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Resumen

La escasez de combustibles fosiles ha generado una serie de problemas ambientales,
sociales y econdmicos que han impulsado el interés para la produccién de
biocombustibles como fuentes alternativas de energia limpia y sostenible. En este
sentido, se ha investigado la produccion de biogas, compuesto principalmente por
metano y didéxido de carbono, a partir de la digestion anaerobia de materia organica,
donde este proceso involucra la accion de bacterias metanogénicas que transforman los
sustratos organicos en biogas. Si bien se ha investigado la produccién de metano a partir
de heces de ganado, uno de los sustratos menos explotados es el residuo de higuerilla
(Ricinus communis), una planta lignocelulésica con gran potencial para el metabolismo
de los organismos metanogénicos. Por lo que en este trabajo se evalud la produccion de
biogas a partir de la co-digestion de residuos de higuerilla como paja y bagazo, junto con
heces equinas y porcinas, manteniendo una relaciéon carbono/nitrégeno de 25:1. Se
analizaron dos condiciones térmicas: a temperatura ambiente y a temperatura controlada
(37 °C). Los rendimientos de los controles positivos a temperatura controlada fueron de
549.9 y 35.78 mL - gSV ! para heces equinas y porcinas, respectivamente; mostrando el
mayor rendimiento de biogas con el control positivo de heces equinas, mientras que el
volumen acumulado en las mismas condiciones, los controles positivos obtuvieron
1552.4 mL para heces equinas y 193 mL para heces porcinas. Sin embargo, el mayor
volumen acumulado fue alcanzado por la co-digestion del bagazo de semilla con heces
equinas con un maximo de 2261 mL. Por otro lado, en condiciones a temperatura
ambiente, los rendimientos que se obtuvieron fueron de 255.8 y 71.2mL - gSV ™! para
heces equinas y porcinas, respectivamente; sin embargo, la co-digestion del bagazo con
heces equinas produjo el mayor rendimiento con 259.8 mL - gSV~!. Para el volumen
acumulado a temperatura ambiente, los controles positivos arrojaron valores de 614.8 mL
con heces equinas y 426.4 mL con heces porcinas, obteniendo un acumulado maximo de
1536.3 mL con la co-digestion de bagazo con heces equinas. Ademas, se llevo a cabo la
identificacion de metanégenos mediante amplificacion del ARNr 16S en heces equinas y
porcinas y secuenciacion metagendmica en las co-digestiones, logrando identificar una
diversidad de metandgenos, incluidos las arqueas Halobacteriota, Methanobacteriota,
Methanocorpusculum labreanum y Methanoculleus bourgensis, todas portadoras del gen
metilcoenzima M reductasa (mcrA). Finalmente, se disefid un biodigestor de flujo
semicontinuo con filtros purificantes, destacando su potencial para reducir la
dependencia de combustibles fosiles en la coccion de alimentos y la calefaccion de agua.
Este biodigestor representa una solucidon sostenible y econdmica que contribuye a la
disminucién de la huella de carbono y a la gestion eficiente de residuos organicos.

Palabras clave: Biogas, co-digestion, relacion C/N, metandgenos, biodigestor.
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Abstract

The scarcity of fossil fuels has led to a series of environmental, social, and economic
challenges, thereby fueling interest in the production of biofuels as alternative sources of
clean and sustainable energy. In this context, biogas production, primarily composed of
methane and carbon dioxide, has been extensively studied through the anaerobic
digestion of organic matter, a process driven by methanogenic bacteria that convert
substrates into biogas. Although research has explored methane generation from
livestock manure, one of the less exploited substrates is residual castor plant residues
(Ricinus communis), a lignocellulosic biomass with significant potential to support
methanogenic microbial metabolism. This study evaluates biogas production from co-
digestion of castor waste specifically straw and bagasse with equine and porcine manure,
maintaining a carbon-to-nitrogen (C/N) ratio of 25:1. Two operational temperature
regimes were considered: ambient temperature and controlled temperature (at 37 °C).
Under controlled conditions, positive controls yielded biogas volumes of 549.9 mL and
35.78 mL per gram of volatile solids (gVS) for equine and porcine manure, respectively,
with the highest biogas yield observed using equine manure. In the same conditions,
cumulative biogas volumes reached 1552.4 mL for equine manure and 193 mL for porcine
manure. The maximum cumulative volume, however, was obtained through co-digestion
of seed cake with equine manure, reaching 2261 mL. Under ambient temperature
conditions, yields were 255.8 and 71.2mL-gVS™* for equine and porcine manure,
respectively. Co-digestion of seed cake with equine manure produced the highest yield at
259.8 mL-gVS™!. In terms of total biogas volume at ambient temperature, positive
controls yielded 614.8 mL for equine manure and 426.4 mL for porcine manure, with the
highest cumulative volume of 1536.3 mL achieved through co-digestion of seed cake with
equine manure. Additionally, methanogen diversity was characterized by amplifying the
16S rRNA gene from equine and porcine manure samples, followed by metagenomic
sequencing in co-digestion setups. This revealed a diverse community of methanogens,
including archaea such as Halobacteriota, Methanobacteriota, Methanocorpusculum
labreanum, and Methanoculleus bourgensis, all carrying the methyl-coenzyme M
reductase (mcrA) gene. Finally, a semi-continuous flow biodigester with integrated filtering
systems was designed, highlighting its potential to reduce reliance on fossil fuels for
cooking and water heating. This biodigester offers a sustainable, cost-effective solution
that can contribute to lowering the carbon footprint while promoting efficient organic waste
management.

Keywords: Biogas, co-digestion, C/N ratio, methanogens, biodigester.
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1 Introduccion

La crisis energética y el cambio climatico son problemas graves que impactan al mundo.
La dependencia de combustibles fosiles como el petroleo, gas natural y carbon contribuye
al calentamiento global, debido a las crecientes concentraciones de gases de efecto
invernadero (GEI) como dioxido de carbono (CO,), metano (CH,), compuestos
sulfurados, entre otros. Por ello, es fundamental encontrar alternativas energéticas
renovables que ofrezcan soluciones sostenibles y reduzcan las emisiones de GEl,
ademas de una transicion de una economia lineal basada en recursos fosiles hacia un
concepto de economia circular de base biolégica es crucial para abordar los desafios
ambientales actuales [1, 2]. En este contexto, los desechos y subproductos deben
regresar al ciclo de produccion, y la energia consumida por el ser humano debe provenir
de fuentes renovables. Una alternativa prometedora que cumple esta funcion es la
produccion de biogas a gran escala; el biometano, derivado de este proceso, se utiliza
para la produccién combinada de calor y energia. En el mundo, mas de 1300 sistemas
de digestion anaerodbica operan en el tratamiento de lodos de plantas tratadoras de aguas
residuales [3]. Esto representa una oportunidad significativa para la digestion anaerébica
(DA) como un proceso multifuncional que integra la proteccion ambiental con la

produccion de energia renovable, nutrientes y el reciclaje de agua [4].

Dentro de los residuos biodegradables, se incluyen aquellos generados por la agricultura,
como paja, rastrojos y bagazo, asi como por la ganaderia, como heces y sueros. La
higuerilla (Ricinus communis), un cultivo perenne de la familia Euphorbiaceae originario
de Africa [5], se esta reincorporando al agromexicano para la produccién de aceite de
ricino que contiene multiples propiedades. Esta planta, también ha sido considerada
como energética y con multiples usos industriales, pero genera residuos que, debido a
su alta toxicidad por la presencia de la proteina toxica llamada ricina y de otros

compuestos, por lo que no pueden emplearse como alimento para ganado [6, 7].

Entre 2018 y 2020, México cosecho en promedio 635 ha de higuerilla [8], lo que generd
residuos en forma de paja y bagazo, considerada como biomasa lignocelulésica, (es la
materia prima mas abundante en la Tierra), compuesta por polimeros de carbohidratos y

una estructura aromatica. Se utiliza en la produccién de bioenergéticos [9, 10], siendo la
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higuerilla, una excelente alternativa no comestible de biomasa para la produccion de
biogas mediante DA; proceso genera CH, a partir de material organico en ausencia de
oxigeno. Al combinar materia lignoceluldsica con heces, se puede alcanzar una relacion
carbono/nitrogeno (C/N) ideal de alrededor de 25:1, lo que maximiza la eficiencia del
proceso de digestidon anaerdbica al proporcionar a las bacterias metanogénicas el

equilibrio nutricional necesario para optimizar la produccion de biogas [11, 12].

La inclusion de heces en el sustrato no solo mejora la produccién de metano, sino que
también enriquece el efluente final del proceso, que puede utilizarse como biofertilizante,
cerrando asi el ciclo de economia circular. Este enfoque multidimensional potencia tanto
la produccion de energia como la fertilidad del suelo, contribuyendo a una gestion mas

sostenible de los residuos agropecuarios [13].

Este proyecto propuso un reactor de flujo semicontinuo acoplado con filtro y contenedor
para la produccion de biogas a partir de residuos de higuerilla en co-digestion con heces
de caballo y cerdo para establecer una adecuada relacién C/N. Adicionalmente se realiz6
la identificacion de las arqueas metanogénicas involucradas en la DA y produccion de
metano, antes, y durante el proceso de DA in vitro, con el fin de determinar las
comunidades bacterianas involucradas en el proceso de produccién de biogas para

conocer su impacto en la biodegradabilidad del sustrato durante la produccién de biogas.

Esta investigacion buscd no solo incrementar el conocimiento sobre la produccion de
biogas mediante la co-digestion de residuos de higuerilla y heces de ganado, sino
también proporcionar una alternativa viable para el aprovechamiento de recursos que de
otro modo resultarian en desechos, alineandose con las practicas de economia circular

y el uso sostenible de recursos renovables en México.
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2 Fundamentacion tedrica

2.1 Energia
A lo largo del 2024, pese a la diversidad de fuentes energéticas existentes, el carbon se
mantuvo como la principal fuente de generacién eléctrica a nivel global, aportando mas
de un tercio de la electricidad producida, segun datos de la International Energy Agency
[14]. Este combustible es esencial para industrias como la siderurgica. El gas natural, por
otra parte, ha sido el combustible fosil de mayor crecimiento en los ultimos anos,
alcanzando un récord del 22.7% en la demanda energética mundial y representando casi
un tercio del incremento total en el consumo durante la ultima década. Se proyecta que
el uso de petréleo en vehiculos de combustion interna llegue a su punto maximo en la
década del 2030, con un crecimiento promedio de aproximadamente 0.1 millones de
barriles por dia al afio. En conjunto, el sector energético contribuye en torno al 40% de
las emisiones relacionadas con la generacion de energia y representa cerca del 25% del
total de gases de efecto invernadero emitidos a nivel global, registrando una huella de
aproximadamente 520 gCO, kWh™* [15]. Debido a estos efectos ambientales, surge la
necesidad de investigar y promover fuentes de energia alternativas, las cuales se

describen a continuacion.

2.1.1 Energia renovable

El avance en el uso y desarrollo de fuentes de energia renovable (ER ha llevado a
procesos mas sostenibles en la generacion de electricidad y otros usos energéticos.
Diversas investigaciones indican perspectivas alentadoras para la ER, sugiriendo que en
el futuro podria cubrir hasta el 90% del consumo energético global [16]. Estas fuentes
pueden clasificarse de varias maneras, incluyendo la energia termomarina, energia solar,
geotérmica, edlica, mareomotriz, hidroeléctrica, y bioenergia. Esta ultima en particular,
se obtiene a partir de biomasa, que consiste en la materia organica de seres vivos, sus
excrementos y restos no vivos, con diferentes niveles de procesamiento. También se le
denomina biocombustible, y dentro de esta categoria se distinguen los biocombustibles
liquidos (BCL), sélidos (BCS), y gaseosos (BCG) [17].
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2.2 Biocombustibles
Corresponden a la energia generada a partir de la conversion de biomasa, que es la
materia organica procedente de recursos vivos, asi como algunos subproductos
refinados derivados de ella, que se queman para producir calor y luz, teniendo un

comportamiento comparado con los combustibles fosiles [18].

Mas alla de su clasificacion segun el estado fisico, los biocombustibles también se
categorizan en diferentes generaciones: primera, segunda, tercera y cuarta. Los de
primera generacion provienen de recursos biologicos de uso directo, como almidon,
azucar, aceite vegetal, maiz, o grasas animales, utilizando tecnologias convencionales,
generalmente a partir de productos alimenticios. Los biocombustibles de segunda
generacion se producen a partir de biomasa no alimenticia y cultivos que no compiten
con los alimentos, tales como residuos forestales, agricolas, cultivos energéticos no
comestibles, aguas residuales y vegetacion acuatica, empleando diferentes tecnologias
de conversién. La tercera generacion se basa principalmente en microalgas y otros
microorganismos, cuya materia prima es especializada, mientras que en la cuarta
generacion se utilizan bacterias modificadas genéticamente que emplean €O, u otra

fuente de carbono para producir biocombustible [19].

2.2.1 Biocombustibles gaseosos
Dentro de los BCG estan el biogas y el gas de sintesis (Syngas). El biogas es un
combustible renovable que puede servir como alternativa al gas natural convencional. Se
produce mediante la digestion anaerdbica de residuos organicos. La composicion del
biogas en su forma cruda se detalla en la Tabla 1. Tras un proceso de purificacion para
remover el didxido de carbono, el acido sulfhidrico y otras impurezas, y otras sustancias
contaminantes, se obtiene biogas de calidad apta para tuberias, también conocido como

biometano, que puede emplearse como sustituto del gas natural [18, 20].
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Tabla 1. Composicion del biogas crudo

Productos gaseosos Porcentaje
CH4 60—-70
CO: 30—-40
H2 1-5
H2S 3-5
[18]

Mientras tanto, el syngas es otro tipo de biocombustible gaseoso que se obtiene a través
de procesos de gasificacion o pirdlisis de materiales vegetales. Quimicamente, el gas de
sintesis estd compuesto aproximadamente por un 0 — 5% de CH4, 5 — 15% de CO2, 25 —
30% de hidrégeno (Hz), 30 — 60% de oxido de carbono (CO), ademas de pequefias
cantidades de vapor de agua, CO, H2S, amoniaco (NH3) y otros compuestos, dependiendo
del tipo de materia primay las condiciones del proceso. Durante la produccion, la materia
prima se somete a un calentamiento rapido a temperaturas superiores a 700°C en la
camara de un gasificador de alta temperatura, donde se somete a una combustion parcial
en presencia de un flujo controlado de aire para generar syngas. En el interior del
gasificador, la biomasa atraviesa tres etapas principales de transformacion térmica:
deshidratacion, pirdlisis y oxidacion parcial. En la fase de deshidratacion, la biomasa que
ha sido secada al aire pierde rapidamente su humedad antes de alcanzar los 200°C. A
medida que la temperatura aumenta, comienza la pirdlisis, proceso en el cual el material

organico se descompone en vapor y carbon [18, 21, 22].

2.2.2 Fuentes para la sintesis de biocombustibles gaseosos
Existen diferentes tipos de BCG, aunque este apartado se centrara en el biohidréogeno,
el syngas y el biogas. El hidrégeno puede ser producido a partir de diversas fuentes,
como biomasa (residuos agricolas, municipales, algas, entre otros), mediante electrdlisis
usando energia renovable como solar, edlica, etc., o a partir de combustibles fésiles
haciendo uso de petrdleo, carbdn, gas natural, incluso energia nuclear [23]. El hidrogeno
también puede generarse a partir de residuos organicos sélidos, como aquellos ricos en
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carbohidratos y proteinas, residuos agroindustriales, lixiviados de aceite de palma,

descargas de destileria y residuos papeleros [24].

Para la obtencion de syngas, uno de los recursos mas abundantes y disponibles en la
naturaleza es la madera. Aunque es un material valioso por sus aplicaciones en
construccion, los residuos de madera como el aserrin, la corteza y algunas piezas
deformes, poseen un bajo valor comercial, por lo que son ideales para procesos de
gasificacion. Ademas, otros residuos industriales, tanto agricolas como forestales,
también pueden emplearse como materia prima: cascaras de arroz, coco, café, bagazo
de cafa, y hierba. La produccion de cultivos energéticos, como el alamo, la cafa de
azucar y el sorgo dulce, cultivados especificamente para combustibles, representa otra

opcion prometedora en la generacién de syngas [25].

Por otra parte, el biogas puede obtenerse a partir de una amplia variedad de sustratos,
incluyendo residuos agricolas, desechos alimentarios, residuos industriales, aguas
residuales y cultivos. Se han investigado diferentes métodos para producir biogas, como
el uso de subproductos de la produccién de biodiesel como materia prima en digestores
anaerdbicos. Por ejemplo, Kolesarova y colaboradores [26] revisaron que, en la
extraccion simple de grasa, hasta un 12% (y hasta un 20% en instalaciones pequefas)
puede quedar en el bagazo de semillas. La segunda etapa de prensado, a veces
combinada con la extraccion de vapor de agua, puede reducir ese contenido cerca del
8%. La extraccion con hexano permite obtener harina oleaginosa con solo un 1 — 3% de
grasas. Sin embargo, la descomposicion de la hemicelulosa y lignina, presentes en los
caparazones, resulta mas dificil en estos procesos, por lo que se requieren
pretratamientos adicionales para mejorar la produccién de metano y el rendimiento del

biogas.

Entre los parametros clave para evaluar la materia prima se encuentran el contenido de
solidos volatiles (SV), la demanda quimica de oxigeno (DQO), la demanda biolégica de
oxigeno (DBO), la relacion carbono/nitrogeno (C/N), entre otros [27]. Ademas, los
recursos de biomasa aptos para la generacion de biogas pueden clasificarse en

diferentes categorias segun diversos criterios. Desde el punto de vista taxonémico, se
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dividen en vegetales y animales; en funcion del sector productor, incluyen recursos

agricolas, industriales y municipales [28].

