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RESUMEN

TITULO: APROVECHAMIENTO DEL LACTOSUERO A PARTIR DEL PROCESO DE DIGESTION
ANAEROBICA: ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD Y DE LA RECUPERACION DE NUTRIENTES
EN FORMA DE ESTRUVITA EN DIGESTORES TUBULARES.*

AUTOR: DANIELA ANDREA CARRILLO PENA**; ANDREA SOFIA PORTILLO PORTILLA**

PALABRAS CLAVE: Lactosuero, Co-Digestion anaerdbica, Separacién de fases, Recuperacion de
fosfato, Estruvita, Acidos grasos volatiles.

DESCRIPCION:

El principal residuo generado en la produccién de queso es el lactosuero (LS). En este estudio se llevd a
cabo el tratamiento del LS por medio de la co-digestion anaerobica, utilizando estiércol bovino (EB) como
co-sustrato, para aprovechar el alto contenido de materia organica y reducir los riesgos de inhibicion.
Ademas, obtener un biogds que puede ser utilizado como energia y un digerido con alto contenido
nutricional del cual se pueden recuperar los nutrientes (amonio y fosfato) por medio de la precipitacion de
estruvita. Para esto, se implementd el proceso de co-digestidn en tres reactores tubulares (Longitud=1 m,
Diametro =0.11 m, Volumen operacién= 4.3 L), cada uno con velocidad de carga organica diferente (0.5;
1.0 y 1.5 kg DQOsustratos/Migestor*dia). Se encontré que una velocidad de carga organica de 1.0 kg
DQOsustratos/ Maigestor*dia, permite que el proceso sea estable y sin riesgos de inhibicion alcanzando
producciones de biogas de 1,270.1 + 85.3 mL biogas/d y recuperaciones de fosfato del 77% (en forma de
estruvita). Al realizar un andlisis bioguimico y microbioldgico a lo largo del eje axial de cada reactor, se
evidenci6 que para la carga de 1.0 kg DQOsustratos/Migestor*dia es posible obtener una separacion de fases.
El andlisis bioquimico demuestra que en la primera y la segunda parte del reactor se lleva a cabo la fase de
produccién y consumo de acidos grasos volatiles (AGV) respectivamente. En el anlisis microbiolégico se
encontrd que en la primera parte del reactor el porcentaje de Archaeas acetoclasticas fue del 48% mientras
gue en la segunda parte estuvo entre el 73y el 80% confirmando la estratificacion del consorcio microbiano.
Siendo este proceso idoneo para un sustrato acido como el lactosuero.

’ Trabajo de grado

" Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Humberto Escalante
Hernandez, Ingeniero Quimico, Ph.D; Liliana Del Pilar Castro Molano, Ingeniera Quimica, Ph.D; Jaime Jaimes
Estévez, Ingeniero Quimico, MSc.
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ABSTRACT

TITTLE: USE OF CHEESE WHEY FROM ANAEROBIC DIGESTION PROCESS: STUDY OF
STABILITY AND NUTRIENTS RECOVERY IN FROM OF STRUVITE IN TUBULAR REACTORS*

AUTHOR: DANIELA ANDREA CARRILLO PENA**; ANDREA SOFIA PORTILLO PORTILLA**

KEYWORDS: Cheese whey, Anaerobic Co-Digestion, Phase separation, Phosphate recovery, Struvite,
Volatile fatty acids.

DESCRIPTION:

The main residue generated in the cheese production is the cheese whey (CW). This study carried out CW
anaerobic co-digestion treatment, using bovine manure (EB) as co-substrate, to take advantage of the high
content of organic matter and reduces the inhibition risks. In addition, obtain a biogas that can be used as
energy and a digest with high nutritional content of which can recover the nutrients (ammonium and
phosphate) by means of struvite precipitation. For this, the co-digestion process was implemented in three
tubular reactors (Length= 1 m, Diameter =0.11 m, Volume operation= 4.3 L), each one with different
organic load rate (OLR) (0.5, 1.0 y 1.5 kg CODsystrate/Muigestor*day). The OLR of 1.0 kg
CODsustrate/ M3digestor*day, allows the process stability without inhibition risk, the biogas production reached
is 1,270.1 + 85.3 mL biogas/day and phosphate recovery is 77% (form of struvite). A biochemical and
microbiological analysis along the axial axis of each reactor showed that it is possible to obtain a phase
separation with an OLR of 1.0 kg CODsystrate/M3aigestor*day. The biochemical analysis shows, that the phase
of volatile fatty acids (VFA) production is carried out in the first reactor section and VFA consumption in
the second section. In the microbiological analysis it was found that in the first reactor section the
percentage of Acetoclastics Archaeas was 48% while at the second section it was between 73 and 80%
showing the microbial consortium stratification. This process is ideal for an acid substrate such cheese
whey.

