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Resumen

En este trabajo se presenta el estudio preliminar de la actividad de las enzimas hidroliticas fosfatasas y B-glucosidasas en
reactores anaerébicos de codigestion de residuos de cebolla y estiércoles de vaca y gallina, con y sin agregado de in6culo,
con la finalidad de determinar su funcién como indicadores tempranos de las distintas etapas de la codigestién. El indculo
utilizado fue codigerido de estiércol de gallina. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado en 3 biodigestores de 2000 mL
a temperatura entre 22 y 24 °C. Se midieron actividades enzimaticas, volumen de gas generado, pH y cromatografia del
biogas. La mayor actividad enzimatica se obtuvo para los reactores de estiércol de vaca, la que podria considerarse para fijar
las condiciones iniciales de operacion y control en la fase hidrolitica en los procesos de codigestion. La mayor produccion
de volumen de biogés fue para los reactores con estiércol de gallina con 69% de generacion de metano.
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Abstract

This work is a preliminary study of phosphatases and B-glucosidases hydrolytic enzymes activity in co-digestion of
wastes of onion and hen and cow manure with and without addition of inoculum (co-digested hen manure) anaerobic
reactors, in order to determine their function as early indicators of co-digestion different stages. The tests were carried out in
duplicate on 3 biodigesters of 2000 mL at temperatures between 22 and 24 °C. Enzymatic activities, volume of gas
generated, pH and biogas chromatography were measured. The highest enzymatic activity was obtained for cow manure
reactors, which could be considered to set the initial operating and control conditions in the hydrolytic phase in the co-
digestion processes. The highest volume production of biogas was for reactors with hen manure with 69% methane
generation.

Keywords: Hydrolytic enzymes, Biogas, Anaerobic codigestion, Residual biomass.
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Introduccion

Un tema preocupante a nivel mundial es la creciente contaminacion ambiental vinculada con la generacion de residuos y
la utilizacion de hidrocarburos que causan gran parte del calentamiento global por acumulacién de CO, en la atmésfera y
gases que deterioran la salud y los ecosistemas.

La produccién de biogas se basa en el uso técnico de las actividades microbianas, con el objetivo de convertir sustratos

orgénicos en biohidrégeno y biometano lo més eficientemente posible (Gasch et al., 2013).
Una alternativa para la estabilizacion de residuos organicos es la digestion anaerdbica, a partir de la cual se pueden obtener
biogaés y biofertilizantes, disminuyendo la carga contaminante de los residuos y obteniendo energia a partir de los mismos,
transformando la biomasa en compuestos simples tales como metano e hidrégeno debido a la actividad de microorganismos.
Para que la produccion de biogads sea un proceso sostenible, los sustratos deben ser producidos a partir de recursos
renovables, estar disponibles en suficiente cantidad y/o concentracion para que la fermentacion ocurra de forma eficiente.
Convertir residuos en bioenergia, como la produccion de biohidrdgeno y biogas utilizando desechos agricolas ofrece una
alternativa adecuada con un enorme potencial y un resultado concebible para disminuir nuestra dependencia de la energia
derivada del petrdleo. (Mishra et al., 2021).

Uno de los procesos fermentativos mas eficientes para la produccidn de hidrégeno es la fermentacion oscura, que es
llevado a cabo por bacterias estrictamente anaerobias o anaerobias facultativas, las cuales crecen en oscuridad y usan
sustratos ricos en carbohidratos (Martinez, 2019).

