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1. RESUMEN

La necesidad de un manejo adecuado de desechos en el camal de la parroquia rural
de Pacto y su posible utilizacion como fuente de energia renovable, que ademas detenga el
deterioro ambiental, ha conducido a la basqueda de tecnologias microbianas. De hecho,
residuos como visceras, sangre y heces son especialmente ricos en sustratos esenciales para
la produccién de biocombustible. Esta investigacion se centro, por tanto, en aislar cepas
metanogénicas cultivables, determinar consorcios intactos altamente activos y componer
indculos metanogénicos eficaces, a partir de fango residual acumulado en la gradiente
vertical de un colector de desechos de camal. A partir de nueve estratos de fango residual de
15 cm de espesor, se procedio al analisis de la cantidad y calidad de biogas producido tanto
por los nueve consorcios intactos como por las cepas bacterianas aisladas a partir de cada
uno en medios especificos para microorganismos metanogénicos. Se obtuvieron 36 cepas
bacterianas aisladas. No obstante, Unicamente siete cepas provenientes de los dos estratos
comprendidos entre los 90 y los 105 cm de profundidad y los consorcios intactos de los tres
estratos entre 90 y 135 cm de profundidad fueron capaces de producir biogas. Solo dos cepas
aisladas, F y G, provenientes de los estratos de 105 a 120 cm y de los 90 a los 105,
respectivamente, y el consorcio intacto del estrato més profundo, o (105-120 cm), produjeron
metano, pero en concentraciones superiores al 87% tras 28 dias de incubacion. In6culos
metanogénicos de todas las combinaciones posibles de estas dos cepas bacterianas y el
consorcio o se evaluaron en términos de cantidad y calidad de biogas producido. El in6culo
microbiano conseguido en base a la combinacion F + a, alcanzo un porcentaje maximo de
metano del 95,17%, superandose estadisticamente tanto la cantidad como la pureza del
biogas generado por las cepas bacterianas y el consorcio intacto individualmente. Por tanto,

la generacion de inoculos metanogénicos a partir de cepas y consorcios metanogénicos
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eficaces puede contribuir a la optimizacion de los procesos de biodigestion, en un entorno
vulnerable como el de las parroquias rurales del Noroccidente del Distrito Metropolitano de

Quito.

Palabras clave: Aprovechamiento de desechos, biogas, consorcio microbiano,

eficacia metanogénica, indculos metanogénicos.
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2. ABSTRACT

Pacto’s need of an appropriate management of slaughterhouse waste and its possible
use as a renewable energy source stopping environmental deterioration, has led to microbial
technologies. In fact, guts, blood and faeces are especially rich in essential substrates for
biogas production. Therefore, this research focuses on optimizing biodigestion by the
isolation of culturable methanogenic microorganisms and the confection of a highly active
microbial inoculum from residual sludge accumulated in the vertical gradient of a
slaughterhouse collector. From nine 15 cm-wide layers of sludge, quality and quantity of
produced biogas was analysed in intact consortia and bacteria isolated in specific media for
methanogenic microorganisms. Thirty six bacterial isolates were obtained. However, only
seven stains from the two layers between depths 90 and 105 cm and intact consortia from the
three layers form depths 90 and 135 cm were identified as biogas producers Only two
isolates, F and G, coming from depths 105-120 cm and 90-105 cm, respectively, and the
intact consortium from the deepest layer, a (120-135 cm deep), produced methane after 28
days of incubation, but exceeded concentrations of 87%. Methanogénic inocula were
confectioned with all the possible combinations between the two strains and o consortium in
order to evaluate the quantity and quality of the produced biogas. The microbial inoculum
formed by F + a reached a methane production of 95,17%. This statistically exceeded
quantity and purity of biogas produced by bacterial strains and the intact consortium
individually. Therefore, the generation of methanogenic inocula from isolated strains and
efficient methanogenic consortia can contribute to the optimization of biodigestion processes
in a vulnerable environment such as rural areas form the Noroccident of the Metropolitan

District of Quito.
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3. INTRODUCCION

La necesidad de un manejo adecuado y responsable de desechos agroindustriales, de
camal y aguas negras en la parroquia rural de Pacto y su posible utilizaciéon como fuente de
energia renovable que, a la vez, detenga el deterioro ambiental generado por los mismos, ha
conducido a la busqueda de tecnologias microbianas. En efecto, el ultimo analisis del
Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, INEC (2010), demuestra que solo la zona centro
de la parroquia posee servicio de alcantarillado y Unicamente el 27,7% de las viviendas
mantiene un manejo, aungue precario, de aguas negras (Anexo 1). De esta manera, se generan
problemas ambientales y enfermedades en sus habitantes que obligan a entidades como
Agrocalidad a normar y controlar el cumplimiento de la normativa nacional aplicable

(Agrocalidad, 2013; GESTNOVA Cia. Ltda., 2015).

Esto resulta ser poco o, en el peor de los casos, nada factible en algunos temas como,
por ejemplo, aquellos abordados en la resolucion DAJ-20134B4-0201.0247, emitida por el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca (Agrocalidad, 2013). Esta
resuelve que, para obtener carne procedente de ganado vacuno, esta debe ser faenada en un
camal que tenga los permisos pertinentes de funcionamiento y su debido control de manejo
de desechos; caso contrario, el producto no podria ser comercializado (Anexo 2). En Pacto,
el ganado procesado es basicamente para el consumo directo de la comunidad (Massa, 2015)
y los pequefios ganaderos no tienen capacidad adquisitiva como para hacer una mayor
inversion en transporte y demas permisos de comercializacion para la produccion de carne
(Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2014). Ademas, de acuerdo a la Agencia

Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (2016), ni el mismo camal de Pacto
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posee los requerimientos basicos para cumplir con todos los requisitos para faenar las reses.
Gran parte del problema radica en un sistema deficiente de manejo de desechos. En efecto,
se considera satisfecha su gestion con acumularlos en una cisterna anaerobia que libera los
gases producidos directamente a la atmosfera, ademas de lixiviados que se filtran al suelo y
desembocan en la quebrada aledafia. EI problema se magnifica cuando dicho colector se
colmata, como sucedio en julio de 2016 tras cerca de seis afios de uso, lo que plantea nuevos
retos como ¢qué hacer con los desechos acumulados?, y ¢cémo disponer de los nuevos? Por
tanto, se requiere de una solucién inmediata para mejorar el manejo de desechos del camal
de Pacto, que a la vez proporcione a la parroquia una alternativa replicable de gestion de
desechos humanos en general. En este contexto, la optimizacion de procesos de biodigestion

para la obtencidn de biogas a partir de dichos desechos aparece como una iniciativa viable.

En efecto, la solucion biotecnoldgica aportada por la produccién de biogas a nivel
familiar e industrial, a través de biodigestores alimentados con desechos organicos de origen
animal o vegetal, ha demostrado su valia como opcidn sostenible y ecoldgica alrededor del
mundo, cuando tanto el sistema de montaje como la diversidad microbiana involucrados en
el proceso de biodigestion son los adecuados (Manzini & Macias, 2004; Stantscheff et al.,
2014). No obstante, las caracteristicas de volatilidad del biogas, su poder calorifico,
impurezas gaseosas y/o la dependencia en la cantidad y calidad del sustrato organico para su
produccién condicionan su viabilidad para suplir determinadas demandas energéticas que,
por ejemplo, el gas licuado de petréleo si concreta (Gutiérrez, 2015; Martina, Corace, Garcia,
Aeberhard, & Ventin, 2006; Olade, 2010). A pesar de ello, un correcto manejo y estimulacion

de vias metabdlicas microbianas puede conducir a la optimizacién del biogas producido en
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biodigestores para un suministro adecuado de biocombustible (Kallio, Pasztor, Thiel, Akhtar,

& Jones, 2014).

Varios estudios han demostrado la factibilidad de rentabilizar la produccién de
biogas. El estudio de Kallio et al. (2014), por ejemplo, demostrd que esto es posible mediante
la insercion de genes reguladores de funciones metabolicas especficas para diferentes
sustratos provenientes Anaerococcus tetradius o Procholorococcus marinus en Escherichia
coli para obtener propano. Una de las caracteristicas mas sobresalientes del propano es que
tiene el doble de poder calorifico que el metano. Por esta razon, la produccion de propano
por vias metabodlicas microbianas es considerada una de las formas mas eficaces de optimizar
procesos de biodigestion para la generacion de energias renovables eficientes vy
autogestionadas que puedan reemplazar el uso de hidrocaburos de origen fosil (Kallio et al.,

2014; Khara et al., 2013; Zhang, Liang, Wu, Tan, & Lu, 2016).

Otra forma viable es la composicion y bioaumentacién de consorcios microbianos
generadores de metano. Estudios de Schliter et al. (2008) revelan caracteristicas de perfiles
metabdlicos fermentativos, que permiten entender la relacion estrecha que existe entre los
microorganismos que participan en los procesos enziméaticos de la metanogénesis para
optimizar recursos biolégicos y tecnoldgicos en la produccion de biocombustibles.
Efectivamente, el metano, uno de los componentes mayoritarios del biogas (55%), es un
biocombustible eficiente producido por el metabolismo de consorcios microbianos
degradadores de compuestos organicos (Agencia Extremefia de la Energia, 2014). Existen
géneros bacterianos cultivables en laboratorio claves en la metanogénesis tales como:
Bacillus spp., Clostridium spp., Metbanococcus spp., Methanobacterium spp., Lactobacillus

spp., Thermus spp., Thermococcus spp., Bifidobacterium spp., Propionibacterium spp.,
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Fusobacterium spp. y Micrococcus spp. (Dominguez, 2014; Yang, Guo, Xu, Wang, & Dai,
2016). Sin embargo, con la presencia de una mayor variedad de microorganismos
distribuidos en las clases: Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobiota,
Methanopyri y Methanosarcinales, mayoritariamente cultivables, se asegura la maximizacion
de la produccién de biocombustible (Corrales, Antolinez, Bohorquez, & Corredor, 2015;
Stantscheff et al., 2014), de manera que se logre satisfacer demandas energéticas a pequefia,

mediana o gran escala (Gutiérrez, 2015).

Uno de los estudios mas relevantes a nivel nacional sobre optimizacion de desechos
organicos para la generacién de biogas a partir de biodigestores es la de Garzon, Ochoa y
Penafiel (2015). EI suministro de diferentes sustratos para el desarrollo de microorganismos
metanogénicos fue el mecanismo utilizado para promover la produccion de metano,
destacandose especialmente el medio mineral con acetato. No obstante, una descripcion de

la biodiversidad microbiana o los consorcios implicados puestos a prueba no fue provista.

Un consorcio microbiano resulta de la asociacion de varias especies de
microorganismos presentes en determinado nicho ecoldgico, con la finalidad de desempefiar
funciones metabdlicas interrelacionadas y procesos especificos para su sobrevivencia, que
generan productos finales y/o subproductos metabolicos especificos (Yang et al., 2016). De
esta manera, un consorcio microbiano puede ser considerado como tal de acuerdo al
ecosistema en el que se encuentre (Yang et al., 2016). En el caso de procesos de biodigestion
anaerobia, donde uno de los subproductos finales es el metano, resulta fundamental que los
consorcios microbianos estén compuestos de especies capaces de metabolizar desechos
organicos mediante hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Garzoén et al.,

2015), cuyos sustratos intermedios de mayor interés son la glucosa, el propionato, el formiato
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y el acetato (Ito et al., 2012). Por lo tanto, para que un consorcio microbiano pueda generar
gas metano eficientemente debe estar compuesto por al menos un tipo de microorganismo
que degrade alguno de los sustratos antes mencionados (Dominguez, 2014; Yang et al.,

2016).

Por otro lado, la importancia de consolidar consorcios microbianos generadores de
metano cultivables en laboratorio radica en las varias ventajas que presentan. Entre estas se
encuentran la maximizacion de la produccion de metano sin una generacion paralela de
diéxido de carbono de igual magnitud (Schluter et al., 2008), la optimizacién de recursos en
cuanto a infraestructura e insumos (Garzon et al., 2015), la posibilidad de bioaumentar
consorcios microbianos con sustratos caseros y de bajo costo (Yang et al., 2016) y una mayor
degradacion de desechos organicos (Schliter et al., 2008). De hecho, estudios de co-digestion
anaerobia a partir de residuos de camal por parte de Pageés, Pereda, Taherzadeh, Sarvéri y
Lundin (2014) revelan que los microorganismos involucrados en la metanogénesis estan
estrechamente relacionados entre si precisamente para maximizar la produccién de metano y

realzan el potencial de aprovechamiento de este tipo de desechos.

Los residuos de camal tienen altas concentraciones de sustratos ricos en proteinas,
lipidos, &cidos grasos, almidones, celulosa, entre otros, y mientras estos estén en reposo por
largos periodos de tiempo, la riqueza bioldgica es mas abundante y estable. Los estratos o
capas de sedimentacion de masa biolégicamente activa que se forman presentan una
actividad y diversidad microbiana que puede variar con la profundidad a la que se encuentren
(Bha, Din, Carne, & Michelle, 2013). De esta manera, gran variedad de microorganimos

generadores de metano presentes en residuos de matadero podrian ser cultivables en
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laboratorio, en vista de que los sustratos que estos degradan son replicables en medios de

cultivo (Bha, Din, Carne, & Michelle, 2013).