2.3 Digestiéon anaerobia
Es una tecnologia que ha sido utilizada desde hace mucho tiempo, principalmente en la
industria para el tratamiento de lodos, aguas residuales y residuos humedos [29]. La DA
es un proceso que consiste en la fermentacion microbiana de materiales organicos en
ausencia de oxigeno, generalmente en un periodo de entre 2 y 8 semanas, dependiendo
del tipo de sustrato, en reactores disefiados para facilitar la captura y utilizacion de los
gases producidos [30]. Un proceso equivalente se aplica a residuos sélidos municipales,
que ademas de contener celulosa, pueden incluir grasas, proteinas y otras sustancias
poliméricas. La DA es el método mas utilizado y considerado viable en la conversion
bioquimica de biomasa para producir energia. El producto obtenido, conocido como
biogas, tiene un valor energético cercano a 26 MJ (m®)~! [31] y ocurre mediante la
descomposicion de compuestos biodegradables complejos en varias etapas, las cuales

describen Abbasi y colaboradores [32]:

— Las proteinas, grasas y polimeros de carbohidratos (como celulosa y almidén) se

descomponen en aminoacidos, acidos grasos y azucares por hidrolisis.

— Estos productos pasan a la fase de acidogénesis, donde se fermentan formando

acidos grasos volatiles, como acido propionico, lactico, valérico y butirico.

— En la etapa de acetogénesis, bacterias especializadas convierten estos compuestos

en diéxido de carbono, acido acético, e hidrégeno.

— Finalmente, en la fase metanogénica, los microorganismos utilizan acetato, H, y parte
del CO, para producir metano. Estas vias bioquimicas incluyen la via acetotroéfica,
hidrogenotrofica y metilotrofica,

Es importante destacar que diversos factores pueden inhibir el proceso de DA. Uno de

los mas criticos es la relacion carbono/nitrogeno (C/N), que debe situarse en un rango

optimo entre 20:1 y 30:1. Si esta relacién es demasiado elevada, el nitrégeno se

consume rapidamente por los microorganismos metanogénicos y es necesario para sus
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demanda protéica, dejando menos disponible para reaccionar con el carbono restante, lo
que reduce la produccion de biogas. Por otro lado, si la relacion es muy baja, se libera
mucho nitrégeno en forma de amoniaco, lo que puede elevar el pH por encima de 8.5y

resultar toxico para las arqueas metanogénicas [31].

La dilucidon también es un aspecto clave: el agua debe anadirse estratégicamente para
lograr una mezcla uniforme, sin que sea excesivamente liquida o demasiado espesa. Una
suspension demasiado densa puede dificultar la agitacion y reducir la eficiencia del
proceso, mientras que una demasiado diluida puede causar que las particulas sélidas se
sedimenten, impidiendo su biodegradacion. Sistemas diferentes pueden manejar grados
variados de solidos suspendidos, tipicamente entre 10 — 25% [33]. El control del pH
también influye significativamente en la produccion de biogas: para lograr condiciones
optimas, los valores deben mantenerse entre 7.2 y 8.2, Los microorganismos
metanogénicos funcionan en diferentes rangos de temperatura: terméfilicos (50 — 65°C),
mesofilicos (20 — 50°C) y psicrofilicos, que operan a temperaturas inferiores a 10°C y
entre 10 — 20°C (en este caso, son considerados psicrofilicos obligados). Fuera de estos

rangos, los consorcios microbianos no sobreviven ni trabajan eficazmente [34].

Otro factor relevante es el tiempo de retencion, que se refiere al periodo durante el cual
el sustrato y las bacterias permanecen en el digestor para completar la biodegradacion.
Reducir este periodo puede aumentar la eficiencia del proceso, siempre que se
consideren aspectos como el tiempo de retencion hidraulico (TRH), la toxicidad, la
mezcla, las posibles bacterias patéogenas y la presencia de residuos solidos,
especialmente aquellos con alto contenido de lignina, los cuales pueden requerir

pretratamientos especificos para mejorar su digestion [28].

2.3.1 Factores digestivos durante la produccion de biogas
Esta linea tuvo un comienzo temprano al demostrar que el gas producido por los residuos
vegetales en descomposicion en los sedimentos era combustible; su identidad como
metano llegd un siglo después, y los experimentos definitivos con bacterias
metanogénicas llegaron con el aislamiento de Methanobacillus omelianskii en 1940, ese

mismo afno, con el cultivo de M. omelianskii, se descubrio la transferencia de hidrégeno
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entre especies [35]. El organismo metanogénico del cultivo mixto, oxidé hidrogeno y
redujo el diéxido de carbono a metano. En 1968, con grandes cantidades de células
disponibles, se descubrio la primera coenzima unica de metanogénesis y se denomino
"coenzima M" [36]. Se determiné su estructura y se sintetizé su forma activa metilada,
ademas, se encontr6 que la coenzima inusual era una "vitamina" requerida por un
metanogeno del rumen de la vaca, Methanobacterium ruminantium [37]. Para analizar
esta vitamina, este organismo se cultivd mediante un nuevo procedimiento, que implico
el uso de una atmdésfera presurizada de hidrogeno y didxido de carbono [38]. Después

de analisis exhaustivos, CoM no se encontré en ningun otro lugar de la naturaleza.

Se han reconocido cinco o6rdenes diferentes de metandgenos: Metanosarcinales,
Metanomicrobiales, Metanococcales, Metanobacteriales y Metanopyrales [39], por lo
tanto, pueden dirigirse de manera mucho mas eficiente como un gremio fisioldgico
coherente en analisis ecolégicos moleculares mediante el uso de un gen marcador
funcional especifico. La metilcoenzima M reductasa (mcr) es la enzima clave de la
metanogénesis, que cataliza el paso final en la metanogénesis, la reduccion del grupo

metilo unido a la coenzima M a metano [40].

Las comunidades microbianas en los procesos de digestion anaerdbica responden
facilmente a los cambios en la composicion del sustrato, anteriormente, solo unos pocos
estudios se habian centrado en los efectos de la temperatura en las comunidades de
arqueas bacterianas y metanogénicas en biorreactores anaerobicos. Los reactores de
digestion anaerdbica se han operado comunmente a temperatura mesofila (30 — 40°C) y
termdfila (50 — 60°C). En general, se encuentran mayor diversidad de bacterias y arqueas
a temperaturas mesofilas, donde las comunidades bacterianas parecen ser
considerablemente mas diversas y dinamicas que las comunidades de arqueas a
cualquier temperatura. A pesar de la menor diversidad, la digestion a temperaturas
termofilicas resulta en una mayor eficiencia de degradacién de la materia organica, mas

biogas total producido e higienizacidén superior del sustrato de alimentacion [13, 41, 42].
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2.3.2 Co-digestion anaerobia
La co-digestion es la conversidn simultanea de una mezcla de diferentes materias primas,
por ejemplo, estiércol y biomasa vegetal. En el pasado, la DA se referia principalmente a
un solo sustrato/proceso de salida unica, pero recientemente, la co-digestion se ha
convertido en una tecnologia estandar en la produccion de biogas agricola en muchos

paises [27].

La co-digestion a menudo se lleva a cabo en procesos humedos de un solo paso, en
donde los sustratos se diluyen hasta que el contenido de solidos secos esté entre el 8 y
el 15%. Los sistemas humedos son particularmente utiles cuando se va a aplicar
digestato en los campos sin separar la fraccion sélida [43]. La digestion de los cultivos a
menudo requiere largos TRH que pueden durar hasta meses, y se pueden aplicar
temperaturas tanto mesofilas como termdfilas. Las ventajas de la co-digestion incluyen
un mayor rendimiento de biogas y reduccion de gases de efecto invernadero,
homogeneizacion, alta estabilidad del proceso, reduccion de olores, alto reciclaje de
nutrientes (nitrégeno, fésforo), gran cantidad de sustratos diferentes que se pueden
convertir, posibilidad de integracion en el tratamiento de aguas residuales en
instalaciones de produccion ganadera, produccion constante de biogas durante toda la
temporada, ingresos potenciales mejorados de las tarifas de entrada y tratamiento de

desechos, y sin efectos “indirectos” como el cambio de uso de la tierra [44].

2.4 Ricinus communis generalidades
El ricino, conocido cientificamente como Ricinus communis L., pertenece a la familia
Euphorbiaceae y presenta una gran diversidad de variedades nativas de los trépicos [5].
El nombre Ricinus es una palabra latina para garrapata. La planta es llamada asi debido
a que sus semillas poseen marcas y una protuberancia que recuerdan a este parasito. El
término comun “aceite de ricino” deriva de su utilizacion como sustituto de ciertos
perfumes basados en glandulas secas de la planta. Segun la taxonomia presente en
Bolaji y colaboradores [45], la clasificacién presente en la Tabla 2 del ricino es la

siguiente:
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Tabla 2. Taxonomia de Ricinus communis

CATEGORIA CLASIFICACION
Dominio Eucariota
Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Genero Ricinus
Especie R. communis

El ricino es un arbusto que puede crecer por encima de los 10 m. Algunas variedades
cultivadas crecen entre 60y 120 cm en solo un afio, mientras que en cultivos perennes
puede extenderse varios metros. Esta planta prospera en regiones tropicales humedas y
en zonas subtropicales secas, con una precipitacion optima entre 750y 1000 mm vy
temperaturas que oscilan entre 15y 38°C. La recoleccion del aceite de ricino es un
proceso complejo. Cuando se realiza manualmente, se corta selectivamente el racimo
maduro y posteriormente se remueven las capsulas. Debido a que las semillas maduran
en diferentes etapas, puede ser necesario realizar hasta cinco cosechas distintas. En el
caso de cosechas mecanizadas, se emplean cosechadoras adaptadas que, en algunos
casos, solo separan parcialmente las capsulas inmaduras. Cuando se utiliza esta técnica,
las plantas suelen estar desprovistas de hojas, lo cual puede requerir el uso previo de
defoliantes [46].

2.5 Biocombustibles derivados de Ricinus communis
Toda la planta de ricino puede ser utilizada para la obtencion de diversos
biocombustibles, ya sea a partir de su aceite o de residuos como el tallo, las hojas y el
bagazo. En la Figura 1, se ilustran las diferentes categorias que se pueden obtener a
partir de distintas partes del arbusto [47]. El biodiésel consiste en una mezcla de ésteres
monoalquilicos derivados de aceites vegetales o grasas animales, cuya produccion se
realiza mediante un proceso de transesterificacion [48]. La obtencidn de biodiésel a partir

del aceite extraido de las semillas de ricino se realiza generalmente mediante una
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reaccion catalitica con alcohol, habitualmente metanol. Para acelerar la reaccién vy
aumentar su rendimiento, se emplean catalizadores, que pueden ser alcalis (como
hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, carbonatos y sus alcoxidos correspondientes),

acidos (como acido sulfurico, acido clorhidrico o acido sulfénico) o enzimaticos [49].

Por otro lado, el etanol y el biogas son otros biocombustibles que se producen
industrialmente a partir de biomasa facilmente degradable, como azucares y materiales

con alto contenido de almidon [50].

Aceite extraido Transesterifica- Biodiésel
cion
Semillas . .
Digestion
- anaerobia Metano
Bagazo de
semillas Sacarificacion
- Pretratamiento y fermentacion Etanol
| simultaneas |
- Digestion
Ricinus : Metano
Tallos Pretratamiento
Sacarificacion
y fermentacion Etanol
| simultaneas |
Digestion
anaerobia Metano
Sacarificacion
Pretratamiento y fermentacion Etanol
| ) | simultaneas |

Figura 1. Procesos y productos de Ricinus communis [47]

Debido a la limitada disponibilidad de materiales ricos en almiddn y azucar, las sustancias
lignoceluldsicas, que representan una opcidon econdmica y abundante, como R.
communis, se han considerado como materia prima alternativa para la obtencion de
alcohol y biogas. Para convertir estos materiales en biocombustibles, generalmente se

lleva a cabo una hidrélisis acida o enzimatica, seguida de una fase de fermentacién en la
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que suele emplearse Saccharomyces cerevisiae. Aunque los compuestos
lignoceluldsicos contienen una cantidad significativa de carbohidratos susceptibles de
convertirse en bioetanol y biogas, su estructura resistente presenta un obstaculo
importante para su conversion directa a estos productos [50]. Por ello, es imprescindible
realizar un pretratamiento que atenue la recalcitrancia de los materiales, en concreto,
reducir la cristalinidad de la celulosa, aumentar la superficie accesible y eliminar la lignina
y la hemicelulosa [51, 52]. Tras este proceso, los sustratos pretratados pueden someterse
a digestion anaerdbica para producir biogas, o bien ser hidrolizados para transformar los
carbohidratos en azucares fermentables, que posteriormente utilizan los
microorganismos para producir etanol. Se han desarrollado diversos métodos de
pretratamiento para modificar la estructura de los lignocelulésicos, incluyendo técnicas
fisicas, quimicas, fisicoquimicas y bioldgicas. Entre ellas, el pretratamiento alcalino con
hidroxido de sodio destaca como uno de los mas efectivos, ya que puede potenciar

significativamente la eficiencia en la obtencion de etanol a partir de estos materiales [53].

2.5.1 Generacién de biogas a partir de Ricinus communis
Aunque la produccién de biodiesel a partir del aceite de ricino ha sido ampliamente
investigada, son escasos los estudios enfocados en la generacion de biogas a partir de
los residuos de esta planta. La estructura y la cantidad de desechos generados han
motivado investigaciones sobre su potencial como materia prima en procesos de DA. Por
ejemplo, en un estudio de Alves y colaboradores [54], se llevaron a cabo diferentes
experimentos para aprovechar el bagazo de las semillas, sometiéndolo a DA. En estos
ensayos, se compararon distintas condiciones: la adicion exclusiva de agua (control
negativo), agua con estiércol de vaca y agua con estiércol porcino, en digestores
operados por lotes con un TRH de 56 d. Los resultados indicaron que la combinacion de
agua y estiércol vacuno generé la mayor produccion de biogas, alcanzando
aproximadamente 1 L. En otro trabajo, Bateni y colaboradores [47] estudiaron el efecto
del tratamiento de residuos de toda la planta, incluyendo tallo, hojas y bagazo de semilla.
A estos materiales se les aplicé un pretratamiento alcalino con una solucion de NaOH al
8% p/v a 100°C durante 60 min en un periodo de retenciéon de 45 d. Los resultados

mostraron un aumento del 44%; en la produccion de metano a partir del tallo de ricino,
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pero no se observé una mejora significativa en el rendimiento de en la generacion de
metano a partir del bagazo y las hojas. Ademas, el bagazo de semilla en su estado no

tratado obtuvo el mayor rendimiento de producciéon de metano, con 252.1mL - gVS™1.

2.6 Biorreactores
La tecnologia de biorreactores atrae un gran interés en procesos como el cultivo de
biomasa microbiana, la conversidn de biocombustibles y los sistemas electroquimicos
debido a su simplicidad, reaccion moderada, sostenibilidad, bajo consumo de energia y
materias primas ademas de una huella de carbono minima. Sin lugar a duda, la
tecnologia de biorreactores es uno de los enfoques mas prometedores para el
aprovechamiento de biomasa, la conversion de energia, y juega un papel importante en
este bioproceso [55]. Existe diversidad de biorreactores y cada configuracién afecta el
TRS y el TRH. Es preferible un TRH minimo para reducir el volumen del digestor y los
costos de capital, por otro lado, un TRS maximo logra la estabilidad del proceso y una
produccion minima de lodos. Algunos tipos de biorreactores se mencionan en la Tabla 3

y se da a conocer una breve descripcion a continuacion [56].

Tabla 3. Tipos de digestores anaerébicos

Caracteristicas Aplicacién
Sistema de crecimiento bacteriano e Suspendido
e Lecho fijo
Temperatura e Psicrofilica
o Mesofilica
o Termofilica
Configuracion e Una etapa
e Dos etapas

Crecimiento bacteriano: suspendido

En los sistemas de crecimiento suspendido, las bacterias permanecen dispersas en el
digestor gracias a una accion de mezcla, ya sea de manera intermitente o continua. La
accion de mezcla distribuye las bacterias o biomasa por todo el digestor porque los

digestores anaerdbicos completamente mezclados no incorporan un medio para retener
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y concentrar la biomasa, el TRS es el mismo que el TRH, por lo tanto, los digestores
anaerdbicos completamente mezclados estan disefiados para TRH relativamente largos,
el lodo de alimentacién se puede agregar al digestor de forma continua o intermitente
[57]. Las ventajas y desventajas de los digestores de crecimiento suspendidos

completamente mezclados se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Ventajas y desventajas de los digestores anaerébicos de crecimiento
suspendido

Ventajas Flexibilidad operativa: Permite la granulacion de
diferentes materiales. Ademas, distribuye uniforme
nutrientes, pH y sustrato.
Control de temperatura preciso: Facilita la inyeccion de
digestato liquido y la posterior evaporacion del agua.
Resistencia de las particulas: Los granulos obtenidos
son mas resistentes al rompimiento, con mejores
propiedades de flujo y menor formacién de polvo y
aglomerados.
Desventajas Mayor rendimiento en escalas de mayor tamano: Se
observa una menor eficiencia en la produccion en el
laboratorio frente a la escala piloto, y se requiere un gran
volumen de digestor para proporcionar el TRS necesario.
Formacion de polvo y arrastre de particulas: La eficacia
del tratamiento puede reducirse debido a la pérdida de
particulas y coloidales. Residuos y bacterias en el efluente
del digestor.

