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RESUMEN 



Resumer1 

Los residuos orgánicos con  alto  contenido  de sólidos han sido utilizados para producir ácidos  grasos 

volútiles (AGV), biogas (metano-CQ) en cultivo en medio sólido. En estos cultivos la actividad de agua 

(a,) está estrechamente relacionada con la cantidad  de agua disponible, que sirve de  medio  de 
trunsporte de los sustratos para los microorganisnos y :zC;eirxís se  vincula COK las reacciones 
bioquímicas que integran el  metabolismo. 
En el presente trabajo se estudió  el  efecto  de la a,  en la fermentación en medio líquido y sólido.  Se 
utilizó el sistema  de cultivo por lotes y dos  consorcios  microbiunos como inóculos. Como modificador de 

la a,  se empleó etilenglicol en  ambos cultivos. La actividad  de agua se determinó en un equipo, que 

utiliza una técnica  basada en la medición  indirecta, por condensación del  vapor  de agua que se  genera 
al tratar de alcanzar el equilibrio de fases. La medición  de AGV, metano y COZ se realizó por 

cromatografih de gmes (ionizacióa de &ma y conductividad térmica). 

Se evaluó el efecto de la a,  en las fermentaciones en medio líquido utilizando glucosa y líquido ruminal 

como inóculo. En el control a a, de 0.996, la glucosa se consumió  en 15 horas y la producción de los 
ácidos grasos  volútiles, se disoció  del consumo de  sustrato, siendo el propionato el producto principal. 

Se observó  que el etilenglicol no tuvo un efecto bactericida para la mayoríh de  la población microbiana. 
Al disminuir los valores  de a,  de 0.996 a 0.941, las tasas  globales  de consumo de sustrato descendieron, 
llegando incluso a a;tularse a un v a h  de a,  de 0.92. A un valor  de a,  de 0.941 el sustrato todavh 

alcanzó a consumirse totalmente, sin  embargo,  ya no se  observd producción de AGV ni variación  global 

de la actividad  de agua en la fermentación. 

Con la ecuación de Monod se calcularon las constantes  cinétictzs Ks (constante de afinidad o saturación 

del sustrato) y p- (velocidad múxima de  crecimiento)  enconrkándose que ambos parámetros cinéticos 

se alteraron al disminiur la a,,,. Los valores  calculados  de Ks y pmar en el control a a ,  de 0.996 fueron 
de 1.033 milinroles/l y de 0.062 h-I respectivamente. -El tipo de inhibición que se presentó al disminuir 

la a,  en el  medio líquido fue' no competitiva. 

La digestión anaerobiu  de  lirio  acuático en medio  sólido con líquido ruminal como inóculo, para 
evaluar el efecto sobre el consumo del sustrato, producción  de c;ícidos grasos  volátiles, metano y CO2 El 

control se realizó a a,  de 0.982, el producto principal f u i  acletato y su tasa  de producción de 0.5345 

milimoles/IOO g peso seco. A 0.971 la  tasa  de producción de acetato fué todavh muy similar al control, 
disminuyendo al variar la a, y a 0.94 no hubo producción. El coeficiente del consumo del sustrato (k) 

en el control fue' de 0.04826 y disminuyó en forma exponenlcial a 0.0IOI d-1 al dismininuir la a,  a 
un valor  de 0.963. 

Para  evitar la acumulación de los AGV se utilizaron lodos  anaeirobios y líquido ruminal  como inóculos y 

se observó en  el control a a,  de 0.99 que la velocidad  de producción de metano f u i  de 0.515 

mihholes/m9 g peso seco y la  de  acetato  de 0.8540 milimoles/100 g peso seco. Al disminuir la a ,  a 
0.976 k velocidad  de producción de metano disminuyó a 0.0168 milimoles/100 g peso seco,  llegando 
incluso a anularse a a ,  de 0.968. El coeficiente del consumo del sustrato (k) en el control fu i  de 
0.04536 a' Y disminuyo' en forma exponenciul a 0.00696 al (dismininuir la a,  a un valor de 0.955. 

! 

, I  
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Resumen 

Los residuos orgánicos con alto  contenido  de  sólidos han sido utilizados para producir ácidos Vasos 

voldtiles (AGV), biogas (metano-CO2) en cultivo en medio  sólido. En estos cultivos la  actividad  de agua 

(a,) está estrechamente relacionada con la cantidad  de agua disponible, que sirve de medio de 

transporte de los susn-utos  para los microorgmiswos y d e m í s  se vincula COK las reacciones 
bioquímicas que integran el  metabolismo. 

En el presente trabajo se  estudió  el  efecto  de la a,  en  la fermentación en  medio líquido y sólido.  Se 

utilizó el sistema  de cultivo por lotes y dos  consorcios  microbianos como inóculos. Como modificador de 

la a,  se empleó etilenglicol en  ambos cultivos. La actividad  de agua se determinó en un equipo, que 
utiliza una técnica basada  en  la  medición  indirecta, por condensación del  vapor  de agua que se  genera 
al tratar de alcanzar el equilibrio  de fases. La medición  tie AGV, metano y C02 se realizó por 

cromatografrir de gmes (ionización de Jlama y conductividad térmica). 

Se evaluó el efecto de  la a ,  en las fermentaciones en medio líquido utilizando glucosa y líquido ruminal 

como inóculo. En el control a a, de 0.996, la glucosa se consumió  en 15 horas y la producción de los 
ácidos grasos  vokih'les, se disoció  del consumo de sustrato, siendo el propionato el producto principal. 

Se observó que el etilenglicol no tuvo un efecto bactericida  pana la mayon'a  de  la población microbiana. 
AI disminuir los valores  de a,  de 0.996 a 0.941, las  tasas  globales de consumo de sustrato descendieron, 
llegando incluso a a;tularse a un v a h  de a ,  de 0.92.  A un valor  de a,  de 0.941 el sustrato todavía 

alcanzó a consumirse totalmente, sin  embargo,  ya no se observó producción de AGV ni variación  global 

de la actividad  de agua en la fermentación. 
Con la ecuación de Monod se calcularon las constantes  cinéticrzs I& (constante de afinidad o saturación 

del sustrato) y ,u- (velocidad  nuixima  de crecimiento) enconr!rándose que ambos parámetros cinéticos 
se alteraron al disminiur la a,,,. Los valores  calculados de Ks y p- en el control a a ,  de 0,996 fueron 
de 1.033 milinrolesfl y de 0.062 h'l respectivamente. .El tipo de inhibición que se presentó al disminuir 

la a,  en el medio líquido fué no competitiva. 
La digestión anaerobia de  lirio  acuático en medio  sólido con líquido ruminal como inóculo, para 
evaluar el efecto sobre el consumo del sustrato, prodccción de  .bcidos grasas volátiles, metano y co2.  El 

control se realizó a a,  de 0.982,  el producto principal fué actetato y su tasa  de producción de 0.5345 

milimoles/IOO g peso seco. A 0.971 la  tasa  de producción de acetato fué  todavía muy similar al control, 

disminuyendo al variar la a,  y a 0.94 no hubo producción. El coeficiente del consumo del sustrato {k)  

< 

en el control fue' de 0.04826 cfl y disminuyó en forma exponen!cial a 0.0101 d-1 al  dismininuir la a ,  a 

un valor  de 0.963. 

para evitar la acumulación de los AGV se utilizaron Iodos anaerobios y líquido ruminal  como inóculos y 

se observó en el control a a, de 0.99 que la  velocidad  de producción de metano fue' de 0.515 

mi1imoles/100 g peso seco y la  de  acetato  de 0.8540 milimoles/lOO g peso seco. Al disminuir la a,  a 

0.976 kr velocidad  de producción de metano disminuyó a 0.0168 milimoIes/IOO g peso seco, 11egando 
i n c h 0  a mmlarm? a aw de 0.968. El coefrciente  del consumo del sustrato (k) en  el control fué de 
0.04536 Y disminuyó  en  forma eXp0nenCial a 0.00696 &I al tdismininuir la a, a un valor de 0.955. 

, I  
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Los coefiientes de  consumo de sustrato para ambos inóculos descendieron  exponenciulmente al 

disminuir los valores de a ,  sin embargo, en el intervalo de 0.981 a 0.965 los valores de  los coeficientes 

fueron mayores cuando se utilizó únicamente líquido ruminal, por debajo  de este valor  no se observaron 

diferencias apreciuhbs. 

I 
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Objetivos y metas 

Objetivos generales. 

1. Evaluar y establecer las condiciones  de  cultivo para  digerir anaeróbicamente el lirio 

acuático (Eichhorniu crussipes) en condiciones de  temperatura, pH y medio de  cultivo 

definidos. 

2. Bajo  condiciones  de  cultivo definidas, estudiar, medir y evaluar el efecto de  la a, a 

diferentes  concentraciones  de etilenglicol sobre la digestión  anaerobia en  medio sólido del 

lirio  acuático. 

\ 

Objetivos  particulares. 

1. Estudiar y estimar el efecto  de la a, en cultivos por  lotes en  medio líquido con glucosa y 

líquido  ruminal. 

2. Evaluar y analizar las constantes cinéticas Ks y pLmax en la fermentación líquida al variar 

la a, . 

3. Estudiar, medir y entender el efecto  de l a  a, en la producción de  los ácidos grasos 

volátiles (AGV) y biogas (metano-COZ)  en  la digesti6n  anaerobia  del lirio acuático, 

utilizando  como inóculo: a) líquido ruminal y b) lodos anaerobios y líquido ruminal. 

4. Estudiar,  calcular y explicar el compGrtamiento del coeficiente de  consumo  de  sustrato al 

variar la a, en la fermentación  en medio sólido con ambos inóculos. 

Metas. 

1 .  Estimar las constantes  cinéticas Ks y pmax en el intervalo de a, de 0.996 a 0.92 en  la 

fermentación líquida, utilizando la ecuación de Monod y detlerminar el tipo  de inhibición que 

se  presenta al variar la a,. 

Efecto de la actividad  de agua ... 5 



2. Estudiar el efecto  de la aw en el intervalo de 0.082 a 0.94 en  la fermentación en medio 

sólido utilizando como inóculo líquido  runlinal para la producción de AGV. y de 0.99 a 

0.955 utilizando lodos anaerobios y líquido  ruminal para l a  producción de AGV, metano y 

C 0 2  y calcula: los coeficientes de consumo de sustrato. 

3. Definir y enumerar los efectos de l a  aw en los dos tipos de medios de  cultitos y de  los 

consorcios microbianos. 

6 
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Irltroducción 

1.1 Antecedentes 

1.1.1. Lirio  acuático (Eicchomiu crussipes). 

En años recientes se han hecho esfuerzos para el desarrollo de fuentes alternativas de 

energía,  por lo que se  ha incrementado la importancia sobre procesos de producción de 

combustibles a partir de  desechos orgánicos, como la digestión anaerobia, en  la que 

intervienen poblaciones bacterianas complejas que transforman  la materia orgánica en 

acetato, C02, hidrógeno y finalmente metano. 

Entre los desechos org5nicos vegetales que pueden ser usados para la producción de biogas 

se encuentr:> el lirid acuático,  que  es una planta vascular acuática flotante que crece 

rápidamente. Se pueden producir 106 toneladas de materia seca por hectárea por año 

(Reddy y DeBurk,  1984),  además su extenso sistema radicular  le permite absorber gran 

cantidad de nutrientes disueltos, que toma directamente del agua, reduciendo así la carga 

orgánic?  de  éstas y diminando los metales pesados (Brij, 1984; Jamil y col, 1984). Por esta 

capacidad de aborber sustancias disueltas se ha utilizado en sistemas de tratamiento terciario 

de  aguas residuales, en estos tratamientos los efluentes pasan primeramente a una planta de 

lodos  activados, posteriormente se hace circular en lagunas de estabilización y el 1113 

comprende el tratamiento final. Sin embargo, para que este sistema sea efectivo, es necesario 

cosechar la planta para evitar  que al decaer lixivie las sustancias que absorbió, por lo que el 

lirio debe ser tratado posteriormente para reducir su materia orgánica. 

\ 

1.1.2. nigestión anaerobia. 

La digestión anaerobia se  puede llevar a cabo  en ecosistemas muy diversos corno: pantanos, 

sedimentos marinos o lacustres, los microambientes anóxicos del suelo, 10s tractos digestivos 

de los rumiantes y en algunas termitas (Zehnder, 1978; Garcia, 1991). 

La  degradación anaerobia de la materia orgánica se lleva a cabo en tres etapas: 

1) Hidrólisis  de los polímeros biológicos por los microorganismos hidrolíticos y; acidogénesis 

de 10s compuestos orgánicos sencillos formados por las bacterias fermentativas. 

Efecro de la  actividad de agua. .. 8 



2) Acetogénesis  de los metabolitos de la fermentación (ácidos orgánicos, ácidos grasos 

volátiles AGV, alcoholes) por las bacterias homoacetogénicas y sintróficaq. 

3) Metanogénesis,  a partir del hidrógeno más dióxido de  carbono,  acetato,  formato, 

compuestos metilados sencillos y de ciertos alcoholes en  presencia de dióxido de carbono, 

por bacterias metagénicas, bajo condiciones ambientales particulares, como potenciales 

reductores  de -350 mV, pH de 6.7 - 7.8, ausencia de sales aceptores finales de electrones 

como los sulfatos y nitratos (Mclnerney y Bryant198 1; Guyot, 1990). 

1.1.3. Etapas  de la digestión anaerobia. 

1.1.3 1. Primera etapa: Hidrólisis y acidogénesis. 

La hidrólisis es la  primera etapa requerida para la  utilización  de los biopolimeros complejos 

como las proteínas, lípidos y carbohidratos que son transformados a moléculas más simples 

como aminoácidos, ácidos grasos y monosácaridos. Un gran número de factores afectan la 

velocidad a la cual los polímeros pueden ser hidrolizados. Por ejemplo, los materiales sin 

degradar,  tales  como la lignina y ceras. pueden retardar la hdrólisis de las partículas a las que 

esten  asociadas cuando los polímeros son poco solubles o tóxicos (Gujer  y Zehnder, 1983) 

Les ;rir,rgorganismos que iiitervienen en  la hidrólisis de los biopolímeros son muy diversos, 

como bacterias anaaobias o facultativas y hongos anaerobios, que degradan celulosa y se 

pueden hallar en el rumen, donde fueron descubiertos estos últimos (Theodorou y col., 

1988). Además de éstos, se encuentra? las bacterias proteolíticas y lipolíticas. 

La  rzpidez de hidrólisis de  distintos residuos puede interpretarse a través de una cinética de 

primer orden, teniendo siempre presente, que son funciones globales resultantes de cinéticas 

individuales más complejx y que no toda 13- materia orgácica SS degradada con igual 

facilidad (Monroy, 1992). 

En la Tabla 1.1. se muestran algunos microorganismos y enzirnas que intervienen en la 

hidrólisis de biopolímeros así  como sus constantes específicas de velocidad de degradación. 