En este contexto, la alternativa que propuso esta investigacion para solventar los
problemas de gestion de desechos humanos de la parroquia de Pacto fue el uso de consorcios
microbianos cultivables capaces de optimizar la produccién de metano a partir de dichos
desechos, de manera que se consiguiera mejorar las caracteristicas del biogas obtenido como
para satisfacer parte de la demanda energética de la comunidad (Pérez, 2010), utilizando
como base la microbiota contenida en la cisterna colectora de desechos de camal. Por ello,
se propuso aislar la mayor cantidad de especies microbianas cultivables presentes en los
fangos residuales, con el fin de combinarlas de acuerdo a sus propiedades metabolicas
relacionadas con la metanogénesis y determinar el consorcio mas eficiente en la produccion
de biogas. Esto permitiria aportar nuevos datos sobre las especies y consorcios microbianos
asociados a la biodigestién anaerobia. Esto plante6 un problema de investigacion clave:
¢como constituir indculos microbianos productores de biogas a partir de fangos residuales?
De esta interrogante surgieron cuestionamientos secundarios como: ¢cuantas de las especies
microbianas idéneas son cultivables?, ¢cuantas especies deben incluirse para generar un
inéculo microbiano efectivo?, ¢qué medios de cultivo o sustratos son aptos para el
mantenimiento de estos microorganismos? y ¢en qué tiempo un in6culo microbiano es capaz
de producir la suficiente cantidad y calidad de biogas para suplir una determinada necesidad
energética? A estas y otras interrogantes se plante6 dar respuesta con el desarrollo de la

presente investigacion.
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3.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar in6culos microbianos metanogenicos cultivables que optimicen la
produccién de biogas a partir de fangos residuales de la cisterna colectora de desechos de

camal de la parroquia de Pacto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar microorganismos cultivables procedentes de los diferentes estratos de fango

residual de la cisterna.

Determinar, entre los microorganismos aislados, aquellos potencialmente idéneos

para la optimizacién de la produccion de biogas.

Evaluar la capacidad productora de metano por parte de cepas aisladas e inéculos

microbianos constituidos.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Area de estudio

La parroquia de Pacto se encuentra ubicada en las estribaciones de la cordillera
occidental de los Andes, dandole caracteristicas montafiosas con altitudes desde los 440
hasta los 1850 m.s.n.m. Esta zona conserva un 50% de bosques humedos originales y se
encuentra dentro de dos “hotspots” o puntos calientes de biodiversidad (Sistema Nacional
de Informacion [SNI], 2015). Los problemas de deforestacion han conducido a
estrategias mancomunadas de conservacion de la biodiversidad y uso sustentable del
territorio a nivel regional (Anexo 3). Por tal motivo, se cre6 la Mancomunidad del Choco
Andino del Noroccidente de Quito y, posteriormente, el Primer Bosque Modelo del

Ecuador (Registro Oficial del Ecuador, 2015; RIABM, 2017).

4.2. Muestreo del colector de desechos de camal
4.2.1. Diseio del dispositivo de muestreo de fango residual
Se disefié un dispositivo basado en las caracteristicas funcionales de recoleccion
de muestras marinas por estratos de la roseta oceanografica (Chamarro, 2015), para el
muestreo de fango residual de la cisterna colectora de desechos de camal de Pacto. En el
muestreo se tomd en cuenta cuatro condicionantes: una profundidad de 137 cm de
material acumulado, la consistencia viscosa del material a muestrear, el volumen
requerido que se usaria para realizar los anélisis en el contexto del proyecto de
investigacion PUCE en el que se inscribid este proyecto de disertacion de grado, y el
hecho de que las muestras necesitaban ser tomadas simultaneamente de estratos

consecutivos (3L de cada uno de nueve estratos de 15 cm de espesor desde la base de la
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cisterna hasta la superficie) y por triplicado, en base a resultados de estudios similares
en comunidades metanogénicas estratificadas (Méndez et al., 2014). La eficacia del
dispositivo fue comprobada in situ previamente en una visita expresa a la cisterna: se
realizd la colecta por triplicado de los diferentes estratos, comprobandose la obtencion
de 3 L completos de cada uno (Anexo 4). El dispositivo disefiado, que opero6 de acuerdo
a lo esperado y sin complicaciones, se esquematiza en la Figura 1. Previo a la salida de
muestreo para los andlisis del estudio, se esterilizaron los componentes del dispositivo
colector de fango residual (recipientes colectores de 3 L de capacidad, mangueras de
succion y mangueras de caudal de ingreso). Para esta y las siguientes esterilizaciones
requeridas por este estudio, se verificaron previamente los registros de controles
preventivos de mantenimiento y esterilizacion con cinta indicadora de autoclaves del

laboratorio de preparaciones de la Escuela Ciencias Bioldgicas de la PUCE (Anexo 5).

4.2.2. Recoleccion, etiquetado y transporte de muestras

Para el analisis microbioldgico, exclusivamente, se tomaron por triplicado 10 ml
de cada estrato de fango residual en tubos conicos herméticos previamente esterilizados
e identificados con las etiquetas respectivas, de acuerdo a una codificacion facil de
detectar, en vista de que se requeria de 1 ml de muestra para preparar cada uno de seis
indculos que se emplearian para los medios de cultivo liquidos y sélidos y mantener en
almacenamiento 4 ml como respaldo por cualquier eventualidad (INECC-CCA, 2010;
Moreno y Albarracin 2012; Perfoparts S.A. de C.V, 2010). Los tubos se organizaron en
gradillas y se apilaron adecuadamente dentro de una hielera desinfectada a una
temperatura entre 4 y 8°C (Anexo 6). El tiempo de transporte de las muestras no supero
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las 24 horas tras su coleccion y se las procesé inmediatamente después de su llegada al

laboratorio (INECC-CCA, 2010).

4.3. Aislamiento e identificacion macroscopica de cepas microbianas

4.3.1. Elaboracion de medios de cultivo para bacterias metanogénicas

Para el aislamiento de microorganismos metanogénicos se utilizaron los medios
Barker-Taha (MB) y Stadtman—Barker (MC), cuya eficacia ha sido comprobada (Acufia,
Angel, Montoya, Corrales, & Sanchez, 2008; Dominguez, 2014; Elizarras, Serafin, &
Magafia, 2015). En las tablas 1 y 2 de Acufia et al. (2008) se especifican las sustancias y
sus cantidades requeridas, en gramos, para la elaboracion de 1000 ml de ambos medios
de cultivo, respectivamente (Acufia et al., 2008; Elizarras et al., 2015). A estos, se
afiadieron las sustancias formiato de sodio y cloruro de calcio como precursores y
dihidroxiestreptomicina como antibiotico, sugeridos por Dominguez (2014). Una vez
preparados los medios de cultivo de acuerdo al protocolo de Acufia et al. (2008), se
procedio a una pre-reduccidn de oxigeno en los mismos, mediante choque térmico. Esto
involucrd llevar los medios de cultivo liquidos a 110°C durante 10 minutos, se los dejo

enfriar y se los llevé a una camara de anaerobiosis durante dos horas.

La composicion de los medios de cultivo sélidos fue similar a la de los medios
liquidos, con una Unica diferencia que radica en la adicion de 2 g de agar-agar por cada
100 ml de medio de cultivo y la omision del antibiotico (Acufia et al., 2008; Dominguez,

2014).

31



Se realizaron controles de calidad de los medios de cultivo previa la inoculacion
de las muestras de fango residual. Para esto, se utilizaron como control negativo una
cepa bacteriana aerobia (Bacillus subtilis), como control positivo una cepa anaerobia
(Clostridium sp.) y un testigo sin inoculo bacteriano para verificar la esterilidad del
medio de cultivo en cada medio de cultivo utilizado, tanto liquido como sélido (Anexo
7). Se incubaron a 37°C en una camara de anaerobiosis conseguida mediante la
colocacion un sobre de AnaeroGen™ Compact para generar un ambiente gaseoso
controlado con concentraciones oxigeno menores al 1% y entre 9 a 13% de dioxido de
carbono (COy) durante 72 horas, de acuerdo a los protocolos de Acufia et al. (2008) y
Moreno y Albarracin (2012). Previo a esto, se verificaron los registros operacionales
para evidenciar el buen funcionamiento de las incubadoras de la sala de preparaciones
de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la PUCE (Anexo 8). Esto se realiz6 en cada

inoculacion e incubacion del estudio para garantizar la calidad de resultados.

4.3.2. Inoculacion de muestras en medios de cultivo especificos

Para asegurar la viabilidad de los microorganismos de las muestras obtenidas de
la cisterna colectora de desechos de camal, previo a su inoculacion en los medios de
cultivo especificos para metanogénicos, se realizé un pre-enriquecimiento o activacion
celular que consistié en poner 1 ml de la muestra en 10 ml de caldo tioglicolato y
llevarlos a incubacion durante al menos 24 horas a 37°C. Posteriormente, en base al
método de inoculacion para muestras ambientales sefialado por Acufia et al. (2008) y
Moreno y Albarracin (2012), se realizaron diluciones de cada pre-enriquecimiento
bacteriano y se inocularon 100 pl por triplicado de las diluciones 10 y10 en agar sélido
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MB y MC y se los incubd a 37°C en campana de anaerobiosis con un sobre de
AnaeroGen™ Compact para generar un ambiente gaseoso controlado con
concentraciones oxigeno inferiores al 1% y entre 9 a 13% de CO.. Esto se realizo con la

finalidad de obtener la mayor diversidad de colonias aisladas posible.

4.3.3. Obtencion de cepas bacterianas aisladas

El desarrollo bacteriano, relativamente lento, requirié una revision diaria de las
cajas inoculadas, con el fin de aislar y evitar la contaminacion o pérdida de las mismas.
Cada colonia bacteriana fue aislada segun las caracteristicas morfoldgicas descritas por
Acuhfa et al. (2008), en donde se sefiala que en el agar MC las colonias de Methanococcus
son puntiformes, pequefias y de color amarillo palido; mientras que en el agar MB se
distinguen las colonias de Methanobacterium por ser redondas, grandes, brillantes,
pegajosas y de color café (Figura 2). En las tablas 3 y 4 de Acufia et al. (2008) se
describen las morfologias microscopicas para Methanococcus y Methanobacterium,

respectivamente.

4.3.4. Caracterizacion fenotipica de cepas aisladas en los medios especificos para

bacterias metanogenicas MC y MB

La caracterizacion fenotipica para las cepas aisladas en los medios de cultivo
solidos MC y MB se ejecutd a partir de las metodologias descritas por Acufia et al. (2008)
y Dominguez (2014). Esto permitié evidenciar caracteristicas microscopicas Yy
macroscopicas como: tipo de Gram (+ 0 -), morfologia de la colonia sobre el agar,

motilidad y produccion de biogas. Cada cepa aislada fue comparada con la
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caracterizacion fenotipica descrita por Acufia et al. (2008) para géneros bacterianos

metanogénicos como Methanocccus y Methanobacterium.

4.4. Determinacion de cepas aisladas y consorcios intactos productores de biogés para
la composicion de consorcios potenciadores de la produccion de metano

4.4.1 Determinacion cualitativa de cepas y consorcios intactos productores de biogas

La determinacion cualitativa de cepas productoras de biogas se realizd por
triplicado segun la metodologia de Dominguez (2014), donde se utilizaron 20 ml del
medio de cultivo con un indculo ajustado de 107 UFC mit en un tubo de ensayo estéril
con tapa de caucho en el que se incluy6 un tubo Durham invertido. Todo esto se realizo
para garantizar la hermeticidad, evitar la contaminacion del sistema y evidenciar la
produccidn de biogas por desplazamiento de volumen (Figura 3). Los medios utilizados

para este propdsito fueron MB y MC.

Se procedi6 de la misma manera para los consorcios intactos provenientes de los
diferentes estratos de la cisterna colectora de desechos de camal, con la Gnica diferencia
de que se inoculé 1 ml del consorcio en los respectivos medios especificos para
metanogénicos anteriormente mencionados (Dominguez, 2014; Moreno y Albarracin

2012).

Aquellas cepas y consorcios intactos que registraron produccién de biogas fueron
sometidos a un analisis mas exhaustivo de cantidad (en volumen) y calidad (en términos

de porcentaje de metano) del mismo.
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4.4.2. Determinacion del volumen de biogéas producido por cepas aisladas y consorcios

intactos

Para evaluar cuantitativamente la cantidad de biogés producido, se inocularon
por triplicado en los medios MB y MC tanto cepas aisladas como consorcios, respetando
volumenes y concentraciones descritas en el apartado anterior, esta vez dentro de tubos
de vidrio con tapa perforable que permitieron conservar la hermeticidad pese a muestreos
sistematicos de biogds mediante puncion con jeringuilla (Anexo 9). En el caso de
consorcios intactos, se procedio a sembrar una segunda réplica del muestreo original por

triplicado.

La medicién de volumenes de biogéds producido se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita por Posada, Noguera y Bolivar (2006): el biogas acumulado en el
tubo hermético fue medido mediante puncién con jeringuilla a los 7, 14, 21 y 28 dias de
crecimiento. Para consorcios intactos, se procedié con la medicién del volumen a los 7
y 28 dias, segun la metodologia de Dominguez (2014), pero también se realizaron

lecturas a los dias 14 y 21 por motivo de comparaciones posteriores.

4.4.3. Determinacion de la concentracion de metano en el biogas producido por cepas

aisladas y consorcios intactos

Paralelamente al estudio anterior, el biogas producido por cepas y consorcios
intactos inoculados por triplicado en tubos de vidrio con tapa perforable fue utilizado
para la determinacion de la concentracion de metano mediante el uso de un equipo

VARIAN 660-IR (Anexo 10), segun la metodologia descrita por Figueredo (2016) que
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describe el célculo de porcentaje de metano en base a la absorbancia. En el caso de
consorcios intactos, se contd con seis medidas provenientes del biogas producido por

dos de las tres réplicas muestreadas por estrato que se inocularon por triplicado.

Se tomaron, mediante puncion con jeringuilla, 15 cm® del biogas producido
(independientemente del volumen total) y se aforé a 50 cm?® con aire comdn para inyectar
en las celdas de lectura y obtener las absorbancias de metano. Las lecturas del biogas
producido por las cepas aisladas se realizaron a los 7, 14, 21 y 28 dias de crecimiento;
mientras que, segun la metodologia sefialada por Dominguez (2014), las lecturas del
biogas producido por consorcios intactos se obtuvieron a los 7 y 28 dias. No obstante,
con la finalidad de realizar comparaciones posteriores, se realizaron lecturas también a
los 14 y 21 dias. Previo a los analisis de concentracion de metano contenido en el biogas,
se calibro el equipo VARIAN 660-IR ubicado en la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Central del Ecuador con los estandares gaseosos de butano, propano,
metano, &cido sulfhidrico y nitrégeno. Paralelamente a cada analisis de gases efectuado
durante todo el estudio, se corrieron gases estandar provenientes de un cilindro Airgas
UN 1954 y una muestra blanco para comprobar que los datos obtenidos fueran correctos

(Anexo 11).

