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RESUMEN: Uruguay se propuso la meta de que un 30 % de los residuos agroindustriales y urbanos
del pais se utilicen para generar energia.

Nuestro grupo trabaja estudiando el proceso de digestion anaerobia utilizando microorganismos
para producir biocombustibles. A través de estos procesos es posible producir, utilizando desechos
organicos, tanto hidrégeno como metano, valorizando dichos residuos a la vez que se eliminan.

Asimismo, se enfoca en el estudio de las comunidades involucradas en estos procesos
realizando estudios de biologia molecular (secuenciacién masiva, qPCR, etc) para analizar qué es
lo que sucede en cada etapa y poder optimizar la produccion.

En este trabajo se muestra por un lado los resultados en la produccion de hidrégeno a partir de
la co-digestion de suero de queso y yerba mate, ambos desechos abundantes en nuestro pais; y por
otro lado los resultados en la produccién de metano a partir de desechos de la industria avicola,
cuyos residuos representan el 28% de los residuos agroindustriales nacionales.

Estos estudios preliminares indicarian un aumento en la produccién de hidrégeno al realizar la
co-digestion de yerba y suero de queso respecto a la produccién a partir de sélo suero. Por otro
lado, para cinco residuos de la industria avicola ensayados en la produccion de metano (sangre,
cama de crianza, gallinaza, efluentes y barros grasos) se observo el mayor potencial para las camas
de crianza con una produccion de 300,8 ml de CHa4/ g SV sustrato.
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1 INTRODUCCION

Los cambios socioeconémicos de las Ultimas décadas junto con el aumento de la poblacion
a nivel mundial, desarrollo de la industria agroalimentaria, la intensificacion de las explotaciones
ganaderas, el aumento del consumismo, etc., han propiciado la produccion de grandes cantidades
de residuos organicos que ocasionan graves problemas ambientales (Wang et al., 2007).

Hoy en dia, en la basqueda de una solucién para el tratamiento y/o eliminacion de dichos
residuos la valorizacion energética surge como una alternativa sumamente atractiva para



solucionar esta problemaética. En este caso, nos enfocamos en la produccion de hidrogeno y metano
a partir de residuos organicos como forma de valorizar dichos residuos. Al proceso microbiolégico
que posibilita la produccién de estos biocombustibles se le denomina digestion o fermentacion
anaerobia (Schink, 1997).

1.1. El proceso de biodigestion

La biodigestion anaerobia implica una compleja red tréfica de microorganismos que
convierten la materia orgénica en CHs y CO». Entre ellos se destacan 3 grupos principales de
microorganismos: bacterias acidogénicas, bacterias acetogénicas, y arqueas metanogénicas
(Mosey, 1982; Guiot et al., 1992; Wirth et al., 2012).

En el proceso de degradacion anaerobia del sustrato, los productos de la hidrélisis de la
materia organica compleja son consumidos por las bacterias acidogénicas produciendo acidos
organicos volatiles, hidrogeno (H2) y CO.. Teniendo en cuenta que tales reacciones son
termodinamicamente favorables, las bacterias acidogénicas poseen las velocidades de crecimiento
mas elevadas del consorcio microbiano (Aquino y Chernicharo, 2005). Por otro lado, las
reacciones acetogénicas son termodinamicamente desfavorables en condiciones estandar, aunque
ocurren naturalmente en reactores anaerobios debido a la interaccion entre los microorganismos
metanogénicos y los acetogénicos. El hidrogeno producido en la acetogénesis debe ser
continuamente removido para asegurar que la produccion de acetato no sea interrumpida o
disminuya drasticamente. La metanogénesis depende fuertemente de la disponibilidad de acetato,
precursor de cerca del 70% del metano formado (Foresti, 1994; Leitdo et al., 2006). Los principales
factores que afectan la digestion anaerobia son la temperatura, pH, alcalinidad, macronutrientes
adecuados (N, P, SO4-?) y micronutrientes (metales traza), tiempo metabdlico adecuado, y la fuente
de carbono para la sintesis como fuente de energia, DQO, TRH (Leitéo et al., 2006).

La produccion de hidrogeno se puede obtener por fermentacion oscura siendo una de las
tecnologias mas atractivas, por su bajo costo y requiere configuraciones simples de reactores y
menos energia al ser comparada con otras técnicas (Hallenbeck, 2009). Para favorecer la obtencién
de hidrégeno a partir de compuestos orgénicos es necesario alterar la cadena trofica de manera de
evitar el dltimo paso de consumo de hidrdégeno por las bacterias metanogénicas y favorecer las
bacterias fermentadoras productoras de hidrogeno asi como también se deben evitar otros procesos
en los cuales se consume hidrégeno (Hallenbeck, 2009).