9 



Tabla 1.1. Bacterias,  enzimas  hidrolíticns y constantes  uspec$cns de degradacibn de 
biopolimeros en la digestión  anaerobia. 
Biopolímero k, (d-') Exoenzima:E y Organismo O Productos de 

Lípidos Acidos gasos E: Lipasa 0.1-0.6 (ésteres de 
hidr6lisis 

glicerol o: Clostridiunz sp 

0.08 (lípidos) 
0.6- 1.7(grasas) alcoholes 
ácidos grasos) 

Proteínas 

0:Proteus vulgaris aminoácidos 
0.03 E: Peptidasa oligopeptidos 
0.0' E: Proteasa polipéptidos 

C1ostr;rillrnl 
Celulosa 0.04 (celulosa cruda E: Celulasa polisacáridos 

oligosacáridos 
Hongos facultativos glucosa 

o. 13 O:Acero\Yhrio cellulo1ityl.c 

Clos~rir/i~lrm 
Runlitlococcus albus 
Rut?lirlclcoccusflavifacierl.c 

Hemicelulosa 

Clostridium hexosa% petosanas 
O: Hongos oligosacáridos (xylanas, 

0.054 E: Hernicelulasa polisacáridos 

pentosas 
Butl\,r-i\ibrio fihr-isolvens 
Bacteroides runzinocolcl 

k Constante específica de velocidad de degradación, éstas han sido calculadas sobre datos de la literatura. 
asumiendo que todo el  material es biodegradable. 
(Gujer y Zehnder, 1983) 

P 

Durante  esta primera etapa  se lleva a  cabo la fermentación de los compuestos  hidrolizados  a 

ácidos  orgánicos,  alcoholes,  hidrógeno  y bióxido de carbono,  através de la producción de 

intermediarios  como el lactato,  etanol,  piruvato,  succinato, entre otros,  ocupando el piruvato 

una posición clave en  la orientación de  las fermentaciones. La producción de  los 

intermediarios  como el lactato y el etanol no se  acumulm, pues  la mcroflora metanogénica 

consume  el  hidrógeno y desplaza el  mp,tabolismo hacia productos más oxidados como el 

acetato,  lo  que hace que las bacterias fermentativas produzcan más acetato  e hidrógeno que 

los  otros  metabolitos  (Garcia, 1991). 

La producción de los ácidos  orgánicos por las bacterias fermentativas disminuyen  el pH, lo 

que  puede  tener un efecto  inhibitorio, sobre todo en las  bacterias metanogénicas, ya que las 

fermentativas pueden crecer  a pH de 4.5 a 5.0 (Hobson, 19821. 

Efecro de la actividad de aglta. .. 10 



Intervienen en la fermentación un conjunto  diverso de bacterias anaerobias o facultativas, 

algunos  ejemplos de ?!las se  muestran en la  Tabla 1.2. así como los productos formados. 

Tabla 1.2. Bacterias fermerztativas de la digestiórz  crrwerobia 
ESPECIES  DE BACTERIAS FERMENTATIVAS 

Acidamir~ococcus sp. 
Eubacter-iutn sp. 

acetato. hutirato Butyribacterium methylotrophicum 
Clostridutu formiaceticum 
Clostridiutr~  aceticurn 

acetato Acetobacterium wodii 
PRODUCTO 

Propionihrrcteriltnr sp. acetato. propionato 
Bifidobncteriunr sp. acctato. I x t a t o  
Runtit~ococcus sp. acetato. lactato, (o ,  na to  

Streptococcus sp. , lactato 
Leptotrichia sp. 
Succinhihrio sp succinato 

LactobNcilllls sp acetato. ctanol, lactato 

(Guyot, 1990). 

1.1.3.2. Segunda etapa: Acetogénesis. 

Los compuestos formados en la primera etapa son transformados en  acetato,  hidrógeno y 

bióxido de carbono en la acetogénesis. 

En esta  etapa se evita que se acumulen los  ácidos  orgánicos formados anteriormente, y que 

pueden  inhibir  a la metanogénesis. Los grupos microbianos que intervienen son tres: a) las 

bacterias  acetogénicas  productoras obligadas de hidrógeno (OHPA, por  sus siglas  en inglés), 

b)las  homoacetogénicas y c)  las sulfato reductoras (BSR). 

a) Las  bacterias  acetogénicas OHPA producen acetato e hidrógeno,  éste último las inhibe, 

por lo que tienen estrecha relación con las bacterias que remueven el hidrógeno, las 

metanogénicas hidrogenofílicas, y con las bacterias  sulfato  reductoras (BSR) cuando en el 

medio  existen sulfatos limitantes  (Garcia,  1982).  Esta relación sintrótica  entre  bacterias 

OHPA y  bacterias hidrogenofílicas recibe el nombre de transferencia intercspecies de 

hidrógeno  (McInerney y Bryant,  1981;  Mountfort,  1984). 

11 
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Actualmente han sido  aisladas muy  pocas bacterias OHPA, debido a que  crecen en cocultivos 

COR- !as bacterias hidrogenofílicas y tienen tiempos de crecimiento muy largos de 90- 160 

horas. En  la Tabla 1.3  se muestran  cuatro bacterias OHPA que son capaces  de llevar a  cabo 

la hidrólisis  de los ácidos grasos y la  de oxidar el benzoato  (Guyot,  1990) 

Tabla 1.3. Bacterias  sintrójicas ( 

Syntruphonlotras  sapovorans 

\- 

Syntruphosporu bpantii 

Sytrophus buswellii 

3HPA) de la digestión ancrerobia . 
SUSTRATO  OXIDADO 

acetato. dióxido propionaro 
hidrcigcno saturados de C4 a C8 
acctato. ácidos carboxilicos 
PRODUCTO 

de carbono, 
hidr-cigeno 

ácidos grasos saturados de acctato. 
C4 a C18 y al.gurlos ácidos 
grasos insaturados 

hidrógeno 

acctato. ácidos grasos de C4 

benzoato acetato, dióxido 
hidrógeno 

de carbono, 
hidrógeno 

(Guyot,  1990;  Garcia, i99 1). 

b) Las bacterias  homoacetogénicas se caracterizan por producir únicamente  acetato, sin 

generar  hdrógeno molecular, éstas se dividen  en dos  grupos: 1)  las que  son  capaces  de 

reducir el dióxido  de  carbono  a  acetato por  los electrones generados durante la fermentación 

de  sustratos  carbonados,  como la glucosa y fructosa y; 2) las que transforman una mezcla de 

hidrógeno y dióxido  de  carbono en uLetato. -- 
En  la Tabla  1.4  se muestran algunos ejemplos de bacterias  homoacetogénicas. 

Tabla 1.4. Bacterias hornoacetogénicas de la digestión anaerobia . 
GRUPO 1. ii+ (reducción de un compuesto carbonado) 
+ CO? -+ acetato 

GRUPO 2. H7 + C 0 7  -+ acetat0 

Acetobucteriunl  wodii Clostridium formicoaceticunz 
Clostridium acidiurici Acetogenium kivui 
Butyribacterium rettgeri Clostridium  aceticunl 
Peptococcus glycinophilus Acetitomaculum  ruminis 

Acetoanaerobium noterae 

(Garcia,  1991). 
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c) Las  bacterias  sulfato  reductoras (BSR) se caracterizan por  su capacidad de reducir los 

sulfatos  a  sulfuros. 

Se pueden  dividir en dos grupos (Pfennif y col., 198 1). 

i) Las  del  grupo I, que son capaces de oxidar parcialmente el lactato en acetato y dióxido de 

carbono,  la reacción que se  lleva  a cabo es la siguientes. 

2CH3CHOHCOO- + SO4 2- + 2CHjCOO- + 2HC03- + HS- + H+ 

ii) Las del  grupo I1 realizan, en presencia de sulfatos, l a  oxidación de los icidos  grasos 

volhtiles y de algunos compuestos aromáticos. La siguiente reacción es un ejemplo de la 

reacción de sulfatorreducción de este grupo. 
\ 

2CH3CHOHCOO- + SO4 2- + 6HC03- + 3HS- + H+ 

Algunas bacterias sulfatorreductoras compiten por  el uso del acetato y del hidrógeno con las 

bacterias metanogénicas, en presencia de sulfato. Cuando se acumulan los sulfuros 

producidos tienen un efecto negativo ya que pueden inhibir  la metanogénesis (Guyot, y col., 

1985). Los niveles de inhibición son  muy variados y van de 50 a l o 0 0  mg/l. 

En la Tabla 1.5 se presentan algunos ejemplos de bacrerias sulfatorreductoras 

Tabla 1.5. Bacterias sulfatorreducroras . 
GRUPO 1 

Género Especie Género Especie 
GRUPO 2 

alcoholovorarls 

catecholicurn fructosovorans 
nutotrophicum desulfuricans 
nilin i 

Desulfovibrio  furfuralis Deulfobacterium irdolicum 
sulfodisnwans niacini 
vulgaris phenolicunl 

Desulfobotulus sapovorans Desulfococcus biacurus 
mulltivorans 

antarticurn 

therrnobenzoicunr  rrtnlinis 

acetoxidans 
Desulfotonlacullml nigrificans 

Desulfosarcina \,ariabilis Desulfobulbus elongatus 

Desulfotonlaculum  geothermicum 

propionicus 

(Garcia. 1582) 

c 
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Introducción 

1.1.3 3. Tercera etapa: Metanogénesis. 

La bltima etapa de la digestión anaerobia es llevada  a cabo por el grupo  de las bacterias 

metanogénicas, que son las únicas capaces de producir metano a partir de  hidrógeno y 

dibxida de carbono; de acetato, formato, de  algunos compuestos como el  metano1 y las 

metifaminas y de ciertos alcoholes  en presencia de dióxido de carbono. 

Las bacterias  metanogénicas  son anaerobias  estrictas y para que la metanogénesis se pueda 

llevar P cabo necesitan potenciales de  oxidorreducción  de  -330 mV y un valor de pH entre 6 

Y 8. 

Las particularidades  bioquimicas de las bacterias metanogénicas hicieron que fberan 

clasificadas  en  el reino  de  las arqueobacterias (Balch y col., 1979), algunas de  estas 

partdaridades son: la composición de su pared que no contiene mureína, secuencias 

nucleotídicas, coenzimas y metabolismo,  la presencia del cofactor F420 (Rouviére y Wolfe, 

1388) que es un 5-diazaflavin análogo a la flavina mononucleótico (FMN), que  presenta  una 

íüerte  fluorescencia a 420 nm en el estado  oxidado.  Se puede observar el FMN observar  en 

microscopia de  epifluorescencia con un color  azul-verde que permite  identificar y determinar 

su presencia  en los digestores  anaerobios. 

Las bacterias  metanogénicas se pueden dividir en dos grupos: 

i)  Bacterias metanogénicas hidrogenofilicas, que obtienen su energía de la oxidación  del 

hidrbgeno  en presencia de dióxido de  carbono como aceptor de electrones; pueden utili= al 

acetato como hente de carbono pero  no  como  fbente  de energía.  La  mayoria de  estas 

bacterias  también pueden  consumir  el formato. Las reacciones de la formación de  metano  a 

partir de estos sustratos son: 

&kclo de la nctrvidnd de apn. .. 



Estas bacterias al oxidar el hidrógeno permiten la actividad de las  bacterias OHPA 

formadoras de acetato 

ii) Bacterias metanogénicas acetocíásticas, las que  producen  metano a partir  del acetato. La 

reacción es la siguiente : 

CH3COO- + 1420 + CH, + HCO3- 

Estas bacterias producen a partir de acetato e1 73 YO del metano en los digestores anaerobios 

(Smith y M&, 1966), además pueden  utilizar el metanol, metilaminas y el hidrógeno, Se 

dividen  en dos géneros las bacterias metanogénica acetociásticas, a saber 

las del género h4ethanosarc~na que tienen  baja  afinidad para el acetato, (del orden de 5 M) 

y tiempos de generación de 30 horas y pueden ser inhibidas por el hidrógeno y el formato 

(Guyot y Ramírez, 1989) 

Las bacterias  del género Methmosuetu (anteriormente  conocidas  como Methanothrix 

(Zehnder y col , 1980), tienen una  alta  afinidad para el acetato  entre 0.7 y 1.2 mM, no son 

capaces  de  utilizar  el hidrógeno y el formato, aunque estos no son intubitorios para ellas 

En la Tabla 1.6 se presentan las especie de bacterias metanogénicas más representativas 

Tabla 1.6. Bacterias rnetanogknicas en la digestión anaerobiu . 

Methanobacterium .Ilethnnosarcina mazei 

thernroace fophila 

(Schobcrth, 1982, Guyot, 1990) 



En la Figura 1 se presenta el esquema con las tres etapas de l a  digestión  anaerobia. 

MATERIA  ORGANICA 
PROTEINAS  CARBOHIDRATOS LlPlDOS 

Hidrolisis 
Bacterias 
hidroliticas 

AMINOACIDOS.  AZUCARES  ACIDOS GRASOS 
I 

Ferrnentacion 
Bacterias 
fermentativas 

Acetoaenesis 
Bacterias 
hornoacetogenicas 

IAC 

- 

HIDROGENO 

Bacterias  metanogenicas 
acetoclasticas METANO 

I I 

\ Acidoaenesis 

PRODUCTOS INTERMEDIOS 
PROPIONATO,  BUTIRATO 

Oxidacion 
anaerobia 

Figura 1.1. Esquema de la  digestid11 anaerobia. (Gujer y Zehnder, 1983). 
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1.1.4. Un ambiente natural de  la digestión anaerobia: el rumen. 

El rumen es un sistema anaerobio muy reductor, donde  se encuentra una mezcla de sólidos y 

líquidos. En éste se utiliza del 70 al 85 ?& de la materia seca digestible que consume e1 animal. 

La  fase  gaseosa  esta compuesta por bióxido de  carbono, metano y nitrógeno (Annison y col., 

198 1). La temperatura es muy cercana a 39OC, el  pH permanece estable alrededor de 6.7, si 

la alimentación es a base de fibras, y desciende si se suministran almidones y azúcares 

solubles. Las fibras que son ingeridas por los rumiantes son reducidas a menor tamaño por la 

acción de las bacterias y por la  masticación. Los sólidos en el rumen pueden tener tiempos de 

retención de 2 a 3 días y los líquidos entre 10 y 20 horas. Estos líquidos están compuestos 

principalmente de saliva, incrernentiindose asi la capacidad amortiguadora en el rumen (la 

saliva es un amortiguador de bicarbonato-fosfato a pH 8.2), e impide que el pH baje, lo cual 

podría  ser inhibitorio para una fracción de la población bacteriana. Los posibles productos 

inhibitorios bacterianos son los ácidos grasos volátiles y el amonio, pero  estos no alcanzan 

altas  concentraciones  debido  a  que se absorben a través de la  pared del rumen. 

Además de las bacterias, están presentes los protozoarios ciliados y flagelados. Los primeros 

son  organismos  de mayor tamaño, estrictamente anaerobios y fermentan carbohidratos y 

digieren fibras y almidones. La principal fuente de nitrógeno proviene de las bacterias que 

ingieren. Algunas especies de protozoarios flagelados son parte del ciclo de  vida de los 

hongos  ficomicetos que se encuentran en el rumen (Bauchop, 198 1). 

El papel exacto  de los protozoarios en  el  rumen no es bien conocido. Se ha sugerido que el 

almacenamiento de polisacáridos en los protozoarios  es de gran importancia nutritiva para el 

animal, su proteína es  de valor alimenticio y que pueden contribuir activamente al 

fraccionamiento  de la celulosa, del almidón y de las proteínas (Annison y col., 198 1). 

Existen también en el rumen hongos que hdrolizan las fibras, fermentan carbohidratos a 

mezclas de ácidos y producen bióxido de carbono, &os pueden ser sustratos para la 

metanogénesis (Mountfort y col.. 1982). 
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Muchos  tipos de bacterias del rumen forman asociaciones simbióticas y son necesarias para la 

estabilihd y funcionamiento de la  población microbiana mixta. Por  ejemplo, el rompimiento 

de la  celulosa requiere de  por lo menos tres enzimas y las bacterias celulolíticas del  rumen no 

poseen todas las  enzimas (Wood y col, 1982). Esto  sugiere que existen  otras cepas en el 

rumen que son necesarias para suplir esa deficiencia. También  las bacterias tienen diferentes 

tasas de crecimieto, y algunas pueden crecer hasta que una  reacción  les provea de sustrato o 

factores de crecimiento. 

Las bacterias celulolíticas y hemicelulolíticas representan una pequeña fracción del rumen, 

quizá  debido  a la adhesión de éstas  a las partículas. Ejem;.los de algunLs bacterias 

celulolíticas  son: Ruminococcus \ albus, Bacteroides  succinogenes, hemicelulolíticas, 

Butyrivibriofibrisolvens y Bacteroides  ruminicola. 