4.4.4. Determinacion de volumen y porcentaje de metano del biogas producido por
indculos seleccionados a partir de cepas y consorcios intactos mas idéneos para

potenciar la produccion de metano en medio de cultivo especifico
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Un analisis estadistico de los resultados obtenidos en cuanto a cantidad y calidad
del biogas producido tanto por cepas aisladas como por consorcios intactos permitio
determinar cepas y consorcios mas idoneos para la composicion de in6culos microbianos
potenciadores de la produccion de metano, asi como el medio mas adecuado para

cultivarlos.

In6culos microbianos combinados pueden formarse a partir de dos cepas
diferentes que cumplan determinada funcién de caracter simbidtico (Mnif et al., 2015;
Corrales et al., 2015; Hays, Patrick, Ziesack, Oxman, & Silver, 2015). Por tanto, se
procedio a preparar los medios de cultivo adecuados para las cepas identificadas como
mejores productoras, se inocularon por triplicado todas las combinaciones posibles entre
éstas y el o los consorcios intactos mas eficaces, y se procedio al analisis de la cantidad

y la calidad del biogas producido por los nuevos in6culos seleccionados.

4.45. Andlisis estadistico

Para la comparacion del volumen de biogas producido y su concentracion de
metano entre cepas aisladas, consorcios intactos e indculos seleccionados a intervalos de
siete dias durante 28 dias, se utilizé el programa IBM SPSS Statistics version 22.0. Previo
al andlisis de varianza, se procedio a comprobar el cumplimiento de los supuestos del
ANOVA. Todos los valores respetaron la normalidad, igualdad de varianzas y/u
homogeneidad. La prueba de Levene permitio evaluar la homogeneidad de varianzas,
mediante el calculo de las distancias entre grupos de datos, con la finalidad de determinar

si la probabilidad asociada era superior al 0.05 (varianzas iguales) o inferior al 0.05
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(varianzas distintas) (Garcia, Gonzalez, & Jornet, 2010). Al registrarse diferencias
significativas con el ANOVA realizado, se procedid al analisis Post Hoc mediante la
prueba de Tukey para diferenciar entre mejores y peores productores de metano entre

cepas aisladas, consorcios intactos e inoculos seleccionados.

5. RESULTADOS

5.1. Determinacion de cepas aisladas y consorcios intactos productores de biogas para

la composicion de consorcios potenciadores de la produccion de metano

Un total de 36 cepas bacterianas provenientes de los nueve estratos de fango residual
analizados fueron aisladas en los medios de cultivo especificos para microorganismos
metanogénicos (Tablas 1 y 2). Sin embargo, se registr0 produccién de biogas
exclusivamente en medio MC y solo en algunas de las cepas aisladas en éste. No obstante,
los consorcios intactos que generaron biogas lo hicieron tanto en medio MC como en

medio MB, salvo en un caso (Tabla 3).

5.1.1. Caracterizacion fenotipica y determinacion cualitativa de la produccion de

biogés en cepas aisladas en medio MC

Dieciocho cepas bacterianas cocoides (cocos y cocobacilos), en su mayoria Gram +,
fueron aisladas en medio MC. Sus descripciones fenotipicas constan en la Tabla 1. Siete

cepas produjeron biogas. Sin embargo, las caracteristicas propias del género
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Methanococcus, como se describen en Acufia et al. (2008), se limitaron a las cepas
identificadas como F y G, procedentes de los estratos de 105 a 120 y 90 a 105 cm de
profundidad de la cisterna colectora de desechos de camal, respectivamente. No obstante,
se evaluaron tanto la cantidad de biogas como la concentracion de metano producida por
éstas y las cepas identificadas como H, N, O, P y Q porque también éstas ultimas lograron
desarrollarse en el medio especifico para Methanococcus y registraron produccion de

biogas.

5.1.2. Caracterizacion fenotipica y determinacion cualitativa de la produccion de

biogas en de cepas aisladas en medio especifico MB

Se aislaron 18 cepas bacterianas bacilares, en su mayoria Gram +, en medio MB
(Tabla 2). Al menos una cepa fue aislada de cada uno de estratos de la cisterna. Sus
descripciones fenotipicas constan en la Tabla 2. Ninguna de ellas registré produccion de
biogas. Las cepas R, S, T, U, AA, BB y EE presentaron caracteristicas fenotipicas muy

similares a las descritas por Acufia et al. (2008) para Methanobacterium.

5.1.3. Determinacion cualitativa de consorcios intactos productores de biogas en

medios MC y MB

No todos los consorcios intactos, provenientes de cada uno de los nueve estratos
muestreados de la cisterna colectora de desechos de camal, produjeron biogas en medio

de cultivo MC y/o MB. Este metabolismo se limit6 a los tres estratos mas profundos,
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entre los 90 y los 135 cm. La caracterizacion cualitativa de los consorcios generadores
de biogas consta en la Tabla 3. En general, se registraron aparentes variaciones en la
cantidad de biogas producida entre réplicas y entre medios de cultivo. Todos, menos el
consorcio proveniente del estrato localizado entre los 105 y los 120 cm de profundidad,
registraron produccion de biogas en las tres réplicas. EI mayor desplazamiento de

volumen se obtuvo por el consorcio proveniente del estrato mas profundo en medio MC.

5.2. Evaluacion de la cantidad y calidad de biogas producida por cepas aisladas y

consorcios intactos

5.2.1. Determinacion del volumen de biogéas producido por cepas aisladas y consorcios
intactos en medio de cultivo MC

5.2.1.1. Determinacién del volumen de biogas producido por cepas aisladas

Unicamente las cepas aisladas provenientes de profundidades entre 90 a 120 cm
registraron produccion de biogas (Tabla 4). En cuanto a la evolucion de la generacion de
biogas (Figura 5), se observo que tras siete dias de incubacion se obtuvieron volimenes
desde 2,67 hasta 17,03 cm® (ANOVA: n = 21; gl = 7; F = 464,105; p < 0,01 [Tabla 5]),
en donde la cepa F registr6 la menor produccién, mientras que P y Q obtuvieron los

valores mas altos (Tabla 6).

Transcurridos 14 dias, se produjeron entre 8,00 y 19,00 cm® (ANOVA: n = 21;
gl=7; F=676,267; p < 0,01 [Tablas 4 y 7]) con la menor produccién generada por las

cepas G y H, y la mayor por P, Q y N (Tabla 8). A los 21 dias, se produjeron entre 9,33
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y 19,67 cm® (ANOVA: n=21; gl = 7; F = 3848,230; p < 0,01 [Tablas 4 y 9]) y destacaron

Gy H, yNyQ como las menos y mas efectivas, respectivamente (Tabla 10).

Finalmente, para el dia 28, entre 9,43 y 20,00 cm? de biogas fueron producidos
(ANOVA: n=21;gl=7; F=5945,693; p < 0,01 [Tablas 4 y 11]), con G y H como las

menos eficientes, y Q y N como mejor productoras (Tabla 12).

5.2.1.2. Determinacion del volumen de biogas producido por consorcios intactos

Los consorcios intactos provenientes de profundidades entre 90 a 135 cm fueron
los Unicos en registrar produccion de biogas en medio MC (Tabla 13). En cuanto a la
evolucion de la generacidon de biogas (Figura 6), se observé que tras siete dias de
incubacion se obtuvieron volimenes desde 1,33 hasta 3,15 cm® (ANOVA: n=9; gl = 3;
F = 1475,453; p < 0,01 [Tablas 13 y 14]), donde el consorcio intacto con mayor
produccion fue o, proveniente del estrato mas profundo, localizado entre los 105 y los
135 cm. La menor produccion fue registrada por vy, proveniente del estrato mas

superficial capaz de producir biogas (Tablas 13 y 15).

Transcurridos 14 dias, se produjeron entre 7,13 y 9,10 cm® (ANOVA: n=9; gl =
5; F = 15725,304; p < 0,01 [Tablas 13 y 16]) con la menor produccién generada por el
consorcio g y la mayor por y (Tabla 17). A los 21 dias, se produjeron entre 12,60 y 18,30
cm® (ANOVA: n=9; gl = 3; F =22954,00 p < 0,01 [Tablas 13 y 18]) y destacaron g y y

como los consorcios menos y més efectivos, respectivamente (Tabla 19).
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Finalmente, para el dia 28, entre 14,06 y 20,10 cm?® de biogas fueron producidos
(ANOVA: n =9; gl = 3; F = 8857,416; p < 0,01 [Tablas 13 y 20]), con y como el

consorcio menos eficiente, g y a. como los mejores productores (Tabla 21).

5.2.2. Determinacion de la concentracion de metano en el biogas producido por cepas
aisladas y consorcios intactos en medio de cultivo MC

5.2.2.1. Determinacion de metano producido por cepas aisladas

De las siete cepas aisladas en medio MC que registraron produccion de biogas,
inicamente dos cepas fueron productoras de metano. Estas provinieron de profundidades
entre 90 y 120 cm (Tabla 22). En cuanto a la evolucion de la generacion de metano (Figura
7), se observo que, tras siete dias de incubacion, la cepa G super6 a F con 6,33% frente a

4,49% (Pruebadet: n=6; gl =4;t=13,571; F =3,010 p< 0,01 [Tablas 22 y 23]).

Transcurridos 14 dias, la mayor produccion de metano fue generada por la cepa
F con 65,11% frente a los 30,49% de G (Pruebade t: n=6; gl = 4;t=116,031; F = 3,237,
p < 0,01 [Tablas 22 y 24]). A los 21 dias, F continGa superando a G en produccion de
metano con 87,57% frente a 49,08% (Prueba de t: n=6; gl =4; F=0,373 t = 144,355; p

< 0,01 [Tablas 22 y 25]).

Finalmente, para el dia 28 el porcentaje de metano producido por ambas cepas se
iguala y supera al 87% (Pruebadet: n=6; gl =4; F=2,811;t=2,115; p > 0,05 [Tablas

22 y 26]).
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5.2.2.2. Determinacién de metano producido por consorcios intactos

Todos los consorcios que registraron produccion de biogas, provenientes de
profundidades entre 90 a 135 cm, generaron también metano (Tabla 27). En cuanto a la
evolucion de la generacion de metano (Figura 8), se observd que tras siete dias de
incubacion se obtuvieron porcentajes desde 0,23% hasta 6,09% (ANOVA: n=9; gl = 3;
F=29298,891; p<0,01 [Tablas 27 y 28]), en donde los consorcios intactos gy y registraron

la menor produccién, mientras que a obtuvo los valores mas altos (Tabla 29).

Transcurridos 14 dias, se produjeron entre 0,89 % y 63,33 % de metano
(ANOVA: n = 9; gl = 3; F = 103950,640; p < 0,01 [Tablas 27 y 30]) con la menor
produccion generada por los consorcios intactos y y B y la mayor generada por a (Tabla
31). A los 21 dias, se produjo entre 2,60 % y 74,07 % (ANOVA: n=9; gl =3; F =
21643,984; p < 0,01 [Tablas 27 y 32]) y destacaron y y a como la menos y mas efectiva,

respectivamente (Tabla 33).

Finalmente, para el dia 28, entre 4,92 % y 90,17 % de metano fue producido
(ANOVA:n=9; gl =3; F=150944,487; p < 0,01 [Tablas 27 y 34]), con y como el menos

eficiente y o como mejor productor (Tabla 35).

5.3. Comparacion de la cantidad y calidad de biogas producida por cepas aisladas y
consorcios intactos mejores productores de metano individualmente y en inoculo

seleccionado
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Las unicas cepas aisladas productoras de metano fueron F y G (Tabla 22) vy, si
bien su produccion se distinguio a los 7, 14 y 21 dias (Tablas 23 a 25), fue similar a los
28 dias (Tabla 26). Por tanto, ambas fueron elegidas para la composicion de consorcios
potenciadores de la produccién de metano. En cuanto a consorcios intactos, se escogio al
consorcio a por ser el mas idoneo. El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los
indculos seleccionados fue el MC, en vista de que fue el Unico medio en que las cepas
aisladas de la columna de fango residual de la cisterna fueron capaces de producir biogas
(Tablas 1y 2). Para el analisis estadistico, se incluyo al azar una de las réplicas de biogas

analizadas por triplicado para el consorcio a.

5.3.1. Comparacion del volumen del biogas producido por cepas aisladas, consorcios

intactos e inéculos seleccionados

En la Figura 9 y la Tabla 36 se evidencia la produccion progresiva de biogas a lo
largo del tiempo tanto de cepas aisladas F y G como del consorcio intacto oy los diferentes
indculos seleccionados en base a las diferentes combinaciones posibles entre los tres

primeros.

Tras siete dias de incubacion, se obtuvieron volimenes desde 1,00 hasta 5,50 cm?®
(ANOVA: n=21;9l=7; F=720,281; p < 0,01 [Tablas 36 y 37]). La mejor produccién
de biogéas la registré una cepa, la cepa G, mientras que la mas baja correspondié al
consorcio mas complejo (F + G + «) (Tabla 38). La produccion de biogas de los indculos
seleccionados conformados por una cepa bacteriana y el consorcio a tuvieron la misma

productividad que el consorcio a individualmente. Por otro lado, la eficacia registrada por

44



la cepa G individualmente se vio reducida cuando se encontro en consorcio (G +a, F + G

y/o F +G + o) (Tabla 38).

