y

Base

Sol. Acida (pH<2) Sol. Base (pH>9)

u El liquido desplazado del
tubo representa el volumen
de biogds acumulado
en el reactor

ﬂ Adicion de una solucién base al
contenedor. El espacio ocupado
por el gas en el tubo graduado
representa el volumen de metano
contenido en el biogas

En este método, el barrido del aire en el headpace debe realizarse con una mezcla de
N,: CO,, donde el % de CO, sea igual al biogas producido (entre 30-40 %). De este modo
el N, que sera transferido al tubo graduado, compensara al volumen de CH, en el heads-
pace al final del ensayo.
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Figura 6 Otro método volumétrico para medir el

Método volumétrico de CH, es haciendo pasar el biogas por una

medicion del metano por jeringa solucién alcalina contenida en un recipiente.
Se conecta la jeringa en el headspace del re-

cipiente, causando la despresurizacién del

sistema (método volumétrico por jeringa).

ICH“ El volumen desplazado por el émbolo de la

m jeringa representa el volumen de metano
||||||||||||||||||||l (Il |||||||||l producido (Figura 6).

! Algunos sistemas de reactores miden
- el metano producido por el método ma-
o oL s nomeétrico. Para ello, acoplan en el heads-
sustrato (NaOH) pace del reactor un sistema adsorbedor

de CO,, el cual utiliza una base (NaOH o
Reactor LiOH) en estado solido (perlas, polvo). De

esta forma, la presién medida por el trans-
ductor de presién representa el volumen de metano acumulado en el headspace (méto-
do manométrico por captura del CO, con alcali solido).

Actualmente, ha tomado gran importancia el método de la densidad para medir me-
tano, conocido como GD-BMP (gas density- biochemical methane potential) debido a su
practicidad y su bajo costo de medicion. Este método requiere conocer dos variables: la
pérdida de masa de los reactores y el volumen de biogas producido durante cada evento
de muestreo a lo largo del ensayo PBM. Con estas mediciones, es posible determinar la
densidad del biogas y, a partir de ello, la composicién del biogds. Justesen et al. (2019)
demostraron mediante una serie de calculos la relacion entre la composicién y la densi-
dad del biogas, el cual es el resultado de la diferencia de las masas molares entre el CH,
y el CO,. Mediante la estimacién basada en la densidad de la fraccion molar del CH, y
medicion del volumen (o masa) del biogas, el célculo de la produccion de CH, resulta ser
simple. De esta forma, el método GD elimina la necesidad de la cromatografia gaseosa u
otros analisis que son altamente costosos para la determinacion del PBM.

Resumen

En resumen, existen diferentes alternativas para medir el biogds y metano, con una
gran variedad de combinaciones posibles. En el Diagrama 5 se muestran los métodos
mas utilizados para medir el biogas y el metano.
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METODOS DE MEDICION DE METANO

Diagrama 5

Métodos de medicion de biogas y metano

METODOS DE MEDICION DE BIOGAS

v

v

v

Cromatografia gaseosa
(CG). Recoleccion de
muestra con bolsa o
jeringa. Conexidn al
CG por jeringa o por

muestreador de gases

Cromatografia gaseosa
(CG). Conexion de
la jeringa con el biogds
al CG

Volumétrico por
adsorcién del CO,

Volumétrico por
desplazamiento con
solucién alcalina

Volumétrico por jeringa.

Conexidn de jeringa en
recipiente con solucion
alcalina

Volumétrico por
desplazamiento con
solucidn alcalina

Método de densidad (GD)
por diferencias de masas
y volumen de biogés

Manométrico por captura
del CO, con un élcali
(solido)

Método de densidad (GD)
por diferencias de masas
y volumen de biogds

Frecuencia de muestreo y duracion del ensayo

En cuanto a la frecuencia de muestreo, se recomienda realizar una medicién diaria
durante la primera semana, si se desea conocer la cinética de produccion. Luego, se
puede ir reduciendo la frecuencia de muestreo a dos veces o una vez por semana. La
frecuencia de muestreo dependera del tipo de método de medicién de biogas y metano
utilizado. Si el método es manométrico, la frecuencia dependera de la presién generada
en el headspace (Holliger et al., 2016).

En cuanto al tiempo de incubacién, no esta fijado, ya que depende de la biodegrada-
bilidad del sustrato, pero cominmente la duracién es de 30 a 60 dias. La degradacion
completa de la materia organica biodegradable se lleva a cabo en 30 dias. Sin embargo,
para compuestos de lenta degradacion puede prolongarse hasta 50 dias dependiendo
de la calidad del in6culo, de la naturaleza del sustrato y de la relacién S/I (Raposo et al.,
2012; Tabatabaei & Ghanavati, 2018).

El ensayo finaliza cuando la produccién de metano diaria durante tres dias consecuti-
vos sea menor al 1 % del volumen total de metano acumulado (Filer et al., 2019; Holliger
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etal., 2016; V.D.1., 2006). Es importante que el tiempo de incubacién sea idéntico para el
blanco (indculo solamente) y para el indculo + sustrato para luego realizar el calculo de
BMP (Hafner et al., 2020).

Tipos de métodos para la determinacion del PBM

Métodos experimentales convencionales

La configuracion del reactor dependera del sistema de medicién de biogas y metano
seleccionado. Los métodos experimentales mas utilizados son el método V.D.l. 4630
(2006), el método de Mgller et al. (2004) y el método de Hansen et al. (2004), los cuales
consideran las variables operacionales y los métodos de medicién de biogas y metano
descriptos anteriormente.

Métodos experimentales automaticos

Existen en el mercado equipos automaticos que permiten determinar el PBM experimen-
talmente. Los instrumentos automatizados han tomado una gran popularidad en los ulti-
mos afos, debido a que permiten determinar la biodegradabilidad anaerébica, midiendo y
registrando automaticamente y en tiempo real la produccion de biogas y metano (Badshah
et al., 2012; Himanshu et al., 2017; Koch et al., 2017; Li et al., 2017; Wang et al., 2017). Estos
equipos minimizan los errores humanos y el tiempo de trabajo, tienen una gran precision
analitica y la interpretacion de los datos es estandarizada (Stromberg et al., 2014).