i Bachelor Thesis

" Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Humberto Escalante
Hernandez, Ingeniero Quimico, Ph.D; Liliana Del Pilar Castro Molano, Ingeniera Quimica, Ph.D; Jaime Jaimes
Estévez, Ingeniero Quimico, MSc.
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Introduccion

La produccion lechera en Colombia hace presencia en 22 departamentos del pais donde se
registran mas de 395,215 unidades productoras de leche, es decir, casi 400,000 fincas o haciendas
de las cuales solo el 20% tienen mas de 15 animales (Pinto, 2017). El principal producto obtenido
a partir de leche es el queso. Para producir 1 kg de queso se necesitan 10 L de leche de los cuales
9 L se convierten en lactosuero (LS) como subproducto. En el 2016 se consumieron en Colombia
mas de 1,050 millones de litros de leche y 85,000 toneladas de quesos (Pinto, 2017) produciendo
altos volumenes de LS que generalmente son vertidos a las masas hidricas. Esto provoca un
impacto ambiental negativo debido al alto contenido de materia organica.

En la actualidad existen varias alternativas para valorizacion del LS entre las cuales se
encuentran procesos de separacion por membranas (Mufi, Paez, Faria, Ferrer, & Ramones, .2005),
hidrolisis (Conti, Ceriani, Juliarena, & Estaban, 2012), tratamientos anaerobicos y aerobicos
(Garcia, Arrazola, & Villalba, 2013). Desde el punto de vista bioldgico se destaca como proceso
de intensificacion la digestion anaerdbica (DA) que es considerada un tratamiento econémico,
rentable y que demanda menos energia siendo asi empleada para el tratamiento de diversos tipos
de residuos (Motta-Correa & Mosquera, 2015).

En el proceso de DA se obtiene energia en forma de biogas (que es una mezcla de metano
(CHj4) entre 40 y 70 %, dioxido de carbono (CO.) entre 60 y 30%, nitrogeno (N) entre 0.5%-3%
y &cido sulfhidrico (H.S) de 0.1%-1%) y un digerido que cuenta con una alta concentracion en

productos minerales como el fésforo (P), nitrégeno (N), calcio (Ca) y potasio (K) (Camara &
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Laines, 2011). El lactosuero posee una alta carga organica (50-70 kg DQO/m®) que lo hace un
sustrato ideal para la produccion de biogas (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-Estévez, 2017;
Rico, Mufioz, & Rico, 2015). De acuerdo con la literatura, la produccion de biogas a partir del
lactosuero es alrededor de los 0.55 m? biogas /kg DQO (Rico, Mufioz, & Rico, 2015; Fernandez,
Cuetos, Martinez, & Gomez, 2015).

El lactosuero retiene el 55% de los nutrientes de la leche (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-
Estévez, 2017), ademas posee altos contenidos de nitrogeno y fésforo por lo cual desde un punto
de vista nutricional el digerido resultante del proceso de digestion anaerdbica con este sustrato es
adecuado para su utilizacién como fertilizante. Sin embargo, el uso directo del digerido no es
aconsejable ya que puede producir problemas de eutrofizacion. Una técnica sencilla para recuperar
los nutrientes del digerido es mediante la precipitacion de Estruvita (ES) (Stolzenburg,
Capdevielle, Teychené, & Biscans, 2015). La estruvita (MgNHsPO4-6H20) es un fertilizante de
liberacion lenta que aporta nutrientes fundamentales como magnesio, nitrégeno y fésforo, ademas
requiere menos frecuencia de aplicacion y no causa dafios en la planta (Hidalgo, 2014).

Sin embargo, la digestion anaerdbica del lactosuero presenta problemas de inhibicion debido a
la acumulacién de nitrogeno amoniacal y de acidos grasos volatiles (AGV) provenientes de la
degradacion de compuestos nitrogenados y por la fermentacion de carbohidratos lipidos y
proteinas (Astals, S; Ariso, M; Gali, A; Mata-Alvarez, J, 2011). Una alternativa para mejorar estos
problemas es la adicion de dos o mas sustratos a la mezcla, proceso comunmente llamado Co-
digestion anaerobica (CoDA) (Rodriguez, 2014).