Para este trabajo se realizd la codigestion anaerobica de desechos de cebolla con estiércol de gallina y de vaca en los que
se determinaron las actividades de enzimas hidroliticas B-glucosidasas y fosfatasas. Los residuos de cebolla son
provenientes del Valle Bonaerense del Rio Colorado, principal zona productora en Argentina. La produccion de cebolla en
su etapa de acondicionamiento genera grandes volimenes de desecho, que consisten en restos de hojas, tallos, raices,
catéfilas y bulbos de descarte entre otros, compuestos en su mayoria por hemicelulosa y material hidrosoluble. Los
estiércoles de gallina y de vaca provienen de establecimientos agricolas de la region. El estiércol vacuno tiene una
concentracion elevada de nutrientes y microorganismos, necesarios para el desarrollo del proceso microbioldgico, asi como
capacidad tampdn fundamental para evitar procesos de acidificacion que inhiben el desarrollo microbioldgico anaerébico.
Estos residuos se complementan en su composicion para su estabilizacion y favorecer el proceso de codigestion.

La digestion anaerdbica se divide en cuatro fases: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis/deshidrogenaciéon y
metanogénesis, que se caracterizan por diferentes grupos de microorganismos. Durante la primera fase, moléculas organicas
complejas (polisacaridos, proteinas y lipidos) se descomponen en moléculas organicas mas simples (azicares, aminoacidos,
y éacidos grasos de cadena larga). Estas reacciones son catalizadas por hidrolasas, que son secretadas por bacterias
hidroliticas en el medio. En la fase acidogénica los microorganismos transforman estas moléculas en productos intermedios
(&cidos organicos de baja molecularidad, acetato, H, y CO,). Los procesos de hidrélisis y la acidogénesis habitualmente
ocurren en forma conjunta en el metabolismo, por lo que no pueden delimitarse claramente (Gasch et al., 2013).

De las enzimas involucradas en el ciclo del carbono, la B-glucosidasa es una de las mas estudiadas, la cual completa el
proceso hidrolitico convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa, removiendo glucosa desde los extremos no
reductores de pequefios oligosacéridos. La mineralizacién de fosforo orgénico es llevada a cabo por fosfatasas o
fosfohidrolasas que catalizan la hidrélisis de ésteres y de anhidridos de acido fosfdrico. Las mismas son enzimas
extracelulares que son liberadas al medio por microorganismos o por ruptura de ellos (Barriga, 2017).

El control y optimizacion de los procesos de digestion anaerdbica tradicionalmente se ha basado en mediciones de
parametros fisicoquimicos. La inclusion de parametros como la actividad de enzimas hidroliticas de los microorganismos
involucrados en la digestion anaerdbica, permitiria mejorar el ajuste de las condiciones operativas. En la transformacion de
componentes orgénicos, la hidrélisis es un punto critico de control, por esta razon la determinacion de la actividad de
enzimas hidroliticas puede relacionarse directamente con el proceso desarrollado en las dos primeras etapas (acidogénesis-
acetogénesis). En este trabajo se presentan las actividades de B-glucosidasas y fosfatasas como estudio preliminar con la
finalidad de determinar su funcién como indicadores tempranos de las distintas etapas de la codigestion.

Metodologia

Caracterizacion de sustratos
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Los sustratos utilizados en los ensayos fueron: indculo (codigerido de gallina mas cebolla), cebolla y estiércol de gallina
[E1y E17]; cebolla y estiércol de gallina [E2 y E27]; cebolla y estiércol de vaca [E3 y E3"].
Los valores de porcentajes de materia seca (MS), materia organica (MO) y carbono orgéanico (CO), pH, Conductividad
eléctrica (Ce) y Demanda Quimica de Oxigeno inicial (DQO inicial) para los ensayos E1 y E1", E2 y E2" y E3 y E3’
corresponden a los publicados por Benedetti et al., 2016. La caracterizacion de las mezclas se muestra en la Tabla 1.