Uno de los equipos existentes en el mercado, se basa en la medicion del caudal de
biogas por el método volumétrico, mientras que la cantidad de metano es determinado
por el método de desplazamiento con solucion alcalina. Los datos son registrados me-
diante un software que traduce la sefial y la expresa como NmLCH,/gSV (273K, 101.325
kPa, condiciones secas).

Otro de los equipos automaticos, utiliza un caudalimetro automatico y un sensor de
metano en cada reactor, permitiendo contabilizar el volumen de biogas y metano genera-
do, respectivamente. Los cdlculos de biogas y metano producido son acordes a la norma
V.D.l. 4630 (2006).

También existen equipos automaticos que utilizan el método manométrico para la
determinacién del metano. Cada reactor tiene un capuchén en el headspace que contie-
ne un alcali en estado soélido para capturar el CO,. La presion acumulada en el headspace
es medida por un sensor de presion y se traduce como volumen de CH, producido.

Método predictivo por espectrofotometria

Este método es predictivo y se basa en un método analitico no destructivo. La espec-
trofotometria es la ciencia que estudia la interaccién entre la energia foténica y la materia,
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la cual se mide mediante la absorbancia, trasmitancia, difusién o fluorescencia de radia-
cién en el rango del ultravioleta, visible e infrarrojo (IR). Las técnicas espectroscopicas
incluyen la espectroscopia atémica, la cual mide sustancias en la fase gaseosa luego de
la volatilizacién y la espectroscopia molecular, la cual mide directamente las sustancias
en la fase liquida (Jingura & Kamusoko, 2017; Lesteur et al., 2010). Los métodos de es-
pectroscopia IR contienen informacion sobre la estructura de los componentes disueltos
e identifican los componentes por comparacién con un espectro de referencia; puede usar
los instrumentos de IR cercano (NIR) y la espectroscopia IR de transformada de Fourier
(FTIR). Estos métodos pueden monitorear hidrocarburos aromaticos, alinfaticos y clora-
dos (Jingura & Kamusoko, 2017).

Métodos tedricos

El potencial metanogénico tedrico puede ser determinado conociendo la composi-
cion elemental, la composicién quimica o la DQO de la muestra. Estos métodos tedricos
asumen que el sustrato es completamente degradado y que es despreciable el uso del
sustrato por los microorganismos como fuente de energia (Jingura & Kamusoko, 2017).
Son predictivos (valor tedrico) y deberan ser ajustados con el ensayo experimental del
PBM (Nielfa et al., 2015).

El PBM tedrico (PBMT) basado en la composicién elemental (C, H, O, Sy N) de una
muestra puede ser calculado mediante la ecuacién Symons and Buswell (1933):

a b n a,b n,a b
CHO,+(n-5-3) H0> (§-§+7) co+(G+§-F) o,
PBMT = (a/2+a/8-b/4) x 22,4

(12n+a+16b)

Cuando las proteinas estan presentes en el sustrato, el NH, es liberado y debe ser
considerado para calcular el PBMT, acorde a la ecuacion de Boyle (Nielfa et al., 2015;
Raposo et al.,, 2011; Tabatabaei & Ghanavati, 2018):

(n/2 +a/8-b/4-3c/8) x 22,4
(12n+a+16b + 14c)

PBMT =

Otra forma de determinar el PBMT es mediante la composicién quimica de la mues-
tra, determinando el porcentaje de proteinas, carbohidratos, lipidos y AGV y conside-
rando los PBMT de estos componentes. En |la Tabla 4, se muestran los PBMT de los
sustratos mas comunes.
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Tabla 4
Rendimientos tedricos de los sustratos comunmente utilizados
Sustrato Composicion PBMT (mLCH,/gSV)

Carbohidratos (C,H,,0,), 415

Proteinas C.,H,NO, 496
Lipidos Cy,H,0.0, 1014

Etanol C,H,0 730

Acetato C,H,0, 373

Propionato C,H.0, 530

EI PBMT esta expresado en condiciones normales (1 atm, 273 K)

El PBMT de la muestra sustrato se calcula mediante la siguiente ecuacion (Jingura &
Kamusoko, 2017; Tabatabaei & Ghanavati, 2018):

PBMT=415 (% carbohidratos)+496 (% proteinas)+1014 (% lipidos)+370 (% AGV)

Por dltimo, el PBMT puede ser calculado conociendo la concentracién de la DQO de
la muestra. Este método asume que 1 mol de CH, requiere 2 moles de O, para oxidar el
C a CO, con produccion simultanea de un mol de H,0. Cada g de CH, equivale a 4 g de
DQO (Jingura & Kamusoko, 2017):

fuente de carbono —CH,+C,
CH,+2C0, —CO0,+H,0
El volumen de CH, producido teéricamente en condiciones estandares de presion

y temperatura (1 atm, 273 K) por cada g de DQO puede ser calculado, a través de la si-
guiente expresion (Tabatabaei & Ghanavati, 2018):

V (mLCH,) ;W

_DbQo(g)
CH4 64 (m%’,)

Por lo tanto:
1gDQ0=350 mLCH, (1 atm, 273 K)

Donde:

R = la constante de los gases ideales (82,0576 atm.mL/mol.K)

T = la temperatura (K)

P= la presién atmosferica (atm)

Conociendo la masa de DQO y de SV agregados al reactor puede calcularse el PBMT
(mL CH,/gSV) de la muestra utilizando esta equivalencia.
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Si bien el PBMT da una idea de la calidad del sustrato y su potencial produccién de
metano, en PBM o rendimiento de metano obtenido experimentalmente siempre sera
inferior debido a numerosos factores (Angelidaki & Sanders, 2004):

Una fraccidn del sustrato es utilizado para sintesis de la biomasa, entreun 5a 10 %
de la materia organica degradada.