Sin embargo, transcurridos 14 dias, se produjeron entre 8,00 y 19,33 cm® (ANOVA:
n=21;gl=7; F=554,339; p<0,01[Tablas 36 y 39]), los indculos seleccionados a partir
de dos elementos, sean estos cepa y consorcio o dos cepas, sobrepasaron la produccion de
biogas de las cepas y el consorcio intacto individualmente (Tabla 40). El tratamiento mas
efectivo resulto el consorcio F + a, seguido del consorcio F + G y éste por el consorcio G
+ o Los tres elementos al origen de todas las combinaciones por separado y en consorcio

complejo (F + G + o) obtuvieron la menor produccién (Tabla 40).

A los 21 dias, se produjeron entre 9,33 y 20,33 cm® (ANOVA: n=21; gl =7; F =
1442,613; p < 0,01 [Tablas 36 y 41]). EI mejor productor de biogas siguié siendo F + a,
seguido de F + G y éste por G + a, y tanto las cepas independientes F y G como el
consorcio mas complejo (F + G + o) fueron los menos efectivos (Tabla 42). No obstante,

la produccion de F + G fue equivalente a la de o y la de G + aa la de F (Tabla 42).

Finalmente, para el dia 28, entre 9,43 y 20,67 cm?® de biogas fueron producidos
(ANOVA:n=21;9gl=7; F=1792,888; p < 0,01 [Tablas 36 y 43]). EI mayor volumen de
biogas producido correspondi6é nuevamente al consorcio F + a, seguido de F + G y éste
por G + a (Tabla 44). Sin embargo, la produccion de F + o ya no registro diferencias a la
produccién de a y, como a los 21 dias, la produccion de G + a no se diferencio de la de F
(Tabla 44). Las cepas individuales y el consorcio mas complejo permanecieron como los

menos efectivos (Tabla 44).
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En resumen, pese a registrarse variaciones a lo largo del periodo de 28 dias de
incubacion, ni las diferentes combinaciones efectuadas ni las cepas individualmente
llegaron a sobrepasar la produccion del consorcio intacto a. Las combinaciones de dos
elementos resultaron efectivas solo puntualmente. EI consorcio mas complejo registro
siempre la menor cantidad de biogas, la combinaciéon G + a obtuvo siempre valores
intermedios, la combinacion F + G oscil6 entre valores bajos y altos para terminar en
valores intermedios, la cepa F mantuvo una produccion intermedia baja y la cepa G paso

de la mejor a la menor produccién en 28 dias.

5.3.2. Comparacion del porcentaje de metano producido por cepas aisladas,

consorcios intactos e indculos seleccionados

En la Figura 9y la Tabla 45 se evidencia la evolucion de la concentracion de metano
en el tiempo tanto de cepas aisladas F y G como del consorcio intacto a y los diferentes
indculos seleccionados en base a las diferentes combinaciones posibles entre los tres

primeros.

A los siete dias de incubacion, se observaron porcentajes de metano desde 0,78%
hasta 6,33% (ANOVA: n =21; gl =7; F = 4442,581; p < 0,01 [Tablas 45 y 46]). La cepa
G y el consorcio intacto a resultaron ser los mas efectivos, seguidos por la cepa F. Por

otro lado, todos los indculos seleccionados registraron la menor produccién (Tabla 47).

Transcurridos 14 dias, se produjeron entre 28,57% y 65,11% (ANOVA: n = 21; gl

= 7; F = 158754,593; p < 0,01 [Tablas 45 y 48]). Todos los tratamientos analizados
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obtuvieron porcentaje de metano distintos en el biogds que produjeron (Tabla 49). La
mejor calidad de biogas fue registrada por la cepa F, seguida por el consorcio o y éste por
el consorcio F + a. El consorcio mas complejo registré una productividad intermedia,
mientras las tres combinaciones de dos o menos elementos que incluian a la cepa G
resultaron las menos efectivas, con la acotacién de que la cepa G fue mejor que la

combinacion G + a, pero peor que la combinacion G + F (Tabla 49).

A los 21 dias de incubacion, se produjeron entre 43,33 % y 92,03 % (ANOVA: n =
21; 9l =7; F=16426,062; p < 0,01 [Tablas 45 y 50]). Nuevamente, todos los tratamientos
salvo F + a y G + a resultaron diferentes en términos de porcentaje de metano en el biogas
producido y el consorcio complejo obtuvo una productividad intermedia (Tabla 51).
Destaco F + a como la composicion mas efectiva, seguida por la produccion de metano
de la cepa aislada F y ésta por el consorcio intacto o Tabla 51). Por su parte, F + G tuvo

la menor produccién de metano (Tabla 51).

Finalmente, para el dia 28, entre 61,03% y 95,17% de metano fueron producidos
(ANOVA: n = 21; gl = 7; F = 122539,795; p < 0,01 [Tablas 45 y 52]). Volvieron a
registrarse diferencias altamente significativas entre los porcentajes de metano generados
por todas las combinaciones evaluadas, salvo para las cepas individuales F y G que
registraron una productividad intermedia (Tabla 53). El inéculo seleccionado F + o resulto
ser el mejor, seguido por a y las cepas aisladas (Tabla 53). Las demas combinaciones no
resultaron dptimas: el consorcio mas complejo pasé a un cuarto lugar, mientras que las
combinaciones G + a y F + a obtuvieron el quinto y sexto lugar, respectivamente, Sin

superar la produccién individual de cepas y consorcio intacto involucrados (Tabla 53).
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En resumen, F + o demostrd ser el indculo seleccionado mas efectivo desde el
catorceavo dia de incubacion. Hasta los 14 dias, su calidad de metano se vio superada por
cepas aisladas y el consorcio a. Sin embargo, para el dia 21 supero en cerca del 5% la
calidad de la cepa mas eficiente y en 18% al consorcio intacto mas efectivo. EI consorcio
F + G resultdé el menos efectivo, salvo a los 14 dias. El consorcio G + a no destaco

particularmente y el consorcio méas complejo no superd valores intermedios.

6. DISCUSION

6.1. Optimizacion de procesos de biodigestion mediante alteracion del comportamiento

metabdlico de consorcios microbianos

La utilizacion del metano ha despertado el interés de gran cantidad de
investigadores, incitando a la realizacion de varios estudios porque la posibilidad de su
aprovechamiento surge como alternativa de tratamiento para residuos solidos
acumulados (Camargo & Vélez, 2009). El enfoque principal abordado es su uso como un
recurso energético renovable (Barragan, Arias, & Terrados, 2016), mas todavia si se

considera que la materia prima constituyen los desechos.

En la parroquia de Pacto, incluida dentro de uno de los hotspots del territorio
ecuatoriano (SNI, 2015), los desechos idoneos para el aprovechamiento energético del
metano abundan, por lo que su tratamiento resulta fundamental para minimizar el impacto

antropogeénico y obtener energia renovable para los procesos productivos de su poblacion.
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El aprovechamiento de los desechos permite evitar su acumulacion y, por tanto, la

contaminacion ambiental y la potencial afectacion a la salud humana derivadas.

Para poder optar por esta alternativa de manejo de desechos en el camal de Pacto,
se aislaron y caracterizaron cepas bacterianas metanogénicas y consorcios intactos
productores de biogas y se analiz6 su calidad en términos de volumen de biogas y
concentracion de metano (Dominguez, 2014). Se dedujo que, al combinar los mejores
generadores de metano, la mejora en la cantidad y calidad del biogas obtenido permiten

considerar el potencial del fango de camal de la cisterna para la generacion de energia.

El incremento en el volumen de biogas y la proporcion de metano en el mismo es
notable cuando se confeccionan inéculos en base a la combinacidn de cepas aisladas con
los consorcios intactos mejores productores. Esto podria explicarse por el reforzamiento
de relaciones de mutualismo simbiotico existentes entre especies metanogénicas y no
metanogeénicas. Es decir, que mientras mas estrecha es la sintrofia entre bacterias
metanogénicas hidrogenotroficas, acetoclasticas, metilotropicas y otras bacterias con
potencial sulfato-reductor, por ejemplo, mayor resulta la producciéon de biogas con
concentraciones de metano altas (Ferrer & Pérez, 2010; Salazar, 2008). Las primeras se
desarrollan con hidrégeno molecular como donador de electrones y CO, como aceptor
de electrones, aunque algunas usan formiato como fuente de CO2y H». Las especies
acetoclasticas degradan acetato en grupos metilo y carbonilo hasta CO», permitiendo que

el grupo metilo pase a metano (Ferrer & Pérez, 2010; Salazar, 2008).

Precisamente, este tipo de relaciones pudieron haberse reforzado en el indculo
seleccionado que superd la concentracion de metano del 90%, F + a. La particularidad de

este inoculo es que la cepa aislada y el consorcio intacto utilizados provenian de estratos
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de fango residual de la cisterna diferentes. Por tanto, la sinergia obtenida podria deberse
a que estaba disponible el nicho ecologico de la cepa aislada en el microhabitat ocupado
por el consorcio intacto (Icaza, 2013; Otero, 2017). En efecto, combinar un conjunto de
bacterias genera una mayor cantidad de productos en los procesos biologicos, siempre y
cuando sean compatibles (Quintero & Cardona, 2010; Garcia, 2014). Esto implica la
ausencia de competencia por sustrato que se traduce en mayor produccion de metano

(Yang et al., 2016).

Esto no ocurre en la combinacion G + a, pues la cepa G proviene también de un
estrato diferente al de o. La combinaciéon se traduce, sin embargo, en pérdida de
efectividad del consorcio originalmente establecido y cambio de su comportamiento
metabolico por posible competencia por sustrato (Ferrer & Pérez, 2010). Por otra parte,
la combinacion F + G resulto ser la menos efectiva, seguramente debido a los complejos
requerimientos metabdlicos y las particularidades fisiologicas que caracterizan a las
cepas aisladas involucradas como mencionan Ferrer y Pérez (2010), lo que se traduce en
antagonismo marcado. Es decir, la produccién de metano de la combinacion de las dos
cepas resulta mucho menor que la de cada cepa individualmente. No obstante, obtiene
valores de metano que siguen haciendo aprovechable como biocombustible al biogas

producido.

Garcia (2014) detalla que cada estrato donde exista actividad metanogénica propia
de un ambiente anaerobio en comdn, permite que las poblaciones microbianas coexistan.
Ademas, se esperaria que mientras mas microorganismos metanogénicos confluyan, el
volumen de biogds y su concentracion de metano aumenten considerablemente
(Dominguez, 2014; Gallegos et al., 2010). Sin embargo, el indculo F + G + o dista mucho
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de ser el més eficiente en términos de volumen de metano producido (Tablas 54 y 55).
Al comparar dicha combinacion con el resto de indculos seleccionados, se observo que
el inoculo G + a obtuvo valores incluso inferiores al indculo mas complejo aunque
superiores al inoculo F + G, resultando que los elementos de los tres inoculos
seleccionados implicados competirian entre si por sustrato (Gallegos et al., 2010). No
obstante, el inéculo F + G + a consigue mayor eficiencia que G + a, porque se ha
complejizado el consorcio original al incluirse una cepa de nicho diferente (Dominguez,

2014; Gallegos et al., 2010).

6.2. Aplicabilidad energética del biogas producido por la composicion de consorcios

metanogénicos

Cepas aisladas o consorcios que generen biogas con un 70% de metano pueden
ser considerados potenciales catalizadores de la optimizacion en procesos de
biodigestion, puesto que, en el mejor de los casos, este valor es el maximo obtenido en la
naturaleza (Rodriguez, 2014). La mayoria de valores de pureza de biogas de este estudio
superaron este umbral, incluyendo cepas aisladas, consorcios intactos e inoculos
seleccionados. En este sentido, el biogas producido por estos tres tipos de catalizadores
posibilitarian evadir el proceso de purificacion de CO, especialmente, haciéndolo
inmediatamente aprovechable para cualquier fin bioenergético (Molina, Cantet,

Montoya, Correa, & Barahona, 2013).

Factores que podrian influenciar la produccién de metano incluyen la relacion

H2/COy, el formiato, el acetato, el metanol y las metil-aminas (L6pez, 1999), conocidos
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como los mejores precursores en la metanogénesis. Estos mismos compuestos son
reducidos en la naturaleza, de manera que no resultan sustentables en la industria
energética que requiere de un minimo de 45% de metano para ser considerado inflamable

(Deublein & Angelika, 2008).

En este estudio, el medio de cultivo MC que contiene en su formulacion el 82,8%
de formiato de sodio, es considerado el mas idoneo para la obtencion de bacterias
metanogénicas y, a su vez, resulta poseer un efectivo suministro de elementos que
benefician al desarrollo bacteriano en forma liquida o sélida (Acufia et al., 2008; Ferrer
& Pérez, 2010). Esto lo convierte en un oportuno catalizador directo de la metanogénesis,
la razén de obtener produccidn de metano de parte de cepas aisladas y consorcios intactos
unicamente en este medio. Sin embargo, sintetizar formiato de sodio o0 sus precursores en
laboratorio 0 a escala industrial para procesos de biodigestion no resulta sustentable a no
ser de que éste sea sintetizado biol6gicamente a partir de desechos organicos (Ferrer &
Pérez, 2010; Pescador, 2015). Por esta razén, Ferrer y Pérez (2010) proponen la eleccion
de inoculantes metanogénicos para el mejoramiento de la calidad y el rendimiento del

biogas. Precisamente, es lo que ha conseguido esta investigacion.