1.1.5. Producción de bio2as a partir  del lirio acuático. 

El lirio acuático  dada su composición química, puede  ser utilizado para la producción de 

metano, en  la  Tabla 1.7 se  presenta la composición elemental. 

Tabla 1.7. Composición  elemental  del  lirio acuático. 

COMPONENTE REFERENCIA 

70 

GHOSE 

(1982) ( 19%) (1984) ( 1979) 

CHYNOWETH S A W  WOLVERTON 

Nitrógeno 

43.8 49 40 48 Carbono 

0.84 0.53 0.4 Fósforo 

3.98 1.55 2.3  3.8 

La  relación  carbonohitrógeno (Cm) de 12.6, 17 y 11, la de C/P de  aproximadamente  100 y 

de 52 no se  consideran  limitantes para la digestión anerobia. 
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La  composición  orgánica  del  lirio  acuático,  se presentan en la Tabla 1.8. 

Tabla 1.8. Conrposición del lirio  acuático. 
I 

S.V. 

80439% 
P.S. 5-65? 

CENIZAS 
1 1-20% 

1 H. 94-9552 

REFERENCIA 
1 WOLVERTON 1 PILLA1 1 SARMA I SCHETTINO 

( 1980) ( 1989)* ( 1  984) (1984) 
CELULOSA 

14.25 15 1 27.5 PROEINA 
A 

17.57 9.6 28 34 HEMICELULOS 
13.76 18 25 22 

LIGNINA 
7 I .6 LIPIDOS 

8 9 6 

\ 

P.S. =Peso seco; H. = Humedad; S.V. = Sólidos  volátiles 
* Anális realizados a la fibra del lirio. 

A partir de éSta composición se  puede calcular la biodegradabilidad, por  el  contenido de 

lignina,  del  lirio con el modelo  propuesto por Chandler y col. (1980). 

B = -0.028X + 0.83 (ecuación 1) 

B = fracción biodegradable. 

X = % de contenido de lignina  en los sólidos volátiles 

La  biodegradabilidad lirio acuático, utilizando el  modelo anterior. es del 60 al 66%. 

También se puede estimar un rendimiento teórico  a ácido acético en base  a la composición 

del  lirio  acuático,  mostrada  en  la Tabla 1.8, a  partir 62 celulosa, hemicelulosa y proteína 

(aproximadamente  0.75 g/g de lirio seco), su biodegradabilidad del 66 % y considerando la 

conversión  de  glucosa  a  ácido  acético: 

C6HI2O6 + 4H20 -+ 2CH3COO- + 2HC03- + 6H2 + 4ATF. (ecuación 2) 

Se obtiene un redimiento  de:  (0.75)(0.66)(0.655) = 0.3245 g acetato/g de li-’ llo seco. 
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Balance de materia en  la digestión anaerobica del lirio acuático: tomando  como  base 

promedio su composición, se ha propuesto la fórmula condensada C23H44019N y un peso 

molecular de 638, se puede calcular la producción máxima de metano (PMM) con el 

siguiente balance estequiométrico: 

8C23H44019N + 26H20 + 95CH4 + 89C0, + 8NH3 (ecuación 3) 

y considerando que la materia orgánica se oxida a COT de acuerdo  con la sipiente 

ecuación: 

C23H44019N + 2602 + 23C02 + NO3 + 22H20 (ecuación 4) 

De  tal forma que al dividir  la producción de metano/mol de lirio (ecuación 3) entre la 

DQO/mol de lirio (demanda quimica de oxigeno) (ecuación 4) se puede calcular la PMM: 

(190 g CH4/mol de lirio)/832 g DQO/mol  de lirio) = 0.228 g CH4/g DQO. El lirio acuático 

tiene una DQO de  1.09 g DQO/g lirio seco. lo que resulta en  una producción de metano de 

0.2485 g dc CH4/g  lirio seco. Considerando que el 66 % del  lirio es biodegradable, se 

obtienen O. 167 g CH4/g lirio SECO. 

En la Tabla 1.9 se muestran los resultados .obtenidos de  la fermentación liquida  del lirio 

acuático  para producir biogas. 
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Tabla 1.9. Producción  de biogús a partir de lirio acuútico. 
SOLIDOS REFERECIA % CHJ PRODUCCION TIEMPO SOLIDOS 

% 

DESPHAKDE 1979 ' 0.1 1 9.7 

DE BIOGAS RETENCION % 
INICIALES EN GAS 1 gas/$ ST DIAS DEGRADACION 

2.5 
3.5 

WOLVERTON 1980 56 0.35 22 
BOILLOT 1983 57 0.185 6 

30 0.25 4 

42 CHYNOWETH 1982 67 0.32 15 
2.6.5 

4 56 0.202 19 60 2.75 
56 0.206 22 56 2.75 

MIAMBI  1983 56 0.56 32 68 
4 

ST SOLIDOS TQTALES 
Mezclas de lirio con  Iodos de tratamiento primario. 
Mezclas de liro con lodos adaptados previamente en digestores 

con  lirio. 
Mezclas de liro con estiércol de vaca. 

4 Lirio Únicamente. 
5* Mezclas de lirio con  Iodos, sistema de dos fases, acidogénica y 

5 Mazclas de lirio con Iodos, sistema de dos fases, acidogénica y 
metanogénica  con tratamiento alcalino. 

metanogénica 

Se  observa en la Tabla 1.9 que en  la fermentación líquida generalmente se han utilizado 

concentraciones menores que 5% de lino acuático obteniéndose altos rendimientos en la 

producción de biogás y metano. 

Ram'rez y col., (1988), irabajaron con mayoles concentraciones de  lino acuático seco (50 a 

100  g), utilizando  como  inóculo estiércol de vaca lechera, en un fermentador agitado, pero no 

lograron  mejores conversiones a ácido acético, (0.031 g acético/l.h., utilizando 100 g de lirio 

seco). 
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De particular importancia han sido los residuos sólidos ya que la mayoría de los desechos 

orgánicos agrícolas, municipales y dc la industria de los alimentos contienen alrededor del 

20% de  sólidos, éstos pueden ser tratados por un proceso que se conoce  como digestión seca 

(Gosh y Lall, 1988), en donde el medio carece de agua drenable, y presenta ventajas en 

comparación  con las fermentaciones líquidas  ya que permite cargas orgánicas altas y diseño 

de digestores  de menor volumen. El residuo digerido es un producto final orgánico bien 

estabilizado que puede ser usado como acondicionador de suelo o fertilizante. 

La digestión  seca se ha llevado a cabo en sistemas de una frlse (hidrólisis-metanogénisis), en 

l a  Tabla l .  10 se mencionan algunos trabajos realizados para la producción de biogas. 

\ 
. I  . I  

* Termofílico (5SoC) 
,, 

Al proceso descrito por Baere (1985) también se  le conoce como DRANCO (Dry Anaerobic 

Compost),  que consiste de una digesión anaerobia seguida por  un composteo. 

La mayoría trabaja con la fracción org5nica de los residuos sólidos municipales. Wujcik y 

Jewel1 ( 1983) utilizaron mezclas de estiércol de vaca fresco y seco con un inóculo 

metanogénico. L a  producción de biogás y metano se vió afectada cuando el contenido de 

sólidos  aumentó; que después del 30% de sólidos empieza a decrecer la producción de biogás 

y de metano. También reportan  que la producción de ácidos grasos volátiles se vió afectada 

por el  contenido de sólidos, a niveles arriba del 55 %. 
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La digestión  seca SF' puede ilevar a cabo también en sistemas de  dos fases, en ésta las 

moléculas complejas se rompen primero, para preparar el sustrato de la metanogénesis, 

además permiten una tasa de hidrólisis  mayor, l a  cual ha sido la etapa limitante de los 

procesos de digestión (Mata-Alvarez, 1990). 

Gosh y Lall (1988) utilizaron un lecho de residuos s6lidos de derivados celuhicos, el 

lixiviado de la fermentación era recirculado al lecho de sólidos, l o  que permitió que los ácidos 

volátiles se aumularhn a niveles mayores de 22 g/l, la concsntraci6n de los ácidos volátiles no 

incrementó mis allá de  este nivel,  indicando que l a  fdse  de hdrólisis-acidificación fué 

probablemente suspendida debido a la inhbición ?or producto o represión. El lecho exhibió 

muy poca producción de gas y metano, aparentemente porque las bacterias metanogénicas 

fueron severamente inhibidas por las concentración de ácidos volátiles altas. Por lo que fúé 

necesario que parte de la recircuiación del lixiviado pasará a un digestor metanogénico, 

logrando  así tasas de formación de metano más altas en el digestor metanoghico que en el 

lecho de sólidos. 

La  fermentación  en medio sólido de una fase, hidrólisis-acidificación, no  es factible debido a 

la inhibición por las altas concentraciones de ácidos grasos volátiles, generalmente las 

concentraciones  que se alcanzan de éstos ácidos es de 20 - 30 g/l. Esto indica que los ácidos 

grasos  volátiles  son inhibitorios a la fase de hidrólisis [De Baere, y col., 1985). 

Pero  basados  en los hechos de  que la formación de metano toma lugar espontáneamente en 

los rellenos sanitarios, y que  ésta no es inhibida significativamente a niveles de 30 % de 

sdidos. Dc Baere y ccl.  continuaron las iwestigaciones hacia  el desarrollo de una sola fase 

anaeróbica para el proceso de fermentación en medio sólido de los residuos municipales, los 

cuales  producen  gas metano y una composta estable  como productos finales. 
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Las  desventajas de  la fermentación seca o sólida pueden atribuirse al bajo  contenido de 

humedad, limitación en el transporte de  masa de  algunos  sustratos,  difusión y distribución de 

los microorganismos  a  través del sustrato. En este  tipo  de  fermentaciones más que el 

contenido de agua del sustrato  es más importante la actividad de  agua (a,), para el 

crecimiento  de los microorganismos (Jarvis, 1976; Leistner y Rodel,  1976), que  difiere 

considerablemente  dependiendo del soluto (Barbel,  1986). 

1.1.6. Artividad de agtia (aw). 

El término a, determina el grado de interacción del agua con los constituyentes  de los 

solutos  en  una solución real y es una  medida indirecta de¡ agua disponible  para llevar a cabo 

diferentes  reacciones. 

Se define desde el punto  de vista termodinámico como el  cociente  entre  la presión de vapor 

del agua  con un soluto (P), respecto  a la presión de vapor del agua  pura (Po), a la 

temperatura de equilibrio del sistema. 

a, = PPo (ecuación 5) 

La multiplicación  de a, x 100 da la  humedad  relativa (HR) de  la atmósfera en  equilibrio con 

el soluto  (Van den Berg y Bruin,  1981). 

HR (%) = a, x 100 (ecuación 6) 

Para las condiciones  de  equilibrio  entre el  líquido, sólido y fase vapor, el potencial de agua 

puede ser relacionado  a la humedad relativa  en equilibrio (ERH) de  la  fase  de vapor 0 la 

actividad de agua del sustrato  por  la ecuación: 

cp= RTlna,Nw  (ecuación  7) 

Efecto de la  actividad  de  agua ... 24 
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donde: 

R = constante universal de los gases. 

T = temperatura (OK) 

Vw = volumen parcial molal del agua (m3/mol) 

cp = potencial  de agua (Pa) 

(Gervais y col., 1988). 

La razón  por la que es mejor determinar la aw,  que el contenido  de  agua, para  definir el 

crecimiento de  los microorganismos, es  porque el contenido de agua de un material no 

representa la concentración de agua disponible, la cual difiere considerablemente  dependiendo 

del  soluto  (Hahn-Hagerdalh, 1986). \ 

1.1.6.1. Influencia de la actividad de  agua en la acthidad microbiana. 

La influencia  de la aw sobre la actividad microbiana puede  ser a tres niveles a) celular, b) 

enzimático y c) en reacciones fisiológicas particulares. 

a) En la  actividad fiosiológica de  los microorganismos el potencial de  agua del sustrato  tiene 

un efecto significativo. Cuando  éste disminuye  la disponibilidad de  agua  se reduce y puede 

ser ieconocidz con un factor  clave en  la fermentación  en  estado  sólido en donde  se  involucran 

dos  principales  componentes del potencial de  agua: potencial matricial y  osmótico, el primero 

incluye adsorción y efectos capilares del sólido  presente y el  potencia! osmótico  es 

determinado  por  la  concentración y las propiedades polares de los solutos. Los efectos  de 

estos  dos potenciales  están implicados en la disminución de la actividad microbiana debido  a 

la repercusih en !a difusión de solutos y gas. Cuando hay condiciones  diferentes de 

potenciales  de  agua, la célula previene la salida pasiva  de  agua,  adapta  su potencial de  agua 

interno, sintetizando solutos compatibles como  azúcares, polioles o aminoácidos, o por 

difusión  facilitada  de solutos (Gervais y col., 1988). 
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Introducción 

El metabolismo de los microorganismos está fuertemente  influenciado por  la a, del medio 

circundante para la producción de  metabolitos secundarios tales como toxinas.  enzimas y 

otros  compuestos,  controlando la a, incluso se puede  regular  la fermentación y orientarla a 

la obtención de  productos específicos, ya que a  valores  de a, bajas,  los microorganismos  no 

usan  la  misma vía metabólica que a valores  altos. (Gervais y col.,  1986). 

b) En  la actividad enzimática la  disponibilidaddel agua  puede influir en diversas formas 

(Hahn-Hagerdal,  1986): 

i) En  la flexibilidad conformacional de  las proteínas y en  las propiedades fisicoquímicas  de la 

enzima. 

ii) En  la actividad ejercida por  la enzima. 

iii) En reacciones hidrolíticas el agua toma parte como un reactivo. 

iv) La selectividad y la actividad catalítica  podría depender del solvente usado. 

c) En las reacciones  de hidrólisis el agua sirve como un reactivo  activo y como medio de 

difusión para llevar a la enzima en  contacto  con el sustrato,  por lo que la reducción de la 

actividad de agua induce  a que disminuya la tasa de  reacción. 

Solamente en las reacciones  de oxidorreducción de  lípidos ó reacciones involucradas en fase 

líquida  no acuosa,  como la  hidrólisis enzimática de aceites, la actividad no esti 

necesariamente correlacionada con aw. 

1.1.6.2. Solutos para bajar la  actividad de agua y sus efectos. 

Al tratar de  estudiar la a, sobre la  actividad microbiana se han utilizado diferentes solutos 

para decrecerla  como  la  adición  de sales, azúcares o polioles, los más usados son: arabitol, 

polietilenglicol, 1-prolina, 1-lisina, sorbitol, KC1, lactato  de  sodio,  entre otros. 
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Debido a que no existe un soluto completamente inerte que baje sólo la actividad de agua sin 

ningún otro efecto  sobre el metabolismo microbiano, se realizaron estudios en 

StuphyIococc~ts uureus utilizando 1-prolina, sorbitol. KCI. lactato de sodio y polietilenglicol 

(PEG) de forma individual, se observó  que no hay crecimiento celular a una a, menor de 

0.86 y que los polietilenglicoles  tienen  un efecto  inhbitorio significativo sobre el crecimiento 

de los microorganismos (Chirife y Ferro Fontan, 1980). Además de la disminución de  la a, 

el  efecto con PEG-200 (200 unidades de etilenglicol) o PEG-400 (400 unidades de 

etilenglicol) parece ser por parte del soluto, puesto que la ihbición del crecimiento de S. 

aureus con estos solutos ocurre a una a, mas  alta de 0.86, teniendo un efecto bactericida 

que no puede ser explicado soIamente en tfirmnos de a, (Vaamonde y col.,  1982; Vaamonde 

y col., 1984; Hahn-Hagerdal, 1986). 