El hidrégeno, “transportador” de energia, ha sido ampliamente estudiado, en virtud de ser
2,75 veces mas energético que los combustibles fésiles (gasolina, propano, metano entre otros) y
por generar agua como Unico subproducto (Chen et al., 2001). EI mismo puede ser mezclado con
otros gases para producir un combustible alternativo. Por ejemplo, un combustible alternativo
gaseoso de quema particularmente limpia conocido como HYTHANE comprende una mezcla de
hidrégeno y gas natural que presenta mayor poder calorifico (Sierens et al., 2000).

1.2. Codigestién: Un nuevo enfoque

A la mezcla de sustratos en el proceso de digestion anaerobia se da el nombre de co-
digestion. La digestion de diversos sustratos busca equilibrar la relacién C: N: P y las necesidades
de minerales y metales requeridos para el proceso bioldgico anaerobio, en funcién de la diferente
composicion nutricional de diferentes sustratos (Mata-Alvarez et al., 2014).
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Particularmente el suero de queso y los residuos de yerba mate se producen en grandes
cantidades en nuestro pais (Torrendel et al., 2008). Si bien ambos se producen en establecimientos
separados su co-digestion podria significar un aumento de la produccion de Ha, con respecto a la
produccidn individual, asi como también una alternativa al tratamiento a estos residuos.

1.3 Uso de técnicas moleculares para el estudio de comunidades microbianas

Las herramientas moleculares basadas en el ADN se usan con frecuencia porgque son
rapidas y se pueden analizar varias muestras al mismo tiempo. En nuestro laboratorio hemos
utilizado técnicas de gPCR, FISH, secuenciacién de Sanger para revelar las comunidades
microbianas involucradas. Mas recientemente, se esta utilizando la secuenciacion masiva para
identificar la composicion taxondémica de varias muestras de reactor. Con estos métodos se
detectan microorganismos cultivables y no cultivables. Esta es una ventaja importante porque la
mayoria de los microorganismos de la naturaleza permanecen sin cultivar. Conocer la comunidad
microbiana permitird desarrollar estrategias para favorecer la produccion de hidrégeno o metano
segun el caso (Ranjar et al., 2000).

2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GENERAL

Valorizar diferentes tipos de residuos que se producen en nuestro pais en grandes cantidades,
produciendo a partir de ellos biogas o hidrogeno, dos gases que pueden ser utilizados como
combustibles. Esto permitiré plantear una solucion al problema de qué hacer con estos residuos a
la vez que se obtiene energia de los mismaos.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar la produccion de hidrégeno a partir de la co-digestion de suero de queso y yerba
mate, ambos desechos abundantes en nuestro pais.

e Estudiar la produccion de metano a partir de diferentes tipos de desechos de la industria
avicola.

e Realizar estudios moleculares para analizar la comunidad microbiana involucrada en estos
procesos.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Produccidn bioldgica de metano

En el marco de los estudios realizados en nuestro laboratorio que evaltan la produccion de
metano a través de la digestion anaerobia, se evaluo el potencial bioquimico metanogénico de 5
residuos de la industria avicola: sangre, efluentes, barros grasos, gallinaza y cama de crianza. Estos
ensayos se realizaron en batch utilizando el equipo AMPTS II.

Cada sustrato y el inoculo fueron previamente caracterizados (ST, SV, SSV, SST, DQO,
humedad, etc) de acuerdo a las técnicas establecidas por Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (SMEWW) en la empresa NETUM SRL.



Se utilizé una relacién sustrato-inoculo (S/1) de 0.5 en gramos de solidos volatiles (SV),
logrando en el volumen final (250 mL) una concentracion de indculo de 1,5% (m/v) en SV. Los
ensayos se realizaron a 37 °C y por triplicado, utilizando como control positivo acetato de sodio y
como control negativo el indculo sin sustrato. Se midio el pH al comienzo y al finalizar el
experimento (el mismo debe estar entre 6 y 8).

3.2  Co-digestion de hidrogeno

Se evalud el rendimiento de la produccion de hidrégeno en la co-digestion de residuo de
yerba mate pre-tratado quimicamente con KOH y suero de queso. Para esto se utilizd el equipo
AMPTS II, anteriormente mencionado. Se utiliz6 compost como indculo para la produccién de
hidrogeno ya que se sabe que el mismo posee microorganismos esporulados y por sus
caracteristicas (pH 5) no prevalecen microorganismos metanogénicos (Ueno et al., 1995) Los
ensayos fueron realizados en batch con agitacion en un volumen final de 200mL y una relacién
sustrato-inoculo (S/1) de 4 en gramos de sélidos volatiles (valor recomendable para sistemas
fermentativos). Se utilizé una relacién de suero de queso 20% Yy de yerba mate pretratada 80%.
Como control se realiz6 un ensayo sin co-digestion (suero de queso como Unico sustrato) Los
ensayos fueron realizados a 30°C y por triplicado.