[58]

Crecimiento bacteriano de pelicula fija

Los sistemas anaerdbicos de pelicula fija (mantas de lodo), proporcionan un entorno
inactivo para el crecimiento de una masa aglutinada de bacterias debido a que el
crecimiento bacteriano requiere periodos de tiempo relativamente largos para
desarrollarse, suelen utilizar grava, plastico y roca como medios de apoyo y operan como
procesos de flujo continuo, es decir, las aguas residuales pasan por encima y a través de
un lecho de pelicula fija de crecimiento de bacterias, los compuestos organicos solubles
en el agua residual son absorbidos (difundidos) por las bacterias, mientras que los
compuestos organicos insolubles son adsorbidos (adheridos) a la superficie de las

bacterias. El flujo de aguas residuales a través de sistemas de pelicula fija puede ser de
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abajo hacia arriba o de arriba hacia abajo. Debido a que las bacterias (solidos) en los
sistemas de pelicula fija permanecen en el digestor durante largos TRS, los sistemas
permiten que las bacterias formadoras de metano se aclimaten a sustancias toxicas como
amoniaco, sulfuro y formaldehido, por lo tanto, los sistemas anaerdbicos de pelicula fija
con TRS largos y TRH cortos pueden usarse para tratar una variedad de aguas residuales
y lodos, proporcionan un buen contacto entre los residuos y las bacterias, y pueden tratar
aguas residuales y lodos en un rango relativamente amplio de valores de temperatura de
4 a 55°C, ver Tabla 5 [57, 59, 60].

Tabla 5. Sistemas anaerébicos de lecho fijo
Reactor con deflectores internos
Cama expandida
Cama de microportadores expandida (MCB)
Reactor de lecho fluidizado
Flujo ascendente completamente empaquetado
Flujo hibrido
Modular
Contactor biologico giratorio
Biorreactor de pelicula fina
Manto de lodo anaerobico de flujo ascendente (UASB)

[61]

Temperatura psicrofilica

La digestion de lodos psicrofilos y la produccion de metano ocurren en un rango de
temperatura relativamente bajo (5 — 20°C). Debido a la actividad menos que éptima de
las bacterias anaerdébicas en el rango de temperatura psicréfila, la digestion de lodos se
limita a operaciones a pequena escala como tanques Imhoff, tanques sépticos y lagunas
de lodos. La temperatura del contenido del digestor es aproximadamente la temperatura
de su entorno circundante y varia de una temporada a otra. Debido a que las
temperaturas en los digestores psicrofilos son relativamente bajas, los TRS de estos
digestores son superiores a 100 d [56, 62].

Temperatura mesofilica

La digestion y la produccién de metano se producen en un rango de temperatura
moderado (30 —42°C). La digestion anaerdbica meséfila se usa comunmente en el

proceso de tratamiento de aguas residuales municipales e industriales y ofrece dos
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ventajas practicas de operacion en comparacion con la digestiéon anaerobica psicrofila y
termdfila. Primero, hay mas mesdéfilos anaerdbicos en la naturaleza que psicrofilos y
termdfilos, En segundo lugar, es menos costoso mantener temperaturas mesofilas en los
digestores que mantener temperaturas termdfilas. La mayoria de los digestores

anaerobicos operan en el rango mesofilico [27, 56].
Temperatura termofilica

Ronda entre 50 — 60°C. La digestion anaerdbica termofilica se usa con mas frecuencia
en plantas de tratamiento de aguas residuales industriales, donde el calor o vapor del
proceso esta disponible para calentar los digestores hasta el rango termofilico. Debido a
la alta temperatura de operacion de estos digestores, la digestion de lodos y la produccion
de metano ocurren rapidamente y se logra una destruccion significativa de patdégenos.
Sin embargo, ademas de los altos costos de operacion, los digestores termofilicos tienen
algunas preocupaciones microbioldgicas importantes con respecto a su uso en lodos
degradados. El numero de bacterias formadoras de metano termofilico es muy limitado,
el crecimiento bacteriano es lento y la poblacién bacteriana experimenta una alta tasa de
muerte enddgena, ademas, las bacterias son muy sensibles a las fluctuaciones en el
digestor [56, 63].

Configuracién: una etapa

Un digestor tipico de una sola etapa consta de un solo tanque o reactor. Las operaciones
del digestor consisten en la adicion y extraccion de lodos, mezcla, calentamiento,
recoleccion de gas y sobrenadante. Estas operaciones son posibles debido a la
estratificacion del contenido del digestor. La estratificacion da como resultado las
siguientes capas de arriba a abajo del digestor: gas, escoria, sobrenadante, lodo del
digestor activo y lodo y arena digeridos. Los digestores de una etapa se alteran mas
facilmente que los digestores de dos etapas. Esto se debe a la presencia de actividades
simultdneas de dos grupos de bacterias, las bacterias formadoras de acido y las bacterias
formadoras de metano. Debido a que las bacterias formadoras de acido crecen mas
rapidamente que las bacterias formadoras de metano y son mas tolerantes a las
fluctuaciones en las condiciones operativas, a menudo se produce un desequilibrio entre

la tasa de produccion de acido y la tasa de produccion de metano. Este desequilibrio
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puede causar una disminucion en la alcalinidad y el pH que resulta en una falla del
digestor [56].

Configuracion: dos etapas

Los sistemas de digestion de dos etapas constan de al menos dos tanques o reactores
separados. Hay disponible una variedad limitada de sistemas de dos etapas donde se
produce una mayor eficiencia y estabilidad sobre un sistema de una sola etapa. Un
sistema de dos etapas es capaz de obtener una produccién de metano y una reduccion
de sélidos similares a las de un sistema de una sola etapa con una TRH mas pequena.
Ademas, los toxicos se eliminan en la primera etapa. En algunos sistemas de dos etapas,
la produccion de acido ocurre en la primera etapa o tanque y la produccion de metano
ocurre en la segunda etapa. En algunos sistemas, la digestion de lodos y la produccion
de metano ocurren simultanea y continuamente en un tanque y el espesamiento y
almacenamiento de lodos ocurren en el otro tanque, en esta configuracion, la primera
etapa se mezcla y calienta continuamente para la digestion del lodo, mientras que se
permite la estratificacion en la segunda etapa, donde se produce el espesamiento y
almacenamiento del lodo. Otros sistemas consisten en la digestién anaerdbica en fases
de temperatura de lodos o aguas residuales, estos sistemas son una combinacion de
digestion anaerodbica termdfila y mesdéfila, ademas, proporcionan una mejor capacidad de

deshidratacion de los lodos y una reduccion del numero de patégenos [64, 65].

2.7 Purificacion de biogas
La mayoria de las aplicaciones de biogas requieren un nivel minimo de CH,, lo que
convierte al CO, y al N, en los principales contaminantes del biogas debido a sus altas
concentraciones, ademas, su presencia también reduce el indice Wobbe de biogas, un
parametro al que se apunta en la mayoria de las regulaciones internacionales sobre
biometano [66]. ElI 0, también se considera una impureza de biogas por encima de un
umbral de concentracién critico en funcién de su actividad comburente. EI H,S en
combinacién con 0, y agua genera H,S0,, que puede corroer motores, tanques de
almacenamiento de gas, tuberias y compresores. La presencia de halocarbonos y NH,
también puede causar corrosion en tuberias y motores durante la combustion de biogas

[67]. Finalmente, la presencia de metilsiloxanos esta atrayendo cada vez mas atencion
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debido a la formacion no deseada de depodsitos de oOxido de silicona durante la
combustion, que pueden causar abrasion, sobrecalentamiento y mal funcionamiento de

motores y valvulas [68].

La valorizacion del biogas ha implicado tradicionalmente la generacidn de calor y energia
a través de la combustidn de biogas en turbinas, micro-turbinas o motores de combustion
interna. El biogas, tanto en su forma reformada para pilas de combustible (cogeneracion)
como autogas o sustituto del gas natural (inyeccion en redes), exige distintos niveles de
depuracion. En particular, su uso como autogas o sustituto del gas natural requiere una

limpieza mas estricta que su combustidn directa para valorizacion energética [69].
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3 Hipotesis
La relacién de carbono/nitrégeno ajustado en una proporcién de 25:1, mediante la
utilizacion de paja y bagazo de higuerilla en co-digestion con heces equinas y porcinas,
aumenta la disponibilidad de sustrato soluble, donde la variacion de las condiciones
operativas y los tipos de sustratos empleados genera cambios en la comunidad

bacteriana, lo que conduce a un incremento en la produccion de biogas en al menos un

50%.
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4 Objetivo general

Evaluar residuos de higuerilla co-digeridos con excretas equinas y porcinas para la

obtencion de biogas en un biodigestor de flujo semicontinuo.

5 Objetivos especificos

— Caracterizar fisicoquimicamente residuos de higuerilla y heces porcinas y equinas

para ajustar la relacion C/N en una proporcion 25: 1.

— Analizar el contenido de biogas obtenido a partir de residuos de higuerilla en co-

digestion con excretas porcinas y equinas in vitro.

— l|dentificar la composicion de las comunidades bacterianas durante el proceso de

digestién anaerobia in vitro.

— Desarrollar un prototipo de biorreactor de flujo semicontinuo para la produccion de

biogas.
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6 Metodologia

6.1 Recoleccion de sustratos
Se trabaj6 con residuos de Ricinus communis, asi como con heces equinas y porcinas.
El material vegetal se recolecté en mayo del 2021 de plantas ubicadas en el municipio
de Corregidora, Querétaro, México (20°31'40.1" latitud norte, 100°25'42.7" longitud
oeste). Después de una semana de deshidratacion natural de los tallos y hojas, el
material vegetal fue cortado y triturado en una licuadora doméstica, para posteriormente

tamizarse y obtener un tamafo de particula de hasta 2 mm.

El bagazo de semilla se obtuvo al triturar las semillas de higuerilla en una prensa
extractora de aceite. Mientras que las heces equinas y porcinas se recopilaron de una
granja denominada “Granjas Paulina SA de CV”, ubicada en el municipio de Santiago de
Querétaro, Querétaro, México (20°38'16" latitud norte, 100°17'16" longitud oeste). Las
muestras fecales se recolectaron en estado fresco y se colocaron en bolsas de polietileno
de color negro con dimensiones de 96.5x130.8 cm. Tras la recoleccidn, las muestras se
almacenaron por separado en dos hieleras de poliestireno expandido con capacidad de
21 L a 12°C para su transporte al laboratorio de “Compuestos Naturales Insecticidas” en
la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro, ubicada en el
municipio de Santiago de Querétaro, Qro., México (20°35'22" latitud norte, 100°24'39"
latitud oeste), donde fueron almacenadas a una temperatura de 4°C hasta su posterior

uso.

6.2 Determinacion de sélidos totales y sélidos volatiles
Para la determinacion de sélidos totales (ST) y sdlidos volatiles (SV) en los sustratos
recolectados, las muestras se caracterizaron siguiendo la metodologia estandarizada de
la APHA [70]. Inicialmente, las capsulas de porcelana, previamente identificadas con una
marca indeleble en su base, se llevaron a peso constante para determinar su peso inicial
"C". Posteriormente, se pesd una porcion de la muestra homogeneizada "X" en cada
capsula y se seco en estufa a 105°C hasta peso constante, registrando el peso final "E".

Los solidos fijos "M" se obtuvieron por calcinacion de la muestra seca en mufla a 550°C.
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Finalmente, el contenido de sdlidos volatiles se calculd por diferencia entre el peso de los

sélidos totales y el de los solidos fijos.

Ecuacion 1
STI% _(E—C)*lOO
S
Ecuacion 2
V%] = (E—M) %100
%] = ——
Ecuaciéon 3
M—C) *100
SF[%] = ( X)

Tras la co-digestion, las muestras semiliquidas resultantes se analizaron pesando el

volumen de 15 mL de la muestra homogeneizada, designada como “Y”.

Los valores de ST, SV y sdélidos fijos (SF) se determinaron aplicando la Ecuacion 1,
Ecuacion 2 y Ecuacion 3, respectivamente, con la modificacion de sustituir el peso "X"
por el peso "Y". Este procedimiento permitidé obtener la concentracion de solidos en

gramos por litro de muestra.

6.3 Determinacién de azucares reductores
Esta determinacién se realizé mediante el método acido sulfurico y fenol [71]. En tubos
HACH para DQO, se adicionaron secuencialmente: 1 mL de cada dilucion patron o agua
desionizada (para el blanco), 1 mL de solucién de fenol al 5% y 5 mL de acido sulfurico
concentrado (H,50,). Tras tapar y homogeneizar los tubos, se dejaron enfriar durante
10 min a temperatura ambiente, seguido de 15min en un bafio de agua a 4°C. La

absorbancia de hexosas se midio espectrofotométricamente a 490 nm.

6.4 Analisis de la demanda quimica de oxigeno
La demanda quimica de oxigeno (DQO) se determind mediante el método fotométrico
[72], basado en la medicion de la cantidad de oxidante consumido. Previo al analisis de

las muestras, se prepararon las soluciones de digestién con dicromato de potasio
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(K,Cr,05), H,SO, y sulfato de mercurio (HgS0,) y la catalizadora con sulfato de plata
(Ag2504) Yy HS0,.

Para cada muestra, se tomaron 2 mL previamente homogeneizados y se diluyeron si su
DQO estimada superaba los 1000 mg L™'. En un tubo HACH, se adicionaron
cuidadosamente 1.2 mL de la solucion de digestion y 2.8 mL de la solucion catalizadora.
Los tubos se incubaron en un digestor precalentado a 150°C durante 2 h. Tras enfriar a
temperatura ambiente para permitir la sedimentacion de cualquier precipitado, se midi6

la absorbancia a 600 nm utilizando un espectrofotémetro.

6.5 Determinacién de contenido de carbono y nitrégeno total
El contenido de carbono en las diferentes muestras (residuos de higuerilla, heces de
caballo y cerdo) se determiné mediante el método de Walkley-Black [73]. Para ello se
pesaron 0.5 g de muestra y se afiadieron 10 mL de K,Cr,0, 1N y 20 mL de H,SO0,,
mezclando vigorosamente durante 1 min. Tras una incubacion de 30 min, se adicionaron
200 mL de agua destilada, 5 mL de acido fosférico (H;P0,) y 10 gotas de difenilamina
((C¢Hs),NH) como indicador. La mezcla se titulé6 con una solucion de sulfato ferroso
(FeS04) 1 N hasta la aparicién de un color verde claro, momento en el cual se aplico la

Ecuacion 4 para el calculo del contenido de carbono.

Ecuacién 4
%C = (%) (N)(mcf)(0.6724)

Donde:

B=Volumen de sulfato ferroso para valorar el blanco de reactivo (mL)
T=Volumen de sulfato ferroso para valorar la muestra (mL)

N= Normalidad del sulfato ferroso

g=Peso de la muestra (g)

mcf=factor de correccion de la humedad

La determinacion de nitrogeno total se realiz6 mediante el meétodo Kjeldahl [74].
Inicialmente, se pesaron 0.5 g de muestra y se mezclaron con 1.1 g de catalizador de

sulfato de potasio (K,S0,) y 3 mL de H,S0,. La mezcla se calenté a 150°C durante 1 h,

seguido de enfriamiento a temperatura ambiente y la adicion de 20 mL de agua destilada.
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Posteriormente, la muestra digerida se transfirié al equipo de destilacion Kjeldahl. Se
afiadieron 10 mL de hidréxido de sodio (NaOH) 10 N para liberar el amoniaco (NH;), el
cual se destilé y se recogido en un matraz receptor conteniendo 10 mL de solucién de
acido bodrico (HsB03) 1% con indicador. La destilacion se continu6é hasta alcanzar un

volumen de 75 mL en el matraz receptor.

Finalmente, la solucién del matraz receptor se titul6 con H,50, 0.01 N utilizando una
microbureta de 10 mL. El punto final de la titulacion se identificd por el viraje del color del
indicador de verde a rosa, momento en el que se aplicé la Ecuacién 5 para el calculo del

contenido de nitrégeno total.

Ecuacion 5

14(Vin—Vp)(N)

%N. =
Total 10w

Donde:

I;,=Volumen de acido sulfurico empleado para titular la muestra (mL)
V,=Volumen de acido sulfurico utilizado para titular el blanco (mL)
N=Normalidad del acido sulfurico

w=Peso de muestra (g)

6.6 Proceso de digestion anaerobia
Los procesos de digestion se realizaron utilizando un sustrato con un 7% de solidos
totales (ST) y una relacion carbono/nitrogeno (C/N) de 25:1. A nivel de laboratorio, se
dejaron dos lotes de experimentos: uno a temperatura ambiente y otro a temperatura
controlada de 37°C, con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura en la produccién
de biogas. Los experimentos se llevaron a cabo en reactores tipo batch con un volumen
total de 120 mL, de los cuales se utilizaron 66.7% de volumen activo. En estos reactores
se realiz6 co-digestion de residuos de higuerilla junto con excretas equinas y porcinas,
manteniendo constante la proporcion de C/N. Todos los biorreactores se sellaron
herméticamente monitoreando la produccion de biogas cada 24 h mediante
desplazamiento volumétrico, manteniendo un tiempo de retencion hidraulica (TRH) de
82 d, lo que permitid que los sustratos se degradasen de manera eficiente y que se

obtuvieran datos representativos del proceso.
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Posteriormente, se realizd el escalamiento a un biodigestor de flujo semicontinuo de
200 L, en el cual se introdujeron los cuatro sustratos, manteniendo las condiciones de
laboratorio descritos en la seccién 7.6 (a excepcion del control de temperatura para uno
de los lotes). La alimentacion se realizé con un 7% de sdlidos totales (ST) y una relacion
C/N de 25: 1, calculada mediante la Ecuacién 6 [75], llenando el biodigestor hasta el 60%
de su capacidad total. Los datos utilizados para estos calculos se obtuvieron a partir de
las propiedades de los sustratos iniciales. Esta configuracion tuvo como objetivo
promover una reaccion estable, facilitar la produccion de biogas y garantizar la eficiencia
del proceso a mayor escala, para posibles aplicaciones practicas.