Plitman y col.  (1973), trabajaron sobre el efecto en el crecimiento de los dioles alifáticos 1,2- 

propranodiol y 1,3-butanodiol en S. aureus. Estos autores indican que &os dioles tienen un 

efecto bactericida, el cual depende de la estructura química de las moléculas de soluto. 

encontrando  que concentraciones mínimas de 1,2-propranodiol y 1,3-butanodiol fueron 

inhibitorias a a, de 0.95 y 0.97 respectivamente. 

Akedo  (1977) investigó la actividad antimicrobiana de una variedad de dioles alifáticos y 

encontró que la inhibición de Bacillus subtilis depende de la longitud de la cadena y posición 

de los grupos hidroxilos y que el  efecto antimicrobiano primario de los dioles fué debido a la 

inhibición del transporte del sustrato. Los resultados encontrados  concuerdan con los de 

mhibición  del transporte de sustrato por ácidos lipofílicos,  en donde los derivados de ácidos 

grasos de cadena más larga lnhiben el crecimiento bacteriano y la incorporación de 

aminoácidos, aún a bajas concentraciones. Es interesante notar que hay algunas  estructuras 

similares entre los ácidos de cadena larga y los dioles,  ambos tienen terminaciones hidrofílicas 

de grupos carboxilos o grupos hidroxilos y terminaciones hidrofóbicas de residuos 

hidrocarbonados de  cadena larga, generalmente son llamados anfipáticos. En estudios de 
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Introducción 

microscopia electrónica en células, se han observado cambios estructurales por tales 

compuestos (Akedo, 1977). 

Al disminuir  la aw en  cultivos  de bacterias, éstas acumularon k id0  glutámico. especies más 

tolerantes acumularon ácido  alfa aminobutírico,otras como S.  aureus acumuló prolina 

(Measures, 1975). 

En  los microorganismos eucariotes se encontró que hay  una  acumulación intracelular de 

metabolitos, siendo el glicerol el principal producto acumulado. Por ejemplo. durante el 

crecimiento de Zygosaccharornvces rouxii, a a, reducidas el glicerol es el principal soluto 

osmoregulador, aunque el arabitol puede ser acumulado durante el crecimiento (Van Zyl, 

1 990). 

1.1.6.3. Métodos para  determinar  la actividad de  agua (aw), adicionando solutos. 

Los cambios de la a, se  pueden  medir por medio de la  ley  de Raoult, la ecuación de  Nomsh 

o la ecuación de Ross como formas más frecuentes, a continuación se mencionarán 

brevemente cada una de ellas. 

1.1.6.3.1. Ley de  Raoult. 

La ley de Raoult es poco precisa por abajo de una a, de 0.95, a menos que se conozca el 

coeficiente de actividad  para  el soluto. Existen otras soluciones matemáticas disponibles, 

algunas de  las cuales requieren conocimiento de la isoterma de sorción de agua del 

humectante. 

Cuando esta ley  se  usa  para  predecir  la a, de sustratos  de humedad intermedia, 10s datos de 

desorción se aplican hasta una a, de aproximadamente 0.7, abajo de esta se utiliza la de 

adsorción. 

a, = 6 ( n w d ( n m 0  + nsoluto)) (ecuación 8) 

n m o  = moles de agua en  solución 

nsoluto = moles de especies de soluto disueltas en una solucion de nH20 moles de  agua. 

6 = coeficiente de actividad (1 para soluto ideal.) 

Efecto de la actividad de agua ... 28 



1.1.6.3.1. Ecuación de Norrish. 

Norrish 1966) propum una ecuación para !-;decir aw en soluciones binarias no 

electroiír;. .: 

= S !  exp r - K X z 2  ) (ecuación 9) 

X ,  y X, son las fracciones molares del agua y del soluto respectivamente, y K es la constante 

de correlación. 

Chirife y Ferro-Fontan ( 1980), aplicaron sucesivamente la ecuación para aproximadamente 

20 diferentes soluciones acuosas binarias no electroliticas, como azúcares. polioles. 

aminoácidos. amidas e  hdroxiácidos  órganicos. Concluyeron que el modelo de Norrish h e  

una excelente herramienta  para describir la a, en soluciones acuosas no electroliticas para los 

alimentos de humedad intermedia. 

1.1.6.3.3. Ecuación de Ross. 

La ecuación de Ross (1975) supone que  cada  soluto se comporta independientemente y se 

disuelve en toda el  agua del sistema. La ecuación es la siguiente: 

awf = aWp . a,] . a,2 . a,3 ...... aw (ecuación 10) 

awf = actividad de  agua final 

awp = actividad de agua en el producto antes de añadir el soluto. 

a, 1 = la actividad de agua que el  soluto tendría si  se  disolviera  en toda el agua.  Se 

recomienda el uso de las isotermas del soluto para &te término. 

En  la ecuación  de Ross  se utilizan las isotermas experimentales, y ha sido usada para cal~1.i~ 

la a, iniciales de la  fermentación  en medio sólido  con harina de  yuca, utilizando el hongo 

Aspergillus niger (Oriol, 1987). 
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Introduccio'n 

1.1.6.4. Isotermas de sorción. 

Una isoterma  de sorción  puede  ser descrita  como un gráfico de la actividad de  agua en 

función de la humedad  relativa o actividad del  espacio  de vapor que rodea a un material. La 

temperatura debe  ser constante. La isoterma  de  sorción es  una herramienta útil porque puede 

ser empleada para  predecir los cambios de potencial en  la estabilidad de  los alimentos 

(Caurie, 198 1 ). 

En la Figura 1.2 se muestran 3 tipos  de  isotermas. La  del tipo 1 describe una isoterma para 

azúcar cristalina pura, ésta presenta muy pocos cambios en  la ganancia de humedad hasta que 

llega a a, de 0.7-0.8. Esto se  debe a  que  el  agua forma puentes de hidrógeno  con  los  grupos 

hidroxilos, ya que a a, bajas  el efecto dielkctrico no es suficientemente fuerte  para  romper 

las fuerzas interactivas entre las moléculas individuales de azúcar. Sin embargo  cuando la a, 

se incrementa, las interacciones azúcar-agua son suficientes para disolver las moléculas y 

exponer nuevas  superficies,  en este  punto el contenido de humedad aumenta 

considerablemente debido a la creación de  una  solución. 

La isoterma del tipo 2, sigue una curva  sigmoidal, la  mayoría  de  los alimentos presentan  este 

tipo de isoterma. La curva sigmoidal es  causada por los efectos  aditivos  de la ley de  Raoult, 

efectos  de capilaridad e interacciones superficie-agua. Se observan dos  deflecciones, una 

alrededor  de la a, de 0.2-0.4 y otra  de 0.6-0.7. Estos son  el resultado  de  los  cambios en 

magnitud de los efectos fisicoquímicos separados. 

En  la isotema del  tipo 3 el agua se adsorbe  sobre sitios específicos, la energía  de  enlace  es 

muy grande y la a, no aumenta, pero  cuando se han llenado todos los sitios de  enlace y los 

capilares, cualquier cambio en el contenido  de humedad provoca un incremento  en la a,. 

Esto  se  debe  a que el  material  no se disuelve, así que el  agua añadida interactúa  con  el agua 

ya presente  a  través  de puentes de  hidrógeno y una  solución superficial comienza  a tener 

lugar (Van den Berg y Bruin, 198 1). 

Efecto de la actividad de agua ... 
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Figura 1.2. Tipos de Isotermas de adsorcidn de aguce 
(Van den Berg y Bruin. 1981 ), 

La forma en que el agua interacciona COR los sustratos sólidos existe  en  diferentes grados de 

enlace o ligamento del agua, los tres principales efectos físicos son: 

a) Efecto coligativo. Cuando un sólido se  disuelve en agua, interacciona espacialmente con 

ésta a través de fuerzas electrostáticas, dipolo-dipolo. enlaces iónicos y puentes de hdrogeno. 

Estas interacciones afectan las propiedades del agua como el punto  de ebullición, punto de 

congelación y presión de vapor. Esta interacción  puede ser evaluada mediante la ley  de 

Raoult. 

b)_Efecto  capilar. La presi6n de vapor de agua sobre un menisco líquido curvo,  es menor  que 

la de agua  pura, debido a los cambios en los puentes de hidrógeno  entre las moléculas de 

agua,  como resultado de la curvatura de la superficie. Como los alimentos presentan una 

gama de capilares, se espera una disminución de  la a,. 
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El metabolismo de los microorganismos está fuertemente influenciado por la a\, del medio 

circundante para la producción de metabolitos secundarios tales como tnuin;t.;. enzima5 y 

otros compuestos, controlando la a ,  incluso se  puede regular la fermentacidn 1; orientarla a 

la  obtención de productos específicos. ya que a valores  de a, bajas. los microorganlsmos no 

usan la  misma  vía metabólica que a valores altos. (Gervais y col., 1986). 

b) En la actividad enzimática la  disponibilidaddel agua puede influir en diversas formas 

(Hahn-Hagerdal, 1986): 

i) En la flexibilidad confomacional de las  proteínas y en las propiedades físicoquímicas de la 

enzima. 

íi) En la actividad ejercida por la enzima. 

iii) En reacciones hidrolíticas el agua toma parte como un reactivo. 

iv) La selectividad y la actividad catalítica podría  depender del solvente usado. 

c) En las reacciones de hidrólisis el agua sirve como un reactivo activo y como medio  de 

difusión para  llevar a la  enzima en contacto con  el sustrato, por lo que la reducción de la 

actividad  de agua induce a que disminuya la tasa de reacción. 

Solamente  en las reacciones de oxidorreducción de lípidos ó reacciones involucradas en fase 

líquida  no acuosa, como la hidrólisis enzimática de aceites, la actividad  no esti 

necesariamente correlacionada con a,. 

1.1.6.2. Solutos para  bajar  la actividad de  agua y sus efectos. 

Al tratar de estudiar la a, sobre la actividad microbiana se han utilizado diferentes solutos 

para decrecerla como la  adición de sales, azúcares o polioles, los más usados son: arabitol, 

polietilenglicol,  1-prolina,  1-lisina, sorbitol, KC1, lactato de sodio, entre otros. 

Efecto de la actividad de agua ... 26 



Debido a que no existe un soluto completamente inerte que baje sólo la actividad de  agua sin 

ningún otro efecto sobre el metabolismo microbiano, se realizaron estudios  en 

Stqh?lr-tc.c YW.S mreu.s utilizando 1-prolina, sorbitol. I.;("\. lactato de sodio y polietilenglicol 

(PEG) de forma  individual. se observó que no hay crecimiento celular a una a, menor de 

0.86 y que los polietilenglicofes  tienen un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento 

de los mcroorganisn:os ichrife y Ferro Fontan, 1980). Además de  la disminución de l a  a, 

el efecto con PEG-200 (200 unidades de etilenglicol) o PEG-400 (400 unidades de 

etilenglicol) parece ser por parte  del soluto. puesto que la  inhibición del crecimiento de S. 

uureus con estos  solutos ocurre a una a, mas alta de 0.86, teniendo un efecto bactericida 

que no puede ser explicado solamente  en términos de a, (Vaamonde y col.. 1982; Vaamonde 

y coi.. 1984: Hahn-Hagerdal. 1986). 

Plitman y col. (1973). trabajaron sobre el efecto  en el crecimiento de los dioles alifáticos 1,Z- 

propranodiol y 1,3-butanodioi en S. uureus. Estos  autores indican que éstos dioles tienen un 

efecto bactericida. el  cual  depende  de  la estructura química de las moléculas de  soluto, 

encontrando que concentraciones mínimas de 1,2-propranodiol y 1,3-butanodiol fueron 

inhibitorias a a, de 0.95 y 0.97 respectivamente. 

Akedo (1977) investigó la  actividad antimicrobiana de  una variedad de dioles alifáticos y 

encontró que l a  inhibición  de Bacillus subtilis depende de la longitud de la cadena y posición 

de los grupos hidroxilos y que  el efecto antimicrobiano primario de los dioles fué  debido  a la 

inhlbicitin  del transporte del sustrato. Los resultados  encontrados concuerdan con los de 

inhibición del transporte de sustrato por ácidos lipofílicos, en donde los derivados de ácidos 

grasos de cadena más larga  mhiben el crecimiento bacteriano y la incorporación de 

aminoáccidos, aún a bajas concentraciones. Es interesante notar que  hay algunas estructuras 

similares entre los ácidos de cadena larga y los dioles, a m b o s  tienen terminaciones hidrofílicas 

de grupos carboxilos o grupos  hidroxilos y terminaciones hidrofóbicas de residuos 

hidrocarbonados de cadena larga, generalmente son llamados anfipáticos. En estudios de 
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microscopía electrónica en células, se han observado cambios estructurales  por tales 

compuestos (Akedo. 1977). 

Al disminuir la a, en cultivos de bacterias, éstas acumularon ácido glutámico, especies mS 

tolerantes  acumularon ácido alfa aminobutírico.otras como S .  aureus acumuló p r o h a  

(Measures. 1975). 

En los microorganismos eucariotes se encontró que hay una acumulación intracelular de 

metabolitos.  siendo  el  glicerol  el  principal producto acumulado. Por ejemplo. durante el 

crecimiento  de Zygosnccharomyces rouxii, a a, reducidas  el  glicerol es el principal soluto 

osmoregulador, aunque el arabitol puede ser acumulado durante el crecimiento (Van Zyl, 

1990). 

1.1.6.3.  Métodos  para determinar la actividad  de agua (aw), adicionando  solutos. 

Los cambios de la a, se  pueden  medir por medio de la ley de Raoult, la ecuación de Norrish 

o la ecuacion de Ross como formas más frecuentes, a continuación se mencionarán 

brevemente cada una  de ellas. 

1.1.6.3.1.  Ley  de  Raoult. 

La  ley de Raoult es poco precisa por abajo de una a, de 0.95, a menos que se conozca el 

coeficiente de actividad para el soluto. Existen otras soluciones matemáticas disponibles, 

~ ~ U M S  de las cuales requieren conocimiento de la isoterma de sorción de agua del 

humectante. 

Cuando esta ley  se usa para predecir la a, de  sustratos de  humedad intermedia, los datos  de 

dewrción se aplican hasta una a, de aproximadamente 0.7, abajo de  ésta se utiliza la de 

adsorción. 

= 6 (nH2d(nH20 + nsoluto)) (ecuación 8) 

nH20 = moles de agua en  solución 

n,luto = moles de especies de soluto disueltas en una  solucion  de n ~ 2 0  moles de agua. 

6 = coeficiente de actividad (1 para soluto ideal.) 

Efecto de la actividad de agua ... 28 



1.1.6.3.2. Ecuación de Norrish. 

Norrish (1966, propuso una ecuación para predecir a, en soluciones binarias no 

electrolíticas. 

a, = XI e ~ p  (-KX,’ ) (ecuación 9) 

N! y X1 son las fracciones  molares  del agua y del soluto respectivamente, y K es ía constante 

de correlación. 

Chinfe y Ferro-Fontan ( 19801. aplicaron sucesivamente la ecuación para aproximadamente 

20 diierentes soluciones acuosas binarias  no electrolíticas, como  azúcares, polioles. 

amlnoácidos. amidas e  hdroxiácidos  órganicos. Concluyeron que el modelo de Norrish h e  

una excelente herramienta para describir la a ,  en soluciones acuosas no electrolíticas para los 

alimentos de humedad intermedia. 

1.1.6.3.3. Ecuación de  Ross. 

La ecuación de Ross ( 1975) supone que cada soluto se comporta independientemente y se 

disuelve en toda el agua del sistema. La ecuación es l a  siguiente: 

awf = aWp . a, 1 . a,2 . a , 3  ... ... a, (ecuación 10) 

a,-f = actividad de  agua  final 

aWp = actividad de agua en el producto antes de añadir el soluto. 

a, 1 = la actividad  de agua que el  soluto  tendría si  se  disolviera en  toda ei agua. Se 

recomienda el  uso de las isotermas del soluto para este tCrmino. 