Una fraccién de la materia organica se perderd en el efluente en un tiempo de
retencién finita.

+ Lalignina no es degradada anaerébicamente.

« Frecuentemente, una parte del material es inaccesible debido a las uniones entre
particulas o a la estructura de la materia organica.

Limitaciones de otros nutrientes.

Interpretacion de los datos e informe

El volumen de metano producido es expresado en condiciones estandares de presién
y temperatura (1,013 bar y 273 K), para facilitar la comparacion de los resultados con lo
reportado por la bibliografia (Holliger et al., 2016; Stromberg et al., 2014).

Las curvas de producciéon de metano, se realizan calculando en cada intervalo de
tiempo medido, la produccion de metano especifica (PME), término que se utiliza para
referirse al rendimiento CH, de un sustrato determinado. Las curvas de PME muestran
el rendimiento de metano acumulado a lo largo del tiempo, reflejando la cinética de de-
gradacién del sustrato. Estas curvas se incluyen en el informe de PBM. El SME y el PBM
presentan las mismas unidades, expresadas como mLCH,/gDQO o gSV del sustrato
agregado (Hafner et al., 2020).

Ademas, a través de este ensayo puede determinarse la biodegradabilidad anaerébi-
ca del residuo, ya que el PBM implica la degradacién de la materia organica por microor-
ganismos bajo condiciones anaerébicas. Cuando la produccidén de biogas y metano es
alta, menos materia organica remanente queda por degradar, indicando una alta biode-
gradabilidad anaerdbica (Lesteur et al., 2010). Existen varias formas propuestas para
relacionar el PBM con la biodegradabilidad. Algunos consideran el indice de biodegra-
dabilidad, como la remocion de materia organica (calculada a través de la remocion de
SV). Otros lo relacionan con el PBMT, calculado en base a la composicion elemental, la
composicion quimica o la DQO de la muestra.

El indice de biodegradabilidad (IB) puede ser calculado como la relacién del PBM
experimental (PBMe) y el teérico (PBMT):

PBMe x 100

B () =—pamr
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Donde, el PBMe es el potencial bioquimico metanogénico medido experimentalmen-
te, expresado como mLCH,/gSV.

En la Tabla 5 se muestra la informacién que debe detallarse en un informe del ensayo
de PBM, segun las recomendaciones de Angelidaki et al. (2009):

Tabla 5

Recomendaciones sobre la informacion que debe ser reportada
en un informe de ensayo PBM

Caracteristicas del ensayo

Descripcion
Duracion Indicar fecha de inicio y finalizacién del ensayo
Sustrato estandar utilizado y sus caracteristicas
Control . o
fisicoquimicas
Sustrato

Caracteristicas fisicoquimicas

) Origen, actividad (AME) y sus caracteristicas
In6culo ) L7
fisicoquimicas

Temperatura de incubacion; tipo y velocidad
de agitacion; réplicas; volumen de headspace;
volumen del liquido; relacion S/1.

Produccion de metano; graficos; Relacidon entre el
rendimiento de metano experimental y el teérico
(en %) para el control

Produccién de metano por triplicado de la muestra,
su promedio relativo y desvios estandares;
gréficos; rendimiento de metano expresado como
mLCH,/ gDQO o gSV de la muestra en condiciones
normales; indice de biodegradabilidad (opcional)

Condiciones operativas

Resultados del blanco y el control

Resultados de la muestra
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Existe una gran variedad de alternativas para realizar este ensayo. Las normativas y
guias establecidas por diferentes regiones y paises difieren en sus metodologias, resul-
tando dificil la eleccidn de aquella mas adecuada para realizar el ensayo de PBM.

La propuesta metodoldgica y disefio experimental aqui presentado, fue realizado
ajustando las variables principales que afectan el proceso anaerébico en funcién a lo

mas aceptado por la comunidad cientifica, y adecuando las condiciones operativas y de
disefio segun la disponibilidad y accesibilidad de equipamiento del laboratorio.

Resulta indispensable, antes de iniciar el ensayo, fijar algunas condiciones operativas
establecidas tales como: sustrato patrén (control), el blanco, los volimenes (efectivo y
del headspace) y la relaciéon S/I. En la Tabla 6 se detallan estas variables principales y

una descripcién en cada caso.

Tabla 6

Principales variables operativas que requieren ser consideradas

antes del inicio del ensayo

Condiciones operativas

Blanco y control

Headspace

Relacion S/1

Descripcion

Siguiendo las recomendaciones, en cada ensayo debe
considerarse un blanco (inéculo solo) y un control
(sustrato patrén).

40 % de volumen del headspace. Se fij6 este
porcentaje en funcién a la frecuencia de muestreo
que generalmente se realiza y debido a que es el mas
reportado.

S/1=0,5. Se incorpora una relacién més baja (S/1= 0,25)
y una mas alta (S/I= 1) si se sospecha presencia de
inhibidores o se desconoce el tipo sustrato.
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En el Diagrama 6, se muestra un esquema descriptivo de los pasos a seguir para la
realizacion del ensayo, y los materiales, equipos y condiciones operativas que deben ser
considerados desde el inicio hasta la finalizacion del ensayo.

Diagrama 6

Pasos que seguir para la realizacion del ensayo

Disefio de reactores; método de medicién de biogas y metano.
Sistema de calefaccion y de agitacion.

L Recoleccidn, conservacion, preincubacion del indculo,
caracterizacion fisicoquimica del sustrato e inéculo.

L Volumen del headspace y de trabajo (liquido).
Masa de sustrato, indculo y medio nutritivo.

L Pasos a seguir para iniciar el ensayo
Seguimiento (frecuencia de medicidn; finalizacion)

L Produccion y rendimiento de biogas y metano,
el PBM, IB, graficos.