Un volumen de biogas con concentraciones superiores o iguales al 45% de metano
es inflamable y, por ende, aprovechable. Por otro lado, altos porcentajes de metano en el
biogas (70% o mas) incrementan su poder calorifico (Lopez, 1999; Magafia & Rubio,
2011). Esto justifica el planteamiento de potenciar la produccién de metano a partir de la
formulacién de inoculantes microbianos metanogénicos eficaces (Deublein & Angelika,
2008). En efecto, los resultados obtenidos demuestran la potencialidad de la optimizacion

del proceso de biodigestidn para proveer de energia renovable. Se ha conseguido elevar
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la concentracion de metano del 90 al 95%. Es decir, que en la cisterna colectora de
desechos de camal de 12 x 2 x 1,35 m solo el ultimo estrato, perteneciente al consorcio
o, y tomando en cuenta que cada estrato era de 15 cm de espesor, al tomar 1 cm? de éste
se producirian 48,7 m® de metano en 28 dias, tomando como base una produccion minima
de 15 cm?® de biogas y 13,5 cm® de metano por cada cm? de biomasa (Tabla 44). Si a esto
se sumaran los 6,3 m® producidos por el segundo estrato, correspondiente al consorcio
(produccion minima de 10 cm? de biogés y 1,2 cm?® de metano por cada cm?® de biomasa),
y 0,9 m? del tercer estrato (produccién minima de 5 cm?® de biogés y 0,25 cm? de metano
por cada cm® de biomasa), se obtendria un volumen total de metano de 56 m? dentro de
la cisterna. Sin embargo, si se combinara el consorcio intacto o del Gltimo estrato con la
cepa F proveniente del segundo estrato, el valor resultante de dicha combinacion seria 68
m? y se obtendria una produccion total de 124 m* de metano (produccioén minima de 20
cm?® de biogéas y 19 cm® de metano por cada cm® de biomasa). En base a estas estimaciones
conservadoras, y segun los estudios de Quesada, Salas, Arguedas y Botero (2007) donde
demuestran que a partir de 31,9 m®de biogas al 77,9 % de metano se obtienen 274 kwWh,
en este estudio se calcula que mediante la composicion de indculos metanogénicos

eficaces se estarian obteniendo 1364,8 kWh de energia eléctrica para consumo en 28 dias.

Un estudio realizado por Baquero y Quezada (2016) en la ciudad de Cuenca-
Ecuador evidencié que mensualmente, por domicilio, se consumen en promedio 201,40
kwh. De tal manera que, en base a este consumo eléctrico, la produccién de metano de
la cisterna podria abastecer una casa durante seis meses, aproximadamente, siempre y
cuando las condiciones se asemejen al medio MC, lo que resulta poco probable por lo

antes expuesto. Adicionalmente, se debera tomar en cuenta el comportamiento bacteriano
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a gran escala para determinar si en realidad los volimenes de metano estimados en este
estudio lograran ser obtenidos en la practica ya que, como menciona la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales [SEMARNAT] (2010), para que generen biogas
de calidad enegética sustentable, los volimenes grandes de desechos organicos deben ser

estables y bien seleccionados.

Aun asi, el Plan Maestro de Electrificacion elaborado por el Consejo Nacional de
Eléctricidad (2013) determino que para el afio 2017, el promedio de consumo residencial
en la ciudad de Quito seria de 152 kWh mes™ sin uso de cocina a induccion y, con uso
de ésta, habria un consumo adicional de 100 kwh mes™. Es decir, mensualmente se

estarian consumiendo 252 kWh, aproximadamente.

En este sentido, si una casa usa cocina a induccion podria ser abastecida de energia
eléctrica generada por biogés durante cinco meses, siempre y cuando la casa, el edificio,
la tienda o cualquiera que desee adoptar un sistema de generacion de energia renovable
que funcione de forma eficiente a base de biogés, deberia contar con inoculantes
metanogénicos y desechos organicos idoneos (Ferrer & Pérez, 2010). Adicionalmente, es
indispensable un biodigestor disefiado técnicamente que cuente con todas las seguridades
para evitar posibles accidentes, esté en buen estado y posea la maquinaria necesaria para
transformar el biogas en energia (Quesada et al., 2007; SEMARNAT, 2010). EI manejo
riguroso y el empleo de las mejores alternativas econémicas en cuanto a la adquisicion
de insumos como el formiato de sodio como principal precursor de metanogenesis
identificado en este estudio, por ejemplo, haran que el biogas pueda ser usado de forma
exitosa y se convierta en la alternativa de gestion de desechos organicos propuesta en esta

investigacion.
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7. CONCLUSIONES

Combinar un conjunto de bacterias posibilita un aumento significativo en la cantidad
y la calidad de los productos de los procesos bioldgicos, siempre que sean
compatibles.

La manipulacion de la dominancia de una determinada especie de un consorcio, no
se traduce necesariamente en el aumento de la productividad metabolica del mismo.
La combinacion de dos cepas aisladas puede resultar en antagonismo marcado.

El sustrato que permitid evidenciar la optimizacion de los procesos de biodigestion
fue el medio de cultivo MC que constituyo un catalizador directo de la metanogénesis.
La optimizacion en la produccion de metano se debe a la formacion de inoculos
seleccionados de microorganismos metanogénicos eficaces.

Esta investigacion ha conseguido generar un inoculante microbiano capaz de catalizar
la metanogénesis, de manera que se potencien los volimenes de biogas aprovechable

como biocombustible.
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8. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados de esta investigacion, se recomienda:

Realizar estudios de costos de produccion de metano optimizado a partir de la
composicion de consorcios metanogénicos.

Llevar a escala mayor la composicion de consorcios metanogenicos para verificar que
la optimizacion de la biodigestion sea escalable.

Cuantificar la capacidad energética real del metano generado por los indculos
seleccionados en ensayos directos.

Realizar estudios de microorganismos productores de precursores de metanogénesis

como por ejemplo, el formiato de sodio o0 acetato, entre otros.
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10. FIGURAS
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Figura 1. Esquema del dispositivo colector de muestras de fango residual de la cisterna
colectora de desechos de camal de Pacto. Recoge simultaneamente nueve estratos de 3 L
cada uno, gracias a la palanca multiaccion que abre a la vez todas las llaves de media vuelta
para que el material ingrese a los frascos colectores.
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Figura 2. Morfologia de colonias. A) Colonias pequefias puntiformes amarillentas: agar
Stadman-Barker (MC) especifico para Methanococcus. B) Colonias redondas grandes,
brillantes y pegajosas de color café: agar Barker-Taha (MB) especifico para
Methanobacterium.

Figura 3. Determinacién de cepas aisladas y consorcios intactos productores de biogas
en tubos de ensayo. A) Produccidn de biogas por cepas aisladas, B) Produccién de biogas
por consorcios intactos. El biogas producido se colecta en el tubo Durham invertido en forma
de burbujas de gas.
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Figura 4. Evolucién del volumen de biogés producido a lo largo de 28 dias por cepas
aisladas de la columna de fango residual de la cisterna colectora de desechos de camal.
Volumen de biogéas producido por las cepas F, G, H, N, O, P y Q. Los puntos representan los
valores promedio mientras que las barras, la deviacion estandar.
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Figura 5. Evolucion del volumen de biogas producido a lo largo de 28 dias por
consorcios intactos de la columna de fango residual de la cisterna colectora de desechos
de camal. Volumen de biogas producido por los consorcios intactos a, B, y y. Los puntos
representan los valores promedio mientras que las barras, la deviacion estandar.
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Figura 6. Evolucion del porcentaje de metano en el biogés producido a lo largo de 28
dias por cepas aisladas de la columna de fango residual de la cisterna colectora de
desechos de camal. Porcentaje de metano contenido en el biogéas producido por cepas
aisladas. Los puntos representan los valores promedio mientras que las barras, la deviacion
estandar.
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Figura 7. Evolucion del porcentaje de metano en el biogas producido a lo largo de 28
dias por consorcios intactos de la columna de fango residual de la cisterna colectora de
desechos de camal. El volumen de biogas de todos los consorcios analizados es diferente a
los 28 dias. El porcentaje de metano contenido en el biogas producido por los consorcios
provenientes de los tres estratos mas profundos. Los puntos representan los valores promedio
mientras que las barras, la deviacion estandar.
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Figura 8. Evolucién del volumen de biogés producido a lo largo de 28 dias por cepas
aisladas, consorcios intactos e inoculos seleccionados. Los puntos representan los valores
promedio mientras que las barras, la deviacion estandar.
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Figura 9. Evolucion del porcentaje de metano en el biogas producido a lo largo de 28
dias por cepas aisladas, consorcios intactos e indculos seleccionados. Los puntos
representan los valores promedio mientras que las barras, la deviacion estandar
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11. TABLAS

Tabla 1. Caracterizacion fenotipica y procedencia de las cepas bacterianas aisladas en medio especifico para Methanococcus,
Stadman-Barker.

Cepas provenientes de los diferentes estratos de la cisterna colectora de desechos de camal aisladas en medio Stadman-Barker

. e . Diadmetro de
) Profundi e L Acidificacion del medio  Productor - -
Estrato  Réplica dad (cm) Identificacion Descripcion ( de azul verde a rojo) de biogés Gram Ia(crtrallr%;na Motilidad
1 3 120-135 | Colonia pequefia transparente irregular v Cocos Gram (+) 1 v
J Colonia blanca mediana regular v Cocos Gram (+) 2 v
5 1 105-120 A Colonia transpa;;rg?"pl)squena irregular v Cocos Gram (+) 1
2 105-120 E Colonia pequefia azul regular ~ —e- e Cocos Gram (+) 2
Colonia pequefia amarilla palida
F puntiforme v v Cocos Gram (+) 1 v
. s . Cocabacilos
3 105-120 K Colonia pequefia palida plana irregular === e Gram () T -
Colonia grande blanca regular ~ ———-- e Cocos Gram (+) 3 v
3 2 90-105 G Colonia pequefia transparente irregular v v Cocos Gram (+) 2 v
. . . Cocabacilos
H Colonia mediana celeste irregular v v Gram () 2,5 v
. . - Cocobacilos
3 90-105 M Colonia celeste irregular pequefia A Gram (-) 1 v
N Colonia azul intenso mediana v v Cocos Gram (+) 1 v
N Colonia plana cremosa mediana v Cocos Gram (+) 2
O Colonia azul pegajosa pequefia v v Cocos Gram (+) 1 v
P Colonia plana amarillenta v v Cocos Gram (+) 1 v
Q Colonia celeste regular pequefia N v Cocos Gram (+) 1 v
. . Cocobacilos
4 1 75-90 B Colonia azul pequefa irregular ~ ——- e Gram (+) 2 v
5 1 60-75 C Colonia celeste pequefia reqular ~ ————- e Cocos Gram (+) e
D Colonia celeste pequefia regular ~ ——- e Cocos Gram (+) 1 v
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y procedencia de las cepas bacterianas aisladas en medio especifico para Methanobacterium,
Barker-Taha.

Cepas provenientes de los diferentes estratos de la cisterna colectora de desechos de camal aisladas en medio Barker-Taha

. . e - Colonias Productor -
Estrato  Réplica  Profundidad (cm) Identificacion Descripcion su!furosa§ de biogés Gram Motilidad
(café-marrén)
1 2 120-135 z Colonias blancas grandes - = Bacilos Gram (-) v
2 1 105-120 R Colonia marrén, grande irregular v e Bacilos cortos Gram (+) -
2 AA Colonias marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
3 1 90-105 S Colonia marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
3 GG Colonia blancas medianas irregular - —eeeees Bacilos Gram (+) -
4 2 75-90 BB Colonias marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
5 1 60-75 T Colonia marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
2 cC Colonias secas pequefias irregulares blancas - e Bacilos cortos Gram (-) ~ -------
6 1 45-60 u Colonia marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
2 DD Colonias secas pequefias irregulares blancas - —eemee- Bacilos cortos Gram (-) ~ -------
EE Colonias marrén, grande irregular v Bacilos Gram (+) -
3 HH Colonias secas pequefias irregulares blancas ~ --—---  ---- Bacilos cortos Gram (-) v
7 1 30-45 \Y Colonias tomates grandes irregulares ~~ —------ e Bacilos Gram (+) ~ -------
3 1l Colonias secas pequefias irregulares blancas ~ --—--—-  ---- Bacilos cortos Gram (-) v
X Colonias secas pequefias irregulares blancas - —eeeee- Bacilos cortos Gram (+) ~ -------
8 1 15-30 Y Colonias secas pequefias irregulares blancas ~ --—--—-  —-emee- Bacilos cortos Gram (+) -
2 FF Colonia amarilla mediana regular - e Bacilos Gram (-) -
3 J Colonias amarillas secas irregulares - —eeeeee Bacilos Gram (+) ~ ------
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Tabla 3. Determinacion cualitativa de consorcios intactos productores de biogas.

Se incluyen Unicamente aquellos estratos cuyos consorcios intactos registraron produccion
de biogas evidenciada por desplazamiento de volumen dentro del tubo Durham.

Consorcios intactos productores de biogas provenientes de los diferentes estratos de la
cisterna colectora de desechos de camal

Profundidad Estrato Réplica

Identificacion

Cantidad de

Cantidad de

(cm) biogas en medio biogas en medio
Stadman-Baker Barker-Taha

120-135 1 1 a ++ ++

2 o +++ +

3 a ++++ +
105-120 2 1 B + +

2 B + ++

3 B + -
90-105 3 1 Y + +

2 Y ++ +

3 Y ++ ++++

Caracterizacion cualitativa: ++++, tubo lleno de gas; +++, ¥ tubo lleno; ++,
mitad del tubo; +, 1/4 de tubo; -, no produce biogas.
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Tabla 4. Volumen de biogéas producido en medio Stadman-Barker por cepas aisladas
de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos de camal durante 28
dias. Se muestran unicamente el promedio y la desviacion estandar de las tres réplicas
analizadas a intervalos de siete dias para volumen de biogés de las cepas que registraron
produccién.