Ecuacion 6
_ Q101 + Q6 - +0,Cy

C
N QyN; + QzN; = +Q,N,

Donde:
Cc ny, g
e Relacion carbono-nitrégeno

Q= Peso del sustrato (g)
C= Contenido de carbono (%)
N= Contenido de nitrégeno (%)

6.7 Identificacién de la composicion de la comunidad de Arqueas
metanogénicas

6.7.1 Preparacion de las muestras
La identificacion de las arqueas metanogénicas presentes en las muestras, se realiz6 a
partir de las heces fecales de cerdo y caballo. Tomando 200 ug de cada una, y
posteriormente se extrajo una alicuota de 2 mL de cada vial que contenian las co-
digestiones, con el fin de preservar la integridad de los microorganismos. Cada muestra
se homogeneizé cuidadosamente mediante mezcla vigorosa para garantizar una
distribucion uniforme de los componentes tanto en las heces, como en el proceso de

digestion anaerobia (DA) para la posterior extraccion de ADN.
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6.7.2 Extraccion de ADN genémico total
Para la extraccion de ADN se empled el kit Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit
(Zymo Research). Inicialmente, se realizo la lisis mecanica de las células. Para ello, se
afiadio la muestra a un tubo ZR BashingBead™ Lysis Tube, seguido de la adicién de
750 uL de BashingBead ™ Buffer. A continuacién, la mezcla se agité en un vértex durante
40 minutos. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 2 min.
Se transfirieron cuidadosamente 400 uL del sobrenadante al filtro Zymo-Spin™ |lI-F,
colocado en un Collection Tube, y se centrifugé a 8000 rpm durante 1 min. Al filtrado
obtenido se afadieron 1200 uL de Genomic Lysis Buffer, resuspendiendo la mezcla
cuidadosamente. A continuacion, se transfirieron 800 uL de esta mezcla a una columna
Zymo-Spin™ [ICR, colocada en un Collection Tube, y se centrifugé a 10000 rpm por
1 min. Tras descartar el flujo, se repitié este paso para procesar el resto de la mezcla
inicial. Después, se anadieron 200 uL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna Zymo-
Spin™ [ICR, ahora en un nuevo Collection Tube, y se centrifugd nuevamente a
10000 rpm durante 1 min. Se afiadieron 500 ul de g-DNA Wash Buffer a la columna
Zymo-Spin™ [ICR, y se centrifugd a las mismas condiciones anteriores. Para la elucion
del ADN, la columna Zymo-Spin™ [ICR se transfirié a un tubo de microcentrifuga limpio
de 1.5 mL. Se anadieron 100 uL de DNA Elution Buffer directamente sobre la matriz de la
columna, y se centrifugd a 10000 rpm durante 30 seg. Para la remocion de polifenoles,
se coloco la columna Zymo-Spin™ lI-HRC en un tubo de recoleccion limpio y se
agregaron 600 uL de solucién de preparacion al filtro, centrifugando a 8000 rpm por
3 min. Finalmente, el ADN eluido se transfirio sobre el filtro Zymo-Spin™ IlI-HRC,
colocado en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 mL, y se centrifugdé a 16000 rpm

durante 3 min.

La calidad y tamario del ADN extraido se determinaron mediante electroforesis en gel de

agarosa (1%), tefiido con bromuro de etidio, visualizando los fragmentos bajo luz UV.

6.7.3 Amplificacion del gen mcrA/mrtA
Los fragmentos del gen mcrA/mrtA, relacionados con organismos metanogénicos, fueron

amplificados mediante PCR usando los cebadores degenerados basados en la alineacién
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de 5 secuencias del gen mcrA ya establecidas [76] y la identificacion de dos regiones
con alto grado de homologia flanqueando una regién mas variable. Los dos cebadores
de oligonucleétidos fueron un cebador directo: (mcrA-F) 5-GGT GGT GTM GGA TTC
ACA CAR TAY GCW ACA GC-3’y un cebador inverso: 5-TTC ATT GCR TAG TTW GGR
TAG TT-3'. Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo inicial a 98°C por 2 min,
seguido de 35 ciclos de 98°C durante 90 s, 50°C durante 30 s, y 72°C durante 20s. La
reaccion total (50uL) contenia: 1 uL de cada cebador, 1.25 U de ADN polimerasa, y 1 uL

del extracto de ADN extraida anteriormente (7.8.2).

Las reacciones se conservaron a 4°C hasta su procesamiento. La validacién del tamafo
de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa (2%),

tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV (100 — 400 nm).

6.7.4 Clonacién y secuenciacion de productos PCR
Los fragmentos amplificados se insertaron en vectores plasmidicos y se transformaron
en cepas de Escherichia coli [77]. Se realizé el cribado de clonas positivas, que fueron
secuenciados en la plataforma de Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias se
analizaron y editaron utilizando el software MEGA, y se compararon con las bases de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante el algoritmo
BLAST.

6.7.5 Analisis filogenético
Para construir el arbol filogenético, se seleccionaron las secuencias con mayor similitud
a las de los amplicones. La relacion evolutiva se infirid mediante el método Neighbor-
Joining [78] en el software MEGA.

6.7.6 Analisis taxonémico de co-gestiones durante la digestiéon
anaerobia
Se genero un analisis de agrupamiento jerarquico tanto a las familias encontradas, como
a las muestras en un mapa de calor, donde se observo la composicion microbiana a nivel

de familia en el conjunto de muestras de los controles positivos de las heces, y de las co-
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digestiones en el dia 60 de la DA. Cada celda en el mapa de calor mostré la abundancia
relativa de una familia especifica en una muestra en particular, con la intensidad del color
indicando la abundancia (rojo indica alta abundancia, azul representa baja abundancia).
El agrupamiento de las familias se baso en la similitud de sus patrones de abundancia a
través de las muestras, lo que permitid identificar grupos de familias que tienden a

coocurrir.

6.8 Diseio y desarrollo de un biodigestor de flujo semicontinuo
El proceso de disefio se llevd a cabo siguiendo una serie de pasos especificos,
estableciendo la funcionalidad y la seguridad del equipo, considerando las caracteristicas
del sustrato, los requisitos operativos y las condiciones del proceso. A continuacion, se
detallan las etapas que conformaron el desarrollo del biodigestor, desde la seleccion de
materiales y componentes, hasta la integracion de sistemas de control y monitoreo

necesarios para su correcto funcionamiento.

6.8.1 Dimensionamiento y calculo del biodigestor
El principal criterio para determinar el tamafno de un reactor anaerébico es la vida util de
los microorganismos involucrados en el proceso. Por tanto, el volumen operativo del
biorreactor esta definido por el tiempo de retencién de la biomasa y la cantidad de materia
tratada por unidad de tiempo. La estimacion del volumen de trabajo del biorreactor se

realiza mediante la Ecuacion 7 [79].
Ecuaciéon 7

M
Vd = Ol%Tlg

T
Donde:
V; = volumen de trabajo del biorreactor [m3]

Mg, = masa del material seco [kg]
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B; = densidad de masa [kg (m3)™1]
T;; = TRH[d]
Entonces, el volumen total del reactor es igual a la Ecuacion 8:

Ecuacioén 8

Donde:
V = volumen total del reactor [m3]
El volumen de fermentacion del reactor es equivalente a la Ecuacion 9:

Ecuaciéon 9
Vf =0.3142-D3

Donde:

V¢ = volumen de fermentacion del reactor [m3]

D = diametro del biorreactor [m].

La altura de la parte cilindrica del reactor viene dada por la Ecuacion 10:

Ecuaciéon 10
4-'Vf

" 3.14-D2

En la Ecuacion 11 se determina el volumen de acumulacion (almacenamiento) en m3 de

biogas:

Ecuacion 11
V4 = 0.0527 - D3

El volumen de recoleccion de gas recomendado es < 5% del volumen total del reactor

por lo que se usa la Ecuacién 12:

Ecuacién 12
V, =0.05-V
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6.8.2 Diseio en 3D del biodigestor
Con los datos recopilados en la seccion 7.9.1, se llevo a cabo el disefio del biodigestor
en el software de modelado en 3D SolidWorks23. Este proceso incluy6 la elaboracién del
modelo digital que permitié visualizar detalladamente la estructura del biodigestor,
considerando aspectos relevantes como la geometria, la distribucién interna, las
dimensiones especificas y los materiales propuestos, con la finalidad de garantizar su
funcionalidad y eficiencia en condiciones de operacion reales. Asimismo, se disefidé una
base que permitié la colocacién del biodigestor en posicidn horizontal, facilitando su
agitacion manual, asi como el llenado y vaciado del equipo. Para monitorear las
condiciones de operacion, se integraron sensores de pH y temperatura en el disefio. En
la Tabla 6. Materiales utilizados en la modelacion del biodigestor Tabla 6 se detallan los

materiales utilizados en la modelacion.

Tabla 6. Materiales utilizados en la modelacién del biodigestor

MATERIALES CANTIDAD
Perfil cuadrado 1.5X1.5” rojo 6m
Placa de acero A36 de 4" de espesor 50x50 cm
Barra de acero A36 cuadrada de 1” 6m
Chumacera De Piso %4” 1
Rueda de base fija uso rudo 2” 2
Mango giratorio M6 1
Contenedor cilindrico 200 L 1
Acoplador de latbn macho NPT hembra
LVARVEVA 2
iy Ve
Tubo laton Barstock Street Tee T de 3
vias NPT 74" hembra x ¥4” hembra x 74’ 1
macho adaptador
Cople de laton, cuerda V2" NPT, hembra 1
Conector de latén en T hembra de 3 vias 1
NPT de Va x V4"
Cople de laton, tipo FF, cuerda ¥a” NPT 2
Niple macho-macho de latén, cuerda V4" ’
NPT

Adaptador de tuberia de laton, macho 74,

» 2
hembra 4”.
Niple terminal espiga 4"

Conector de tuberia de latén, 5/8-18 UNF 1
Tornillo M6X20 Acero inox 10
Arandela plana agujero M6 10

Tuerca M6 acero inox 20
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Tornillo M6X16 acero inox cabeza plana
Conector pasamuros PVC 4”
Manometro de Glicerina 0-50 psi
Conexion inferior V4"

Conector TF hembra NPT V4”
Valvula de bola 74" NPT
Valvula antirretorno unidireccional de
acero inoxidable, 4" NPT hembra a 2

macho de rosca
Monitor De Ph' Y Temperatura 1

Nk = N

6.9 Modelado en 3D del sistema de purificacion
El sistema de purificacion de biogas fue conceptualizado y disefiado mediante un enfoque
de modelacién en el que se consideraron cuatro etapas dispuestas en columnas
interconectadas que operan en paralelo, cada una con una funcion especifica. En la
primera etapa, se modelé una columna rellena de una solucion con NaOH al 3M
permitiendo la disolucién de particulas y siloxanos, ademas de la absorcion de C0O,, estas
impurezas pueden causar dafios en motores de combustidon, turbinas y calderas,

afectando la conversion del biogas en calor y electricidad [80, 81].

En la segunda etapa, se disefid una columna equipada con carbon activado,
seleccionado por su alta superficie especifica, comportamiento lineal en la isoterma de
adsorcion, seguridad, disponibilidad y estabilidad a largo plazo, para retirar

selectivamente el mayor porcentaje posible de €O, [69].

La tercera etapa contempld un filtro con 6xido de zinc (Zn0), destinado a facilitar la

retencion del H,S durante el recorrido del biogas a través del sistema [68].

La cuarta etapa se integré un modulo con gel de silice, disefado especificamente para
eliminar el vapor de agua presente en el biogas [20].

Los componentes utilizados para la modelacion de los filtros se encuentran enlistados en
la Tabla 7
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Tabla 7. Materiales utilizados en la modelacion del sistema de purificaciéon

Material Cantidad
Tuberia flexible de cobre 4" 10m
Conector TF hembra NPT V4" 2
Manguera macho-macho 72" NPT 1
Niple campana de laton de 5/8” macho x 1
P
2" hembra
Tubo PVC de 6” de diametro, 1.5 m 1
Tapén PVC 6" 8
Valvula antirretorno unidireccional de
acero inoxidable, 4" NPT hembra a 4
macho de rosca
Acoplador de laton macho NPT hembra
1/9 \, 1/L7 8
Va'y V2
Tubo de compresion de laton, conector
de unién de compresiéon V4’ 8

6.10 Diseno experimental
Se evaluaron los efectos de las variables experimentales sobre las respuestas utilizando
un disefio completamente aleatorizado por triplicado. En este estudio, se investigd el
impacto de la variable principal: la materia prima compuesta . La respuesta analizada fue
la cantidad de biogas producida diariamente y la determinacién de solidos en base seca
de los sustratos. La relacion entre estas variables y la respuesta se modelé mediante la
metodologia de superficie de respuesta (MSR), utilizando el software Minitab (version
9.0). Los coeficientes del modelo se estimaron con el método de minimos cuadrados
parciales. A los datos de produccion de biogas se les evalud la normalidad con la prueba
de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad con la prueba de Levene. Después, se procedio
con el analisis estadistico mediante ANDEVA de un factor y una prueba de Tukey con un

nivel de confianza del 95%.
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7 Resultados y Discusién
7.1 Analisis Fisicoquimicos
7.1.1 Determinacion de sélidos

Los analisis fisicos para los diferentes residuos (Tabla 8) se realizaron para cada sustrato

utilizado en base seca antes de la co-digestion.

Los resultados relacionados con la planta de higuerilla arrojaron que el bagazo presenté
el mayor contenido de ST, con un porcentaje de 97%. En comparacion, las partes aéreas
mostraron una disminucion del 4.3%. En cuanto a los SV, las partes aéreas alcanzaron
el mayor porcentaje con un 69.5%, lo que represento una reduccion de 6.5% en relacion
con el bagazo. Para los SF, el bagazo destacé con un contenido de 31.9%, superando a
las partes aéreas en un 27.6%. Adicionalmente, se observd que el bagazo tenia un
contenido de humedad del 3.1%, lo que es un 57.5% menos que el registrado para las

partes aéreas.

Con relacion a los residuos animales, mostrados en la Tabla 8, las heces porcinas
presentan un aumento del 23.4% ST en comparacion con las heces equinas, en términos
de SV, las heces porcinas muestran un incremento del 19.8% respecto a las heces
equinas. Por otro lado, para los SF, las heces porcinas tienen un 47.6% mas contenido
que las heces equinas, indicando una mayor proporcion de material no volatil, mientras
que, en el contenido de humedad, las heces equinas tienen un 9.4% mas de agua que
las heces porcinas, lo que sugiere caracteristicas fisicas distintas que podrian influir en
su comportamiento durante el proceso de co-digestion. Estos contrastes destacan las
variaciones en la composicion de las heces equinas y porcinas, con implicaciones

potenciales para su uso como sustrato en procesos bioldgicos.

Por su parte Kaur y colaboradores [82] reportaron 88.9 y 74.3% de ST y SV, para los
residuos (hojas y tallos) de R. communis previamente deshidratados, los cuales fueron
similares a los obtenidos en esta investigacion, donde se observa que las partes aéreas
de la higuerilla presentan un contenido de ST superior en un 4.1%, aunque los valores
de SV son un 6.4% mas bajos. Ademas, el contenido de humedad en esta investigacion

disminuyo en un 3.8%, lo que sugiere variaciones en las caracteristicas compositivas de
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las partes aéreas de estas plantas, posiblemente debido a factores como el estado de

deshidratacion y las condiciones de crecimiento [83, 84] .

Estos resultados sugieren que, aunque las partes aéreas de la higuerilla tienen un alto
contenido de ST, su menor contenido de SV en comparacién con otros residuos de R.
communis puede influir en la eficiencia de su utilizacién en procesos de conversion
energética. Esto resalta la importancia de considerar la naturaleza especifica y la
composicion de cada tipo de residuo al evaluar su potencial como sustrato en bioenergia
[85, 86].

En cuanto al bagazo de semilla, Hilioti y colaboradores [87] observaron 5.6% de SF vy
7.2% de humedad, el primer valor esta por debajo de esta investigacion por 26.3%,
mientras que el segundo solo tiene una diferencia del 4.1%. Alves y colaboradores [54]
reportaron 9.97% de humedad, este contenido esta 6.87% arriba del obtenido en esta
investigacion. Estas discrepancias pueden atribuirse a varios factores, es posible que
existan diferencias en las variedades de las plantas analizadas, lo que influiria en la
composicion del bagazo. Ademas, la etapa de madurez de las plantas en el momento de
la cosecha puede afectar la composicién quimica del bagazo, que varia a medida que la
planta se desarrolla. Factores como el tipo de suelo y el clima en el que crecen las plantas
también pueden incidir en la composicion del bagazo [88, 89]. Sin embargo, las
investigaciones previas no realizaron analisis de ST y SV para el bagazo de higuerilla,
por ello se seleccionaron bagazos de semillas de plantas oleaginosas que pertenecen a
la misma familia que la higuerilla como el bagazo de semilla de jatropha, donde Chandra
y colaboradores [90] encontraron contenidos de ST, SV, SF y humedad de 92.5, 86.4, 7
y 7.5% respectivamente, de acuerdo con la Tabla 8, el valor de ST es similar al obtenido
para el bagazo de higuerilla ya que solo difiere en un aumento de 4.4%, mientras que
para los SV y contenido de humedad disminuye en 21.4% y 4.4% respectivamente, estas
diferencias pueden deberse, ademas de ser diferentes especies de plantas, los autores
realizaron extraccion por Soxhlet. Esto puede explicar el mayor contenido de SF
encontrado. Ademas, las condiciones en las que se almacena el bagazo antes del

analisis podrian influir en el contenido de humedad y otros componentes [89].
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Para las heces equinas Boske y colaboradores [91] y Kalia y colaboradores, encontraron
contenidos de ST de 19.87% y 22.6% respectivamente, valores que se alinean mas con
lo reportado en la Tabla 8, ya que solo tiene un aumento de 3.8% y 1%. Sin embargo, el
porcentaje reportado por Wartell y colaboradores [92], que fue del 37%, se aparta
notablemente de los datos de la tabla, sugiriendo que las condiciones de recoleccion,

alimentaciéon y manejo del ganado pueden influir en la composicion del estiércol.

Por otro lado, Chong y colaboradores [93], reportaron un alto contenido de SV de 70.4%
para el mismo estiércol de caballo, otros como Kalia y colaboradores [94] y Bdoske y
colaboradores [91] también indican porcentajes mas elevados, de 87.65% y 17.54%
respectivamente. Ademas, Chong y colaboradores [93] y Lee y colaboradores [95]
mostraron numeros considerablemente bajos, de 10.5% y 15.7%, que contrastan con los
resultados mas altos observados en otros estudios. Esto destaca la variabilidad en los

metodos de analisis y las condiciones bajo las cuales se obtienen las muestras.