3.3 Estudios moleculares de las comunidades microbianas

Para la cuantificacion de bacterias productoras de hidrégeno se empled la técnica de gPCR.
Se realizo6 la amplificacion del gen de la enzima hierro hidrogenasa (Fe-HyDA). Esta cataliza la
oxidacion reversible de hidrégeno molecular y estd presente en las bacterias productoras de
hidrégeno (Fang et al., 2006).

Para el proceso de metanogénesis se extrajo el ADN de la biomasa de cada in6culo
utilizado y se realiz6 secuenciacién masiva de genes del ARNr 16S y arquea. La secuenciacion se
realizd en la plataforma lon Torrent Personal Genome Machine en el 1IBCE. El analisis de los
datos obtenidos se realiza con el software QIIME. Este analisis, junto con la cuantificacion por
gPCR, nos permiten monitorear cualitativa y cuantitativamente las comunidades presentes en cada
ensayo de potencial bioquimico de metano realizado para correlacionar resultados con las mismas.

4, RESULTADOS PRELIMINARES Y DISCUSION
4.1 Ensayos de actividad metanogénica.

En lo que respecta a la produccion de metano, de los residuos evaluados hasta el momento,
se han observado resultados del potencial bioguimico de metano (PBM) en el entorno de lo
esperado de acuerdo a lo reportado en bibliografia, observando la mayor produccion para la
digestion de las camas de crianza (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados preliminares de la produccién bioquimica de metano (PBM) para cinco residuos diferentes de
la industria avicola.

Sustratos Sangre Efluente Barros Grasos Gallinaza Cama de crianza
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PBM (NmL
CH4/gSV (250,5+ 4,2) (45,5+ 11,1) (1614 + 3,6) (252,7 £9,1) (300,8 £ 3,2)
sustrato)

PBM literatura
(NmL CH4/gSV 500 %/ 250 ° - 2782 (291-395) 3 (335+4,0)04
sustrato)

1. Bioresour. Technol. 83 (2002) 13-26. 2. Lopez-Moreda 3. Appl. Biochem. Biotechnol., 2013, 171, 117-127. 4. Biomass and Bioenergy 32 (2008)
1195-1201. 5. Waste Management 34 (2014) 204-209.

Hasta el momento hemos cuantificado por gPCR cuatro inoculos (octubre 2018- enero
2019), uno por mes, utilizando el gen mcrA (metil coenzima M reductasa) (Luton et al., 2002).
Este gen se correlaciona con la presencia de microorganismos metanogénicos ya que codifica para
la enzima involucrada en el Gltimo paso de la metanogénesis. Los resultados del andlisis de estos
in6culos muestran que el nimero de copias de dicho gen por ng de ADN se mantuvo relativamente
constante (1,38E+07- 8,99E+07 copiasmcra/Ngaon ).

4.2 Ensayos de produccién de hidrégeno.

Como resultados preliminares en la produccion de hidrégeno se observaron mejores
rendimientos en la codigestién de yerba mate y suero de queso respecto a la digestion con el suero
de queso como Unico sustrato. Los resultados obtenidos se indican en la figura 1.
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Figura 1. Volumen de produccion de hidrogeno en horas. El control se corresponde al suero de queso sin yerba. CoD
corresponde a la codigestion de suero de queso con yerba mate. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Estos resultados preliminares indicarian mayor produccién de hidrégeno en la codigestion
en comparacion con el control. Los rendimientos obtenidos fueron de 19,8 mL H»/gSV en el
control y 20,1 mL H/gSV en la codigestion.



De los resultados de la cuantificacion de gPCR para Fe-hidrogenasa (HYD) se obtuvo
6,59E+05 (error 4,41E+04) copiasHyp/ngapn para el control y 8,58E+04 copiasnyo/Ngapn (error
1,78E+03). Estos resultados indicarian un menor niumero de copias en la codigestion con respecto
al control. Sin embargo, cabe destacar que pueden haber otros microorganismos productores de
hidrdgeno que puedan estar presentes y no contengan este gen. En el caso del control puede que el
gen esté presente pero no se esté expresando (Fang et al., 2006).

Las comunidades microbianas de los ensayos de metanogénesis estan siendo actualmente
analizadas por secuenciacion masiva. Esta técnica nos permitira correlacionar las comunidades
microbianas con los pardmetros operacionales de los reactores lo que permitira elaborar estrategias
para favorecer la produccién de metano.

Tanto la produccién de hidrogeno como metano son estrategias validas para la valorizacion
de los residuos organicos, disminucion de la contaminacion ambiental y diversificacion de la
matriz energética.
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