Cepas productoras de biogas provenientes de los diferentes estratos cultivadas en
medio Stadman-Barker

. . Desviacion

Dia Estrato me('“(': ?:)'dad Identificacion Prgjrrr:g;ilo ees?[ér?c:i:a?'
(cm’)
7 2 105-120 F 2,67 0,58
3 90-105 G 5,50 0,87
H 7,03 0,06
N 13,33 0,58
o 15,50 0,87
P 16,83 0,29
Q 17,03 0,76
14 2 105-120 F 10,50 0,50
3 90-105 G 8,00 0,00
H 9,37 0,55
N 19,00 0,00
@) 17,17 0,76
P 17,83 0,29
Q 18,50 0,87
21 2 105-120 F 11,00 0,00
90-105 G 9,33 0,58
H 9,67 0,47
N 19,67 0,29
0 17,60 0,79
P 18,13 0,23
Q 18,93 0,81
28 2 105-120 F 11,00 0,00
3 90-105 G 9,43 0,51
H 10,13 0,75
N 20,00 0,00
0 18,83 0,29
P 18,43 0,12
Q 19,43 0,38
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Tabla 5. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas aisladas en medio
Stadman-Barker tras siete dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias
altamente significativas (p < 0,01) entre cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

Origen Tipo | de gl Cuadratico F Sig.
suma de promedio

cuadrados
Modelo 3250,795% 9 361,199 1198,923 ,000
Cepas_7Dias 3248,737 7 464,105 1540,497 ,000**
Réplica 2,058 2 1,029 3,416 ,067
Error 3,615 12 ,301
Total 3254,410 21

a. R al cuadrado = ,999 (R al cuadrado ajustada =,998)

Tabla 6. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del volumen de biogéas
producido por cepas aisladas en medio Stadman-Barker tras siete dias de incubacion.
Destacan como mas eficientes en términos de produccién de biogas las cepas P y Q con un
rango promedio de 16,83 a 17,17 cm?® de biogas producidos. La cepa F resulta la menos
efectiva con 2,67 cm®.

Prueba HSD Tukey?P para volumen de biogés

Cepas_7Dias N Subconjunto
1 2 3 4 5
F 3 2,6667
G 3 5,5000
H 3 7,0333
N 3 13,3333
© 3 15,5000
i 3 16,8333 16,8333
? : 17,1667
Sig. 1,000 057 1,000 117 086

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,301.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 7. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas aisladas en medio
Stadman-Barker tras 14 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias
altamente significativas (p < 0,01) entre cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

Tipo | de gl Cuadratico F Sig.
Origen suma de promedio

cuadrados
Modelo 4735,0282 9 526,114 2269,442 ,000
Cepas_14Dias 4733,870 7 676,267 2917,140 ,000**
Réplicas 1,158 2 ,579 2,498 124
Error 2,782 12 ,232
Total 4737,810 21

a. R al cuadrado =,999 (R al cuadrado ajustada = ,999)

Tabla 8. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del volumen de biogés
producido por cepas aisladas en medio Stadman-Barker tras 14 dias de incubacion.
Destacan como mas eficientes en términos de produccion de biogas las cepas N, P y Q con
un rango promedio 17,83 a 19,00 cm? de biogas producidos. Las cepas G y H resultan las
menos efectivas con 8,00 y 9,37 cm?, respectivamente.

Prueba HSD Tukey #° para volumen de biogas

Cepas_14Dias Subconjunto
N 1 2 3 4
G 3 8,0000
H 3 9,3667 9,3667
F 3 10,5000
6} 3 17,1667
P 3 17,8333 17,8333
Q 3 18,5000 18,5000
N 3 19,0000
Sig. ,052 ,135 ,060 ,119

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) =,232.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 9. Comparacion del volumen de biogés producido por cepas aisladas en medio
Stadman-Barker tras 21 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias
altamente significativas (p < 0,01) entre cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

) Tipo I de suma Cuadriético
Origen . .
de cuadrados gl promedio F Sig.

Modelo 5057,868% 9 561,985 2994,087 ,000
Cepas_21Dias 5056,147 7 722,307 3848,230 ,000**
Réplicas 1,721 2 ,860 4,584 ,033
Error 2,252 12 ,188

Total 5060,120 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada =,999)

Tabla 10. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién multiple del volumen de
biogas producido por cepas aisladas en medio Stadman-Barker tras 21 dias de
incubacidn. Destacan como mas eficientes en términos de produccion de biogas las cepas N
y Q con un rango promedio de 18,93 a 19,67 cm?® de biogas producidos. Las cepas G y H
resultan las menos efectivas con 9,33 y 9,67 cm?, respectivamente.

Prueba HSD Tukey #° para volumen de biogas

Cepas_21Dias Subconjunto
N 1 2 3 4 5

G 3 9,3333
H 3 9,6667
E 3 11,0000
O 3 17,6000
P 3 18,1333 18,1333
Q 3 18,9333 18,9333
N 3 19,6667
Sig. ,958 1,000 ,736 ,334 423

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) =,188.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 11. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas aisladas en medio
Stadman-Barker tras 28 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias
altamente significativas (p < 0,01) entre cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm?)

Tipo | de gl Cuadratico F Sig.
Origen suma de promedio

cuadrados
Modelo 5355,0162 9 595,002 4624,937 ,000
Cepas_28Dias 5354,427 7 764,918 5945,693 ,000**
Réplica ,590 2 ,295 2,291 ,144
Error 1,544 12 ,129
Total 5356,560 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada =,999)

Tabla 12. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogas producido por cepas aisladas en medio Stadman-Barker tras 28 dias de
incubacion. Destacan como mas eficientes en términos de produccion de biogés las cepas N
y Q con un rango promedio de 19,43 a 20,00 cm® de biogas producidos. Las cepas G y H
resultan las menos efectivas con 9,43-10,13 cm?.

Prueba HSD Tukey 2° para volumen de biogés

Cepas_28Dias N Subconjunto
1 2 3 4

G 3 9,4333
H 3 10,1333 10,1333
F 3 11,0000
P 3 18,4333
o) 3 18,8333
Q 3 19,4333 19,4333
N 3 20,0000
Sig. ,281 ,120 ,058 ,496

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,129.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 13. Volumen de biogéas producido en medio Stadman-Barker por los consorcios
intactos de la cisterna colectora de desechos de camal durante 28 dias. Se muestran
unicamente el promedio y la desviacion estandar de las dos réplicas analizadas por triplicado
a intervalos de siete dias para volumen de biogés de los consorcios intactos que registraron

produccion.

Dia Estrato Profundidad Identificacion Promgdio Deist\éﬁgg’n

(cm) (cm?) (o)

7 1 120-135 o 3,15 0,05

2 105-120 B 1,68 0,18

3 90-105 Y 1,33 0,03

14 1 120-135 o 8,200 0,26

2 105-120 B 7,133 0,06

3 90-105 Y 9,10 0,10

21 1 120-135 o 17,23 0,15

2 105-120 B 18,30 0,20

3 90-105 Y 12,60 0,20

28 1 120-135 o 19,27 0,41

2 105-120 B 20.10 1,95

3 90-105 Y 14,07 0,53
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Tabla 14. Comparacion del volumen de biogas producido por consorcios intactos tras
siete dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas (p

< 0,01) entre consorcios intactos

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

Origen Tipo | de suma al Cuadratico F Sig.
de cuadrados promedio
Modelo 43,6042 5 8,721 885,854 ,000
Cons_7Dias 43,575 3 14,525 1475,453 ,000**
Réplica ,029 2 ,014 1,457 ,335
Error ,039 4 ,010
Total 43,643

a. R al cuadrado =,999 (R al cuadrado ajustada =,998)
Cons: consorcios

Tabla 15. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién multiple del volumen de
biogas producido por consorcios intactos tras siete dias de incubacién. Destaca como
mas eficiente en términos de produccion de biogas el consorcio intacto o con un promedio

de 3,15 cm? de biogas producidos. El consorcio y resulta el menos efectivo con 1,33 cm?®.

Prueba HSD Tukey2? para volumen de biogas

Consorcios_7Dias N Subconjunto
1 2 3
y 3 1,3300
3 1,6833
o 3 3,1500
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) =,010.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 16. Comparacion del volumen de biogas producido por consorcios intactos tras
14 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas (p <
0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cmq)

Origen Tipo | de suma de al Cuadratico F Sig.
cuadrados promedio
Modelo 602,9192 5 120,584 9436,991 ,000
Cons_14Dias 602,803 3 200,934 15725,304 ,000**
Réplica ,116 2 ,058 4,522 ,094
Error ,051 4 ,013
Total 602,970

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 17. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogés producido por consorcios intactos tras 14 dias de incubacion. Destaca como mas
eficiente en términos de produccion de biogas el consorcio intacto y con 9,10 cm?® de biogas
producidos. El consorcio p resulta el menos efectivo con 7,13 cm?®,

Prueba HSD Tukey?P para volumen de biogas

Consorcios_14Dias N Subconjunto
1 2 3
B 3 7,1333
o 3 8,2000
Y 3 9,1000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,013.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 18. Comparacion del volumen de biogas producido por consorcios intactos tras
21 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas (p <
0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

Origen Tipo | de suma de al Cuadratico F Sig.
cuadrados promedio
Modelo 2371,9822 5 474,396 13772,800 ,000
Cons_21Dias 2371,913 3 790,638 22954,000 ,000**
Réplica ,069 2 ,034 1,000 444
Error ,138 4 ,034
Total 2372,120 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 19. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién multiple del volumen de
biogas producido por consorcios intactos tras 21 dias. Destaca como mas eficiente en
términos de produccion de biogas el consorcio g con 18,30 cm? de biogas producidos. El
consorcio y resulta el menos efectivo con 12,60 cm?.

Prueba HSD Tukey #° para volumen de biogas

Subconjunto
Consorcios_21Dias N 1 2 3
Y 3 12,6000
(0 3 17,2333
3 18,3000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) =,034.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa=,05.
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Tabla 20. Comparacion del volumen de biogéas producido por consorcios intactos tras
28 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas (p <
0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cmq)

) Tipo | de suma de Cuadratico
Origen ) .
cuadrados gl promedio F Sig.

Modelo 2919,7412 5 583,948 5315,330 ,000
Cons_28Dias 2919,257 3 973086  8857,416 000%*
Réplica 484 2 ,242 2,202 227
Error ,439 4 ,110

Total 2920,180 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 21. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogés producido por consorcios intactos tras 28 dias de incubacién. Destacan como mas
eficientes en términos de produccion de biogds los consorcios intactos o y g COn un rango
promedio de 19,26 a 20,10 cm?® de biogas. El consorcio y resulta el menos efectivo con 14,06
cm?,

Prueba HSD Tukey 2P para volumen de biogas

) Subconjunto
Consorcios_28Dias
1 2
Y 3 14,0667
a 3 19,2667
B 3 20,1000
Sig. 1,000 ,077

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,110.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 22. Porcentaje de metano en el biogas producido por cepas aisladas de diferentes
profundidades de la cisterna colectora de desechos de camal durante 28 dias en medio
Stadman-Barker. Se muestran Gnicamente el promedio y la desviacion estandar de las tres
réplicas analizadas a intervalos de siete dias para concentracién de metano en el biogas de
las cepas que registraron produccion. Las cepas H, N, O, P y Q no produjeron metano a pesar
de generar biogés.

Dias Estrato Profundidad Identificacion Promedio  Desviacion
(cm) (%) estandar
(%)

7 2 105-120 F 4,49 0,22
3 90-105 G 6,33 0,09

14 2 105-120 F 65,11 0,50
3 90-105 G 30,49 0,14

21 2 105-120 F 87,57 0,36
3 90-105 G 49,08 0,29

28 2 105-120 F 87,69 0,36
3 90-105 G 88,69 0,73
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Tabla 23. Comparacion de la calidad de biogés, en términos de porcentaje de metano
producido, entre las dos cepas aisladas que registraron produccion de metano tras siete
dias de incubacién. Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre cepas

aisladas.

Prueba de muestras independientes para porcentaje de metano

Prueba de Levene de

calidad de varianzas Prueba t para la igualdad de medias

95% de intervalo de

. . . Diferencia confianza de la
. Sig.  Diferencia . -
F Sig. t ol (bilateral) de medias de error diferencia
estandar . .
Inferior  Superior
Se as”%i’;g”anzas 3,010 158 -13571 4 000 -1,83200  ,1349¢  -2,20680 -1,45720
No se asumen 13571 267 002%* -1,83200 13499  -2,20298 -1,37102

varianzas iguales

Tabla 24. Comparacién de la calidad de biogas, en términos de porcentaje de metano
producido, entre las dos cepas aisladas que registraron produccion de metano tras 14
dias de incubacion. Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre cepas

aisladas.
Prueba de muestras independientes para porcentaje de metano
Prueba de Levene
de calidad de Prueba t para la igualdad de medias
varianzas
95% de intervalo de
. . . Diferencia confianza de la
F Sig. t gl Sig. Diferencia  “4e'error diferencia
(bilateral)  de medias .
estandar
Inferior Superior
Se asumen ek
varianzas iguales 3,237 146 116,031 4 ,000 34,61788 ,29835 33,78953 35,44624
No se asumen 116031 2,302  002** 3461788 29835 3348261 3575316

varianzas iguales
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Tabla 25. Comparacion de la calidad de biogés, en términos de porcentaje de metano
producido, entre las dos cepas aisladas que registraron producciéon de metano tras 21
dias de incubacion. Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre cepas

aisladas.

Prueba de muestras independientes para porcentaje de metano

Prueba de Levene

de calidad de Prueba t para la igualdad de medias
varianzas
95% de intervalo de
. . . Diferencia confianza de la
F Sig. t gl Sig. Diferencia de error diferencia
(bilateral)  de medias .
estandar
Inferior Superior
Se asumen ek

varianzas iguale: 373 574 144,355 4 ,000 38,48928 ,26663 37,74900 39,22956
No se asumen 144,355 3,790 002%% 38,48928 26663 37,73255 39,24601

varianzas iguale:

Tabla 26. Comparacién de la calidad de biogés, en términos de porcentaje de metano
producido, entre las dos cepas aisladas que registraron produccion de metano tras 28
dias de incubacién. No existen diferencias altamente significativas (p > 0,05) entre cepas.

Prueba de muestras independientes para porcentaje de metano

Prueba de Levene

de calidad de Prueba t para la igualdad de medias
varianzas
Diferencia 95% de intervalo de

. Sig. Diferencia confianza de la diferencia

F Sig. t ol (bilateral) de medias gsetéer:crjc;:

Inferior Superior
Se asumen 2811 169 -2,115 4 102 1,00034 47304 -2,31372 31303
varianzas iguales

No se asumen 2,115 2,929 127 1,00034 47304 -2,52677 52609

varianzas iguales
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Tabla 27. Porcentaje de metano en el biogas producido en medio Stadman-Barker por
consorcios intactos de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos de
camal durante 28 dias. Se muestran Unicamente el promedio y la desviacién estandar de las
dos réplicas analizadas por triplicado, a intervalos de siete dias para volumen de biogéas de
los consorcios intactos que registraron produccion.