Finalmente, el contenido de humedad en las heces equinas de la Tabla 8 se encuentra
en un 76.3%, que es coherente con los hallazgos de Caro y colaboradores [96] que
reportaron un contenido similar de 68%. Sin embargo, los otros estudios de Chong y Lee
mostraron cifras muy bajas, de 8.2% y 0.7% respectivamente, lo que sugiere que el
meétodo de almacenamiento y el tiempo desde la recoleccién hasta el analisis pueden

afectar drasticamente las mediciones de humedad.

Los ST para las heces porcinas reportados por Wang y colaboradores [97], Riya y
colaboradores [98] y Zhang y colaboradores [97], [98], [99], fueron de 22.9%, 25.5% y
28.8% respectivamente, que comparados con los ST de la Tabla 8 para heces porcinas,
es superior a los valores solo con diferencia del 8, 5.4 y 2.1% respectivamente. En cuanto
alos SV, se alinea mas estrechamente con el valor registrado por Zhang y colaboradores
[971], [98], [99] de 24.9%, solo con 0.9% de diferencia. Sin embargo, es superior con 6.1%
y 8% a los valores de 17.93% y 16% reportados por Wang y colaboradores [97] y Riya y
colaboradores [98]. Esta variacion podria atribuirse a diferencias en las dietas de los
cerdos, las condiciones de muestreo, o los métodos de tratamiento de las heces antes
del analisis, también podria estar relacionada con diferencias en el contenido organico

de las muestras, que puede ser afectado por factores dietéticos y ambientales [100]. El
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contenido de humedad obtenido en esta investigacion fue 8% menor que los 77.1%
reportados por Wang y colaboradores [97] y 1.4% por debajo del 70.5% documentado por
otro trabajo de este autor Wang y colaboradores [101]. Esta disminucion en el contenido
de humedad podria ser resultado de varias variables, incluyendo el tiempo de

almacenamiento y condiciones de secado antes del analisis.

Tabla 8 Determinacion de analisis fisicos en base seca.

Muestra ST [%] SV [%] SF [%] Humedad %]
Partes aéreas 92.7 + 0.6A 69.5 + 2.8A 23.1+ 3B 7.3 + 0.6
Bagazo 96.9+0.7A 65 + 3.8°A 31.9+2A 3.1+0.7¢€
Heces equinas 23.65 + 3.3 19.23 + 3.98 4.4+ 0.6 76.3 + 3.3A
Heces porcinas 30.9 + 3.2B 24+ 1.78 8.4+ 0.9¢ 69.1 + 3.2B
Los resultados obtenidos son el resultado del promedio de tres muestras.

ST= sdlidos totales
SV= sdlidos volatiles
SF= solidos fijos

7.1.2 Determinacion de carbohidratos, demanda quimica de oxigeno y

relaciéon C/N.
En esta seccidn se analizan las concentraciones de carbohidratos, DQO y la relacion C/N
en los diferentes sustratos evaluados. La Tabla 9 muestra que las heces porcinas
presentan el mayor contenido de carbohidratos, seguidas por las partes aéreas, las heces
equinas y el bagazo, disminuyendo en un 59.2%, 72.8% y 81.1%, respectivamente, en
comparaciéon con las heces porcinas. Esta variabilidad sugiere que la fuente y tipo del
sustrato influyen en la disponibilidad de carbohidratos, lo que a su vez indica un mayor
potencial nutritivo en el manejo de residuos, especialmente para aplicaciones en

alimentacién animal o procesos de bioconversion [102, 103].

La concentracion de DQO es mayor en las heces equinas, seguidas por las heces
porcinas, el bagazo y las partes aéreas, mostrando una disminucion del 5.8%, 15% vy
30.6%, respectivamente en comparacién con las heces equinas, estos resultados reflejan

las diferencias en la biodegradabilidad de los sustratos y su potencial para la produccién
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de biogas. Esto es relevante al considerar la gestion de residuos, ya que las heces son

una alternativa viable para el tratamiento anaerobico [104, 105].

La relacion C/N también presenta variaciones, siendo mas alta en las heces equinas,
seguido de las heces porcinas, partes aéreas y el bagazo con disminuciones del 88.7%,
436.7% y 747.6% respectivamente. Esto sugiere que las heces tanto equinas como
porcinas son mas ricas en carbono, lo que puede favorecer la mineralizacion del
nitrégeno durante su uso como enmienda organica. Las partes aéreas y el bagazo tienen
una relacion C/N mas baja, lo que podria facilitar la disponibilidad de nitrégeno en su uso

como complemento de las heces para potenciar la digestion anaerobia [106, 107, 108].

Los resultados obtenidos para los residuos de higuerilla no pueden ser comparados con
investigaciones previas debido a la falta de analisis especificos de carbohidratos y DQO
para estos sustratos. Sin embargo, Kaur y colaboradores [82] reportaron una relacién
C/N de 9.3:1 para las partes aéreas de la higuerilla y Hilioti y colaboradores [87]
encontraron 27.5: 1 para los tallos, lo que sugiere que los resultados de esta investigacion

se alinean con los reportes previos.

En el caso del bagazo, la relacién C/N se encuentra entre los valores reportados por
Alves y colaboradores [54] y Hilioti y colaboradores [87], que fueron de 7.4:1 y 15.7:1,
respectivamente. Esto resalta la importancia de seleccionar cuidadosamente los
materiales organicos utilizados en la alimentacion animal o la produccion de

biocombustibles, de acuerdo con su contenido en nutrientes.

Para las heces equinas, Williams y colaboradores [109] reportaron una concentracién de
carbohidratos de 90.6 mg L%, lo que representa un 277.6% menos que el valor obtenido
en este estudio. Por otro lado, Shubaashini y colaboradores [110] informaron 3005 mg L™*
de DQO, 178.2% mas que lo encontrado en esta investigacion, lo que sugiere que
factores estacionales o de manejo pueden estar influyendo en la variabilidad de los

resultados.

En cuanto a las heces porcinas, Bona y colaboradores [111] lograron concentraciones de
carbohidratos de 1891.2 mg L™, 50.1% superior al registrado en este estudio. Ademas,

la concentracion de DQO reportada por Carrére y colaboradores [112] fue mas alta,
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alcanzando 33240 mg - L™, lo que representa mas del 100% que los resultados obtenidos
aqui. Esto puede indicar que las heces porcinas en esta investigacion pueden requerir
un manejo diferente para maximizar su potencial como recurso nutritivo 0 como materia
prima en procesos bioldgicos, como la produccion de biogas. La alta variabilidad en los
resultados entre diferentes estudios puede deberse a multiples factores, como el tipo de
alimentacion del ganado, el manejo de los residuos y las condiciones ambientales. En
consecuencia, es fundamental realizar un analisis exhaustivo y contextualizado para
optimizar el uso de cada sustrato, asegurando asi un aprovechamiento eficiente de los

recursos para la generacion de energia [113].

Tabla 9 Determinacién de analisis quimicos.

Muestra Carbohidratos DQO C/N
[mg L™ [mg L]

Partes aéreas 514.4 749.4 19.9:1
Bagazo 238.2 918.6 12.6:1
Heces equinas 342.1 1080.1 106.8: 1
Heces porcinas 1259.7 1017.1 56.6:1
DQO= Demanda quimica de oxigeno

C/N= Relacion carbono/nitrégeno

7.2 Identificacion de Arqueas Metanogénicas en Heces

7.2.1 Analisis Filogenético
Los principales hallazgos derivados del analisis filogenético llevado a cabo con las
secuencias del gen mcrA/mrtA obtenidas de las muestras de heces de caballo y cerdo,
denotadas como FE y FP antes de la digestidbn anaerobia. Se determinaron las relaciones
evolutivas entre los microorganismos metanogénicos presentes en las distintas muestras,
con el fin de comprender mejor su diversidad y patron de parentesco. Este analisis
permitié detectar agrupaciones, conocidas como clados, que muestran relaciones
cercanas en su historia evolutiva. Los grupos relevantes presentaron valores de bootstrap
cercanos a 100, lo que indica un alto nivel de soporte estadistico, por lo tanto, una alta

confianza en relaciones filogenéticas [114].
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El arbol filogenético (Figura 2) mostro una tendencia a la formacion de clados separados
segun el origen de la muestra, aunque algunos grupos incluyen muestras de ambos
origenes. Los que tienen mayor soporte sugieren una relacion evolutiva robusta entre los

microorganismos que los componen.

El primer clado relevante incluye secuencias FE5 y FES8, junto a la cepa de referencia
Methanosarcina barkeri CM1. Esta agrupacion sugiri6 que los microorganismos
metanogénicos presentes en las muestras de heces de caballo estan estrechamente
relacionados con M. barkeri, especie conocida por su capacidad de producir metano. Otro
clado agrupd las especies Methanobrevibacter smithii y Methanobrevibacter millerae
para las muestras FP18 y FP9. La presencia de estos metandgenos en las muestras
porcinas indica una comunidad microbiana diversificada, que emplean principalmente
hidrogeno y didéxido de carbono, caracteristicos de los entornos intestinales, y que
probablemente desempefian un papel importante en el equilibrio metabdlico de las heces
porcinas. El clado compuesto por Methanoculleus y Methanosaeta agrupados en ramas
diferentes, indica que estas especies contribuyen a la diversidad de metandgenos en las
muestras tanto equinas como porcinas identificados en FE12, FP12, FP14 y FP17.
Finalmente, los grupos que incluyen Candidatus methanogranum, Methanosarcina y
otros, ubicados en ramas independientes del arbol, corresponden a las muestras FE15,
FP17 y FP16, reflejan una mayor diversidad de metandgenos, algunos de ellos aun no

completamente taxonomizados como "Candidatus".

Dado que este estudio se enfoco en la amplificacion y secuenciacion del gen mcrA/mrtA,
los resultados reflejaron principalmente la diversidad de microorganismos
metanogénicos, que son los responsables de la etapa final de produccion de metano en
el proceso de digestion anaerobia, estas especies encontradas en heces tanto equinas
como porcinas, se encuentran en la Tabla 10.

En contraste con Zhu y colaboradores [115] quienes reportaron una predominancia del
57% de Methanobacteriales (familia Methanobacteriaceae) en un biodigestor alimentado
exclusivamente con heces de cerdo, nuestro analisis reveld una composicion en las
heces porcinas, donde especies como Methanogenic archaeon [SO4-H5,
Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter millerae, Methanobrevibacter sp. AbM4,

Methanobrevibacter ruminantium M1 'y Methanosphaera stadtmanae (todos
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pertenecientes a la misma familia) fueron mas abundantes. Ademas ellos encontraron
34,2% de Methanomicrobiales (familia Methanomicrobiaceae), mientras que en nuestro
estudio solo identificamos a Methanolacinia petrolearia de esta familia en las heces
porcinas. A diferencia de Zhu, no detectamos especies pertenecientes a la familia
Methanosarcinaceae en las heces porcinas, lo que podria atribuirse a la mayor
susceptibilidad de las Methanosarcina a condiciones ambientales y medios de cultivo
especificos [116]. Por lo tanto, es posible que las condiciones especificas de la DA, como
la disponibilidad de nutrientes y la acumulacion de productos metabdlicos en
comparacién con el ambiente natural de las heces, favorecieron el crecimiento natural de
este grupo.

Por otro lado, en un estudio realizado por Murru et al. [117] sobre la diversidad de
metandégenos en heces de caballo, se identific6 a los metanobacteriales (familia
Methanobacteriaceae) como el grupo dominante, con una abundancia relativa superior
al 12%. En contraste, en nuestras muestras fecales equinas, no se detectaron especies
pertenecientes a esta familia. Sin embargo, en ese mismo estudio reportaron una baja
abundancia de metanomicrobiales (familia Methanomicrobiaceae), inferior al 5%,
mientras que de acuerdo con la Tabla 10, se identifico la arquea Methanoculleus
bourgensis, perteneciente a esta misma familia. Asimismo, encontraron una baja
representacion (menor al 3%) de metanomassiliococcales (familia
Methanocaldococcaceae,), grupo que no fue detectado en nuestro estudio. A diferencia
de la baja representacion de metanosarcinales (menor del 2%) en el estudio de Murru,
en nuestro analisis se encontraron varias especies pertenecientes a la familia
Methanosarcinaceae, incluyendo Methanococcoides methylutens, Methanosarcina
barkeri, Methanosarcina mazei SarPi, Methanosarcina mazei LYC, Methanosarcina
mazei strain y Methanosarcina horonobensis; Esta discrepancia en la abundancia relativa
de Methanobacteriaceae, Methanosarcinales 'y en la  ausencia de
Methanomassiliicoccales y la presencia de Methanosarcinaceae, podria reflejar
diferencias metodoldgicas entre ambos estudios, ya que ellos utilizaron el gen 16S rRNA,
un marcador comunmente empleado para estudios de diversidad microbiana, mientras
que nosotros utilizamos el gen mcrA, que codifica una enzima clave en la metanogénesis

y que, al ser mas especifico para arqueas metanogénicas, podria ofrecer una visién
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Figura 2. Arbol filogenético de heces equinas y porcinas
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Tabla 10. Arqueas metanogénicas identificadas en muestras fecales
Arquea
o Porcina | Equina Metabolismo Habitat Importancia Fuente
metanogénica
Degrada
Sedimentos
Utiliza metilaminas,
Methanococcoides - marinos, ;
No Si metilaminas como ; contribuyendoa | [118]
methylutens ambientes
fuente de energia. o la cadena
anoxicos. -
trofica.
Desempefia un
papel clave en
o Sedimentos | la degradacion
Versatil; utiliza
Methanosarcina marinos, de materia
] No Si acetato, metanol y ] [119]
barkeri o aguas organica
metilaminas. )
negras compleja en
ambientes
anaerobicos.
- Facilita la
Utiliza H, y CO, Intestino ; ;
) ; digestion de
Methanobrevibacter : para producir CH, humano, ;
L Si No carbohidratosy | [120]
smithii (arquea rumen de .
; absorcion de
hidrogenotrdfica). animales. ;
nutrientes.
Utiliza H, y Contribuye a la
formiato parala | Sedimentos | descomposiciéon
Methanoculleus ] ] metanogénesis. de lagos, de materia
) Si Si o [121]
bourgensis Algunas cepas reactores organica en
pueden reducir anaeroébicos ambientes
alcoholes. anaerobicos.
Degrada
materia
; organica en
Sedimentos
Methanocorpusculum : : : o ambientes
Si Si Hidrogenotréfico de agua . [122]
labreanum acuaticos y
dulce
produce
metano en
estos sistemas.
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Crece en

condiciones
Puede utilizar
Methanosarcina . Reactores limitantes,
) No Si acetato, metanol y o i [123]
mazei o anaerobicos | contribuyendo a
metilaminas ]
la produccién
de biogas.
Participa en la
; biodegradacion
o Degradacion de Pozos
Methanolacinia ’ de compuestos
. Si No compuestos petroleros . [124]
petrolearia ; o organicos en
metilados anaerdbicos ;
ambientes
petroleros
Es capaz de
producir
metano en
o condiciones
Similar
) . . extremas, como
Methanosarcina ] a Methanosarcina. | Acuiferos i
) No Si - ) altas presiones | [125]
horonobensis utiliza variedad de | profundos )
y bajas
sustratos
temperaturas,
es relevante en
ambientes
subterraneos.
) Reduce
Methanogenic ; Rumen
Si No metilados y ; [126]
archaeon : ovino.
requiere CoM
Contribuye a la
produccion de
metano en
- ) Suelos )
Utiliza formiato ] ambientes con
Methanoregula inundados,
o No Si para la ] alta [127]
formicica ] sedimentos . o
metanogénesis ) disponibilidad
anaerdbicos
de formiato,
como los
arrozales.
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o Intestino de
; similar : »
Candidatus ’ insectos, | Degradacion de
Si No a Methanoplasma ; [128]
methanogranum o reactores metilados
(metilotrofica) o
anaerodbicos

Consumir
Utiliza metanol y Intestino metanol y
Methanosphaera )
Si No H, parala humano y reducir la [129]
stadtmanae ) y
metanogénesis animal concentracion
de H,
Reduce la
resion parcial
Utiliza H, y P P
) de H, en el
Methanobrevibacter : €O, parala
; Si No ; Rumen rumen, [130]
millerae metanogénesis

; : favoreciendo la
(hidrogenotrofico) :
fermentacion de

la fibra.