La CoDA es una tecnologia que: aumenta entre un 25% a 400% la produccién de biogas y
rendimiento del metano comparado con la mono digestion de los mismos sustratos. A su vez, la

CoDA disminuye los efectos inhibidores, equilibra los micronutrientes y macronutrientes,
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diversifica e incrementa los efectos sinérgicos de las comunidades microbianas que juegan un
papel fundamental en el metanogénesis y aumenta la carga organica biodegradable por unidad de
volumen (Shah, y otros, 2015). El estiércol bovino (EB) en codigestion con LS regula el pH del
sistema y disminuye los riesgos de inhibicion ya que tiene una alcalinidad total (AT) (1850 mg
CaCOs/L) mucho mayor respecto a la reportada para el LS (750 mg CaCO3/L) (Escalante, Castro,
Amaya, Jaimes, & Jaimes-Estévez, 2018; Kalyuzhnyi, Perez Martinez, & Rodriguez Martinez,
1997). Por tanto, el EB es un cosustrato con alta capacidad buffer que brindaria estabilidad al
proceso.

Para evitar problemas de inhibicion, en operacidn continua se debe tener en cuenta la velocidad
de carga organica que suele expresarse en términos de kg SV/m?® dia 0 kg DQO/m? dia y representa
la cantidad de materia organica alimentada en el digestor por dia. El aumento de la carga organica,
incrementa la produccién de biogas. Sin embargo, una carga organica muy alta puede alterar la
estabilidad del proceso. Esto puede verse reflejado en la acumulacion de AGV y en los iones
amonio (NH4") lo que supone una acidificacion del medio (Mao, Feng, Wang, & Ren, 2015). La
literatura reporta el uso de bajas cargas organicas posiblemente al alto riesgo de acidificacién del
medio. En la tabla 1 se muestra algunas cargas organicas usadas para la digestion del LS en
diferentes tipos de reactor.

Tabla 1
Cargas organicas usadas en DA del LS en diferentes tipos de reactor.

Velocidad de Carga Organica

[kg DQO / m¥*d] Tipo de Reactor Referencia
1 CSTR (Yang, Yu, & Hwang, 2003)
15 Reactor Batch en secuencia (Fernandez, Cuetos, Martinez, &
' (SBR) GOmez, 2015)
i (Escalante, Castro, Besson, &
0.5-2 Tubular Jaimes-Estévez, 2017)
06-21 CSTR con alimentacién semi- (Lebrato, Pérez Rodriguez,

continua Maqueda, & Morillo, 1990)
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El disefio del reactor tiene gran influencia en la estabilidad de la DA del LS. Los principales
reactores utilizados son los CSTR y UASB (Fernandez, Martinez, Moran, & Gomez, 2016); en
los cuales el proceso se realiza en una sola fase, en un unico equipo. Asi mismo, existen procesos
que son llevados a cabo en dos fases donde se configuran dos reactores en serie para la produccion
y el consumo de acidos grasos respectivamente, (Bertin, Grilli, Spagni, & Fava, 2013) presentd
notables mejorias en la produccion de metano con este tipo de configuracion. Sin embargo, durante
la operacion se puede sefialar que presenta problemas de sedimentacion de lodos, rapida
acidificacion y altos requerimientos energéticos. Adicionalmente, la implementacion y uso de
estos reactores no es atractiva para los pequefios y medianos productores de queso debido al alto
costo, compleja instalacion, operacion y mantenimiento. Una alternativa de facil manejo e
implementacidn, que también se caracteriza por su economia, son los biodigestores tubulares de
bajo costo (BDGT) de los cuales algunos estudios reportan el uso de desechos animales como
sustrato (Castro, y otros, 2017; Poggio, Paiva-Prado, Ferrer-Marti, I, & Velo, 2010; Marti-Herrero
J.). Este tipo de biodigestores se han empleado satisfactoriamente con sustratos acidos como la
pifia y el lactosuero obteniendo porcentajes de remocidn de materia organica entre 60-65% para
la pifia y aproximadamente 80% para el LS (Namsree, Suvajittanont, Puttanlek, & Rungsardthong,
2012; Castro, y otros, 2017). Sin embargo, la literatura es limitada en cuanto al tratamiento del
Lactosuero en este tipo de biodigestores (Garfi, Marti-Herrero, Garwood, & Ferrer, 2016).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar la estabilidad del proceso
de CoDA del lactosuero y estiércol bovino, en reactores tubulares operados en semi-continuo, con
cargas organicas diferentes y posteriormente recuperar los nutrientes por medio de la precipitacion
de estruvita. Esta alternativa de tratamiento del LS puede resultar atractiva para las microempresas

productoras de queso dandole un valor agregado a este subproducto.
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1. Metodologia