Preparacion y diseio experimental

Disefio de reactores

Varios aspectos y factores determinan el disefio de reactor a implementar, como ser
el método de medicion de biogds y metano, el volumen, el tipo de material, la agitacion,
la temperatura, entre otros. Esta gran diversidad de factores y aspectos que son consi-
derados a la hora de disefiar el reactor, conduce a la generacién de una gran variedad de
modelos y disefios de reactores. Pero, independientemente de su disefio, el reactor debe
cumplir con las condiciones de estanqueidad y anaerobiosis durante todo el periodo que
se lleva a cabo el ensayo de PBM.

El modelo de reactor que se presenta fue disefiado para medir el biogas por método
manométrico y su composicion (CH,, CO,) por cromatografia gaseosa. El reactor con-
siste en una botella de vidrio borosilicato trasparente que contiene inercia quimica entre
el medio y el vidrio, de 560 mL de capacidad y resistente a altas temperaturas (hasta
140 °C) y presiones (hasta 1,5 bar de presién manomeétrica). Cada tapa de reactor es de
material polipropileno, con un orring interno para favorecer el cierre hermético. La tapa
posee en el centro una llave de acero inoxidable con valvula esférica de % pulgadas,
acoplada a un conector neumatico con orring interno (Figura 7 a). La cuantificacién del
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biogds se realiza conectando una manguera neumatica del mismo didametro a un trans-
ductor de presién y conectando el otro extremo de la manguera al conector neumatico
ubicado en el centro de la tapa del reactor. La valvula se abre y el biogds acumulado
en el headspace es medido mediante el transductor de presion (Figura 7 b). Se cierra
la valvula para conservar el biogas acumulado en la headspace y luego determinar su
composicion por cromatografia gaseosa (Figura 7 ¢). Una vez realizada la medicion, el
reactor es despresurizado hasta alcanzar la presién atmosférica en su interior, se cierra
la valvulay el reactor queda listo para la préoxima medicién.

Figura 7

Sistema de reactor utilizado para los ensayos de PBM

Reactor con tapa Apertura de la vélvula y Medicion del CH, por
rotomoldeada de medicion del biogds por cromatografia, utilizando el
polipropileno y llave transductor de presion muestreador para gases
esférica

También, el ensayo de PBM se lleva a cabo en los reactores mostrados en la Figura 8,
los cuales contienen (a diferencia del disefio anterior), un muestreador del liquido. Este
tipo de reactores son utilizados cuando se requiere monitorear la evolucién del proceso
anaerobico a través de los pardmetros como AGV o alcalinidad o bien cuando se desea
estudiar el comportamiento de compuestos inhibitorios.

El ensayo se realiza por triplicado, por el cual debe considerarse que por muestra a
analizar se requieren 9 reactores (muestra, control y blanco).

Cada reactor fue disefiado para utilizar el método manométrico para medir el biogds
y el metano por el método de cromatografia gaseosa, por el cual debe considerarse con-
tar con un transductor de presién y un cromatégrafo de gases.
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La agitacion de los reactores se realiza de forma axial con un agitador magnético
disefiado con 6 puertos, y con velocidad regulada a 100 rpm (Figura 9 a). También el
Laboratorio cuenta con un sistema de agitacion orbital de 9 puertos, que trabaja a una
velocidad de 100 y 200 rpm. El sistema de calefaccién es a través de una incubadora,
regulada para trabajar en condiciones mesofilicas, a 35 °C + 1 °C (Figura 9 b).

Figura 8 Figura 9

Reactor con muestreador de la fase liquida Condiciones operativas del ensayo

Reactores anaerdbicos en
agitador magnético con 6 puertos

ko . O » "'.'.'. _'
Reactor anaerdbico Reactor anaerébico
1. Vélvula esférica conectado a ;
conectada al muestreador la jeringa para I
2. Valvula esférica muestrear la fase \
conectada al headspace liquida Reactores anaerébicos en
3. Tubo muestreador incubadora regulada a 35 °C

En la Tabla 7 se resume los principales equipos y materiales que se necesitan para
llevar a cabo este modelo de metodologia.

Asimismo, debe prepararse el medio nutritivo antes de iniciar el ensayo (Tabla 8).
Si bien existen varios formulados, en esta metodologia se seleccioné el medio nutritivo
descripto por Angelidaki et al. (2009).
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Tabla 7

Descripcion de los principales materiales, instrumentos
y reactivos para realizar el ensayo de PBM

Balanza hasta 5 kg

Reactores

Cilindro con gas N,

Transductor de presion
Incubadora
Agitador
Cromatégrafo de gases
Peachimetro

Celulosa microcristalina,
p.a.

Sulfuro de sodio
(Na,S.7H,0)

Tabla 8

Para pesar los reactores y su contenido

9 reactores con sus respectivas tapas por muestra a
analizar (muestra + control + blanco)

Para realizar la prueba de estanqueidad y el barrido del O,

en el headspace

Para medir el biogas

Para trabajar en condiciones mesofilicas (35 °C)

Para realizar el mezclado

Para cuantificar la composicién del biogas

Para la mediciéon del pH en la mezcla, sustrato e inéculo.

Sustrato estandar (control)

Para asegurar las condiciones reductoras en el medio. La
concentracion final debe ser 0,1 g/L en el reactor. Preparar en
el momento. No se conserva. (Valcke & Verstraete, 1983).