7.2.2 Analisis taxonémico de la comunidad microbiana durante la

digestion anaerobia
En el mapa de calor mostrado en la Figura 3, se puede observar que para el C+HE tuvo
una alta abundancia de la familia Bacteroidaceae, la cual esta compuesta por bacterias
Gram-negativas, anaerobias, que se encuentran comunmente en la microbiota del
intestino, esto sugiere que esta familia puede ser un componente importante de la
microbiota natural de las heces equinas, o al menos favorecida en las condiciones de
digestion de este control, ya que en la co-digestion de estas heces con partes aéreas de
R. communis, la familia de bacterias que mas abundé fue la Acutalibacteraceae, esta en
especifico, esta directamente involucrada en el proceso de la DA, ya que participa en el
proceso de acidogénesis, son bacterias fermentadoras anaerobias que metabolizan
compuestos organicos, como los carbohidratos, y producen compuestos organicos
volatiles como el acetato y el butirato, que podrian servir como alimento para los
microorganismos que si producen biogas [131, 132], mientras que para la combinacion
de SB/HE, lo que mas abundé fue el DSM-8532, perteneciente al orden Clostridiales, que
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crecen en ausencia de oxigeno, con un crecimiento 6ptimo a altas temperaturas (60°C),
ademas, son capaces de degradar eficientemente polisacaridos de la biomasa vegetal,
como la celulosa y la hemicelulosa, produce una serie de enzimas termoestables
(xilanasas, exoglucanasas y endoglucanasas) que le permiten descomponer los
componentes de la pared celular de las plantas para producir acetato, etanol, CO,, H,, y
pequefias cantidades de lactato y L-alanina, debido a ello, puede presentarse en la fase
de hidrolisis y acidogénesis de la DA [133], sin embargo, cabe destacar que su
abundancia aunque fue la mas alta, es escasa para esta co-digestién. Por otra parte,
para el C+HP, no hay una abundancia bien marcada, la que mas se encontré en esta
muestra, pero con una baja abundancia fue la familia Methanocorpusculaceae,
compuesta de arqueas metandgenas, lo que significa que su rol en la DA es producir
biogas. Pertenecen al dominio arquea y son responsables de la etapa final del proceso
de DA, la metanogénesis [134, 135, 136], en contraste, en esta misma muestra, con una
abundancia similar, se encontré la familia Mycobacteriaceae, esta familia requiere
oxigeno para su crecimiento y supervivencia lo que las excluye de los procesos de DA
[137], esta misma familia también forma parte de la baja abundancia de la co-digestion
de PA/HP, junto con la familia Bacteroidaceae, esta familia si se ha encontrado que
participa en la hidrélisis y la acidogénesis, ya que catabolizan y fermentan una amplia
variedad de compuestos organicos complejos, especialmente los polisacaridos vegetales
que son dificiles de digerir [138]. Finalmente, para la co-digestion de SB/HP se encontro
una familia con una abundancia menor, la Methanosarcinaceae, es un grupo de arqueas
metandgenas que desempenan su papel en la etapa final la DA. A diferencia de muchos
otros metandgenos, los miembros de esta familia son especialmente versatiles, ya que
pueden producir metano a partir de una amplia gama de sustratos, debido a ello, pueden
utilizar las tres principales vias metabdlicas para producir metano (Acetotroéfica,

hidrogenotrofica y metilotrofica) [139, 140].
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Figura 3. Mapa de calor de abundancia familiar con agrupamiento de muestras.
El color azul representa baja abundancia, el color rojo indica alta abundancia.
PA/HE= co-digestion de partes aéreas de higuerilla con heces equinas; PA/HP= partes
aéreas con heces porcinas; SB/HE= co-digestion de semilla de bagazo con heces
equinas; SB/HP= semilla de bagazo con heces porcinas; C+HE= control positivo de

heces equinas; C+HP= control positivo de heces porcinas.

Ademas, el andlisis de la composicién microbiana del C+HE presentado en la jError! No
se encuentra el origen de la referencia. revel6 una comunidad dominada por la especie
Bacteroides graminisolvens, la cual represento el 47.3% de la abundancia relativa total.
Esta especie es anaerobia estricta que se encuentra comunmente en el tracto
gastrointestinal de animales, degrada diversos polisacaridos complejos presentes en la
biomasa vegetal, fermentando los azucares liberados, produciendo principalmente
acetato, propionato, succinato y C0O,, por lo que juega un papel en la DA en las etapas
de hidrdlisis y acidogénesis, y la produccion de sustratos para arqueas metandgenas.

Por lo tanto, esta bacteria puede contribuir a la estabilidad de la digestién anaerobia [141].
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Le siguen en abundancia la especie Acinetobacter sp. con un 17.3%, este tipo de
bacterias son Gram-negativas, no fermentadoras y aerobias estrictas, por ello, no forman
parte del proceso de DA [142]. Sin embargo, Pulami y colaboradores [143] han detectado
que esta puede ayudar en las etapas iniciales de la DA o en zonas marginales del reactor
con micro-oxigenacion, consumiendo trazas de oxigeno, creando un ambiente mas
favorable para las bacterias anaerdbicas, las demas especies identificadas en esta
muestra no presentan una alta abundancia. En la DA de la co-digestion de partes aéreas
con heces equinas se muestra en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.,
donde se aprecia una abundancia de 43.7% para Ruminococcaceae bacterium,
las Ruminococcaceae son una familia de bacterias anaerobias que poseen sistemas
enzimaticos especializados para degradar polisacaridos complejos, como celulosa,
hemicelulosa y almidén resistente, participan en la produccién de acidos grasos de
cadena corta como acetato, propionato y butirato, por o que son importantes en las
etapas de hidrdlisis y acidogénesis [144], el segundo mas abundante, es Clostridiaceae
bacterium, son esenciales para la digestion anaerobia debido a su capacidad de degradar
materia organica compleja bajo condiciones anaerobias estrictas. Su accién en las
primeras etapas (hidrélisis y acidogénesis) proporciona los sustratos necesarios para las
siguientes etapas [145], en esta muestra, también se encuentra la presencia de Dialister
spp., este género es conocido por ser bacteria fermentadora capaz de utilizar tanto
azucares como aminoacidos. Puede producir acidos grasos volatiles que participan en la
produccion de biogas, logrando la estabilizacion del proceso y mejorando de la eficiencia

en la descomposiciéon de materia organica [146].

El analisis de la composicidon microbiana se muestra en la jError! No se encuentra el
origen de la referencia., la cual revel6 que la familia Clostridiaceae es dominante en la
muestra, representando un 40.2% del total. Dada la naturaleza fermentadora de muchas
especies dentro de esta familia, y su capacidad para producir acidos grasos volatiles, H,
y CO, (todos intermediarios clave en la produccion de metano), su alta proporcién sugirié
actividad fermentativa durante el proceso de digestion [145]. Adicionalmente, esta co-
digestion en comparacion con las muestras de la jError! No se encuentra el origen de
la referencia. y la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se encuentra en

mayor abundancia con 15.8%, la especie Methanosarcina thermophila, como su nombre
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lo indica, es una arquea termofilica portadora del gen mcrA y crucial para la
metanogénesis ya que puede utilizar tanto la via acetotréfica, que divide el acetato
directamente en CH, y CO,, como las vias metilotréficas e hidrogenotroéficas, indicando
una capacidad importante para la conversion de intermediarios en biogas [116, 139, 147].
Finalmente, el orden Bacteroidales, con un 6.9%, incluye especies que degradan una
variedad de polisacaridos complejos presentes en el bagazo y las heces, liberando
azucares y otros compuestos que sirven como sustratos para la fermentacion por otras
bacterias [138, 141]

mmmm Methanosarcina sp. 1.1%

mmsn Methanobacteriumsp. 0.1%

e=== Methanobrevibacter arboriphilus 0.3%
Methanobacteriumsp. 0.2%

mmmm Eggerthellales bacterium 0.2%

mwmm Coriobacteriaceae bacterium 0.1%
Rhodococcus sp. 0.4%
Tessaracoccus rhinocerotis 0.1%
mmmm Bacteroidales bacterium 9.0%

mmmm Bacteroides graminisolvens 47.3%
m=mm Bacteroides sp. 2.0%

mmmm Bacteroides nordii 0.4%

mmmm Proteiniphilum sp. 5.4%

= Macellibacteroides sp. 0.6%

e===m Parabacteroides chartae 3.2%

wmmm= Enterobacter sp. 0.8%

mmmm Acinetobactersp. 17.3%

=== Mucor circinelloides 6.8%

Otras 4.7%

Figura 4. Abundancia relativa en el control positivo de heces equinas.
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mmmm Arthrobactersp. 0.4%
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=== Olsenellasp. 4.7%

Rumen RUG033 5.0%

mmmm Rhodococcus sp. 0.2%

=wsex Sporolactobacillus sp. 3.4%
Enterococcus faecium 1.8%
Lactobacillus agilis 0.4%

mmmm (ostridium luticellarii 3.8%

mmmm (Jostridiaceae bacterium 16.4%
=== Clostridiumsp. 0.8%

wees (aproiciproducens galactitolivorans 1.2%
mmmm Ruminococcaceae bacterium 43.7%
mmms Dialistersp. 11.8%

=== Acinetobactersp. 2.5%

wmmm Otras 3.8%

Figura 5. Abundancia relativa en la co-digestidon de partes aéreas y heces equinas

oy

mmmm Vethanoculleus hydrogenitrophicus 3.3%
wm=mm Methanosarcina thermophila 15.8%

==== Methanobacteriaceae archaeon 0.3%
Coriobacteriaceae bacterium 0.9%

wm Rumen uncultured genome RUG033 1.1%
ss=ss= Bacteroides xylanisolvens 0.6%
Prevotella sp. 4.7%

Las colabacillus massiliensis 0.3%

mmmm Bacteroidales bacterium 6.9%

s Desulfovibrionaceae bacterium 1.0%
=== Clostridiaceae bacterium 40.2%

we Xylanivirga thermophila 2.5%

mmmm | achnospiraceae bacterium 5.1%

wmem Herbinix hemicellulosilytica 4.1%

=== Sporanaerobacter acetigenes 2.2%

wem Firmicutes bacterium 2.4%

=== Acinetobactersp.2.8%

s Otras 5.8%

Figura 6. Abundancia relativa en la co-digestion de bagazo y heces equinas
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Las comunidades microbianas presentes en las muestras de heces porcinas,
especificamente en el control positivo mostrado en la jError! No se encuentra el origen
de la referencia., revelaron una abundancia de Bacteroidales bacterium, representando
el 20.4%. Este grupo de bacterias no produce metano directamente, pero participa en las
etapas de acidogénesis y acidificacion de la digestion anaerobia, facilitando la
disponibilidad de sustratos para los microorganismos de las fases posteriores [138, 141].
La especie que sigue en predominancia es Methanocorpusculum parvum, esta arquea
metanogénica puede adaptarse tanto a condiciones mesofilicas como termofilicas y porta
el gen mcrA, lo que indica su participacion en la fase final de la DA, donde produce
metano a partir de H, y CO,, sustratos generados por bacterias fermentadoras como
Bacteroidales [134, 136]. El tercer grupo de bacterias mas abundante con 8.9% en esta
muestra es el Clostridium sp., como se menciono anteriormente, este grupo es capaz de
fermentar una variedad de sustratos, produciendo acido lactico, butirico, acetato, H, y
CO0,, participando en la segunda y tercer etapas de la DA [133, 145]. La presencia de
estos microorganismos indicd6 que la muestra se encontraba en una fase entre la
acetogénica y la metanogénica, caracterizando un estado de transicidon en la digestion
anaerobia. Por otra parte, para la co-digestion de partes aéreas y heces porcinas
mostrada en la jError! No se encuentra el origen de la referencia., la comunidad
microbiana que predominé fueron Bacteroides sp., con 28.5%, siendo el mas abundante
en la muestra. Este grupo ya anteriormente mencionado en el control positivo puede
participar en la degradacion de carbohidratos complejos y proteinas, produciendo acidos
organicos, H, y CO,, esta comunidad se puede encontrar por lo tanto en la etapa de
fermentacion y acidogénesis [138, 141]. Le sigue en abundancia Rhodococcus
coprophilus con un 21.8%, esta especie no participa directamente en la produccion de
metano, pero puede llegar a colaborar en la biodegradacion de residuos organicos en
ambientes anaerdbicos [148]. Otras bacterias incluyeron Arthrobacter sp. (2.9%) y
Gordoniabacter massiliensis (2.6%), las cuales también contribuyen en la degradacion de
sustratos mediante procesos de fermentacion y descomposicion de compuestos
complejos [149, 150]. Por otra parte, la presencia de Methanosarcina thermophila, una

arquea metanogénica con presencia minima del 0.1%, indicd potencial para la fase de
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metanogénesis, esta co-digestion podria encontrarse en fases iniciales o intermedias de

la DA, donde la produccion de metano aun no estaba plenamente establecida.

En la muestra de co-digestion de semilla de bagazo con heces porcinas de la jError! No
se encuentra el origen de la referencia., se observé una comunidad microbiana diversa,
con una mayor abundancia de Methanosarcina flavescens con un 25.4%. Es una arquea
metanogénica portadora del gen mcrA lo que la posiciona en la participacion de la
produccion de metano a partir de distintos sustratos, incluyendo H,, CO, y acetato [139,
151]. Su alta presencia indica que la digestion de esta muestra progresa hacia la etapa
de metanogénesis. Las bacterias del género Clostridium sp., con una participacion del
20.7%, también son abundantes y juegan un papel fundamental en la fermentacion
primaria, degradando celulosa, hemicelulosa y otros polimeros complejos, produciendo
acidos organicos, H, y C0O,, que alimentan las etapas secundarias de la digestion
anaerobia [133, 145]. Otra arquea metanogénica portadora del gen mcrA, encontrada es
Methanoculleus sp., que representa aproximadamente el 16% del total. Participa en la
fase de metanogénesis hidrogenotréfica, utilizando H, y CO,, productos de la
fermentacion de los sustratos organicos por bacterias fermentadoras, en etapas finales
del proceso de DA [152]. La presencia de diversos géneros en menores proporciones
sustenta que el sistema se encuentra en una fase de transicion entre la acidogénesis y

la metanogénesis.
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Figura 7. Abundancia relativa en el control positivo de heces porcinas.

mmmm Vethanosarcina thermophila 0.1%
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s==m Enterococcus sp.6.0%

wewes (Clostridiaceae bacterium 6.5%
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Figura 8. Abundancia relativa en la co-digestion de partes aéreas y heces
porcinas
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wmmm Methanoculleus sp. 16%
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Figura 9. Abundancia relativa en la co-digestion de Bagazo y heces porcinas

7.3 Produccioén de Biogas

7.3.1 Temperatura ambiente
El analisis de la produccion de biogas a partir de las diferentes co-digestiones de residuos
de higuerilla con heces animales a temperatura ambiente se presenta a continuacion. La
Grafica 1 muestra el acumulado de biogas producido, mientras que la Grafica 2 presenta
el rendimiento de biogas normalizado por la cantidad de sustrato afadido, ambos

evaluados con un TRH de 87 d.

En la Grafica 1 se observo que las co-digestiones fueron exitosas, ya que en ambos
casos de los controles positivos se obtuvo una mayor produccion acumulada con co-
digestiones en comparacion con los tratamientos sin ellas. El control positivo de heces
equinas (C+HE) tuvo una produccion acumulada de 614.85 mL. La co-digestion de partes
aéreas, semilla de bagazo y heces equinas (PA/SB/HE) aumentd la produccion en un
8.7%, alcanzando los 668.2 mL. Por su parte, las partes aéreas con heces equinas
(PA/HE) lograron un incremento del 15.3%, con una produccién acumulada de 708.8 mL.

La mayor produccion, sin embargo, se registré en la co-digestion de bagazo de semilla
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con heces equinas (BS/HE), con un aumento del 150% respecto al control, alcanzando
los 1536.345 mL. Aunque las partes aéreas de las plantas son mas recalcitrantes, la
presencia de heces equinas puede aportar microbiota y sustratos mas faciles de digerir,

mejorando ligeramente la produccion [153].

Por su parte, en esa misma grafica, el control positivo de heces porcinas (C+HP) alcanz6
una produccion de biogas de 426.42 mL. Las co-digestiones mostraron incrementos en
comparacién con el control: las partes aéreas con heces porcinas (PA/HP) aumentaron
mas del 24%, alcanzando un total de 530 mL; el bagazo de semilla con heces porcinas
(BS/HP) aument6 en mas del 25% con un acumulado de 536.2 mL. Sin embargo, la co-
digestion de partes aéreas, semilla de bagazo y heces porcinas (PA/SB/HP) registré un
crecimiento de mas del 117%, con un acumulado total de 929.03 mL. La diferencia en la
produccion de biogas entre las co-digestiones de heces equinas y porcinas puede
deberse a que tanto las heces porcinas como sus digestatos contienen una cantidad
significativa de material lignocelulésico y compuestos recalcitrantes. Esta composicion
puede limitar la rapida liberacién del sustrato disponible, lo que a su vez reduce la

eficiencia en la produccién de biogas [134].
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Grafica 1. Biogas acumulado a temperatura ambiente; C+ HE= control positivo de
heces equinas; C+ HP= control positivo de heces porcinas; PA/HE= co-digestién de
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partes aéreas y heces equinas; PA/HP= co-digestién de partes aéreas y heces porcinas;
SB/HE= co-digestion de bagazo de semilla con heces equinas; SB/HP=co-digestion de
bagazo de semilla con heces porcinas; PA/SB/HE= co-digestion de partes aéreas,
bagazo de semilla y heces equinas; PA/SB/HP= co-digestion de partes aéreas, bagazo
de semilla y heces porcinas.

Con relacion a los rendimientos mostrados en la Grafica 2, el C+HE presentd un valor
de 255mL - gSV 1. La co-digestion de PA/HE mostré una disminucién de 38.8%, con
rendimiento de 156 mL - gSV~1. Por su parte, la co-digestion de PA/SB/HE registré una
reduccion del 73.7%, con solo 67 mL- gSV~! producidos. La unica co-digestion que
experimento un incremento en el rendimiento fue la de BS/HE con un aumento de 1.6%,
alcanzando los 259.1 mL - gSV 1. Este comportamiento podria estar relacionado con una
inhibicion, posiblemente causada por componentes no facilmente biodegradables como

el contenido de lignina presente en los sustratos [154, 155].

En cuanto al rendimiento del C+HP, fue de 71.2mL-gSV~1, Las co-digestiones
mostraron aumentos en comparacion: las PA/BS/HP incrementaron en un 0.77%
alcanzando 71.75mL - gSV~1; el BS/HP aumento en un 26.4%, con un rendimiento de
90 mL gSV 1. Sin embargo, la mayor mejora se observé en las PA/HP que aumenté en

un 47.54% alcanzando un rendimiento de 105.05 mL - gSV 1.

En ambas graficas de puede observar que la co-digestién de SB/HE destacé como el
tratamiento mas eficiente, alcanzando el mayor valor tanto en produccién acumulada
como en rendimiento, esto puede atribuirse a la sinergia entre heces equinas y semilla

de bagazo maximizando la eficiencia microbiana [156].