En la ecuación de Ross se  utilizan las isotermas experimentales, y ha sido usada para calcular 

la a, iniciales de la  fermentación en medio sólido con harina de yuca, utilizando el  hongo 

Aspergillus niger (Oriol, 1987). 
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Introciucción 

1.1.6.4. Isotermas de sorción. 

una  isotema de sorción puede ser descrita como un gráfico de  la actividad de  agua en 

función de la  humedad  relativa o actividad del espacio de  vapor  que rodea a un material. La 

temperatura  debe ser constante. La isotenna de sorción es una herramienta útil porque  puede 

ser empleada  para  predecir  los cambios de potencial en  la estabilidad de 10s alimentos 

(Caurie.  198 1 ). 

En  la Figura 1.2 se  muestran 3 tipos de isotermas. La del tipo 1 describe una isoterma  para 

azúcar cristalina pura, ésta presenta muy  pocos cambios en  la ganancia de humedad hasta  que 

llega a a, de 0.7-0.8. Esto se debe a que el agua forma puentes  de hidrógeno con  los  grupos 

hidroxilos.  ya  que a a ,  bajas el efecto dieléctrico no es suficientemente fuerte  para  romper 

las fuerzas interactivas entre las moléculas individuales de azúcar. Sin embargo cuando  la a ,  

se  incrementa,  las interacciones azúcar-agua son suficientes para disolver las moléculas y 

exponer  nuevas superficies, en este punto el contenido de humedad aumenta 

considerablemente debido a la creación de una solución. 

La isoterma del tipo 2, sigue  una curva sigmoidal, la  mayoría de los alimentos presentan este 

tipo  de isoterma. La curva sigmoidal es causada por los efectos aditivos de la ley de  Raoult, 

efectos de capilaridad e interacciones superficie-agua. Se observan dos deflecciones, una 

alrededor de la a, de 0.2-0.4 y otra  de 0.6-0.7. Estos son el resultado de los cambios en 

magnitud de  los efectos fisicoquímicos separados. 

En  la isoterma del tipo 3 el agua se adsorbe sobre sitios específicos, la energía de  enlace es 

muy grande y la a, no aumenta, pero cuando se han llenado todos los sitios de enlace y 10s 

capilares, cualquier cambio en el contenido de humedad provoca un incremento en la a,. 

Esto se debe a que el material  no se disuelve, así que  el agua añadida interactúa con  el  agua 

ya presente a través, de puentes de hidrógeno y una solución superfcid comienza a tener 

lugar (Van den Berg y Bruin,  198 1). 
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Figura 1.2. Tipos de Isotennns de crdsorción de q u a  
(Van den  Berg y Bruin, 198 1 ). 

La forma en que el agua interacciona con los sustratos sólidos existe en diferentes grados de 

enlace o ligamento del agua, los tres principales efectos físicos son: 

a) Efecto coligativo. Cuando un sólido se  disuelve  en agua, interacciona espacialmente con 

ésta a través de fuerzas electrostáticas, dipolo-dipolo, enlaces iónicos y puentes de  hdrógeno. 

Estas interacciones afectan las propiedades del agua como el punto de ebullición, punto de 

congelación y presión de  vapor. Esta interacción puede ser evaluada mediante l a  ley  de 

Raoul t. 

b)_Efecto capilar. La presión de vapor de  agua sobre un menisco líquido curvo, es menor que 

la de agua pura, debido  a los cambios  en los puentes de ludrógeno entre las moléculas de 

agua, como resultado de la curvatura de la superficie. Como los alimentos presentan una 

gama de capilares, se espera una disminución  de la a,. 
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c)  Interacciones superficie-agua. El agua interacciona directamente con  otros grupos 

químicos a través de fuerzas dipolo, enlaces iónicoz.  fuerzas de Van der Wals  (enlaces 

hidrofóbicos) y puentes de hidrógeno. Estas moléculas de agua, asi enlazadas. requieren de 

energía extra par? ser transferidas del estado líquido al estado de vapor. por lo que presentan 

una menor  presión  de vapor, resultando en una reduccih de la aw. Este  efecto  es más 

pronunciado a bajos niveles de a, (Labuza, 1985). 

Existen  modelos  para describir la adsorción de una capa monomolecular de  vapor en la 

superficie del  material sólido. como el modelo de  Langmuil: que fué mejorado  por Freundlich. 

Este autor supuso que  la isoterma estaba compuesta por  una serie de  capas monomoieculares 

adsorbidas en una superficie compuesta por sitios heterogéneos. 

Otro modelo fué decrito por Brunauer-Emett-Teller (modelo de BET), que  se obtuvo a partir 

de un modelo de adsorción cinético, el  que  no toma en cuenta la atracción entre las moléculas 

de adsorbato. A pesar de ser un modelo que sólo se ajusta a la isoterma del sustrato,  en el 

intervalo de actividad de agua de O a 0.5, ha sido muy  usad.0, porque permite calcular el valor 

de  la  monocapa (cantidad de agua necesaria para formar una capa  de moléculas que  cubra la 

superficie  del alimento), considerada por algunos autores como punto  de m w a  estabilidad 

(Caurie, 1981). 
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Materiales y Métodos 

2.1. Materiales. 

2.1.1.  Reactor con agitación, control de temperatura y pH. La fermentación en  medio 

líquido  se  llevó a cabo en un reactor de 2.5 1 con propelas  para  la agitacih y bafles para 

mayor turbulencia, con dos bombas para controlar el pH a 7, y recirculación de  agua  para 

mantener la temperatura a 37 "C. 

Para la  fermentación  en medio sólido se utilizaron  botellas serológicas de 55 mi con  tapón 

de hule y sellos de aluminio. 

2.1.2.  Inóculos: Se utilizaron dos inóculos mixtos heterogéneos, el primero fué 

acidogénico (líquido ruminal) y el segundo metanogénico (lodos anaerobios). 

El  líquido ruminal (LR) fué obtenido de ovejas fistuladas, con una dieta del 3.5 % de su 

peso/dia de: 40 c/c  alfalfa, 40 % avena y 20 % de alimento concentrado. El pH del LR fué  de 

6.2 con un potencial de oxido-reducción (Eh)  de - 255. 

Para ser transportado, al inóculo se le burbujeó nitrógeno para conservar la atmósfera libre 

de aire. Al momento de usarse. se filtró con gasa para separar los restos de alimento y se 

centrifugó a 1500 rpm (300 g) en una centrífuga Sorvall durante 15 minutos, con el fin de 

separar los protozoarios y algunos otros microorganismos. 

El lodo anaerobio (LAn) provenía del reactor de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB) 

de una fábrica de levaduras. Antes de ser utilizados fueron estabilizados con  acetato a 35 OC 

y pH de 7.5. Se dejaron al vacío de 20 mm de Hg durante 12 horas para eliminar  el  metano y 

otros gases disueltos antes de inocular. 

A ambos inóculos se  les determinó la concentracion de sólidos suspendidos volátiles. 

Tabla 2.1. Concentración de  sólidos suspendidos volátiles 
Inóculo 

(SSV). 
Sólidos suspendidos volátiles 

Líquido  ruminal 
15.66 Lodo anaerobio 
16.8 

A 
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2.1.3. Preparación  del  sustrato  para  la digestión anaerobia en medio  sólido: El Lino 

Acuático (LA)  cowxhado del  Lago  de Xochmilco, D.F. y Valsequillo. Pue., se mantuvieron 

en invernadero desde su recolección  hasta el momento de su  uso. 

El lirio sin raíces hi molido y prensado para extraer el jugo y obtener :a fibra de lirio. Esta 

~l t ima  fué  el sustrato. 

El medio  de cultiva utilizado  para esta fermentación fué el siguiente: 

2.1.3.1. Medio de cultivo para  la  fermentación en medio sólido: Se utilizó un medio 

mineral  de acuerdo a los  requerimientos  de  los microorganismos del  rumen y para mantener 

un pH adecuado  para la celulólisis. L a  urea adicionada suple una tercera pane del  nitró, oeno 

requerido, la suplementación de  azufre y fósforo ayuda a la  utilización  del nitrógeno no 

proteico y digestión  de la  materia orgánica o fibra. Tambiin el fósforo es necesario para la 

actividad de las celulasas de las bacterias  del  rumen. que tienen  requerimientos específicos 

de  éste. (Hungare. 1980, Balch y col., 1979, Durand y Komizarczuk, 1987) 

KH-IPO 
0.30 

Urea 1.93 
CaCl-I 0.034 
NaHCO 3 

22 m1 Solución de  oligoelementos * 
22 ml Solución de vitaminas * 
trazas NiCls 
0.80 

*Ver  Apéndice 5.1 

La fibra de  lirio  acuático se  mezcló  con el medio de cultivo. 

Se utilizó etilenglicol (peso molecular de  62.07 g/mol, ligeramente viscoso con una densidad 

d420 1.1135 , miscible en  agua)  para disminuir la a,. 

La temperatura de incubación fue de 35 OC. 
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2.1.2.1. Medio de cultivo para la fermentación en medio líquido: La  composición del 

medio de cultivo está basado en el medio descrito por Balch y Wolfe (1976). 

rubla 2.3. Medio de cultivo (por litro). 
Solución  mineral 1 * 

10 ml Solución  de  vitaminas 
10 m1 Solución de olietxlementos 
SO m1 Solución  mineral 2* 
SO m1 

2.0 p Bicarbonato de sodio 
0.1 p Extracto de levadura 
0.1 p Peptona de caseína 
1 .O m1 Solución de FeSOd (2.5 Q) 
10 m1 Solución de NiCl(O.OOS ’%) 

Solución mineral 1 
Compuesto 
K2HP04 

Solución mineral 2 
Compuesto 
KHPO4 
NH4C1 
NaCl 
MgCl.6H20 
CaC12.H20 

gA 
6.0 

gn 
6.0 
2.4 

12.0 
2.1 
0.16 

Se mezclan todos los componentes, excepto la cisteína. Se pone a ebullición bajo atmósfera 

de nitrógeno para remover todo el oxígeno presente, después se enfría sin dejar de burbujear 

nitrógeno y se adiciona la cisteína. 

El medro se esteriliza a 15 libradpulgada2 durante 15 minutos. 

El sustrato utilizado fué glucosa, la cual se preparó  en agua hervida, bajo nitrógeno, y se 

esterilizó en las mismas condiciones que el medio de cultivo. 

2.2. Métodos. Se realizaron las isotermas de adsorción-desorción de la  fibra del lirio 

acuático, del sistema etilenglicol-agua y de la mezcla de etilenglicol con la fibra del lirio 

acuático. 
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Se realizaron las cinéticas de la fermentación.en medio sólido en las que se varió la a, y el 

nivel  de inóculo. 

Er: 111 femxntaci6n en medio liquido  se realimc8~r l as  cinéticas variando la a,, con el fin de 

determ~nru c1 tipo  de  inhibición  que  tiene el adlclonar erilenglicol en los medios de cultivo. 

2.2.1. Esperimentales. 

2.2.1.1. Técnicas analíticas. 

Actividad de agua (aiv). Se determinó en un medidor de actividad de agua (Pullman, Wa.1 

CX-1  Decagon. L a  muestra  sólida o líquida se deposita en una cajita de plástico que se 

coloca en el equipo. Un pequeño ventilador permite la circulacidn del aire sobre la superficie 

de la muestra, acelerando el equilibrio  del vapor. Un sensor infrarrojo mide  la temperatura 

de la superficie de la muestra. Un espejo interno enfría hasta llegar a la condensación de 

vapor de  agua  a la temperatura del punto de rocío. Un sistema de  computo  interno mediante 

las temperaturas  de superficie y el punto de rocío calcula la a,. Este sistema permite una 

lectura de  la a, en un tiempo menor que 5 minutos. 

pH. Se suspendió 1 g de  la muestra fermenta~a en 10 ml de agua destilada, se maceró en un 

homogeneizador de tejidos Ultratunax  a 13000 rpm. L a  medición se realizó en un 

potenciómetro marca Corning. 

Humedad. Se determinó por pérdida de peso  a 100 OC. hasta peso constante. El peso seco 

fué la diferencia en peso. 

Sólidos fijos (S.F.) y sólidos  volátiles (S.V.).  Se determinó por calcinación de la muestra 

Seca dc? la fermentación en medio sólido a 550 O C  durante dos horas, los sólidos volátiles 

(S.V.) fueron la diferencia en peso. 

Determinación de ácidos grasos volátiles (acetato, propionato, butirato). Se utilizó un 

cromatógrafo Hewlett Pack& modelo 5890, con detector  de ionización de  flama,  con una 

columna capilar Superox 11 FA de 10 m de longitud y 0.53 mm de diámetro interno. Las 

temperaturas fueron: horno a 120 OC, detector  a 120 OC e inyector a 130 OC con 
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programación de temperatura  de 120 a 170 O C ,  el gas  acarreador fué nitrógeno a una 

velocidad de 4 ml/min. Para la determinación se midió 1 r d  de  la muestra previaente 

hornogenizada  que se utilizó para medir  el  pH y se centrifugó a 13000 'pm durante 20 

minutos. A 250 pl del sobrenadante se  le adicionaron 30 pl de ácido  fórmico  concentrado 

(99 % de  pureza) y se congelaron  a -4 "C hasta antes de  ser analizadas. El  volumen de 

inyección fué de 0.4 p1. En  la  Figura 5.1, 5.2 y 5.3 del Apéndice se muestra la curva 

estándar para cinco  concentraciones  de  acetato,  propionato,  butirato 

Composición del  Biogás (metano - C02). Se determinó en un cromatógrafo con detector de 

conductividad térmica Gow Mac 550. La  columna fué de acero inoxidable de 2 m de 

longitud, empacada con Carbosphere malla 80/100. El gas utilizado fúé helio con un flujo de 

45 rnl/min. Las condiciones  de operación fueron: temperatura de  la columna 140 OC, 

detector 190 O C ,  inyector 170 OC, la corriente en  los filamentos fué de 120 mA. El  volumen 

de inyección fué de 50 pl,  utilizando una jeringa pressure lock Hamilton. En la Figura 5.4 del 

Apéndice se muestra la curva  estándar para metano a 6 diferentes  concentraciones y en la 

Figura 5.5 la curva  estándar  para  COZ con 8 diferentes concentraciones. 

Cuantificación de  glucosa. Se realizó  por  el método de  azúcares  reductores con ácido 

dinitrosalicílico  (Miller, 1959). La  figura 5.6 del  Apéndice muestra la curva estándar 

realizada con 5 diferentes  concentraciones de glucosa. 

Determinación de humedad. Se utilizó otro método para  determinar las  humedades  en la 

curva de desorción del lirio  acuatico. el  cual fué por destilación con tolueno  (AOAC,  1975) 

Sólidos  suspendidos  totales (SST). Se cuantificaron por evaporación  de la muestra y secado 

durante una hora  a 110 "C. LOS sólidos resultantes del secado  se  calcinaron  durante una  hora 

a 550 "C para obtener los sólidos suspendidos  fijos (SSF). Por  diferencia  entre los SST Y 

SSF, se obtuvieron 10s sólidos suspendidos  volátiles (SSV) (APHA, 1988). La cantidad de 

ssv se consideró  como la  biomasa  presente  en  el líquido ruminal y lodo  anaerobio 

analizado. 

Efecto de la actividad de ag m... 40 



Determinación de Fibra Detergente Keutra (FDN). Este método determina la fibra total  en 

los sustratos de origen  vegetal  que esti compuesta de hemicelulosa. celulosa. \. ligruna. La 

FDN es considerada como sinónimo de pa-cd celular. 