Solucion stock de macro y micronutrientes
Macronutrientes Concentracion (g/L) Micronutrientes

Sc 1=NHCI

Sc 2= K,HPO,

Sc 3= MgSO,
Sc4= CaCl,.2H,0

17 FeCl,. 4H,0
3,70 H,BO,
0,56 ZnSO,.H,0
0,80 CuCl,.2H,0

MnCl,.4H,0
(NH,).Mo,0,.4H,0
CoCl,.6H,0
NiCl,. 6H,0
EDTA
HCI 36 %
Na,SeQ,
Resazurina

Concentracion (g/L)
2,0
0,05
0,07
0,04
0,05
0,05
0,05
0,09
0,50
1T ml/L
0,07
0,50

Preparacion del medio nutritivo: En un matraz de 1000 mL, agregar 950 mL de agua aproximadamente, adicionarle 10
mL de cada solucién de macronutrientes Sc 1, 2, 3 y 4, respetando ese orden. Luego se adiciona 1 mL de la solucion de
micronutrientes. Llevar a T L. La mezcla es gasificada con una corriente de gas N, durante 10-15 min. Se recomienda
almacenar las soluciones de macro y micronutrientes en heladera hasta 6 meses (Angelidaki et al., 2009).
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Disponibilidad del sustrato y del indculo
Sustrato

Algunas recomendaciones deben ser consideradas sobre el muestreo y la prepara-
cion del sustrato en el ensayo de PBM:

+ La muestra debe ser lo mas representativa posible al sustrato que sera tratado
por la digestidn anaerdbica en una planta a escala real.

+ La muestra debe ser lo mas homogénea posible. Puede utilizarse un sistema de
agitacién para tomar la muestra (por ejemplo, para efluente de cerdos).

« Pretratamiento: puede requerirse una trituracion previa de la muestra antes de su
utilizacién como sustrato (por ejemplo, para la FORSU), para maximizar el contac-
to entre el sustrato y los microorganismos y para una mayor representatividad y
homogeneidad en el reactor.

En cuanto a la caracterizacién inicial del sustrato, es recomendable incluir los para-
metros pH, ST; SV y DQO. Con el contenido de ST puede calcularse también el contenido
de humedad de la muestra; con el contenido de SV (materia orgdnica de la muestra)
puede estimarse el carbono organico total a través del factor de conversién de 1,8 gSV/
gC (Iglesias Jiménez & Pérez Garcia, 1992).

Se recomienda la determinacion de la composicion elemental de la muestra (C, H, N,
S, 0). Esto permitira calcular el PBM tedrico de la muestra con mayor precisién. También
el PBM tedrico puede calcularse a través de la DQO. Sin embargo, la determinacién de
esta variable, principalmente cuando se trabaje con sustratos sélidos o que presentan
una alta heterogeneidad y donde el valor de la DQO es muy alto, puede resultar técnica-
mente erréneo, debido a la baja representatividad de la alicuota y a las diluciones altas
que deben realizarse para la técnica. Para obtener un valor de DQO representativo de la
muestra, se recomienda hacer esta técnica por sextuplicado.

Por otro lado, si se sospecha la presencia de algun inhibidor en la muestra (N-NH, o

alto contenido de metales pesados) deberd incluirse esta variable en su caracterizacion.

Una vez homogenizada la muestra y triturada (en caso de ser necesario) se fracciona
en tres réplicas (A, B, C) para realizar las determinaciones analiticas y llevar a cabo el
ensayo; las muestras se deben conservar en la heladera (4 °C) hasta su uso.

Por Ultimo, para realizar el control debera conocerse el contenido de SV del sustrato
estandar (celulosa, gelatina). Este valor se utilizara para calcular la cantidad de masa a
agregar al sistema, para mantener una relacion de S/1=0,5 gSV/gSV.

Inéculo

Generalmente, se utiliza un inéculo fresco, proveniente de una planta de biogds en
funcionamiento. Se prefieren los lodos granulares que poseen mayor actividad. Para
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la caracterizacién, se recomienda determinar los siguientes parametros: pH, Alcalini-
dad, AGV, N-NH,, ST, SV, SST, SSV y principalmente la actividad metanogénica especi-
fica (AME). Los valores obtenidos son comparados con los valores referenciados por
Holliger et al. (2016); de no cumplir con alguno de estos valores referenciados, debera
seleccionarse otro indculo para la realizacion del ensayo. En la practica, una forma de
estimar la calidad del in6culo es conocer las condiciones de funcionamiento del reactor
de origen, donde su calidad sera la adecuada para el ensayo si proviene de un reactor
que trabaja eficientemente.

El in6culo es desgasificado previamente al inicio del ensayo. Se coloca el inéculo en
un frasco de dos litros de vidrio con un headspace del 40 %, aproximadamente. Luego
se cierra con la tapa de polipropileno especial, con la valvula abierta para que ventee el
biogas residual y se lo lleva a la incubadora a 35 °C (la misma temperatura de trabajo del
ensayo), durante no mas de 4 dias.

Calculos previos

El volumen de headspace (V,), el volumen total de liquido (V,), la masa de sustrato
(M,) y la masa de inéculo (M, ) a agregar en cada reactor, deben conocerse a priori de
arrancar el ensayo. Estos valores se calculan segun las siguientes expresiones:

v, (mL)z\ﬁX_A'O
100

V,(mL)=V,-V,

v (mL)- AxV,

Donde:

V, = volumen del headspace (mL)

V= volumen total del reactor (mL)

V.= volumen final del liquido en el reactor (mL)

V, = volumen de inéculo agregado al reactor (mL)

A= concentracion del indculo en el reactor (15 gSV/L)
B = concentracién del inéculo (gSV/L)

Como la carga del reactor se realizara por pesaje, el V. debera pasarse a masa de
inéculo (M, ) conociendo su densidad:

M _(g)=dxV,
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Donde:

d= densidad del inéculo (g/mL)

A través de la relacion S/1 (gSV/gSV) establecida y conociendo la masa de indculo
(M,), se calcula la masa de sustrato (M,) segun:

M_xCx$S/Il

M, (9)= 5

Donde:

M_= masa de sustrato agregada al reactor (g)

S/1 = relacion sustrato/inéculo fijada. Recomendada: S/1= 0,5 (gSV/gSV).