El disefio metodoldgico se orient6 a la operacion de 3 reactores tubulares en los cuales se llevo
a cabo la CoDA del LS y EB. Cada reactor fue operado con una carga organica diferente y se
estudio la evaluacién de la estabilidad del proceso y la recuperacion de nutrientes. Para esto se
plantearon 3 etapas: en la primera se recolectaron y caracterizaron los sustratos y el indculo. La
segunda etapa se centrd en el estudio del proceso de CoDA de LS y EB en operacion semi-
continua. Finalmente, a partir del digerido obtenido se realizd la recuperacion de nutrientes en

forma de ES y la caracterizacion de los precipitados.

1.1. Recoleccion y caracterizacion de los sustratos e indculo

El lactosuero fue suministrado por la microempresa Villa Aurora, una productora de queso que
se encuentra ubicada en el departamento de Santander, Colombia (Lat: N 7°8” 19. 2°” Long W
73°7” 31. 298”’). Produce entre 1,360 y 1,520 L/dia de LS. El LS se recolect6 a temperatura
ambiente en botellas plasticas de 3 L. Las muestras se recolectaron semanalmente durante 3 meses
y fueron refrigeradas a 4 + 2°C. El estiércol bovino fresco y el indculo fueron recolectados en la
finca Marcella, ubicada en Giron, Santander a 9 km de la zona urbana, a una altitud de 959
m.s.n.m. (Lat. N 7°01 '0.07' Long. 'W 73°08' 13.3%). La finca Marcella cuenta con tres cabezas de
ganado bovino de raza Normando que producen entre 34 — 51 kg/d de excreta bovina. La fuente

de indculo fue lodo estiércol bovino proveniente de un biodigestor de bajo costo de 9.5 m?
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instalado en la finca en mencidn que es alimentado a partir estiércol/agua y produce diariamente
0.9 m® de biogas.

Tanto los sustratos como el indculo fueron caracterizados en términos de SV, ST, DQO, AGV,
AT, pH, POs* y NH,*. Para determinar los SV, ST y DQO, se usaron los protocolos establecidos
por la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA, 2005) método gravimétrico SM 2450E y
método colorimétrico SM 5220D, respectivamente. La AT y los AGV se realizaron por titulacion
(Vanneckea, Lampens, Ekama, & Volcke, 2015), el pH se determind mediante el método
potenciométrico SM 4500B (APHA, 2005) y el contenido de PO4* y NH4* se determin6 mediante

colorimetria utilizando los protocolos 4500-NH3 y 4500-P E respectivamente (APHA, 2005).

1.2. Evaluacion de diferentes cargas organicas para la estabilidad de la CoDA de

lactosuero y estiércol bovino en biodigestores tubulares

La CoDA de LS:EB se llevo a cabo a una temperatura de 25°C + 4 (temperatura promedio de
Bucaramanga, Colombia) en tres reactores tubulares de cloruro de polivinilo de dimensiones:
longitud de 1 m, diametro de 0.11 m, volumen total de 9 L, volumen de operacion de 4.3 L y con
una relacion longitud/diametro de 9, la cual es considerada como favorable (Marti-Herrero &
Cipriano, 2012). Cada reactor tiene una entrada de sustrato, dos puntos de muestreo intermedios
(S1 =0.33 m, S2 = 0.66 m), una salida para el digerido (S3 = 0.99 m) y una valvula para la

medicion del biogas (Figura 1).
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Figura 1. Montaje de un reactor tubular para la CoDA de lactosuero.

1.2.1. Adaptacién del indculo al proceso de CoDA en estado discontinuo. La etapa de
acondicionamiento se realizé durante 30 dias en operacién discontinua con el fin de adaptar el
indculo a la mezcla de los sustratos. Durante los primeros 20 dias se realizaron cargas de 0.5 kg
SVsustratos/MPaigestor*dia con una fraccion de LS de 0.7 hasta llegar a una relacion indculo/sustratos
(RIS) de 2.2 gSV/gSV lo cual es favorable para el proceso (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-
Estévez, 2017). El estado estacionario del sistema acab6 cuando la produccién del biogas alcanzo
una produccion diaria invariable.