Determinación de Fibra Detergente Acida (FDA). Es un método que determina la 

lignocelulcta de los sustratos. el detergente utilizado  en éste procedimiento disuelve todo el 

contenido celular y l as  hemicelulosa. La diferencia entre la FDN y la FDA es un estimado de 

la hemicelulosa, aunque esta incluya la proteína adherida a las paredes celulares (Van Soest. 

1963: Goering y Van Soest, 1972) 

2.2.1.2. Toma de muestras. La  fermentación en medio sólido se muestre0 diariamente 

durante 10 dias. Los parámetros medidos fueron actividad de  agua,  pH,  humedad, sólidos 

fijos y volátiles, producción de ácidos grasos volátiles (acetato.  propionato y butirato), 

producción de metano y COZ 

De  la  fermenxación en medio líquido  se tomaron muestras cada 4 horas durante 38 horas, a 

éstas se  les  midió  la aw, el consumo de glucosa y la producción de  etanol,  acetato, 

propionato y butirato. 

2.2.1.3. Inoculación. En la cámara anaerobia se inocularon con liquido ruminal las 

botellas serológicas que contenían 8 g de lirio con medio de cultivo para la fermentación 

s6lida. la humedad  final fué de aproximadamente 85 %. 

La fermentación en medio sólido del lirio acuático se realizó también con  líquido ruminal y 

lodos anaerobios, éstos $timos fueron dejados 12 horas al vacío en la cámara anaerobia 

antes de ser utilizados. 

Para la fermentación en medio líquido el reactor se inoculó con 150 ml de líquido ruminal. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSION. 



3.1. Isoterma de adsorción. 

3.1.1. Isoterma de adsorción de  agua de la  fibra de lirio. Se determino la isoterma 

ep 4 intervalo  que comprende las cantidades de 1 a 14 g de agua'g de lino seco. En la  

Figura 3 1 se  muestran  los resultados 

o88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 0.41 0.95 0.95 o97 o93 0.99 1 

ACTVIDAE DE ACXR 

Figura 3.1. Isoterma de adsorción de agua sobre  ¡irlo acuático. 

Se  obsena en la Figura diferentes regiones  de la isoterma, que sugieren distintas formas de 

interacciones del agua.  Se aprecia que cambios mínimos  en  el contenido  de  agua provocan 

grandes cambios en la a, en  el intervalo de O 898 a 0.98 Esto sugiere un fenorneno de 

adsorción en la superficie externa.  Despues de 0.98 el incremento en la a, es paulativo y 

sólo se  logran cambios con grandes incrementos del contenido  de  agua  en el Lirio, 

sugiriendo que el agua es retenida por capilaridad en  las fibras del lirio (Van  den Berg y 

Bruin,  198 1). 

Las fibras  del  lirio acuático tuvieron una capacidad  de retención del agua  de 6 g H20/g 

lirio, sin provocar agua drenable, ésta fbé mayor  que la del bagazo de caña que se reporta 

Eficts, de la actividad de agua.. . 44 



de 4 3 H?O/g I bayazo (Oriol. 1987) Esta capacidad de retención de agua de la fibra del 

lirio he importante para Ile\,ar a cabo la fermentación en medio sólido, se obsen-ó que l a  

mayor  retencion de agua ... fue e? - 4  intervalo de a, de O 98 a 0-993 

3.1.2. Isoterma del sistema etitenglicol-agua. Varios solutos pueden  ser incorporados 

a los SustraIos para disminuir la  a,. en el internalo deseado La utilización del  etilenglicol 

requiere. entre  otras  cosas. un conocimlento preciso de su capacidad para  disminuir la a,, 

por io que se realizo l a  isoterma del sistema etilenglicol-apa. los resultados son 

presentados en la Fisura 3 2 

.- 
-' I 

Figura 3.2 Isoterma del srstt'ma etllerlglicol-agua. 

Predicción de la a, de la fibra de  liro con etilenglicol Se utilizó la ecuación de Ross, 

para predecir l a  a, en la  fibra de lirio con etilenglicol. 

Ecuación de Ross 

(ecuación 1 1 ) 

Para emplear  la ecuación se  utilizaron  las isotermas de la  fibra de lirio y del  etilenglicol 
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En la  Figura 3 . 3  se  muestran las gráficas con los valores obtenidos experimentalmente de la 

a, de la fibra de lirio  con diferentes concentraciones  de etilenglicol, y los valores  calculados 

con la ecuacion  de Ross y se observa que ambas siguen un comportamiento similar 

Empleando  ésta  ecuación se  puede predecir la a, en  la fermentación en  medio solido 

cuando se utiliza etilenglicol para disminuir  la a,. 

La  concentración  de  sales adicionadas al lirio (en base seca) hé de aproximadamente 59’0 

por lo que no influyo  para  ser considerada en la ecuación 

- 0 99 

- 098  5 

@ - .. 

0 92 i 
o 20 40 60 80 100 120 

g EYILENGLICOL ,’ 1 0 0  g LIRIO SECO 

-ff EXPERIMENTAL *CALCULADA (EC. ROSSI 

Figura 3.3. ActiviciaJ de agua del Lirio aalático con etilenglicol a dverentes 
concentraciones. 
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Curva de adsorcibn-desorción de la fibra de lirio acuitico. Esta cuwa  se realizo en e¡ 

intervalo de humedad de 30 a 95 O b  y se midio a que aw correspondía La fisura 3 4 

representa el cornportarniento a diferentes valores 

La curva de adsorción-desorcion no mostro histeresis en  el intenalo de humedad del 40 al 

80?~ ,  este tipo de curva es característico de los alimentos con alto contenido de  azúcares 

(Labuza, 1985) Esta gráfica permitirá además conocer a que humedades corresponden las 

a, empleadas en la fermentación en  medio sólido 

Se puede decir que empleando la ecuación de Ross se puede predecir la a, inicial en el 

medio de cultivo, ya que considera el efecto de la a, del  lirio y del soluto. 

La fibra del lirio acuático es un sustrato que por su capacidad de retención de agua permire 

a los microorganismos, como las bacterias su crecimiento y formación de  productos, ya que 

requieren de a, más altas, de 0.91 - 1 .OO, en comparación con los honsos filamentosos, que 

pueden crecer a a, de 0.8 - 0.87 (Beuchat, 1983). 



3.2. Fermentación en  medio líquido. Cuando la a, disminuye  en  la fermentación en 

medio  líquido es importante conocer y entender el efecto que !iene sobre el metabolismo de 

los microorgan1s;lic.- .:G como el efecto que tiene el  adicionar .. . \',.L!:C. como etilenglicol. 

para  modificar  la a,. Para observar ésto se  realizaron  cinco fermentaciones a  diferentes a ,  

en un reactor agitado con control de pH y temperatura. utilizando glucosa (30 g/l) y líquido 

ruminal ( 10 % v/v). De los resultados obtenidos se  calcularon  las constantes cinéticas Ks y 

umax  con  la  ecuación  de Monod a diferentes atv y se determinó el tipo de inhibición. Las 

condiciones de cultivo para  la fermentación en medio líquido a diferentes a,. se presentan en 

Tabla 3.1 

Tabla 3.1. Condiciones  de  cultivo  de la fermentación en medio  líquido con 
glucosa .v líquido ruminal. 

FERMENTACION I INOCULO 1 pH I a,i - a,f ETILENGLICOL 
I p s.s.v./I I mmoles/l 

1 ' 2.29 O 7.5 ~ 0.996 - 0.987 
2 

3612.9 7.9 I 0.921 - 0.92  1.29 5 
2516.13 7.2 1 0.941 - 0.940 2.29 4 

0.971 - 0.964 1 1854.84 7.4 2.29 3 
525.8 0.981 - 0.978  7.5 2.29 

S.S.V. = sólidos  suspendidos volátiles; a,i = actividad de  agua inicial: 
a,f = actividad de agua  final 

La primera fué un control a un nivel  de awi de 0.996 (sin etilenglicol). decreciendo al final 

de la  fermentación a una  awf de 0.987, debido a la  utilización del agua en las reacciones 

bioquímicas que  se  llevan a cabo. como la hidrólisis (Hahn-Hagerdal. 1986) o bien porque se 

transforma de un soluto a otro,  como  lo fué la transformación del sustrato  a  productos. Los 

perfiles del consumo de sustrato y producción de ácidos grasos volátiles (acetato, 

propionato y butirato), se  muestran en la Figura 3.5 . 
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+ ETAKOL "t. .ACETAT0 + PROPIONATO 
-0- BUTRXTO -X- GLUCOSA 

Figura 3.5. Fermentación líquida con glucosa a a,v de 0.996-0.987 

Los principales productos de la fermentación fueron  el propionato y el  acetato. El perfil de 

la fermentación fué sirnilar a la  fermentación  propiónica de un cultivo axénico, 

estabilizándose a las 45 horas. (Moat y Foster, 1988). La glucosa fué consumida en 15 horas 

aproximadamente y el perfil de producción de los ácidos grasos volátiles (AGV) se disoció 

del consumo de sustrato. 

Los resultados obtenidos a una a,i de 0.971 y awf 0.964 se muestran en l a  Figura 3.6. 
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Figura 3.6. Fermentación  líquida con glucosa a a ,  de 0.971 -0.964. 

El consumo del sustrato hé similar al encontrado a una a, de  0.996 y representó una 

asimilación de cerca del 95 % del  azúcar  inicial. Se observa que se consume en 25 horas. El 

patrón fermentativo también cambió  bajo estas condiciones de cultivo, el acetato fié el 

producto principal, ya que los  microorganismos  no  utilizan las mismas  vías metabólicas 

cuando la a, disminuye (Gervais y col., 1986). Por otro lado, la producción de acetato fué 

estequiométricamente más baja que  la esperada (Wang, 1984). Una explicación  del consumo 

de glucosa sin la formación aparente  de productos se pudó deber a un incremento en los 

requerimientos energéticos del  cultivo  para mantenerse viable, ya que es mayor para el 

crecimiento anaerobio que para el aerobio. Su metabolismo productor de energía tiene un 

menor rendimiento, el coeficiente de mantenimiento es  de  0.47 g glucosdg biomasa seca 

(Rose, 1977). LOS microorganismos reponden a la disminución de la a, en el medio de 

crecimiento, incrementando las concentraciones de uno o más de los componentes 

intracelulares, como  el glicerol o aminoácidos, éstos pueden actuar  como osmorreguladores, 

además protegen la actividad enzimática y pueden servir como material de reserva, para ser 
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utilizados cuando la aw se incremente, algunos de estos metaboliros incluso pueden ser 

excrerados al medio (Van Zyl. 1990: Genais y col.. 1988: Measures.  1975 1. 

La Figura 3.7 muestra el perfil de l a  fermentación a una aMi Lie 0.941. la glucosa se consume 

en aproximadamente 40 horas. La producclijn  de los ácidos grasos \xA$tiles fué casi  nula  en 

comparacih con la an, de 0.9; i .  e5to nuevamente  refleja que ei metabolismo fué afectado 

por l a  disminución de l a  actividad del  agua. 

O 5 10 15 20 25 30 35 30 35 50 55 

TIEMPO ( h )  

r% ACETAT0 +PROPIONATO -X- GLUCOSA ~ 

Figura 3.7. Femrentación líquida con glucosa a a ,  de 0.941 -0.940. 

El perfil de la  fermentacicin a una awi de 0.92 1 se  observa en la Figura 3.8. Después  de 45 

horas, el consumo de glucosa fié menor del 15 %, y los productos de la fermentación fueron 

nulos. 
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2 5 0  - 
2 2 5  - 
2 0 0  - 

1 7 5  xx, 
-X 

1 5 0  - 
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1 0 0  - 
7 5  - 

5 0  - 

2 5  - 

O 5 I0  15 20 15  30 3 5  10 4 5  5 0  5 5  

T I E M P O  ( h )  

*ACETAT0  -&"PROPIONATO -X-GLLCOSA 

Figura 3.8. Fermentación líquida con glucosa a a&, de O. 921 - 0.92 

A continuación se presentan  en  la  Tabla 3.2. las velocidades de producción de  los ácidos 

grasos volátiles a diferentes a, en  la fermentación líquida con glucosa. 

Tabla 3.2. Velocidades  de uroducción de  ácidos Rrasos voln'tiles. 
1 ETILENGLICOL I a,i - a,f I ETANOL I ACETATO I PROPIONATO I BUTIRATO ] 

mmoles/l I mmoles/l*h I 1 
O I 0.996 - 0.987 1 0.559 I 1.402 I 2.05 I 0.142 

Se observa que las velocidades de producción de  acetato y propionato disminuyen al 

modificarse la a,, esto puede ser debido a la disminución de agua disponible en el medio, 

por lo que los sustratoas y los productos se concentran, afectando el metabolismo de los 

microorganismos. 
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3.2.1. Determinación de las constantes  cinéticas a diferentes a,. Para determinar las 

constantes  cinéticas a diferentes concentractones  de etilenglicol se utilizó la. ecuacion de 

.Monad pa”  un  cultivo  en lots. 

Ecuación de Monod: 

(ecuación 12) 

11 = velocidad específica de crecimiento 
pmax = velocidad mixima de  crecirmento. 
X = biomasa. 
Ks = constante  de afinidad ó de  saturación. 
S =concentración del sustrato. 

Con la ecuación de velocidad especifica  de crecimiento de Monod. la obtención del tiempo 

de  curso  de la reacción puede ser ahora determinado analíticamente por l a  integración de la 

ecuación 13. 

t=pS=- Is0 dS 
S Yp U max 1 Y(X)(S) 

Y= o(. - Xo)/(So - S) 
Y: rendimiento. 
x = x0 + Y(S0 - S)  

(ecuación 13) 

(ecuación 14 

Para  obtener: 
Ks S 

man t = (so?”x + 1 ’ 1 l n ~ - - [  ) x0 S o + Y X o j  !In- so 
(ecuación 15) 

La ecuación 15 es más fácilmente  utilizada, para calcular el tiempo requerido para llegar a 

varias concentraciones de sustrato (Bailey y Ollis. 1986). 

El siguiente método lineariza la ecuación  integrada para encontrar los parámetros cinéticos: 
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r 1. x 
Ks / I n -  Ks 

x0 so x0 
SO+-- IIn-- S O + - -  

t &  Y -  Y 

+1 ~ x0 

" 
- (ecuación 16 I 

so 
In - 

S 
c1-u 

(Levenspiel, 1989). 

Utilizando  la ecuación 16 se obtuvieron las constantes cinéticas Ks y pmax a diferentes a, 

(ver Apéndice 5.3 ), los resultados se muestran en la Tabla 3.3. 

Los perfiles de biomasa se  calcuaron a partir de  la concentración inicial  de inóculo, medido 

como sólidos suspendidos volátiles y considerando un rendimiento celular de O. 10 (Pérez. 

1981; Quintero. 1981). 

Tabla 3.3. Constantes cinéticas del modelo  de  Monod  a  diferentes  concentraciones 

Ks' aparente 

gmax* pmax aparente 

Se observa que al disminuir  la a,, los valores de Ks aparente aumentan , esto se puede 

deber a que la utilización del sustrato es menos eficiente, ya que el transporte de éste se 

modifica cuando los microorganismo  se encuentran en medios con' a, baja (Rose 1977) . 
Los valores de pmax aparente disminuyeron al modificar la a,, lo que puede deberse a que 

el crecimiento de los microorganismos esta siendo afectado por el proceso  de incorporación 

del sustrato, por la  modificación de las vías metabólicas utilizadas normalmente por los 

microorganismos, o por la  activación  de  mecanismos de adaptación al medio sintetizando 

osmorreguladores, para mantener el equilibrio osmótico (Gervais y col., 1988). 
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3.2.2. Tipo de  inhibicih en la fermentación a diferentes aw. Para tratar de  entender 

la respuesta de una población  microbiana a un inhibidor del crecimiento y con la  idea  de 

planrear con mayor claridad los resultados. sin perder  de vista  las  restricciones que esto 

implica. se hizo referencia a una teoría  simple l a  cual  se  basa  en  una  analogía con la cinetica 

de inhbición enzimática. En este  enfoque se considera que los microorganismos se 

comportan corro una enzima  que  reacciona  con  un sustrato  que limita  su crecimiento (Pirt. 