C= concentracioén del indculo (= B, pero expresado como gSV/g)

D= concentracion del sustrato (gSV/g)

Todos estos resultados deben ser registrados en una planilla, ya que es indispensa-
ble conocerlos para llevar a cabo el ensayo.

Procedimiento y seguimiento del ensayo

Procedimiento

1.

Pesar el reactor y tararlo

. Agregar la masa de inéculo al reactor (M, en g)'.

2
3.
4

Agregar la masa de sustrato al reactor (M_en g)".

. Agregar medio nutritivo hasta un poco menos (10 ml) que el V,, considerando que

la densidad de la mezcla esigual a 1.

Medir el pH de la mezcla y ajustar a pH neutro en el caso que sea necesario. Re-
gistrar su valor.

Una vez neutralizada la mezcla, completar con el medio nutritivo hasta V..

Agregar la solucion reductora de Na,S para que quede 0,1 g/L dentro del reactor.
Cerrar el reactor inmediatamente.

Realizar el barrido del O, con el N,. Para ello, conectar la manguera desde el ci-
lindro de N, a la vélvula de la tapa del reactor. Abrir la valvula del tubo de N, (re-

'Las masas de indculo y de sustrato a agregar en cada reactor deben ser homogéneas y representativas.
Silos lodos son granulares, los cuales sedimentan rapidamente, pueden tomarse con una pipeta Pasteur
plastica con punta cortada manteniendo en agitacién el inéculo o agitando con la misma pipeta Pasteur.
Si la masa de sustrato es liquida (por ejemplo, efluentes agropecuarios o agroindustriales) considerar
también esta recomendacion para la toma de la muestra.
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gulada a 25 psi de salida) y del reactor para permitir el paso del N, por 1 minuto,
aproximadamente. Cerrar ambas valvulas, conectar el reactor al transductor de
presién y medir la presién. Se toma como referencia lograr medir entre 0,80 y
0,90 bar dentro del reactor. Si no se alcanzo6 la presion de referencia, repetir este
procedimiento pasando nuevamente mas N, 2

9. Realizar la prueba de hermeticidad. Sumergir en agua el reactor sometido a pre-
sién (paso anterior) y observar que no se liberen burbujas en la tapa del reactor. Si
se observan burbujas es porque el reactor tiene pérdidas, no pasando la prueba de
hermeticidad. Abrir la valvula del reactor y liberar el gas hasta alcanzar la presion
atmosférica. Si pasé la prueba de hermeticidad, repetir tres veces mas el barrido
del O, con N, (punto anterior) para asegurar el desplazamiento completo del O,.

10.Cerrar la valvula del reactor, y llevarlo a incubadora a una temperatura de 35 °C.
Registrar la hora de inicio de incubacién.

11.Agitar los reactores 2 veces al dia durante 20 minutos.

12.Preparar el blanco siguiendo el mismo procedimiento, pero sin el agregado de
sustrato (punto 2).

13.Preparar el control siguiendo el mismo procedimiento, pero agregando como sus-
trato la celulosa microcristalina sélida en la misma relacion que la usada para el
sustrato (relacion de 0,5 gSV/gSV).

14.Preparar una cuarta réplica, siguiendo el mismo procedimiento para el sustrato, el
control y el blanco. Esta cuarta réplica sera utilizada para la caracterizacién inicial
de la mezcla liquida3.

Seguimiento del ensayo

15.Medicion del volumen del gas: conectar con una manguera neumatica el trans-
ductor con la valvula de la tapa del reactor. Abrir la valvula, medir y registrar la pre-
sion, como asi también la fecha, la hora y la temperatura de incubacién. Cerrar la
valvula del reactor, asegurando que no existan pérdidas del gas en el headspace.

2Ajustar el procedimiento de barrido del O, con N, en funcién al equipamiento y condiciones con que se
cuenta. El tiempo de barrido con N,, su caudal de salida y el procedimiento descripto aqui fueron ajustados
en funcion a este disefio de reactor, teniendo en cuenta la resistencia del material y asegurando no superar
la presién maxima que soporta, por lo que deberan ser considerados solo como una recomendacion.

°El contenido de CH, y CO, en el biogés fue determinado por cromatografia de gases con equipo Hewlett
Packard 5890 GC System siguiendo la norma ASTM D 1945-14 (2014). Se utiliz6 la columna de tamiz
molecular con malla 80/100 empacada en tubo de acero inoxidable y granulometria13 X y una columna
de Porapack N malla 80/100 empacada en un tubo de acero inoxidable. Como gas de transporte se utiliz6
gas Helio grado cromatografico 99.998 % de pureza a un caudal de 80 mL/min. La temperatura del horno
de columnas fue de 90 °C, la del inyector de 130 °C, la del detector de 250 °C y donde se alojan las valvu-
las y el lazo de muestra de 130 °C. El detector utilizado es un monofilamento de conductividad térmica
(TCD). El tiempo total de andlisis es de unos 6 minutos. El gas patrén utilizado para la calibracién esté
compuesto por 47,4 % CH,, 8,60% de N,, 35,00 % de CO,, 2,00 % de O,, 2,99 % de H, y 4,01 % de CO, con
nivel de confianza del 95 % (cilindro N° 155032, grupo Linde Gas S.A.).
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La primera medicion debera realizarse dentro de las primeras 24 h.

16.Medicion del CH, y CO,: conectar el reactor con el muestreador para gases del
cromatografo. Abrir la valvula del reactor para que el gas en el headspace pase
por la columna cromatografica®. Despresurizar el reactor hasta presién atmosfé-
rica, asi el sistema queda listo para una préxima medicién.

17.Frecuencia de muestreo: dependera de la presién en el headspace®.

18.Finalizacién del ensayo: cuando la produccién de biogdas diaria es menor al 1 % del
total generado.

19. Caracterizacion inicial y final de la mezcla dentro del reactor. Se recomienda medir pH,
SV y/o DQO. Si se sospecha algun inhibidor como N-NH, incorporarlo en el andlisis.