Por el contrario, el C+HP se caracterizé por los valores mas bajos tanto en produccion
acumulada como en rendimiento, o que sugiere que sin una co-digestion, el sustrato
podria tener una posible acumulacion de compuestos inhibidores, tales como amoniaco

o sulfuros, que afectan la actividad microbiana [157].
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Grafica 2. Rendimiento de biogas a temperatura ambiente; C+ HE= control positivo
de heces equinas; C+ HP= control positivo de heces porcinas; PA/HE= co-digestion de
partes aéreas y heces equinas; PA/HP= co-digestién de partes aéreas y heces porcinas;
SB/HE= co-digestion de bagazo de semilla con heces equinas; SB/HP=co-digestion de
bagazo de semilla con heces porcinas; PA/SB/HE= co-digestion de partes aéreas,
bagazo de semilla y heces equinas; PA/SB/HP= co-digestion de partes aéreas, bagazo
de semilla y heces porcinas.

En concordancia con los hallazgos de Alves y colaboradores [54], este estudio demuestra
que la co-digestion de bagazo de higuerilla con heces animales a temperatura ambiente
puede mejorar la produccion de biogas. Observaron una adaptaciéon mas rapida de los
metandgenos en la co-digestidn con heces equinas en comparacién con heces bovinas,
lo que podria deberse a que las heces equinas podrian contener un microbiota mas
adecuado para la digestion anaerdbica del bagazo. Nuestros resultados apoyan esta
idea, ya que la co-digestion de bagazo de semilla con heces equinas resulté en un
aumento del 150% en la produccién de biogas en comparacion con el control positivo de
heces equinas. Este aumento, sugiere que la combinacion de bagazo de semilla y heces
equinas crea un sustrato sinérgico que favorece la produccién de biogas. Sin embargo,
es importante sefialar que nuestro TRH de 87 d es significativamente mayor que el TRH

de 40 d utilizado por Alves y colaboradores [54], lo que dificulta la comparacion directa
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de los resultados. Para mayor referencia, deberian explorar diferentes TRH para
visualizar la tendencia de la produccion de biogas a partir de bagazo de semilla y heces

equinas.

Por otro lado, Yusuf y colaboradores [158] emplearon heces equinas y bovinas que
fueron secadas al sol antes de su uso. El secado al sol puede concentrar los nutrientes,
pero también podria alterar la composicion del microbiota y provocar la pérdida de
compuestos volatiles beneficiosos [159, 160]. En contraste, el uso de heces equinas
frescas en nuestro estudio podria haber favorecido un microbiota mas activo y diverso,
lo que potencialmente mejord la DA. Otro aspecto clave que diferencia nuestro estudio
del de Yusufy colaboradores [158] es el control de la relacion C/N; en el presente trabajo,
fijamos la relacion C/N en 25: 1, lo que nos permitio eliminar esta variable como un factor
determinante, mientras que ellos reportaron las siguientes relaciones C/N para sus
tratamientos a temperatura ambiente: 30.2: 1 (100% heces equinas), 23.8:1 (75% heces
equinas y 25% heces bovinas), 17.65:1 (50% heces equinas y 50% heces bovinas) y
11.4:1 (25% heces equinas y 75% heces bovinas), con estas relaciones, encontraron que
la mayor produccién de biogas con la relacion C/N de 23.8: 1, lo que corrobora la relacion

Optima para metandgenos entre 20: 1 — 30: 1.

Los hallazgos de Kalia y Singh [94] investigaron la co-digestion de heces equinas y
bovinas, encontrando una disminucion en la produccion de biogas en comparacién con
heces bovinas puras. Mientras que nosotros investigamos la co-digestion de heces
equinas con residuos de higuerilla (bagazo de semilla y partes aéreas), resultando en
una mayor produccion de biogas. En nuestro estudio, la co-digestion de bagazo de
semilla con heces equinas resulté en una produccion acumulada de 1536.3 mL, lo que
representa un aumento del 150% en comparacion con el control positivo de heces
equinas (614.85 mL). Kalia y Singh [94] observaron una tendencia a la separacion solido-
liquido en los digestores con altas concentraciones de heces equinas, o que podria haber
limitado la actividad microbiana. En nuestro estudio, no se observé este fendmeno, lo
que podria haber contribuido a la mayor produccion de biogas. Si bien ambos estudios
se realizaron a temperatura ambiente (mesofilica baja), es importante considerar la

composicién de los sustratos. Ellos midieron las relaciones C/N de las heces equinas
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(32.1:1) y bovinas (38.1: 1) frescas y no realizaron ajustes para optimizar este parametro.
En contraste, en el presente estudio, fijamos la relacion C/N en 25: 1, lo que podria haber

creado condiciones mas favorables para la DA.

7.3.2 Temperatura controlada
En esta seccidn se analizaron los datos obtenidos tanto de produccion de biogas
acumulado, como el rendimiento a temperatura controlada de 37°C, bajo el mismo TRH

del experimento a temperatura ambiente mencionado anteriormente.

En la Grafica 3, el C+HE alcanzé una produccion acumulada de 1552.4mL. En
comparacion, la co-digestion de PA/SB/HE mostré una disminucion del 38.8%, con un
acumulado de 950 mL. Por otro lado, las PA/HE registraron una disminucion de casi el
20%, alcanzando los 1242.5 mL. La unica co-digestion que presentd un aumento fue la
de SB/HE, que crecié en un 71.41%, logrando una produccién de biogas de 2661.1 mL.
La produccion de biogas que contienen partes aéreas, se vieron afectadas posiblemente
por el alto contenido de lignina y componentes recalcitrantes en las partes aéreas, que
dificultan la biodegradabilidad y limitan la disponibilidad de sustrato para los
microorganismos; la presencia de inhibidores, como compuestos fendlicos o sulfuros, que
afectan la actividad microbiana; un exceso de grasas sin un pretratamiento adecuado,
que puede causar inhibicion por acumulacién de acidos grasos de cadena larga; y la
estructura fisica fibrosa y resistente de estas partes, que retrasa su degradacién [155],
[157]. Por otro lado, la presencia de trazas de aceite en el bagazo de semilla tras
extraccidn mecanica puede contribuir a incrementar la produccion de biogas debido a su
alto contenido energético y a la eficiente conversion de lipidos en metano durante la

digestion anaerdbica [161, 162]

En cuanto a las muestras con heces porcinas, el control positivo obtuvo una produccion
acumulada de 193 mlL, lo que representd la menor produccion, ya que con la co-digestion
de PA/HP, aument6é 113.5%, para la SB/HP, el aumento fue de 130% y para la co-

digestion de PA/SB/HP fue de 361% mas que el control positivo. Esto indicé que, para
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las heces porcinas, es necesario la adicion de un co-sustrato para mejorar la produccién

de biogas.
3000
—e — C+HE
v C+ HP f
2500 4 o PA/HE
— ——- PAHP /
— A& —  SB/HE /
— —e— — SB/HP
2000 1 o
— e PA/SB/HE Py
£ —v—— PA/SB/HP !‘A
@]
® 1500 -
=
£
=}
(&)
< 1000 -
500 -
e P Wwwwwwwvwwww W W WV -
T v
0 Vi OV W ; T T T
0 20 40 60 80
Tiempo [d]

Grafica 3. Biogas acumulado a 37°C. C+ HE= control positivo de heces equinas; C+
HP= control positivo de heces porcinas; PA/HE= co-digestion de partes aéreas y heces
equinas; PA/HP= co-digestion de partes aéreas y heces porcinas; SB/HE= co-digestion
de bagazo de semilla con heces equinas; SB/HP=co-digestién de bagazo de semilla con
heces porcinas; PA/SB/HE= co-digestion de partes aéreas, bagazo de semilla y heces
equinas; PA/SB/HP= co-digestion de partes aéreas, bagazo de semilla y heces porcinas.

El analisis de los rendimientos de biogas mostrados en la Grafica 4 reveld un patrén
contrastante entre las heces equinas y porcinas. El control positivo con heces equinas
(C+HE) exhibi6 el rendimiento mas alto, alcanzando 549.9 mL gSV 1. Sin embargo, la co-
digestion con heces equinas resulté en una disminucion notable en los rendimientos. La
co-digestion de PA/SB/HE produjo solo 93.69 mL:-gSV~!, lo que representa una
reduccion del 82.9%. La codigestion de PA/HE alcanzé 259.34 mL - gSV~1, un 52.8%
menos que el control. La SB/HE llegd a 422.1 mL - gSV 1, disminuyendo un 23.3%. como
se menciond anteriormente, estas disminuciones podrian atribuirse a la inhibicion por
compuestos liberados durante la digestion de las partes aéreas y la semilla de bagazo

de higuerilla, como acidos grasos de cadena larga o fenoles, y a la dificultad en la
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degradacion de la lignina presente en estos materiales, limitando la disponibilidad de

sustratos mas facilmente convertibles en biogas [155, 161].

En contraste, el C+HP exhibié el rendimiento mas bajo del experimento, con solo
35.78 mL- gSV~1. Sin embargo, las diferentes co-digestion con heces porcinas
consistentemente aumentaron los rendimientos en comparacién con este control: la co-
digestion PA/SB/HP logré 67.7 mL - gSV~1, un aumento del 89.4%; la SB/HP alcanzé
73.1mL - gSV~1, un aumento del 104.25%; y la codigestiéon PA/HP produjo 80 mL - gSV 1,
lo que representa el aumento de 123.6%. Este incremento sugirid que las heces porcinas,
inherentemente menos eficientes, se benefician de la adicién de residuos de higuerilla,
posiblemente debido a la provisidon de nutrientes esenciales o a la mitigacion de

compuestos inhibidores presentes en ellas [163].
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Grafica 4. Rendimiento de biogas a 37°C. C+ HE= control positivo de heces equinas;
C+ HP= control positivo de heces porcinas; PA/HE= co-digestién de partes aéreas y
heces equinas; PA/HP= co-digestion de partes aéreas y heces porcinas; SB/HE= co-
digestion de bagazo de semilla con heces equinas; SB/HP=co-digestién de bagazo de
semilla con heces porcinas; PA/SB/HE= co-digestion de partes aéreas, bagazo de semilla
y heces equinas; PA/SB/HP= co-digestion de partes aéreas, bagazo de semilla y heces
porcinas.
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Lianhua y colaboradores [164], realizaron co-digestidn con pasto y heces porcinas a 35 +
1°C, observaron un mayor rendimiento de 553.24 mL - gSV~! con una relacién C/N de
36.8: 1. Por otro lado, el rendimiento solo se redujo en un 3.6% al utilizar una relaciéon C/N
de 23.1: 1, cabe destacar que estos autores reportaron un mayor porcentaje de metano
con esta ultima relaciéon C/N. Esto sugiere que, en su estudio, la relacion C/N tuvo un
impacto mayor en la composicion del biogas que en el rendimiento total. Quienes también
realizaron co-digestion con heces equinas fueron Ye y colaboradores [165], ellos
investigaron la co-digestion de este sustrato con paja de arroz y residuos de cocina a
35 4+ 2°C. Encontraron una mayor produccion con los residuos de cocina, alcanzando
674.4 mL - gSV ™1 con una relacion C/N de 21.2: 1, superando incluso su control positivo,
que obtuvo 604.2 mL - gSV~1. La co-digestién con paja de arroz resultd en la menor
produccién, con 191.05 mL - gSV 1. Aunque estos autores obtuvieron mayor rendimiento
que nuestro estudio con la co-digestion de PA/HP presentando una reduccion del 58.1%,
en comparacién con el control de Ye et al. [143], nuestro estudio si logré6 aumentar el
rendimiento en comparacion con el C+HP, lo que podria destacar el potencial de la

adicion de partes aéreas de higuerilla para mejorar la DA de heces porcinas.

Por otro lado, Bateni y colaboradores [166] utilizaron semilla de bagazo de Eureka sativa
que pertenece a la familia Brassicaceae para la produccion de biogas a 37°C y un TRH
de 60 d, logrando un rendimiento de 212.4 mL - gSV 1. En contraste a estos autores, a la
misma temperatura, nuestras co-digestiones con bagazo de semilla de higuerilla
mostraron un aumento del 98.7% con heces equinas, pero una disminucién del 65.6%
con heces porcinas. Esta divergencia subraya la influencia del tipo de biomasa y del

proceso de co-digestidn en la produccién de biogas.

En cuestion de las heces equinas, Nitsche y colaboradores [167], las mezclaron con paja
de cebada y virutas de madera blanda, ademas de su control positivo con solo heces
equinas, dejando también el proceso a 37°C, sus resultados reportaron que encontraron
un mayor rendimiento de biogas cuando la mezclaron con paja de 233 mL- gSV~1,
seguido del control con 222.3mL-gSV~!, y por ultimo la mezcla con virutas de
97.1mL - gSV~1, se pudo observar en su reporte, que no aumento significativamente su

rendimiento con las mezclas, pero podria deberse a que no ajustaron una relaciéon C/N
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adecuada para el proceso de DA, ya que para la mezcla de la paja con heces equinas,
tuvieron una relacién C/N de 41.5:1, sin embargo para la mezcla con virutas, fue de
67.4:1. Lo que en contraste con nuestra investigacion, resalta la importancia de la

utilizacién de este parametro para potenciar la produccion de biogas.

Adicionalmente, los datos obtenidos sobre las arqueas metanogénicas en las heces
equinas y porcinas (anteriormente mencionados) indican que en las heces equinas
predominan arqueas del género Methanosarcina, las cuales son conocidas por su alta
eficiencia en la produccion de metano en condiciones anaerobias. Estas arqueas se
desarrollan mejor en ambientes con un pH cercano a 7, temperaturas mesofilicas
(alrededor de 35°C), y en presencia de sustratos con una buena disponibilidad de acetato
y H,, condiciones que fueron favorecidas en el sistema experimental. estas comunidades
microbianas potencialmente explican la mayor produccidn de biogas en los tratamientos
que involucran heces equinas, especialmente en la co-digestion con SB/HE [147, 168,
169].

Por otro lado, en las heces porcinas se detectaron predominancia de arqueas del género
Methanobacterium. Aunque también son metanogénicas, Methanobacterium puede
presentar menor eficiencia con relacion a la conversion de sustratos en comparacion con
Methanosarcina. Ademas, puede experimentar inhibicién ante concentraciones elevadas
de compuestos recalcitrantes, como el amoniaco y los sulfuros, que pudieron estar
presentes en las heces porcinas. Estas condiciones pueden haberse presentado durante
el proceso, limitando la actividad microbiana y, por ende, reduciendo la produccion de

biogas en estos tratamientos [168, 170].

7.3.3. Diferencias en la produccién de biogas
La Tabla 11 muestra el efecto de diferentes tratamientos (C+HE, C+HP, PA/HE, PA/HP,
SB/HE, SB/HP, PA/SB/HE y PA/SB/HP) evaluados mediante mediciones de produccién
de biogas desde el dia 0 hasta el dia 87. A temperatura ambiente, los resultados

demostraron que las co-digestiones con heces porcinas no tuvieron diferencia
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significativa en comparacion con C+HE, sin embargo, PA/SB/HP fue significativamente
diferente a PA/HP y SB/HP, aunque no difirié del control C+HP, sin embargo, PA/SB/HP
mostro la mayor produccidén de biogas logrando un aumento del 20% en comparacion
con el control C+HP con un promedio de 16 mL, seguido del C+HE con 10.2mL y en
tercer lugar, PA/SB/HE con 11.5mlL, estos tres tratamientos no tienen diferencia
significativa entre ellos. En resumen, el analisis indica que las mezclas que incluyen
heces porcinas alcanzaron la mayor produccion de biogas a temperatura ambiente.
Mientras que, a temperatura controlada, C+HP no tuvo diferencias significativas con
PA/HP y SB/HP, pero si con PA/SB/HP, ya que este ultimo obtuvo 300% mas produccién
de biogas en comparacion con el control. Para los tratamientos con heces equinas,
PA/HE y PA/SB/HE no mostraron diferencia significativa, pero si con el tratamiento
SB/HE, aunque este ultimo no tuvo diferencia significativa con C+HE, si mostré la mayor
produccion de biogas aumentando 22.5% en comparacion con el control. Este analisis,
mostré que las heces equinas presentaron una mayor produccidon de biogas a

temperatura controlada.

Tabla 11. Produccion de biogas acumulado en 87 dias con diferentes tratamientos
a temperatura ambiente y controlada.

Tratamiento Promedio de biogas a Promedio de biogas a
temperatura ambiente temperatura controlada
PA/HE 8.0+ 0.788 9.6 + 2.12BCD
SB/HE 8.5 + 1.08B 44.0 + 2.957
PA/SB/HE 11.5 + 1.37AB 16.4 + 1.788
PA/HP 9.0+ 1.088 7.3 + 1.30¢P
SB/HP 8.8 + 0.82B 8.4 + 1.47BCD
PA/SB/HP 16.0 + 2.43A 15.3 + 3.178¢
C+HE 10.2 + 0.798 35.9 + 2.12A
C+HP 13.3 + 1.15AB 3.8 +0.35P
Los resultados son la media de 174 mediciones + error estandar. Las letras diferentes indican diferencias
significativas.
C+HE= control positivo de heces equinas; C+HP= control positivo de heces porcinas; PA/HE= partes
aéreas y heces equinas; PA/HP= partes aéreas y heces porcinas; SB/HE= semilla de bagazo y heces
equinas; SB/HP= semilla de bagazo y heces porcinas; PA/SB/HE= partes aéreas, bagazo de semilla y
heces equinas; PA/SB/HP= partes aéreas, bagazo de semilla y heces porcinas.
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7.4 Diseno 3D, Fabricacion y Construccion del Biodigestor con
Filtros

7.4.1 Diseino Tridimensional de Biodigestor
La principal finalidad del disefio 3D fue realizar una revisidbn exhaustiva de cada
componente del biodigestor, con el objetivo de cuantificar con precision los materiales
necesarios para su construccion. El modelo permitié determinar las cantidades exactas
de cada elemento, desde los componentes principales, hasta los elementos mas
pequeinos. El disefio 3D proporcioné una visualizacion detallada de la estructura del
biodigestor, lo que facilitdé la identificaciéon de todos los componentes necesarios, la
determinacién de las dimensiones exactas de cada componente, el calculo preciso de la
cantidad de material requerido para cada componente, la optimizacién del uso de los
materiales para minimizar el desperdicio y reducir los costos de construccion, la

prediccién de posibles errores en el disefio y su correccion antes de la construccion fisica.