1975). Para determinar el tipo de  inhibición  se probaron únicamente los modelos de 

inhbición  competitiva y no  competitiva  utilizados en cinética enzimitica. El modelo que mis  

se ajustó a los resultados obtenidos hé el de inhibición no competitiva. en este se describe 

que el inhibidor puede combinarse con la  enzima  libre o con el complejo enzima sustrato. 

modificando el  destino de  ambos por la  formación de dos especies inactivas E1 y ES¡, que 

participan  en dos equilibrios  químicos  diferentes que  se describen mediante dos constante5 

de inhibición; la del  complejo enzima-inhbidor (K~EI)  y la  del complejo enzima-sustrato 

inhibidor (KiESI). La ecuación  diferencial  utilizada fué l a  siguiente: 

rR = (ecuación  1 7 ) 

rR = velocidad de formación de productos 

1/L = Kl& 

1/N = K ~ E I  

(Levenspiel, 1989) 

Para determinar el coeficiente metabóiico (qs) se dividió  pmax entre el rendimiento (O. 1) 

El valor de L se determinó realizando una regresión  lineal entre qs/qs* (qs" = qs  aparente) 

y la concentración del  etilenglicol (I), el valor de la pendiente fué L (ecuación 18). 
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qs/qsA=  l+L(I) (ecuación 18) 

Ks l+N( I )  
Ks' 1 +L(I)  
- - - (ecuación 19) 

Ks' = Ks aparente. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el valor de N fué de 0.010266 Vmmol,  el 

recíproco corresponde a la constante de  inhibición enzima-inhibidor (KiEI) y fué de 97.4089 

m o l  / 1.; el valor de L fué de 0.000272 Vmmol, el recíproco corresponde a la constante  de 

inhibición enzima sustrato inhibidor (Ki~sl) y fué de 3.676 X 103mm01 / 1. 

La  disminución de la actividad de agua en el medio de cultivo provocó cambios en el 

comportamiento cinético que pueden ser evaluados mediante este modelo. La inhibición 

puede ser a dos niveles, a) modificando  el metabolismo de  los microorganismos, para 

transformar el  sustrato y reproducirse, por cambios en  las vías metabólicas ó por la síntesis 

de osmorreguladores para mantener  el equilibrio osmótico y b)cuando altera su entorno 

afectando la incorporación del sustrato. 

La ecuación resultante para evaluar  la velocidad de formación de producto en la 

fermentación líquida de glucosa  con  líquido ruminal, en función de la concentración de 

etilenglicol fué la siguiente: 

rR = 
1.03 1 1 + 0.0 10266(1)] 

1 + 0.000272(1) + S  
(ecuación 20) 
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Para conocer el tipo de inhibición que tiene  la disrninucih de la a, en la fermentación en 

medio líquido sería necesario realizar más pruebas con otros solutos que  disminuyan la aW. 

Se realiz6 una fermentación investigar si la disminución en la actividad microbiana fué 

debido al efecto de la ah,, o a las propledades tóxicas  del etilenglicol. Se inoculó un medio 

de cultivo con L.R. a una aw de 0.92, despues de 20 horas de cultivo se centrifugó y fui 

transferido a u n  medio sin el depresor de  la aw, obteniéndose una a, de 0.98 1. esto se 

puede o b s e n x  en l a  Figura 1.9 

- . 

0 5 10 1s 20 25 30 35  40 45 50 5 5  

TlEMPO (hi 

-0-ETANOL " t A C E T A T O  -X-GLUCOSA ~ 

Figura 3.9 Fennentacidn r'íquida con glucosa a a , ,  de O. 981-0.978. 

Se  observa que hubo un efecto sobre el metabolismo de los microorganismos, ya que en esta 

fermentacicin los productos fueron acetato y etanol. L a  glucosa se consumió completamente 

en 25 horas, esto refleja un cambio en  la  velocidad  de incorporación del sustrato. El 

disminuir la a, hasta niveles de 0.92 no tuvo un efecto bactericida para la mayoría de la 

población microbiana  (Plitman y col., 1973), pero si afectó el metabolismo de éstos pues no 

se encontraron los mismos productos que en la fermentación con a, de 0.996 (control 

Figura 3.5) y además los productos  formados no fueron equivalentes a las concentraciones 

estequiornétricamente esperadas . 
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3.3. Fermentación en medio  sólido. En  la fermentación en medio sólido (o seca) la 

disponibidad de agua es particularmente importante, ya que  ésta afecta principalmente el 

transporte y consumo del sustrato. la difusión y distribución através de los  microorganismos 

y modifica  su metabolismo (Gosh y Lall, 1988; Gervais y col., 1986)). El agua en este tipo 

de fermentaciones actúa en mayor  proporción como reactivo en las reacciones bioquímicas 

(Hahn-Hagerdal, 1986). 

3.3.1. Fermentación en medio  sólido  con líquido ruminal como inóculo. Cor, el 

propósito de establecer las  condiciones  de cultivo para la fermentación en  medio sólido, se 

realizaron fermentaciones variando el  tamaño de inóculo con niveles de 40 a 80 mg de  SSV 

(sólidos suspendidos volátiles)/g peso seco , con y sin  la adición, de medio de cultivo y 

bicarbonato y se observó que se  podían obtener velocidades de producción mayores de 

ácidos graos  volátiles (AGV) con niveles de inóculo superiores, medio de cultivo y la 

adición de bicarbonato. 

Para determinar el nivel de inóculo  para  la fermentación en medio sólido se  realizaron dos 

fermentaciones con 151.5 y 120 mg SSV/g peso seco, las condiciones de cultivo se 

presentan  en la Tabla 3.4. 

Tabla 3.4. Condiciones  de  cultivo en la fermentación  con  líquido  ruminal al variar el 
tamaño  de  inóculo. 
FERMENTACION a,i - a,f ETELENGLICOL Hi - Hf pHi - pHf INOCULO 

mg SSV I g 
seco peso seco 
milimoles I g peso % 

1 
0.982 - 0.983 O 80 - 83 7.5 - 7.6 120 2 
0.981 - 0.982 O 81 - 84 7.5 - 7 151.5 

- 
SSV = Sólidos suspendidos volátiles; pHi = pH inicial; pHf = pH final; Hi = humedad inicial; 
Hf = humedad final; a,i = actividad de agua inicial; a,f = actividad de agua final. 

Se observan en las Figuras 3.10 y 3.1 1 los resultados de ambas fermentaciones. 
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-+- ACETATO + PROPIOX4TO + BLTIRATO 
" 

Figura 3.10. Fermentación sólida con 151.5 m g  de SSV/g peo seco, czIt. 0.981-0.982, la 

producción de los ácidos  grasos ~.oln'tilesfué  por 1 O0 g de peso  seco. 

180 - 

O 50 100 150 200 250 

TIEMPO (h) 

Figura 3.11. Fermentación sdlida con 120 mg de SSV/g peso seco a,$, 0.982-0.983. Ea 

producción de los ácidos grasos  volátiles fié por 1 O0 g de  peso seco. 

Las velocidades de formación de acetato en  la fase exponencial en ambos casos, fué 0.6409 

y 0.5432 mmoledl00 g peso seco*hora. Las  velocidades para  propionato y butirato fueron 

mayores con 151.5 mg de SSV/g peso seco. Los resultados se observan en la Tabla 3.5. 
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Tabla 3.5. Velocidades de  producción  de los ácidos  grasos  volátiles. 
FERMENTACION BUTIRATO PROPIONATO ACETATO a,¡ a,f 

m o l e s  x 100/ g peso 
seco*h 

I 
.1270 0.5432 0.1571 0.982-0.983 2 
.25 I 1 0.4652 0.6409 0.98 1-0.982 

Para  conocer el rendimiento teórico de la producción de  acetato metano y COZ se empleo la 

la  composición del lirio acuático. 

Los rendimientos obtenidos de la conversión a acetato se observan en la Tabla 3.6. 

Tabla 3.6. Conversión a acerato a partir  de  lirio  acuático. 
Fermentacibn Producción Producción  de  acetato de j rendimiento '3- de 

teórica 
milimoles/l00 g peso seco milimoles/l00 g peso seco 
obtenida 

1 
25.40 138 5 4 . 5  2 
29.4 1 160 544.5 

En la  Figura 3.10 se observó que a las 150 horas de cultivo, la formación de  los ácidos 

grasos  volátiles (AGV) cesó debido quizá a que  las concentraciones fueron de 571 

miholedl, calculadas a partir del contenido de  humedad. Los niveles reportados como 

inhibitorios  para  la  hidrólisis fueron de 300 a 500 milimoles/l (De Baere y col, 1985). Para la 

fermentación 2 la producción de ácidos grasos  volátiles fue de 452 milimolesA. 

La  acumulación principalmente de acetato pudo deberse a la escasa población de bacterias 

metanogénicas acetoclásticas (Smith y Mah, 1966). Observaciones realizadas en  el 

microxopio mostraron algunas bacterias del género de Methanosarcina, las que parecen 

tener  una baja afinidad para el acetato con Km del  orden de 5 mh4 (Guyot, 1990) 

La  producción de metano fué mínima, esto debido quiizá a que en  el líquido ruminal se 

encuentran mayormente poblaciones de microorganismos hidrolíticos (celdolíticos y 

hemicelulolíticos) y bacterias acidogénicas (Annison y col., 1981) y probablemente también 

a las condiciones de cultivo. 

En  la fermentaciones 1 y 2 se obtuvieron por 

biogas  con 20% de metano, que corresponden 

Efecto de  la actividad  de  agua.. . 

100 g de peso seco  8.3875 y 7.3875 1 de 

a 68.5 y 60.3 milimoles de metano, estó 
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representó un 6.6 % del teórico esperado de 1043.75 milimoles de metano (Monroy y col.. 

1988). 

L a  hdrólisis  de l a  fracclcin  orgrinlca  no  soluble  del  lirio acuático, comc, paredes celulares. 

mostró la falta de ésta. ya que  se  han reportado valores del 66 % (Chandier y col.. 19801, 

estos resultados se pueden observar en fa Tabla 3.7. Esto probabiemente se debió a las 

propiedades refractarias de ciertcs componentes  del lirio como la lignina o a l a  inhibición por 

las concentraciones altas  de los  ácidos  grasos  volátiles formados  (Chynoueth, 1982).. Los 

cáIculos reaiizado se encuentran en  el  Apéndice 5.4. 

Tabla 3.7. Hidrólisis del lirio acucitico DOT fermentación. 
J 

FERMENTACION 1 PAREDES CELULARES FIBRA DETERGENTE ACIDA 
‘71 ci 

1 1 i I  19 i 26.X 1 

La hdrólisis  de la celulosa fui mayor, ya que la fibra detergente neutra (FDA)  mostró un 

porcentaje del 26.8. este valor fué muy cercano a los reportados {Chandler. 1980), debido 

quizá a la acción de las bacterias celulolíticas presentes en  el liquido ruminal, esto significó 

que hubiera disponible sustratos de más  fácil consumo por los microorganismos lo que 

resulta benéfico para la fermentación, aunque ésto condujo a la rápida producción de AGV y 

por lo tanto  a su acumulación, esto  es una desventaja en  la digestión seca donde los 

sustratos están  más concentrados (Gosh, 1983) 

Para descartar el hecho de que  el  inóculo utilizado pudiera interferir en los resultados 

obtenidos, ya que  se pudieron formar los AGV de la materia orgánica presente en é1, se 

realizó la determinación de carbono orgánico total (COT) al inóculo, este fué  de 1830 mg de 

COT/ l . ,  esta cantidad de materia orginica es minima para que a partir de ella se produzcan 

los ácidos grasos voIátiles, por ejemplo en la fermentación 1 se utilizaron 4.5 ml de 

in6culo/g lirio seco, esto corresponde a 8.235 mg COT/ 1, considerando la conversión de 

glucosa a acido  acético se obtendrían 22.1 milimoles por 100 g peso seco. 
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Se realizó  también un testigo que contenía únicamente el inóculo (líquido ruminal), que se 

incubó durante 280 horas, observándose que no se producían acetato ni propionato 

únicamente  se formó butirato, probablemente de la  materia orgánica que estaba presente en 

él. los resultados  se  muestran en la Figura 3.12. 

40- 

Figura 3.12. Producción  de  ácidos  grasos  volátiles de la fermentación  con  líquido  ruminal 

(Testigo). 

Se realizaron 4 fermentaciones a diferentes a, con el fin de  conocer el efecto  que tenía ésta 

sobre la fermentación sólida del lirio acuático. El  nivel de inóculo elegido fué el de 120 mg 

de  SSV/g de peso seco, debido a que después de las 150 horas de fermentación la 

producción de acetato continua, como se  observa  en  la Figura 3.1 1, ya que  con 15 1.5 mg  de 

SSV/g de peso seco de inóculo se observó que después de ese tiempo de fermentación cesó 

la formación de acetato, como  se  observa en  la  Figura  3.10. 

En  la  Tabla 3.8 se presentan las condiciones de cultivo para la fermentación con lirio y 

líquido ruminal variando la awe 
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En la Figura 3.13 se presentan  los resultados de  las producciones de  acetato  a diferentes a, 

de agua. La fermentación 3 fué un control, sin etiienglicol. con una a,i de 0.98, se observa 

que la producción de acetato empieza a declinar a a, de 0.963 y en 0.94 se obsena que no 

hubo formación significativa de este compuesto. 

la - 

140 - 
m -  

Figura 3.13. Producción de acetato  en la fermentación sólida del lirio  ucuático (100 g de 
peso seco) Q diferentes aw 

Las velocidades de producci6n  de acetato empiezan a disminiur cuando l a  disponibilidad de 

agua desciende excepto para la fermentación a a,i de 0.971 que fué mayor que la de 0.98 

(control). Con respecto a las  velocidades de producción del propionato se observó que 
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fueron mayormente afectadas cuando la a, disminuyó. Los resultados de las velocidades de 

producción  se observan en  la Tabla 3.9 

El butirato  no  se pudo cuantificar, sin embargo cabe suponer que su concentración no fué 

si_glllficativa. 

Los rendimientos  de  la producción de acetato con respecto al teórico  esperado se muestran 

en  la  Tabla 3.10 

Tabla 3.10. Conversión a acetato a partir de lirio acua’tico. 
Fermentación 

milimoles acetato/lOOg peso 
obtenida 

% de rendimiento Producción  de  acetato 

t I seco 
3 26.01 141.6 

Esta  Isminución en  la producción de ácidos grasos volátiles, principalmente en la  de 

acetato, indica que el metabolismo de los microorganismos está  afectado, ya que el’ 

etilenglicol  en e1 medio de cultivo podría estar formando esferas de hidratación con el agua, 

por lo que el agua disponible en los capilares de la fibra del lirio disminuye, concentrando los 

productos y los solutos presentes en é1, provocando que la presión osmótica en el medio 

aumente, y repercuta en  la  difusión de los sustratos y por lo tanto en  su  metabolismo 

(Gervais y col.,  1986). 
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La digestión anaerobia seca del lirio acuático con  líquido  ruminal como inóculo se pudo 

llevar a cabo a aw de 0.983 a 0.963 que corresponden a un inren-alo de 

'3. por lo que abaJo de este valor no sería conveniente realizar l a  fermentación. 

3.3.2. Fermentación  en  medio  sólido con líquido ruminal y lodos anaerobios como 

inóculo. Para evitar que los ácidos grasos volátiles se acumularan se utilizaron lodos 

anaerobios, además del  líquido  ruminal. Los lodos fueron adicionados a las 88 horas de 

cultivo. con  el fin de que las bacterias metanogénicas no perdieran .;u actividad. o ésta se 

viera afectada para la producción  de metano. Se realizaron 4 fermentaciones. en la Tabla 

3.11 se presentan condiciones de cultivo. 