Dia Estrato PrOf(lérr]nd)'dad Identificacion PI’CE(T;SdIO Ziigfg;n
(%)
7 1 120-135 a 6,09 0,03
2 105-120 B 0,23 0,03
3 90-105 Y 0,25 0,04
14 1 120-135 a 63,33 0,26
2 105-120 B 1,15 0,14
3 90-105 Y 0,89 0,01
21 1 120-135 a 74,07 0,86
2 105-120 B 6,08 0,25
3 90-105 Y 2,60 0,13
28 1 120-135 a 90,17 0,39
2 105-120 B 11,59 0,08
3 90-105 Y 4,92 0,04
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Tabla 28. Comparacion del porcentaje de metano producido por consorcios intactos
tras siete dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente
significativas (p < 0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

. Tipo | de suma Cuadratico
Origen
de cuadrados gl promedio F Sig.

Modelo 111,4992 5 22,300 29298,891 ,000
Cons_7Dias 111,498 3 37,166 48831,416 ,000**
Réplicas ,000 2 7,778E-5 ,102 ,905
Error ,003 4 ,001

Total 111,502 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 29. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por consorcios intactos tras siete dias de incubacion. Destaca como
mas eficiente en términos de concentracion de metano el consorcio intacto a con 6,09 % de
metano producido. El consorcio pyy resultan los menos efectivos con 0,23-0,25%.

Prueba HSD Tukey 2° para porcentaje de metano

) Subconjunto
Consorcios_7Dias
1 2
p 3 2333
Y 3 ,2533
3 6,0867
Sig. 675 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) = ,001.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 30. Comparacion del porcentaje de metano producido por consorcios intactos
tras 14 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas
(p < 0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

Origen Tipo | de al Cuadratico F Sig.
suma de promedio
cuadrados

Modelo 12040,9642 5 2408,193 62370,461 ,000
Metano_14Dias 12040,949 3 4013,650 103950,640 ,000
Réplicas ,015 2 ,007 ,194 ,831
Error ,154 4 ,039

Total 12041,119 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Tabla 31. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por consorcios intactos tras 14 dias de incubacion. Destaca como mas
eficiente en términos de concentracion de metano el consorcio intacto o con un promedio de
63,34% de metano producido. El consorcio gy y resultan los menos efectivos con 0,89% y
1,15%.

Prueba HSD Tukey #° para porcentaje de metano

) Subconjunto
Consorcios_14Dias
1 2
3 ,8867
3 1,1533
o 3 63,3367
Sig. ,324 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) =,039.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
3,000.

b. Alfa =,05.

86



Tabla 32. Comparacion del porcentaje de metano producido por consorcios intactos
tras 21 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas
(p < 0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

) Tipo | de suma Cuadratico
Origen . .
de cuadrados al promedio F Sig.

Modelo 16589,2672 5 3317,853 12986,857 ,000
Cons_21Dias 16588,671 3 5529,557 21643,984 ,000**
Réplicas ,596 2 ,298 1,166 ,399
Error 1,022 4 ,255

Total 16590,289 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 33. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por consorcios intactos tras 21 dias de incubacion. Destaca como mas
eficiente en términos de concentracion de metano el consorcio intacto o con un promedio de
74,07% de metano producido. El consorcio vy resulta el menos efectivo con 2,60%.

Prueba HSD Tukey P para porcentaje de metano

Subconjunto
Consorcios_21Dias
1 2 3
3 2,6000
3 6,0767
a 3 74,0667
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = ,255.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 34. Comparacion del porcentaje de metano producido por consorcios intactos
tras 28 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen diferencias altamente significativas

(p < 0,01) entre consorcios intactos.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

. Tipo | de suma de Cuadratico
Origen
cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 24865,701° 5 4973,140 90567,100 ,000
Cons_28Dias
24865,588 3 8288,529 150944,487 ,000**

Réplicas ,112 2 ,056 1,021 ,438
Error ,220 4 ,055
Total 24865,920 9

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Cons: consorcios

Tabla 35. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por consorcios intactos tras 28 dias de incubacion. Destaca como mas
eficiente en términos de concentracion de metano el consorcio intacto o con un promedio de

90,17% de metano producido. El consorcio vy resulta el menos efectivo con 4,92%.

Prueba HSD Tukey #° para porcentaje de metano

Subconjunto
Consorcios_28Dias
1 2 3
3 4,9167
3 11,5900
a 3 90,1667
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,055.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 36. Volumen de biogas producido por cepas aisladas, consorcios intactos e
indculos seleccionados de diferentes profundidades de la cisterna colectora de desechos
de camal en medio Stadman-Barker. Se muestran datos numéricos del promedio de
volumen de biogéas producido, ademéas de la desviacion estdndar respectiva para las tres
réplicas de cepas e indculos seleccionados, y las dos réplicas analizadas por triplicado de los
consorcios intactos.

Cepas, consorcios e inoculos seleccionados

. e Promedio Desyiacién
Dia Identificacion (cm?) estancsiar
(cm?’)
7 F 2,67 0,58
G 5,50 0,87
a 3,15 0,05
F+G 2,17 0,58
F+a 4,20 0,76
G+a 3,00 0,87
F+G+a 1,00 0
14 F 10,50 0,50
G 8,00 0,00
a 8,20 0,26
F+G 14,33 0,58
F+a 19,33 1,15
G+a 11,67 1,15
F+G+a 9,67 1,53
21 F 11,00 0,00
G 9,33 0,58
a 17,23 0,15
F+G 17,33 0,58
F+a 20,33 0,58
G+a 12,33 0,58
F+G+a 10,33 1,15
28 F 11,00 0,00
G 9,43 0,51
o 19,27 0,41
F+G 17,47 0,47
F+a 20,67 0,29
G+a 12,43 0,49
F+G+a 10,33 1,15
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Tabla 37. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas, consorcios intactos
e inoculos seleccionados tras siete dias de incubacion mediante ANOVA de los datos
transformados a raiz cuadrada. Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01)
entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Raiz cuadrada de volumen de biogas (cm®)

Tipo | de al Cuadratico F Sig.
Origen suma de promedio

cuadrados
Modelo 64,8962 9 7,211 560,336 ,000
Tratamiento_7Dias 64,882 7 9,269 720,281 ,000%*
Réplica ,014 2 ,007 ,528 ,603
Error ,154 12 ,013
Total 65,050 21

a. R al cuadrado = ,998 (R al cuadrado ajustada =,996)

Tabla 38. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién multiple del volumen de
biogas producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras siete dias
de incubacion transformados a raiz cuadrada. Destacan como maés eficientes en términos
de produccion de biogéas la cepa G y el indculo seleccionado F + o con un rango promedio
de 4,20 a 5,50 (inversos de raiz cuadrada de los valores respectivos) cm® de biogés
producidos. El consorcio constituido por F + G + a resulta el menos efectivo con 1,00 cm?.

Prueba HSD Tukey 2° para raiz cuadrada de volumen de biogas

Tratamiento_7Dias Subconjunto
N 1 2 3 4

F+G+a 3 1,0000
F+G 3 1,4699
F 3 1,6261
G+a 3 1,7319 1,7319
* 3 1,7748 1,7748
Fra 3 2,0487 2,0487
© 3 2,3401
Sig. 1,000 070 057 089

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,013.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 39. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas, consorcios intactos
e inoculos seleccionados tras 14 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen
diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm?)

) Tipo | de suma Cuadratico
Origen . .
de cuadrados al promedio F Sig.

Modelo 3152,3662 9 350,263 431,367 ,000
Tratamiento_14Dias 3150,803 7 450,115 554,339 ,000**
Réplica 1,563 2 ,781 ,962 410
Error 9,744 12 ,812

Total 3162,110 21

a. R al cuadrado = ,997 (R al cuadrado ajustada = ,995)

Tabla 40. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogéas producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 14 dias de
incubacion. Destaca como mas eficiente en términos de produccién de biogas el in6culo
seleccionado F + o con un promedio de 19,33 cm? de biogas producidos. Las cepas F y G, el
consorcio intacto a y los in6culos seleccionados G + a y F + G + « resultan los menos
efectivos con 8,00 — 10,50 cm®,

Prueba HSD Tukey &° para volumen de biogas

Tratamiento_14Dias Subconjunto
N 1 2 3 A

G 3 8,0000
¢ 3 8,2000
Fre+a 3 9,6667 9,6667
F 3 105000 10,5000
Gro 3 11,6667
Fro 3 14,3333
e 3 19,3333
Sig. 059 174 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,812.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 41. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas, consorcios intactos
e inoculos seleccionados tras 21 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen
diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm?)

) Tipo | de suma Cuadratico
Origen . .
de cuadrados al promedio F Sig.

Modelo 4433,7412 9 492,638 1122,060 ,000
Tratamiento_21Dias 4433,630 7 633,376 1442613 ,000**
Réplica 111 2 ,056 127 ,882
Error 5,269 12 ,439

Total 4439,010 21

a. R al cuadrado = ,999 (R al cuadrado ajustada = ,998)

Tabla 42. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogéas producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 21 dias de
incubacion. Destaca como mas eficiente en términos de produccién de biogas el in6culo
seleccionado F + o con un promedio de 20,33 cm? de biogas producidos. Las cepas F, G y el
indculo seleccionado F + G + a resultan los menos efectivos con 9,33 — 11,00 cm®.

Prueba HSD Tukey #° para volumen de biogas

Tratamiento_21Dias Subconjunto
N 1 2 3 4

G 3 9,3333
F+G+a 3 10,3333
F 3 11,0000 11,0000
G+a 3 12,3333
a 3 17,2333
F+G 3 17,3333
F+a 3 20,3333
Sig. ,099 ,253 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,439.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 43. Comparacion del volumen de biogas producido por cepas, consorcios intactos
e inoculos seleccionados tras 28 dias de incubacién mediante ANOVA. Existen
diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de biogas (cm®)

) Tipo | de suma Cuadratico
Origen ) .
de cuadrados o] promedio F Sig.

Modelo 4724,368° 9 524,930 1394,500 ,000
Tratamiento_28Dias 4724,260 7 674,894 1792,888 ,000**
Réplicas ,108 2 ,054 ,143 ,868
Error 4,517 12 376

Total 4728,885 21

a. R al cuadrado =,999 (R al cuadrado ajustada =,998)

Tabla 44. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién maltiple del volumen de
biogéas producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 28 dias de
incubacion. Destacan como mas eficientes en términos de produccion de biogas el in6culo
seleccionado F + a y el consorcio intacto o con un rango promedio de 19,27 a 20,67 cm® de
biogas producidos. Las cepas F, G y el consorcio F + G + o resultan los menos efectivos con
9,43 - 11,00 cm?,

Prueba HSD Tukey #° para volumen de biogas

Tratamiento_28Dias Subconjunto
1 2 3 4

G 3 9,4333
F+G+a 3 10,3333
F 3 11,0000 11,0000
G+a 3 12,4333
F+G 3 17,4667
a 3 19,2667
F+a 3 20,6667
Sig. ,092 ,140 1,000 ,155

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,376.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 45. Concentracion de metano producido por cepas aisladas, consorcios intactos e
indculos seleccionados mejores productores de metano provenientes de diferentes
profundidades de la cisterna colectora de desechos de camal en medio Stadman-Barker.
Se muestran datos numéricos de la concentracion de metano y la desviacién estandar
respectiva de las tres réplicas de cepas aisladas e indculos seleccionados, asi como también
las dos réplicas analizadas por triplicado de los consorcios intactos.

Cepas, consorcios e inoculos seleccionados

. e Promedio DeS\{iacién
Dia Identificacion (%) estandar
(%)
7 = 4,49 0,22
G 6,33 0,09
a 6,08 0,03
F+G 0,93 0,1
F+a 0,90 0,0
G+a 0,78 0,1
F+G+a 0,78 0,1
14 E 65,11 0,50
G 30,49 0,14
a 63,34 0,26
F+G 39,06 0,1
F+a 60,50 0,1
G+ta 28,57 0,1
F+G+a 52,57 0,1
21 F 87,57 0,36
G 49,08 0,29
o 74,07 0,86
F+G 43,33 0,1
F+a 92,03 75
G+ta 48,60 0,1
F+G+a 70,57 0,1
28 F 87,69 0,36
G 88,69 0,73
a 90,17 0,39
F+G 61,03 0,2
F+a 95,17 0,4
G+a 64,16 0,1
F+G+a 79,97 0,1
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Tabla 46. Comparacion del porcentaje de metano producido por cepas, consorcios
intactos e inoculos seleccionados tras siete dias de incubacion mediante ANOVA.
Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

) Tipo | de suma Cuadratico
Origen . .
de cuadrados gl promedio F Sig.

Modelo 300,3422 9 33,371 3455,514 ,000
Tratamiento_7Dias 300,327 7 42,904 4442581 ,000**
Réplica ,015 2 ,008 ,783 479
Error ,116 12 ,010

Total 300,458 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = ,999)

Tabla 47. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras siete dias
de incubacion. Destacan como més eficientes en términos de concentracion de metano la
cepa G y el consorcio intacto a con un rango promedio de 6,08% a 6,33% de metano
producido. Mientras que todos los indculos seleccionados resultan los menos efectivos con
0,78% - 0,93%.

Prueba HSD Tukey #° para porcentaje de metano

Tratamiento_7Dias Subconjunto
1 2 3

G+ 3 767
F+G+a 3 1767
F+ad 3 ,9000
F+G 3 ,9333
F 3 4,4936
a 3 6,0867
G 3 6,3256
Sig. 421 1,000 117

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,010.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 48. Comparacion del porcentaje de metano producido por cepas, consorcios
intactos e indculos seleccionados tras 14 dias de incubacién mediante ANOVA. Existen

diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

) Tipo | de suma Cuadrético
Origen . .
de cuadrados al promedio F Sig.