El componente central del sistema es el biodigestor de 200 L, cuyo disefio fue creado
para fomentar la DA en un entorno controlado y de facil manejo. La Figura 10 muestra
una vista isométrica general del biodigestor montado horizontalmente sobre una
estructura de soporte que garantiza la estabilidad y la durabilidad del equipo, facilitando

su instalacion y acceso para tareas de mantenimiento y monitoreo.
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Figura 10. Vista isométrica de biodigestor

El biodigestor cuenta con un conducto de entrada en la parte superior para la
alimentacion, y una salida lateral que facilita la descarga controlada del sustrato digerido
como se muestra en la Figura 11 Estos ductos, cuentan con un sellado hermético para

asegurar condiciones estrictamente anaerdbicas al impedir la entrada de oxigeno.
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Figura 11. Entrada y salida de sustrato

Para garantizar una distribucion homogénea del sustrato y promover la actividad
metanogénica, el disefio incorporo un sistema de agitacion manual, con una chumacera
ubicada en la parte posterior unida a una guia hacia el biodigestor, mientras que en la
parte frontal, dos llantas proporcionan apoyo y facilitan el movimiento rotatorio del
biodigestor en su totalidad, facilitando la agitacion del contenido interno mediante su

deslizamiento, estos complementos pueden observarse en la Figura 12.
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Figura 12. Vista lateral derecho del biodigestor

El sistema de control incorpora un sensor de pH, como se muestra en la Figura 13. Este
sensor ha sido colocado estratégicamente en una ubicacién que no dificulta las labores
de agitacién manual ni afecta la estructura del biodigestor. Ademas, se ha instalado en
una posicién que garantiza contacto constante con el sustrato dentro del biodigestor,
permitiendo mediciones precisas y representativas en todo momento. Asimismo, el
sistema incorpora un sensor de temperatura para el monitoreo continuo de las
condiciones internas. Este sensor se encuentra ubicado en la parte superior del
biodigestor, en contacto directo con el biogas producido, lo que permite obtener
mediciones precisas de la temperatura en tiempo real. Los datos de temperatura y pH se
visualizan en una pantalla digital instalada en la parte superior del biodigestor, como se

muestra en la Figura 14.
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Figura 13. Sensor de pH instalado en el biodigestor

L

Figura 14. Sensor de temperatura y sistema de visualizacién instalados en la
parte superior del biodigestor
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Para garantizar la seguridad, se implementaron medidas de proteccion. Una valvula de
alivio estabilizada a 3 PSI (la presidn maxima soportada por el biodigestor es de 5 PSI)
libera el exceso de presidon, previniendo posibles accidentes relacionados con la
inflamabilidad del biogas. La integridad del sistema fue verificada mediante pruebas de
inyeccion de aire a 4 PSI durante 5 min, descartando fugas. Adicionalmente, una valvula
antirretorno asegura un flujo unidireccional del biogas, evitando el retroceso de la llama
en caso de combustion. El espacio de cabeza del biodigestor incluye un mandémetro para
el monitoreo de la presion y valvulas globo para controlar la programacion de los
desfogues del biogas. Estas valvulas estan ubicadas a la salida del biogas, una permite
la toma de muestra para analisis y la otra tiene su salida hacia una conexién rapida del
sistema de filtrado mediante un conector, simplificando la desconexién sin necesidad de

herramientas, estos accesorios pueden visualizarse en la Figura 15.

Figura 15. Vista frontal del biodigestor
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7.4.2 Diseino tridimensional de filtros para el biodigestor
En la Figura 16 se presenta un sistema de filtros cilindricos, interconectados por una
tuberia de cobre flexible, que establece un flujo direccional de izquierda a derecha para
el gas proveniente del biodigestor. Este flujo converge hacia una salida destinada al
almacenamiento o a su utilizacion como fuente de calor. Cada cilindro, fue un elemento
fundamental del sistema, estos incorporan una entrada y una salida de gas
estratégicamente ubicadas en la parte superior, donde se encuentra una valvula
unidireccional que garantiza el ingreso del biogas, previniendo el reflujo entre los
contenedores. Adicionalmente, cada contenedor dispone en su base de un puerto de
acceso sellado, disefiado para facilitar la extraccion de materiales y el mantenimiento de
los elementos purificadores del biogas. Ademas, la Figura 17, revela el disefio interno
de los filtros, donde el conducto de cobre en cada entrada permite un contacto directo
entre el biogas y el material filtrante. Esta configuracion promueve un flujo ascendente,
maximizando el area de contacto y, por ende, la eficiencia del proceso de purificacion. El
ultimo filtro de la serie integra un mandémetro para el monitoreo de la presion, permitiendo
una regulacién segura del flujo mediante valvulas globo. A la salida de este ultimo
contenedor, se distinguen dos tipos de conexion: una para el suministro directo de biogas,
y otra con una conexion de espiga intercambiable para el muestreo mediante jeringas.
Es importante destacar que la conexién de los filtros al biodigestor se realiza mediante
un sistema de acoplamiento rapido, favoreciendo la movilidad del biodigestor para
cuando se realice agitacidn o traslado de este, ademas, de la misma manera que para el
biodigestor, se les realizaron pruebas de presion, alcanzando cada filtro una presion de
5 psi. Finalmente, tal como se ilustra en la Figura 18, el conjunto de filtros se encuentra
dispuesto sobre una base de madera que proporciona estabilidad, evitando el contacto

directo con el suelo y ofreciendo soporte estructural al sistema.

La Figura 19 se aprecia el sistema completo, con el biodigestor y los filtros en su disefio

final, sefalando el inicio de |la etapa de construccion.
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Figura 16. Vista frontal de los filtros

Figura 17. Vista de la estructura interna de los filtros.
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Figura 18. Filtros en base fija

Figura 19. Sistema de Biodigestion con Filtros Integrados
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Existen gran variedad de disefos de biodigestores utilizados para la produccién de
biogas, cada uno adaptado a diferentes condiciones y necesidades especificas. Uno de
los disefios destacados es el implementado por Souza y da Silva [171], quienes
disefiaron un biodigestor cilindrico de 1.7 L, modelado en 3D con SolidWorks 2019. Este
disefio se caracterizd por su nivel de automatizacion, ya que desarrollaron un software
para monitorear y manipular las condiciones internas del biodigestor. El cilindro principal
fue disefiado con vidrio, que permite la observacion directa del proceso, y las tapas
superior e inferior con poliuretano, para facilitar el aislamiento térmico y la durabilidad.
Ademas, incorporaron un sistema de enchaquetado con flujo de agua caliente o fria,
controlado mediante bombas, y un sensor de pH integrado, permitiendo asi un control
mas preciso de las condiciones del proceso de digestidbn anaerdbica. La agitacion fue
implementada mediante un eje vertical de acero inoxidable con una hélice de cuchillas
rectas, accionado por un motor eléctrico, optimizando la mezcla de la materia organica.
Sin embargo, en nuestro disefio, no se incluyé la automatizacion debido a los costos
adicionales asociados, como el consumo de electricidad para operar los componentes,

priorizando la sencillez y sostenibilidad del sistema.

Por otro lado, Ali y colaborador [172], propusieron un biodigestor cilindrico conectado a
un tanque de mezcla ubicado en la entrada del sistema, mediante un ducto de 10 cm de
diametro. Este tanque de mezcla cumplia la funcién de homogeneizar el sustrato antes
de ingresar al proceso de digestidon, asegurando una alimentacion mas uniforme y
eficiente. Dentro de la camara de digestion, le incorporaron un termémetro interno, un
medidor de flujo de gas y un agitador de hierro, ademas de una escala de vidrio para
observar el nivel de digestato durante la alimentacion. La innovacion significativa fue la
incorporacion de un sistema de calentamiento solar, compuesto por un colector plano,
una bomba, tuberias y un intercambiador en espiral posicionado dentro del biodigestor,
lo que permitié aprovechar la energia solar para mantener las condiciones térmicas
optimas de la digestién. La salida del biogas fue almacenada en un globo flexible
conectado mediante una valvula de una sola via, facilitando el almacenamiento y uso de
este. Al igual que Souza y da Silva [171], este disefio requeria energia eléctrica para
alimentar la bomba de circulacién de agua, lo que implica consideraciones en cuanto a

la autosuficiencia energética del sistema.
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Por su parte, Daniyan y colaboradores [173], en su disefio desarrollado en SolidWorks
(sin especificar la version), crearon un biodigestor cilindrico de 50 litros junto con una
unidad de almacenamiento. Este sistema incluyé un mecanismo de agitacion compuesto
por un motor eléctrico, un eje solido y rodamientos, orientado a garantizar una mezcla
uniforme del sustrato, fundamental para maximizar la produccion de biogas. Ademas,
incorporaron valvulas, accesorios, sensores de presion, medidores de pH y temperatura,
asi como un microcontrolador Arduino para la manipulacion y monitoreo de las
condiciones internas. La presencia de estos componentes permite un control mas preciso

del proceso, aunque aumenta la complejidad y el costo del sistema.

Todos estos autores coinciden en que la forma cilindrica del biodigestor es la opcién mas
recomendada, debido a su mayor resistencia estructural y a la facilidad que ofrece para
la mezcla de la materia organica [174]. Nuestro proyecto también optd por esta forma,
integrando dichas ventajas. Ademas, se ha observado que la mayoria de los disefios
existentes incorporan automatizacion o procesos automaticos; sin embargo, nuestro
disefio no contempla esta sistematizacion para evitar costos adicionales de operacion y
electricidad, priorizando la simplicidad y sostenibilidad. Cabe destacar que, si bien estos
autores se enfocan principalmente en el disefo para la digestion y el almacenamiento del
biogas, dejan de lado aspectos importantes como el sistema de filtrado para la
purificacion del biogas y las tomas de muestra para su analisis. En nuestro proyecto, se
incorporaron estos componentes adicionales para facilitar el muestreo y verificar la
eficiencia de los filtros, asegurando que cumplan con su funcidén. Ademas, se
consideraron medidas de seguridad, como la inclusion de una valvula de alivio y valvulas
unidireccionales, para garantizar un funcionamiento seguro y evitar riesgos. Nuestro
disefio también se penso6 con un acceso sencillo a todos sus componentes, tanto en la
estructura del biodigestor como en los sistemas de filtrado, para facilitar tareas de
mantenimiento e inspeccion. Otro aspecto importante fue la portabilidad: se diseiié de
manera que el equipo pudiera ser manipulado por partes, con conexiones rapidas y una
estructura desmontable, permitiendo su transporte y manejo en diferentes lugares sin
dificultad.
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7.4.3 Construccién del sistema de biodigestion y filtros
La Figura 20 presenta el sistema de biodigestion construido, compuesto por el
biodigestor y sus filtros asociados, instalado en el Invernadero para la Investigacion sobre
Alternativas Sustentables para el Manejo de Insectos y Plantas de la Facultad de Quimica
en la Universidad Auténoma de Querétaro (20°35'24" latitud norte, 100°24'42" longitud
oeste). Esta ubicacidén estratégica dentro del invernadero proporciona un ambiente
térmico mesofilico, minimizando la necesidad de energia para mantener la temperatura
optima de operacion. El biodigestor opera actualmente con un 7% de ST con 25:1 de
relacion C/N. Produciendo ente 8 y 12 L de biogas diariamente, lo que equivale un
rendimiento de 60 L - kgSV 1. No obstante, para obtener resultados mas representativos
de su potencial, es necesario permitir que el biodigestor funcione durante el TRH
establecido previamente en condiciones de laboratorio, fijado en 87 d. Los calculos
preliminares sugieren que, con un Tiempo de Retiro de Sodlidos (TRS) de 45d, se
extraeran aproximadamente 40 L de mezcla organica del biodigestor, desplazando una
cantidad equivalente de digestato hacia el sistema de salida. Para garantizar la
homogeneidad de la mezcla y la distribucién uniforme de bacterias y calor se ha

implementado una rutina de agitacién diaria.

Figura 20. Implementaciéon del biodigestor y sus filtros
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Un biodigestor movil de 25 L implementado por Herwintono y colaboradores [175], lo
situaron a nivel del suelo, ellos no contemplaron un sistema de enchaquetado para la
regulacion térmica, lo compensaron con un recubrimiento de asfalto y aluminio destinado
a la contencidn térmica. Si bien el biodigestor incorporé un agitador manual con aspas,
su implementacién requiere la apertura del sistema, comprometiendo potencialmente las
condiciones anaerobicas necesarias para la digestion. Adicionalmente, el termémetro
infrarrojo, debido al recubrimiento, podria ofrecer mediciones de temperatura poco
precisas. Aunque se incluye un mandmetro para monitorear la presion del biogas, la
medicidn se realiza fuera del biodigestor. La purificacion del biogas se abordé mediante
un filtro cilindrico horizontal con NaOH y Ca(OH), en polvo. En contraste con el disefo
presentado, nuestro enfoque incorpora un disefio en 3D para la fabricacién, permitiendo
una optimizacidon mas precisa de los componentes. Si bien ambos proyectos utilizan
valvulas globo para el control del flujo de biogas, nuestro disefio enfatiza la seguridad y
la facilidad de mantenimiento, integrando un medidor de pH, valvulas unidireccionales y
permitiendo el acceso para mantenimiento sin necesidad de desensamblar el sistema, a
diferencia del disefio de Herwintono y colaboradores [175], que carece de estas

consideraciones.

Por otro lado, el disefio de de Souza y da Silva [171], mencionado anteriormente, este
disefio se caracterizé por el uso de vidrio para el cilindro principal y poliuretano para las
tapas superior e inferior, cabe destacar que el uso de vidrio como material principal podria
generar inhibicion en la produccién de biogas debido a la fotosensibilidad de ciertos
metanogenos [176]. Ademas, los autores mencionan el uso de un sello doble para
garantizar la hermeticidad en la agitacion accionada por un motor eléctrico; sin embargo,
la friccidon inherente al movimiento del agitador podria comprometer la integridad del sello
a largo plazo. El biogas producido se almacend en bolsas Tedlar de 5 L, no integraron
sistema de purificacion. En contraste, nuestro biodigestor no requiere de gasto energético
adicional ni expone los metanoégenos a la luz directa, representando una alternativa de

menor costo operativo y menor impacto ambiental.

En contraste, Nkoi y colaboradores [177], desarrollaron un biodigestor cilindrico vertical
de 14 L, construido en acero AlSI 304SS. En este estudio, los autores prescindieron de

un disefilo previo a la construccion, basandose en ecuaciones para determinar

( )
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parametros clave como la presion y la carga del biodigestor. El sistema implementd
agitacion manual, aunque sin detallar ni el método de sellado ni las caracteristicas del
agitador interno. El disefio incorpora un puerto de entrada superior y una salida lateral
inferior, un manémetro para el monitoreo de la presion, pero carece de termémetro y
sensor de pH. Las salidas de biogas son controladas mediante valvulas globo, sin
embargo, no se mencionan medidas de seguridad adicionales. El biogas generado se
dirige hacia camaras de almacenamiento construidas en el mismo material, acero. En
contraposicion, nuestro disefio integra las camaras de recoleccidn como parte de un
sistema de purificacion del biogas, utilizando materiales selectos para este fin. Ademas,
se incorporan dos puntos de muestreo para el biogas: uno a la salida del biodigestor y
otro a la salida de los filtros, permitiendo evaluar la eficiencia del proceso de purificacion.
A diferencia del diseio de Nkoi y colaboradores [177], nuestro sistema implementé

valvulas unidireccionales y de alivio para garantizar una mayor seguridad en la operacion.

La revision de la literatura revela una diversidad de enfoques en el disefio de
biodigestores para la produccion de biogas. Si bien cada disefio presenta fortalezas
particulares, nuestro enfoque se distingue por la integracion de un disefio tridimensional
previo a la construcciéon, la priorizacion de la seguridad operativa, la facilidad de
mantenimiento y el monitoreo del proceso. A diferencia de otros sistemas, nuestro disefio
minimiza el consumo energético y la exposicion de los metandégenos a la luz,
contribuyendo a una mayor eficiencia y sostenibilidad del proceso de digestidon

anaerobica.
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8 Conclusiones

La utilizacion de R. communis como co-sustrato en la co-digestion de heces porcinas y
equinas, ajustando una relacion C/N de 25:1, favorecid la produccién de biogas. La
mayor produccion de biogas se obtuvo con la co-digestion de semilla de bagazo con
heces equinas a temperatura controlada y la menor produccion se obtuvo a esta misma
temperatura con el control positivo de heces porcinas, entre ambos resultados, la

diferencia fue estadisticamente significativa.

A temperatura controlada, la secuencia de mayor a menor produccion de biogas fue:
semilla de bagazo con heces equinas; control positivo de heces equinas; partes aéreas
con heces equinas; partes aéreas con heces porcinas, semilla de bagazo con heces
equinas; partes aéreas con heces porcinas; semilla de bagazo con heces porcinas; partes

aéreas con heces porcinas; y finalmente, el control positivo de heces porcinas.

A temperatura ambiente, la mayor produccion se obtuvo con semilla de bagazo y heces
equinas; seguida por partes aéreas con semilla de bagazo y heces porcinas; partes
aéreas con heces equinas; partes aéreas con semilla de bagazo y heces equinas; control
positivo de heces equinas; semilla de bagazo con heces porcinas; partes aéreas con

heces porcinas; y, en menor orden, el control positivo de heces porcinas.

Ademas, se logro implementar un prototipo de biodigestor para la produccion de biogas.
Los resultados, aunque prometedores, requieren un seguimiento continuo a lo largo del
TRH establecido para validar completamente el potencial del sistema y su capacidad para
mejorar la produccién de biogas y la purificacion de este. Se espera que la informacion
generada a partir de este estudio contribuya al avance del disefio y la implementacion de

sistemas de biodigestiéon mas eficientes, seguros y sostenibles.
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