Ensayo pH Ce(mS/cm) | % MS % MO % CO DQO inicial mg O,/L
ElyEYl 7.28 6.50 1.51 57.85 33.56 7340
E2yE2 6.82 4.10 1.07 62.59 36.31 5670
E3yE3 5.25 2.22 0.76 70.29 40.77 5420

Tabla 1. Caracterizacion de las mezclas iniciales de los ensayos

Ensayos en reactores anaeréhbicos

Se disefio el ensayo inicial para evaluar la produccion de biogas, en una primera etapa se tomaron muestras para hacer las
determinaciones de enzimas hidroliticas, ademas de pH, DQO y volumen de gas generado, continuando en una segunda
etapa con las determinaciones fisicoquimicas y cromatograficas. Se hicieron 3 ensayos por duplicado, se usaron reactores de
2000 ml de capacidad y temperatura controlada que vari6 entre 22 y 24° C. El ensayo 1 [E1 y E1"] se prepar6 con 300 mL
de in6culo (codigerido de gallina mas cebolla), 120 g de cebolla fresca, 120 g de estiércol de gallina y se llevo a volumen de
2000 mL con agua destilada. El ensayo 2 [E2 y E2"] se prepar6 con 120 g de cebolla fresca, 120 g de estiércol de gallina y
se llevo a volumen de 2000 mL con agua destilada. El ensayo 3 [E3 y E3"] se prepar6 con 120 g de cebolla fresca, 120 g de
estiércol de vaca y se llevé a volumen de 2000 mL con agua destilada.

El muestreo para enzimas se realiz6 a los 20 dias de iniciados los ensayos. Para la determinaciéon de pH y DQO se
tomaron muestras cada 72 horas y se midid el volumen de gas generado.

Analisis fisico quimico de la biomasa residual

Para las determinaciones fisicoquimicas de pH, MS, MO, CE, CO y DQO se utilizaron los Métodos Normalizados 2540
B, 2540 C, 2540 D, 2540 E, 2540 G y 5220 D del Standard Methods.

Determinacion de actividad enzimatica

Las determinaciones de actividad enzimatica se realizaron por triplicado en un extracto acuoso al 5% m/V. La dilucién se
realiz6 con agua destilada, siguiendo la metodologia descripta por Cunha Queda, 2006. Para cada una de las enzimas
investigadas se utilizaron sus respectivos sustratos, p-nitrofenol para la actividad de fosfatasas y p-nitrop-D-glucopiranésido
para B-glucosidasa. Los resultados fueron referidos en unidades de umoles de producto formado por gramo de materia seca
por hora. Todas las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotémetro HACH 2100.

Determinacion cromatografica

El biogas obtenido fue analizado en un cromatdgrafo de gases Perkin Elmer, modelo Clarus 500 CG, controlable por
software Totalchrom, con columna empacada HaysepN 80/100 - 6'x 1/8” SS, gas carrier Nitrogeno 19.0 PSI, flujo 25,0
ml/m, detector TCD 130°C, horno 65°C y columna 100°C.

Resultados y discusion

Los valores de las actividades de B-glucosidasas obtenidos fueron mayores en el caso de los ensayos con estiércol de vaca
que en los de estiércol de gallina. A su vez, los resultados de estiércol de gallina con inéculo fueron mayores que los de
estiércol solo. En el caso de las actividades de fosfatasas, los mayores valores se obtuvieron para los ensayos con estiércol
de vaca. Dicha actividad se relaciona con los compuestos organicos de fosfato y fosfatos libres, disponibles en la materia
organica que son transformados por la accién microbiana. La mayor actividad de las enzimas estudiadas en los ensayos con
estiércol de vaca podria deberse a la cantidad de nutrientes, a la composiciéon microbioldgica del estiércol y a una mejor
disponibilidad de los compuestos solubles, dado que, presentan 0,76 % de materia seca y 70,29 % de materia organica. La
presencia de altos contenidos de compuestos organicos degradables (disponibles en el sustrato) en el estiércol de vaca
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estimulan la sintesis de las enzimas a nivel celular, como también, a medida que disminuye el sustrato, lo hace la actividad
enzimatica (Benitez, 1999).
Los resultados de las actividades enzimaticas se presentan en la Tabla 2.