Modelo 53836,499? 9 5981,833 123476,165 ,000
Tratamiento_14Dias 53836,337 7 7690,905 158754,593 ,000**
Réplica ,162 2 ,081 1,668 ,230
Error ,581 12 ,048

Total 53837,080 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Tabla 49. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 14 dias
de incubacidén. Destaca como mas eficiente en términos de concentracion de metano la cepa
F con un promedio de 65,11%. El in6culo seleccionado G + o resulta el menos efectivo con

28,57%.

Prueba HSD Tukey P para porcentaje de metano

Subconjunto

Tratamiento_14Dias

1 2 3 4 5 6 7
G+ao 3 28,5667
G 3 30,4872
F+G 3 39,0667
F+G+a 3 52,5667
F+ad 3 60,5000
o 3 63,3367
F 3 65,1051
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,048.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 50. Comparacion del porcentaje de metano producido por cepas, consorcios
intactos e indculos seleccionados tras 21 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen
diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

. Tipo | de suma Cuadratico
Origen
de cuadrados o] promedio F Sig.

Modelo 99762,873% 9 11084,764 12776,071 ,000
Tratamiento_21Dias 99760,956 7 14251,565 16426,062 ,000**
Réplica 1,917 2 ,958 1,105 ,363
Error 10,411 12 ,868

Total 99773,285 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Tabla 51. Subconjuntos homogéneos tras la comparacién multiple del porcentaje de
metano producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 21 dias
de incubacién. Destaca como mas eficiente en términos de concentracion de metano el
indculo seleccionado F + a con un promedio de 92,03%. El in6culo seleccionado F + G
resulta el menos efectivo con 43,33%.

Prueba HSD Tukey P para porcentaje de metano

Subconjunto
N 1 2 3 4 5 6
43,3333

Tratamiento_21Dias

F+G
F+a 48,6000
G+a 49,0838
F+G+0 70,5667
o
F

F+a

74,0667
87,5730

W W W W W w w

92,0333
Sig. 1,000 ,994 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,868.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 52. Comparacion del porcentaje de metano producido por cepas, consorcios
intactos e indculos seleccionados tras 28 dias de incubacion mediante ANOVA. Existen
diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios y cepas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de metano

) Tipo | de suma Cuadrético
Origen . .
de cuadrados gl promedio F Sig.

Modelo 140942,368% 9 15660,263 95308,806 ,000
Tratamiento_28Dias 140942,255 7 20134,608 122539,795 ,000**
Réplica ,113 2 ,057 ,344 ,716
Error 1,972 12 ,164

Total 140944,340 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Tabla 53. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion multiple del porcentaje de
metano producido por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 28 dias
de incubacién. Destaca como mas eficiente en términos de concentracion de metano el
indculo seleccionado F + a con un promedio de 95,17%. El in6culo seleccionado F + G
resulta el menos efectivo con 61,03%.

Prueba HSD Tukey P para porcentaje de metano

Subconjunto
Tratamiento_28Dias
N 1 2 3 4 5 6
F+G 3 61,0333
G+a 3 64,1667
F+G+a 3 79,9667
F 3 87,6940
G 3 88,6944
o 3 90,1667
F+ao 3 95,1667
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,109 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,164.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa =,05.
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Tabla 54. Comparacion del volumen de metano producido en 10 cm3 de biogas por
cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras 28 dias de incubacion mediante
ANOVA. Existen diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre consorcios.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Volumen de metano

Tipo | de suma Cuadratico
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 1409,4242 9 156,603 95308,806 ,000**
Tratamiento_28Dias 1409,423 7 201,346 122539,795 ,000**
Réplica ,001 2 ,001 ,344 ,716
Error ,020 12 ,002
Total 1409,443 21

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Tabla 55. Subconjuntos homogéneos tras la comparacion maultiple del volumen de
metano producido en 10 cm? por cepas, consorcios intactos e indculos seleccionados tras
28 dias de incubacion. Destaca como mas eficiente en términos de volumen de metano el
indculo seleccionado F + a con un promedio de 9,5 cm®. El indculo seleccionado F + G
resulta el menos efectivo con 6,1 cm®.

Prueba HSD Tukey #° para volumen de metano

Subconjunto
Tratamiento 28Dias N 1 2 3 4 5 6
F+G 6,1033

G+a

F+G+a

3
3 6,4167
3 7,9967
F 3 8,7694
G 3 8,8694
a 3 9,0167
F+a 3 9,5167

Sig. 1,000 1,000 1,000 ,109 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,002.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa = ,05.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Servicio de alcantarillado en la parroquia de Pacto. Solo la zona centro de la
parroquia posee servicio de alcantarillado.

Tabla 2-AH Cobertura de servicios basicos

Porcentaje de viviendas con (2001|2010 |

Abastecimiento de agua por red pablica en su interior 229 % 241 %
Abastecimiento de agua por tuberia en su interior 311%
-2?,7 i

Eliminacion de aguas servidas por red piblica de iR

alcantarillado

46.8 % 68,6 %
149% 341 %

79.6 % 922 %
Fuente: CENSO DE POBLACION Y VIVIENDA 010

Elaboracion: ET DGPLA-GADPP 2015/2019

Primordialmente se detecta que, el abastecimiento de agua y la eliminaciéon de
excretas son los problemas latentes de la parroquia donde se evidencia una
exclusividad de estos servicios se presentan en Pacto Centro. Un papel importante
en el caso de abastecimiento de agua juegan las Juntas Administradoras de Agua
gue cobran una tasa de 2 a 5 délares por proveer los servicios a la poblacién.

Estos resultados de carencia de servicios influyen en el pensamiento de la
poblacién y lo relacionan directamente a que viven en condiciones de pobreza lo
cual influye en el pensamiento y los anhelos de la poblacion. No vislumbran un
desarrollo adecuado del territorio y expresan que esta iniciativa solo se evidencia
en los Planes de Desarrollo de la parroquia, instrumento al cual no se le ha dado
seguimiento principalmente en relacién a la oferta de servicios basicos.
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Anexo 2. Resolucion DAJ-20134B4-0201.0247 emitida por Agrocalidad. Resuelve que,
para obtener carne procedente de ganado vacuno, esta debe ser faenada en un camal que tenga
los permisos pertinentes de funcionamiento y su debido control de manejo de desechos.

Av. Eloy Alfaro N30-350 y AMazonas

Ministerio / AGROCALIDAD 01 MAGAP, Plo 9
3 2 alt

de Agricultura, Ganaderia, E‘Gﬁ”mmmm ‘D:‘“““" it i

Acuacultura y Pesca N2 bR e direscion et gob.6

HABILITACION DE MATADEROS: Procedimiento oficial de control sobre la actividad que
realiza el propic mataderoc desde la recepcidn de los animales hasta la expedicion de
carnes, el cual luego de la Identificacion e Inspeccién oficial, pasa a formar parte de los
Mataderos Bajo Inspeccién Oficial (MABIO).

INOCUO PARA EL CONSUMO HUMANO: un producto se considera Inocuo para el
consumo humano de acuerdo a los siguientes criterios:
a) Cuando ha sido producido aplicando todos los requisitos de inocuidad
alimentaria apropiados para su pretendido uso final,

b) Si cumple los criterios de rendimiento y de proceso basados en riesgo para
peligros especificos; y

¢) Si no contiene contaminantes quimicos o microbiolégicos en niveles dafiinos a
la salud humana.

INOCUIDAD ALIMENTARIA: Garantia de que el alimento no causard dafio al consumidor
cuando sea preparado y/o consumido de acuerdo a su uso previsto yfo establecido.

INSPECCION ANTE-MORTEM: procedimiento efectuado por el Médico Veterinario del
Matadero, mediante el cual verifica el estado sanitario y de reposo de los animales vivos
en los corrales del establecimiento y se dictamina el destino del animal y las condiciones
de su faenamiento.

INSPECCION OFICIAL DE MATADEROS: Proceso sistematico y constante de
Responsabilidad de la Autoridad Sanitaria para la proteccidn de la salud animal y humana
que consiste en la vigilancia y control del cumplimiento de normas y procesos para la
obtencién de productos seguros para el consumidor.

INSPECCION POST-MORTEM: procedimiento efectuado por el Médico Veterinario del
Matadero mediante el cual se verifica el estado sanitario de las canales y de los
subproductos comestibles y se emite un dictamen final de aptitud para el consumo
humano.

INSPECTOR OFICIAL: Funcionario designado para el Control Oficial, autorizado por
AGROCALIDAD, para desempefiar actividades oficiales relacionadas con la higiene de la
carne, con destrezas, habilidades y conocimientos suficientes para emitir criterios
apegados a la técnica.

10: Inspector Oficial para la Inspeccion y Habilitacién de Mataderos
MATADEROS BAJO INSPECCION OFICIAL (MABIO): Sitio o lugar donde personas

naturales o juridicas desarrollan actividades: de faena, desposte y/o despiece de animales
para abasto, que ha cumplido los requisitos y condiciones sanitarias descritas en la

1715180822 7
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Anexo 3. Creacion del primer Bosque Modelo del Ecuador. Pacto es una de las seis
parroquias incluidas.

l Ecuador J

Informe Ejecutivo
Ante la Red |Iberoamericana de Bosgues Modelo
Periodo: Marzo 2016— Abril 2017

Preparado por: Inty Arcos

1. ACTIVIDADES DURANTE EL PERIODD CORRESPONDIENTE

1. Planes de Desarrollo y Ordenamiento Territorial parroquiales articulados y con visidn
regional en el territorio del Bosgque Modelo.
Se elabord el Plan de Gestidn Territorial Sustentable de todo el territorio del Bosgue Maodelo
Choco Andino (BMCA), como un primer instrumento de planificacidn gque guie v organice el
accionar del BMCA en los proximos cinco afios.

2. | Ordenanza Metropolitana N® 137 que establece como un Area de Importancia Ecolégica,
Cultural y de Desarrollo Productivo Sostenible a los territorios de las parroquias de Nono,
Calacali, Nanegal, Nanegalito, Gualea y Pacto.

El BMCA v la Mancomunidad del Chocd Andino, a través del aporte de numerosos actores y
personas, elabord el proyecto de Ordenanza Metropolitana para establecer el territorio del Bosque
Modelo que incluye las seis parroquias noroccidentales como Area de Importancia Ecoldgica,
Cultural y Desarrollo Productivo Sostenible. Este logro reguirid de un gran esfuerzo técnico, de
cabildeo v socializacidn durante aproximadamente seis meses, en el gue se tuvo el apoyo de varios
actores, como la Secretaria de Ambiente del Municipio del DM, COMNDESAN, Fundacidn Imaymana,
y los representantes de los seis GADs parroquiales.

La aprobacidn de la Ordenanza por parte del Consejo Metropolitano se dioc el 11 de agosto de 2016.
Este instrumento juridico abre las puertas para un tratamiento especial del territorio, visibilizando
sus potencialidades v sus verdaderas necesidades. Dispone la conformacion de mesas de trabajo
con diferentes agencias municipales con el fin de lograr intervenciones municipales participativas
en el territorio.

Se logrd que dentro de la ordenanza de actualizacidn del Plan de Uso v Ocupacion del Suelo [PUOS)

s¢ disponga la elaboracidn de un Plan Especial para el territorio del Bosque Modelo en un plazo de
18 meses.
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Anexo 4. Prueba de funcionamiento del dispositivo colector de fango residual en
presencia de miembros de la comunidad. Se obtuvieron 3 L de fango residual de cada
estrato simultdneamente, cuyo sustrato registrd obvias diferencias en términos de cantidad
de solidos.
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Anexo 5. Registros de mantenimiento preventivo de autoclaves de la Sala de
Preparaciones de la Escuela Ciencias Biolégicas de la PUCE. Mantenimientos
preventivos de autoclaves utilizadas en este estudio. El cuadro remarcado indica el periodo
en que se hizo el estudio.
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Anexo 6. Recoleccion y trasporte de muestras de cisterna colectora de desechos de
camal. Muestras obtenidas y transportadas en cadena de frio (4 - 8°C).

!
» \"‘:\‘ ;;‘!i';
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Anexo 7. Control de calidad de medios de cultivo. A). Control positivo: cepa anaerobia de
Clostridium sp. en medio MC sélido; B). Control positivo: cepa anaerobia de Clostridium sp.
en medio MB sdlido; C). Control negativo: cepa aerobia de Bacillus subtilis en medio MC
solido; D). Control negativo: cepa aerobia de Bacillus subtilis en medio MB solido; E).
Testigo sin indculo bacteriano en medio MB y MC solidos. F). Control positivo: cepa
anaerobia de Clostridium sp en medio MC liquido G). Control positivo: cepa anaerobia de
Clostridium sp en medio MB liquido; H). Control negativo: cepa aerobia de Bacillus subtilis
en medio MC liquido; I). Control negativo: cepa aerobia de Bacillus subtilis en medio MB
liquido; J) Testigo sin indculo bacteriano en medio MB 'y MC liquidos.

1‘1»

Medio MC 7 MedioMB

MC: Stadman-Barker
MB: Barker-Taha
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Anexo 8. Registros de funcionamiento de incubadoras de la Sala de Preparaciones de
la Escuela de Ciencias Biologicas de la PUCE. El cuadro remarcado indica el periodo en
que se hizo el estudio.
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Anexo 9. Tubo de vidrio con tapén perforable. Conserva la hermeticidad pese a muestreos
sistematicos de biogas mediante puncion con jeringuilla.

Anexo 10. Equipo VARIAN 660-1R usado para las lecturas de biogas.

A) Equipo VARIAN 660-IR, B) Celda Pike de carga de biogéas para la lectura de
absorbancias.
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Anexo 11. Gas estdndar para verificacion de lecturas de gases en equipo VARIAN 660-
IR.
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A. Lecturas de muestra blanco y gas estandar.

B. Bombona con gas estandar para la comprobacion de lecturas.
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