Tabla 3.11. Condiciones de cultivo de la fermentaciórr con líquido ruminal y lodos 
anaerobios 
FERMEhTACION I?(rOCLZO a,.i - a,.f pHi - pHf 1 Hi - Hf 1 ETILENGLICOL 

LR LAn 57 1 milimoles /g peso 

seco 
7 0.99 - 0.988 85 - 86 ' o  8 - 8.2 67.46  47.22 
8 
9 

0.976 - 0.97 1 5.387 85 7.3 - 7.4 60  45.3 

0.955 - 0.962 8.977 7.14 - 6.7 87 - 88 67.35 42-18 10 
0.968 - 0.967 6.450 85 83.7 8.15 - 7.3 60 42 

Los resultados de la  fermentación 7 se muestran en  la Figura 3.14, está fué un control con 

a,í de 0.99, se observó que a las 96 horas hubo una  producción máxima de acetato de 1 0 0  

milimoles que luego desciende hasta 50, indicando que el acetato no se acumuló sino parece 

que fué utilizado por las  bacterias metanogénicas para producir metano. 

La reacción estequiométrica para  la producción de metano a partir de acetato indicó que el 

50% del metano producido fué a partir de  acetato, el resto pudo ser formado por la 

oxidación del hidrógeno en  presencia del dióxido  de carbono como  aceptor de electrones 

(Guyot, 19901. 
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1 w 3  - 
la - 
140 - 

O 50 1 0 0  150 200 250 

Figura 3.14. Fermentación sólida con  líquido ruminal y lodos  anaerobios,  aw 0.99, la 
producción  de los ácidos grasos  volátiles fue' por 1 O0 g de  peso seco. 

Con respecto al biogas se obtuvieron 10.400 U100 g de peso seco, donde  el metano formado 

correspondió al 32%. Estos valores comparados con los obtenidos por fermentación en 

medio  sólido por otros autores fueron menores. 

La hidrólisis de  las  paredes celulareras en ésta fermentación fue de 15.7 % y de celulosa fue 

del 21 96. De  manera  similar que en la fermentación con el  líquido ruminal, la hidrólisis de 

las paredes celulares  no  se  llevó a cabo completamente. Los cálculos que  se realizaron se 

encuentran en el Apéndice  5.4. 

En  la Figura 3.15, con a,i de 0.976 se observa  que el acetato se acumula hasta niveles de 

120 milimoles por  lo tanto la producción de  metano fué casi nula. 
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O 

Figura 3.15. Fermentación  sólida  con líquido ruminal y lodos anaerobios, a\,. 0.976-0.971, 

la produccidrl de los ácidos  grasos volátiles fue‘ por 100 g de peso seco. 

La acumulación del etanoi indicó que la microflora metanogénica hdrogenofílica se hallaba 

de alguna forma afectada de lo contrario se consumiría el hidrógeno y dezplazm’a el 

metabolismo hacia productos más oxidados como el acetato (Garcia. 1991). 

En  la fermentación 9 con una awi  de 0.968, se observó que no hubo producción de metano y 

la producción de acetato disminuyó, así como la  del CO2. Esto indicó que la  población 

metanogénica estaba fuertemente afectada por  la  disminución de la aw. Los perfiles  de la 

fermentación se muestran en la Figura 3.16. 
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180 - 

150 - 

Figura 3.16. Fermentación sólida con  líquido ruminal y lodos anaerobios, a,, 0.968-0.967, 
la producción  de los ácidos grasos volátiles frcé por 100 g de peso seco. 

Se observa en la Figura 3.17, a, de 0.955-0.966, que tampoco hubo producción  de metano 

y la de acetato se redujó. 
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Figura 3.17. Fermentación sólida con líquido ruminal y lodos anaerobios, a ,  0.955 - 
0.966, la producción  de los ácidos  grasos volátiles fué por 1 O0 g de peso  seco. 
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Se realizó un testigo  con lodos anaerobios, los resultados se muestran en la Figura 3.18. se 

observó que no hubo producción de ácidos grasos volátiles ni metano 

Figura 3.18. Producción de acetato de la fermentucidn  con lodos nnerobios.  (Testigo). 

Las velocidades de producción de los ácidos grasos volátiles, metano y CO2 se muestran en 

la Tabla 3.12, se obsena que éstas disminuyeron Considerablemente al variar la a,. La 

velocidad de producción de metano  desciende  de 0.515 a 0.068 milimoles al disminuir  la aw 

de 0.99 a 0.976. Las velocidades de producción de  acetato disminuyeron, aunque su 

descenso no fué tan marcado,  esto reflejó que la producción de  metano es más sensible a los 

cambios de a,. 
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La  disponibilidad  de agua en el medio fué determinate  para  la producción de  acetato y 

metano, esto pudo deberse a que el  metabolismo  de las bacterias acetogénicas y 

metanogénicas fué afectado, ya sea por la concentración del sustrato y sales minerales en  el 

mecho, o por  la disminución en el transporte de éstos, puesto que el agua disponible aumenta 

la  velocidad de difusión de los sustratos y de los productos hidrolizados o formados. hacia 

los microorganismos. Cuando la a, disminuye, el  potencial  de agua disminuye también, y los 

microorganismos  previenen la salida pasiva del agua, adaptando su potencial de  agua interno 

y sintetizando otros metabolitos que actúan como osmorreguladores (Van Zyl. 1990; 

Genlais y col., 1986; Measure, 1975). La fermentación  sólida con líquido ruminal y lodos 

anaerobios como inóculo se puede llevar a cabo en intervalos de a, de 0.99-0.98 que 

corresponden al intervalo de humedad del 85 al 80 % en  la curva de adsorción-desorción 

(Figura 3.4), hasta a, de 0.976 que corresponde a 60 % de humedad, y a valores menores 

no se produjo, observándose que la  disponibilidad de agua es muy importante y que la 

población  metanogénica se inhibe a a,. de (0.968). Estos resultados concordaron con los 

reportados por Wujcik y Jewel1 (1980), que reportan que a humedades del 65 al 70% es 

afectada la formación  la de metano. 
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3.3.3. Determinación de la constante  de  velocidad de primer  orden de  consumo  de 

sustrato. 

Las constantes de  velocidad se obtu\.irron con  el modelo de consumo de primer orden nara 

reactores en lote. Este modelo ha sido utilizado  para describir el proceso de l a  fermentación 

seca (Wujcik y Jewell. 1980). 

dS/dt = -kS (ecuación 1 )  

donde: 
S = concentración de sólidos  volátiles  biodegradable5 
i SVB j.  

k = coeficiente de la  tasa de eliminación del sustrato 
(tiempo - I  1. 

La ecuación integrada: 

S = Soe-h (ecuación 2 \ 

donde: 
So = concentración inicial  de  sólidos  volátiles 

consumibles. 

Arreglando y tomando logaritmo  natural a ambos lados de la ecuación. 

ln(S/So) = -kt 

Para obtener los valores de k, se graficó In(S/So) en tmción del tiempo, los cálculos 

realizados se encuentran en  el  Apéndice 5.5. El valor de k representa la tasa de consumo  de 

sustrato,  en  éste  caso de celulosa. 

En la  Figura 3.19 se graficaron  los valores obtenidos de k del lirio  en  función de las 

diferentes a,, cuando se  utilizó  líquido ruminal como inóculo. Se observa que la curva sigue 

un comportamiento exponencial por lo que se ajustó a la siguiente ecuación: 
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Resultados y Discusión 

k = a e k w  

donde a y p son  constantes  de  la ecuación empírica. 

In K = ha + paw 

Se  graficaron  los  valores  de a, contra In k para encontrar los valores de a y p. El 

coeficiente de regresión hé de 0.98 y se observa que el comportamiento de la utilización de 

sustrato en función de la a, fué exponencial, los datos ajustados también  se graficaron en  la 

Figura 3.19. 

0.06 - 
”. 

51 0.05 - 
2 ,  

8 5 0.04 - g s  
y 2 0.03 - 
t’yi 

2 0.02 - 

O ” 

0.94 0.95 0.96 0.97 0.98 0.99 1 

ACTIVIDAD DE  AGUA (aw) 

1 + EXPERIMENTAL +CALCULADO 

Figura 3.19. Velocidades  de  consumo  de  sustrato  en la fermentación  en  medio  sólido con 
líquido  ruminal  como  inóculo,  a  diferentes  actividades de agw.  

En la Figura 3.20 se grafkaron los valores obtenidos de k en  función de las diferentes a, y 

los valores ajustados a la ecuación exponencial, cuando se utilizó como inóculo líquido 

ruminal y lodo metanogénico. Se observó también que el coeficiente de  consumo disminuye 

exponencialmente  cuando  la a, disminuye. 
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Figura 3.20. Velocidades de consumo  de  sustrato en 1n.fermentación en  medio sólido con 
líquido  r~trninal  lodos  anaerobios conto inócliios,  a  diferentes  actividades  de agua. 

Los dos inóculos utilizados, líquido ruminal y lodos anaerobios y líquido ruminal presentan 

apreciables diferencias  microbiológicas, al descender la aw hasta el valor de 0.965, éstas se 

manifiestan en los diferentes valores de los coeficientes de consumo de sustrato ck), sin 

embargo abajo de este valor los coeficientes son  similares., posiblemente debido a la 

sensibilidad del consorcio metanogénico al contenido de agua disponible. 

El hecho de que el coeficiente de consumo a diferentes a, tuviera un comportamiento 

exponencial. indic6 que a pequeñas variaciones de la a, el consumo  de  sustrato se ve 

considerablemente afectado. 



4. CONCLUSZONES Y RECOMENDACZONES 
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Conclusiones y Recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

1. ~f disminuir la a,, la fermentación en medio líquido m w r 6  cambios en el C O t w m O  de 

Sustrato y en  la producción de ácidos grasos volritiles (AGV). 

1.1. Al disminuir los valores de a, de 0.996 a 0.94 1, las tasas globales de CO~EJHIIO de 

Sustrato descendieron, llegando incluso a anularse a un valor de a, de 0.92. 

1.2. A un valor de a, de 0.94 1 el sustrato todavía alcanzó a Consumirse totalmente, sin 

embargo,  ya  no  se observó producción de AGV ni vanación  global de la actividad de agua 

en  la  fermentación. 

2. M disminuir  la a, en  la fermentación en  medio  líquido,  se modificaron la constante 

aparente  de saturación de sustrato ( Ks ) y la  velocidad  máxima aparente de crecimiento 

(Clma). 

3. En la digestión anaerobia en medio sólido del lino acuático con líquido ruminal como 

inóculo, las tasas de producción de AGV no mostraron cambios al disminuir la a, en el 

intervalo  de 0.982 a 0.97 1, abajo de ese valor se observó una considerable disminución y a 

partir de 0.94 no hubo formación de productos de fermentación. 

4. En la digestión anaerobia en medio sólido de lirio acuático con líquido ruminal y lodos 

anaerobios como inóculos, al disminuir la a, en el intervalo de 0.99 a 0.955 las tasas de 

producción de AGV descendieron. Las tasas  de formación de  metano presentaron una 

mayor  sensibilidad a los cambios de a, en  el intervalo de 0.99 a 0.976 y por debajo  de  este 

valor  no  se observó producción de metano. 

5. Al disminuir  la a, en la fermentación en medio sólido, loz coeficientes de consumo de 

sustrato descendieron considerablemente. 

5.1 LOS coeficientes de consumo de sustrato para ambos inóculos descendieron 

exponemialmente al d i s m i n u i r  10s valores de a,, sin embargo, en el intervalo de  0.981 a 

0.965 10s Valores de 10s coeficientes fueron mayores cuando se utilizó únicamente líquido 

m n a l ,  por debajo de este valor no se observaron diferencias apreciables. 
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6. Para  la formación de AGV es posible  llevar a cabo favorablemente la  fermentación  en 

medio sólido del lirio acuático a valores de a, en  el intervalo de 0.98 a 0.963. los cuales 

corresponden a humedadrs del 80 al 50% sin embargo, para la prod..iccl(in  de  metano  el 

intervalo es mas estrecho. 0.99 a 0.976 y estos corresponden a valores de humedad  del 85 al 

6S%. 

4.2.Recomendaciones. 

1. Para evaluar el efecto sobre las tasas de consumo de sustrato y producción de 

metabolitos al disminuir  la actividad de agua en  el medio de cultivo. se podrían utilizar otras 

sustancias que se encuentran reportadas en  la literatura, tales como sales inorgánicas. 

glicerol y sorbitol. 

2. A fin de tener mayor información  sobre  el efecto  de la actividad de agua en la 

digestión anaerobia, habría que considerar la  utilización de  otros inóculos tales como los 

consorcios sulfatorreductores e inóculos estabilizados a  ciertos  sustratos. 

3. Al modificar  la actividad de agua de  los  medios de fermentación, se observaron las 

respuestas inmediatas de poblaciones microbianas  muy heterogéneas, estas respuestas 

pueden cambiar en el transcurso del  tiempo,  si es que se logra inducir un cambio en  la 

distribución poblacional de los consorcios microbianos utilizados como inóculos. Se 

recomienda considerar lo anterior para  tener la certeza de no estar observando una respuesta 

transiente a los cambios en la actividad de agua. 

4. Se podrían emplear otras ecuaciones e incluso modelos para predecir los valores de a, 

en  el medio de fermentación de lirio acugtico. 
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Apéndices 

5.1  Solución  de  vitaminas y oligoelementos: 

5.1.1. Solución de  vitaminas 

Compuesto 
Biotina 
Acido fólico 
Piridoxina 
Tiamina 
Riboflavina 
D. L. ácido pantoténico 
Vitamina B 12 
Acido p-amino benzoic0 
Acido lipóico 

g/l 
0.0020 
0.0020 
0.0100 
0.0050 
0.0050 
0.0050 
0.000 1 
0.0050 
0.0050 

5.1.2. Solución de  oligoelementos: 

Preparar una solución con 1.5 g de ácido nitrilo triacético en 950 ml de agua destilada, 

ajustar el pH a 6.5 con  una solución de KOH y aforar a un litro 

Compuesto 
Sulfato de magnesio (MgS04,  7H20) 
Sulfato de manganeso (MnSO4.2H20) 
Cloruro de sodio (NaCl) 
Sulfato ferroso (FeS04  .7H20) 
Cloruro de colbalto (CoC1-J 
Sulfato de zinc (ZnSO4) 
Sulfato  de cobre (CuS04.5H20) 
Sulfato de aluminio y potasio (AK( SO&) 
Acido bórico (H3Bo3) 
Molibdato óxido de  sodio (Na2MoO4e2H20) 

g/i 
3.0 
0.5 
1 .o0 
o. 10 
o. 10 
o. 10 
0.0 1 

0.0 1 
0.01 
0.0 1 
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5.2 Curvas estándar. 

Figura 5.1. Curva estándar  de  acetuto. Coeficiente de correlación r = 0.998 

-=! 
1 5 0  - 

Figura 5.2. Curva estándar de propionato. Coeficiente de correlación = 0.996 
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500000- 

Figura 5.3. Curva estándar de butirato. Coeficiente de correlación = 0.991 
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O 
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h4"oES DE METANCM FASE GASEOSA 

Figura 5.4. Curva estándar de  metano.  Coeficiente de correlación 0.992 
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Figura 5.5. Curva  estándar  de COZ. Coeficiente de correlaciún = 0.990. 
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5.4.Cálculo de hidrólisis del lirio acuático. (FDN y FDA) 

.--____ 
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___-___._ 

~" 
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((0.4417280.3466)10.441728)X100 = 21.53% 

Efecto de la actividad  de agua. 86 



55. Cálculo  del  coeficiente de consumo de sustrato. 
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