Analisis y reporte de los resultados

Registro y analisis de datos. Calculos

Mediante la Ley de Gases Ideales y, bajo condiciones estandares de presion y tempe-
ratura (273 Ky 1,013 bar), el volumen de CH, en el tiempo t (V,,,,,) se calcula, segun las
siguientes ecuaciones:

(P-Pup) XV, X 273K X
1,013 barx (T+273K) " 100

VCH4t (mL)=

P10 (bar)= 0,61094e(17625x7/243047) x 0,01

Donde:

V... = es el volumen de metano en el headspace calculado con la concentracion de
metano y la presion medida (P) en el tiempo t (mL).

P = incremento de la presion (bar).

P,..,,= s la presién de vapor, calculada con la ecuacién de Magnus (Alduchov & Eskri-
dge, 1996). Como la ecuacién esta expresada en KPa, se multiplica por 0,01 para pasar
a bares.

V,= volumen del headspace (mL)

T=temperatura de incubacion (°C)

4Otra forma diferente es considerar 100 mL adicionales de volumen final en el reactor, y antes de cerrarlo,
se toma esta alicuota en forma homogénea para la caracterizacion inicial de cada réplica. La toma de
muestra debe ser lo mas representativa y homogénea posible. Para ello, colocar el reactor en agitacion
axial y utilizar una pipeta Pasteur plédstica con punta redondeada para su recoleccion.

Para obtener un resultado cromatografico fiable, se requiere un valor minimo de presién de 0,10 bar para
realizar una barrida segura por la columna cromatografica y un valor maximo de 1 bar para evitar posibles
fugas, ruptura del recipiente por sobrepresion y minimizar la solubilidad de los gases (CH, y CO,) en el liquido.
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X4 = concentracion de metano medida en el tiempo t, normalizada y expresada

como fraccién en volumen (%).

Se incluye la presién de vapor, suponiendo que para el biogas es la presién de vapor
de saturacién, porque se espera que el biogds esté cerca del equilibrio en la fase acuosa
(Hafner et al., 2020).

Inmediatamente luego de la despresurizacion o postventeo se asume que el sistema
alcanza la presién atmosférica (1,013 bares), que el cambio de la temperatura es despre-
ciable y que la composicién del biogas es la misma que antes del venteo (Hafner et al.,
2020). Este estado sera el inicial (t-1) para la préxima medicion.

El volumen de metano producido en un intervalo de tiempo (V

.n4)» S€ calcula como

la diferencia entre el volumen de metano medido en el tiempo t ( ), y el volumen de

VCH4 t

metano postventeo de la medicién anterior Viena gy

VCH4 (mL) = VCH4t (mL) B VCH4 (r—1)(mL)

_(1,013barxP,,)xV, x273 K X Xena e

v L
(M) = s harx (T4 273 K) 100

Donde:

Vs ¢1) = €S el volumen de metano en el headspace luego del postventeo hasta la

presion atmosférica de la medicién anterior, t-1 (mL).

X iq) = CONCeNtracion de metano medida en el dltimo tiempo de muestreo, t-1, nor-

malizada y expresada como fraccion en volumen (%).

Para calcular el volumen de diéxido de carbono (V,,), se utilizan las mismas ecua-
ciones descriptas anteriormente, pero reemplazando la concentracion de metano por la
concentracion de CO,.

El volumen de biogas (V, ..) producido se calcula segun:

i0gas
Vbioga’s (mL) = VCH4 + VCOZ
A continuacién, se explican los calculos para la determinacion de la produccién de
metano especifica y del potencial bioquimico metanogénico, basados en la metodologia
descripta por (Hafner et al., 2020).

Para construir la curva de la produccién de metano especifica (PME) del sustrato,
debe considerarse la resta de la produccién de metano especifica del blanco.

El rendimiento de metano del indculo (blanco) de la réplica j se calcula como:

mLCH4> - VCHusni:

RCH“,,,-,‘( g M,
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Donde:
RCH,,, = el rendimiento de metano del indculo para la réplica j en el tiempo t (mLCH,/g).

VCH, . ,; = volumen de metano acumulado del blanco para la réplica j en el tiempo

t (mL).
M, = masa de inéculo agregada al inicio del ensayo en la réplica j (g).

El rendimiento de metano del blanco promedio en el tiempo t (RCH

b S€ calcula
promediando los valores de VCH, . obtenidos en cada réplica j.
La produccion neta de CH, para el sustrato en el tiempo t (VCH, . . ..) para cada
réplica n se calcula como:
VCH, ,  newa(ML) =VCH, . .. - RCH,, , XM,
Donde:
VCH, .. ., .= volumen de metano acumulado del sustrato + in6culo para la réplica n

en el tiempo t (mL).

La produccion de metano especifica del sustrato para cada réplica n en el tiempo t
(PME, ) se calcula como:

mLCH4) = VCHus n . neta

PME, , ( gV M. o

Donde:

M, .= masa de sustrato agregada al inicio del ensayo, expresada como sélidos vola-
tiles (gSV).

La curva de PME del sustrato para cada réplica se construye considerando la suma
de cada PME obtenido en el tiempo t (PMEn' .)- También puede graficarse la curva de PME
promedio del sustrato considerando el promedio de los valores obtenidos para cada
réplica en el tiempo t (PME)).

El Potencial Bioquimico Metanogénico (PBM) del sustrato para cada réplica es el
maximo valor acumulado de la PME en la duracién total del ensayo (tf):

mLCH

o5V 4) = PBE

ac, n, tf

pew, (

Donde:
PBM= potencial bioquimico metanogénico del sustrato para la réplica n (mLCH,/gSV)

PBM
lada durante todo el ensayo (mLCH,/gSV)

= |la produccién de metano especifica del sustrato para la réplica n, acumu-

ac, n, tf

M_ _=masa de sustrato agregada al inicio del ensayo, expresada como sélidos vola-

s, sv

tiles (gSV).
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El indice de biodegradabilidad (IB) del sustrato para la réplica n se calcula conside-
rando que por cada g de DQO de sustrato agregado al sistema se transforman 350 mL
de CH, en condiciones estandares (Lesteur et al., 2010):

1B (%) = PBM X M ., x 100
350 x DQO

Donde:

PBM = potencial bioquimico metanogénico del sustrato (mLCH,/gSV).