B-glucosidasas Fosfatasas
El 0,095 0,808
El 0,125 0,673
E2 0,084 0,884
E2 0,080 1,038
E3 0,477 1,135
E3 0,279 1,353

Tabla 2. Resultados de las actividades enzimaticas en umol p-Nitrophenol g™ h™

La produccion de biogéas (Figura 1), fue de 2400, 2450, 250 y 390 mL producidos en cada uno de los reactores con
estiércol de gallina: E1, E1", E2 y E2 respectivamente, a los 22 dias de operacion, lo que equivale a 42 mL de biogas/gSV,
para ELy E1" y a4y 6 mL de biogas/gSV para E2 y E2". Para los reactores que contienen estiércol de vaca, el volumen
producido fue de 140 y 100 mL para E3 y E3" que corresponden a 6,2 y 2,4 mL de biogas/gSV. Los valores mas altos de
obtencion de biogas en los reactores E1 y E1” podrian estar en relacion directa con el uso de un 15% de agregado de in6culo
sobre el total del reactor. El valor de 42 mL de biogas/gSV esta en concordancia con el 41.7 obtenido a partir de codigestion
de vaca y gallinacea en 27 dias de operacion por Brisefio Arciniega, 2017.
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Figura. 1. Produccion de biogés.

El pH disminuy6 alcanzando valores a los 20 dias de 6,26 y 6,24 para los reactores E1 y E1"y de 5,98 y 5,92 para E2 y
E2", aumentando posteriormente para llegar a valores cercanos a la neutralidad a los 80 dias. Esta variacion se debe a la
alcalinidad disponible en el estiércol de gallina. En el caso de los ensayos E3 y E3"se partié de un pH inicial mas acido, 5,10
y 5,25, a los 20 dias los valores fueron de 5,21 y se observa que a los 80 dias disminuy6 a 4,99 (Figura 2). Los ensayos con
estiércol de gallina estabilizan su valor de pH alrededor de los 80 dias, no siendo asi para los que contienen estiércol de vaca
(pH 4,99). Por esta razon, la generacion de biogas en ellos es mucho menor que en los ensayos con estiércol de gallina.
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Figura. 2. Variacion del pH.
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Los ensayos se mantuvieron en condiciones operativas hasta los 80 dias, obteniéndose un 40 a 50% mas de produccion

de biogas en los de cebolla con estiércol de gallina que con estiércol de vaca. La composicion del biogas de acuerdo con la

determinacion cromatografica, (Figura 3), indica la presencia de aproximadamente 69% de metano y 30% de diéxido de

carbono, siendo similar para los 3 ensayos, este valor se encuentra en el mismo orden de magnitud que los hallados por
Magafia et al, 2006, que a los 21 dias obtuvieron 62,71 % de metano utilizando estiércol de cabras.

CH4

Figura. 3. Composicion del biogés a los 80 dias.

Conclusiones

Los ensayos efectuados con cebolla en codigestién con estiércol de gallina produjeron mayor volumen de biogas, que con
estiércol de vaca. Siendo los que mas producen los que contienen indculo.

Dado que se observé una mayor actividad enzimatica en los ensayos con estiércol de vaca, podrian considerarse las
mismas para fijar las condiciones iniciales de operacion y control en la fase hidrolitica.

De acuerdo con los resultados obtenidos y continuando en esta linea de investigacion, se disefiardn nuevos ensayos con el
objetivo de evaluar las distintas etapas de la codigestion anaerdbica, la primera de produccion de hidrégeno y la segunda de
produccién de metano a partir de biomasa residual proveniente de otros residuos. Para la produccién de biohidrégeno se
realizarn ensayos en un rango de temperaturas termofilicas y en oscuridad para favorecer la fermentacion oscura. Con el
digestato obtenido en la primera etapa y estiércol de gallina se llevara a cabo la co-digestion para la obtenciéon de metano,
dado que con este se obtuvo mayor produccién. Se propone evaluar actividades de enzimas hidroliticas y oxidorreductasas.
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