DQO = masa del sustrato agregada al inicio del ensayo, expresada como g de DQO.
350 = es el factor de conversion, que considera que 1 g DQO= 350 mL de CH,.

El promedio del IB del sustrato se calcula considerando el valor obtenido de IB para
cada réplica.

Validacion del ensayo e informe de los resultados

El ensayo debe cumplir con ciertos criterios de control de calidad para que pueda ser
validado e informado (Holliger et al., 2016). El ensayo debera ser rechazado si:

+ El desvio estandar relativo del blanco y del control es > 5 %
+ EIPBM del control es < 85 % 0 > 100 % comparado con el PBM tedrico.
« El desvio estandar relativo de la muestraes > 5%

Koch et al. (2019) recomienda tener en cuenta los siguientes criterios para que la
curva de rendimiento de metano sea aceptable:

+ Incremento mondétono de la produccién de metano sin pendiente negativa.

+ La parte mas empinada de la curva debe estar al inicio de la incubacién con una
fase de retardo o lag muy corta (no mas de unos pocos dias), alcanzando una
fase estacionaria con una produccién de metano minima.

+ Ausencia de ondulaciones en la curva (Figura 10).

« Una progresion similar al comportamiento cinético de los modelos de primer or-
den y tipo Monod. Una fase de retardo extensa con la aplicacién del modelo de
Gompertz o modelos similares es un fuerte indicador de errores en el disefio y
ejecucion del experimento.

Cumpliendo con estos criterios de calidad, se podra elevar el informe con los resul-
tados. El informe debe ser lo mas completo posible, indicando no solo los resultados
obtenidos sino también las condiciones y disefio experimental del ensayo, ya que pue-
den ser factores influyentes en el resultado. La duracion, las caracteristicas del sustrato,
indculo y control, las condiciones operativas (temperatura, agitacion, volumen efectivo,
volumen del headspace, relacién S/1), los resultados obtenidos del blanco y del control, y
los resultados de la muestra de analisis (el PBM, el rendimiento de biogas y sus respec-
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tivos gréficos, % de CH, y CO, y el IB) no deben faltar en el reporte de los resultados de
un ensayo de PBM.

Figura 10

Curvas de rendimiento de metano

Rendimiento de metano (mL CH4/gSV)

N
4
Tiempo (dias)

La linea llena representa la curva normal y |a linea punteada representa una curva con comportamiento ondulado que
corresponde a un uso inapropiado de relacion SI.
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Abreviaturas

AGV: Acidos grasos volatiles

AME: Actividad metanogénica especifica

APHA: American Public Health Association
ASTM: American Society for Testing and Materials
C:N:P:S: Relacion entre Carbono: Nitrégeno: Fésforo: Azufre
C/N: Relacion entre el carbono y el nitrégeno
CaCO,: Carbonato de calcio

CH,: Metano

CO,: Dioxido de carbono

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DIN: Deutsches Institut fiir Normung

DQO: Demanda quimica de oxigeno

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

FORSU: Fraccion organica de residuos sélidos urbanos
FTIR: Infrarrojo de transformada de Fourier

H,S: Acido sulfurico

IB: Indice de biodegradabilidad

IR: Infrarrojo

ISO: International Organization for Standardization
KOH: Hidréxido de potasio

LiOH: Hidréxido de litio

N-NH,: Nitrégeno amoniacal

NaOH: Hidréxido de sodio

NIR: Infrarrojo cercano
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Ensayo potencial bioquimico metanogénico

PBM: Potencial bioquimico metanogénico

PBMe: Potencial bioquimico metanogénico experimental
PBMT: Potencial bioquimico metanogénico tedrico

PCR: polymerase chain reaction

RPM: Revoluciones por minuto

S/I: Relacidn entre el sustrato y el in6culo

SSV: Sélidos suspendidos volatiles

ST: Sélidos totales

SV: Sélidos volatiles

VDI: Verein Deutscher Ingenieure
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El ensayo del Potencial Bioquimico Metanogénico (PBM) es una
herramienta metodolégica ampliamente utilizada a nivel mun-
dial para definir la factibilidad técnica de una planta de biogas
y para evaluar el potencial energético de las biomasas. A pesar
de su importancia, existe una amplia variabilidad metodologica
que genera incertidumbres y complejiza la comparacion e in-
terpretacion de los resultados. En el primer capitulo de este do-
cumento se resume la informaciéon mas actualizada sobre los
factores, condiciones operativas y ambientales que influyen y
deben ser consideradas durante el desarrollo del ensayo. En el
sequndo capitulo se ejemplifica el protocolo de este ensayo,
utilizando un disefo de reactores anaerébicos de gran practici-
dad y reproducibilidad, generados por este grupo de investiga-
dores pertenecientes al Laboratorio de Transformacion de Re-
siduos (LTR) de Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola
(IMYZA) del INTA. Este ensayo se viene desarrollando desde el
afio 2013 y ha permitido obtener resultados confiables y fide-
dignos, registrandose actualmente mas de 30 ensayos con dife-
rentes tipos de residuos sélidos y efluentes organicos, sosteni-
dos con reportes cientificos, tesis de maestrias y doctorados.

Se espera que este documento le sirva al lector como una guia
para poder cuantificar de manera segura el potencial metano-
génico de biomasas argentinas y para que a futuro, las autori-
dades regulatorias puedan normalizar y estandarizar esta me-
todologia a nivel nacional.

i i ~. Ministerio de Agricultura,
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