Cada 5 dias se tomaron 60 mL de muestra de la primera salida del reactor para determinar
AGV, AT y pH. Ademas, la produccién de biogas fue cuantificada determinado el volumen del
gas generado mediante el desplazamiento de una solucion saturada de cloruro de sodio
(Angelidaki, Karakashev, Batsone, Plugge, & Stams, 2011). Esta etapa de adaptacion fue la misma

para los tres reactores.
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1.2.2. Proceso de codigestion anaerobica en operacion Semi-continua: Analisis
bioquimicos y microbioldgicos. Una vez adaptado el inoculo, se inicid a la operacion de los
reactores. La alimentacion se realiz6 de manera semi-continua con una mezcla de LS:EB (70:30)
durante 35 dias, esta proporcion se tomd basada en Escalante et., al (2017). La materia organica a

cargar y el volumen alimentado en cada reactor se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.
Operacion con alimentacién semi-continua.
Reactor Velocidad de carga organica  Materia organica a cargar Volumen de
[kg DQOsustratos/ m3digestor*d] [g DQO/d] alimentaCién [m L/d]

R1 0.5 2.15 35
R2 1.0 4.27 65
R3 15 6.47 100

1.2.2.1. Estabilidad del proceso desde el punto de vista bioquimico. Se realizé un analisis

del pH, AGV vy capacidad buffer (AGV/AT) en la direccion axial de cada uno de los tres reactores
durante 5 semanas. Para esto se tomaron muestras semanalmente de 20 mL de los dos puntos de

muestreo intermedios (S1, S2) y la salida de digerido (S3) de cada reactor.

1.2.2.2. Estabilidad del proceso desde el punto de vista microbioldgico. Se determiné la
actividad metanogénica especifica (AME) (capacidad de los consorcios microbianos para producir
metano). Para esto, se tomaron una vez por semana muestras de 210 mL de los dos puntos de
muestreo intermedios y la salida de digerido de cada reactor (Astals, 2015).

En la semana 5 se realizo la caracterizacion de las poblaciones de Archaeas para cada reactor
y se tomaron muestras de 40 ml en cada punto de muestreo. Esto se llevé a cabo mediante la

extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) y secuenciacion masiva, con una técnica
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independiente de cultivo considerada dentro de las técnicas de “next generation sequencing”,
como es la Pirosecuenciacion.

Para la extraccion del ADN genomico, se tomaron entre 150-250 mg de cada muestra a analizar.
Se siguio un protocolo de extraccion fisico-quimico del tipo beat-beating utilizando el kit de
aislamiento Soil DNA Isolation Plus Kit® (Norgen Biotek Corp) (Apéndice G).

Con los extractos de ADN obtenidos, se llevo a cabo la pirosecuenciacion de librerias masivas
del gen 16SrRNA de Archaeas totales para la caracterizacion del total de la comunidad
microbiana, mediante la técnica Illumina, con el secuenciador GS-FLX 454 de Roche, en el
Molecular Research DNA Laboratory (Shallowater, Texas, USA). Cada muestra se amplifico con
el par de oligos Arch 349F (5- GYGCASCAGKCGMGAAW-3") / Arch 806R (5-
GGACTACVSGGGTATCTAAT-3"), para el gen 16SrRNA de Archaeas respectivamente. La
reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied
Biosystems).

Las lecturas del ADN obtenidas fueron clasificadas taxonomicamente usando la base de datos
Ribosomal Data Project ( RDP , 2016). Esta seccion experimental se realizé directamente por las
autoras, en el Grupo de Investigacién: Ingenieria Quimica, Ambiental y Bioprocesos, de la
Universidad de Ledn, Espafa. Esta pasantia fue apoyada por la Division de Relaciones Exteriores

de la UIS.

1.3. Precipitacion de estruvita para la recuperacion de nutrientes en el digerido

Esta etapa se enfoco en evaluar las propiedades del digerido y recuperar los nutrientes de este

en forma de estruvita. Se monitorearon los digeridos de los 3 reactores para ver el comportamiento
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del contenido de nutrientes (PO+> y NH4"), posteriormente se realizd la precipitacion y

caracterizacion de la estruvita de acuerdo con el protocolo establecido por Zhao et al., (2010).

1.3.1. Monitoreo del contenido de nutrientes (PO4*y NH4*). Cada siete dias y durante
cinco semanas se estudio el comportamiento de los principales nutrientes necesarios para la
precipitacion de estruvita y se determin6 el contenido de POs* y NH4" en el digerido mediante

colorimetria (4500-NHs y 4500-P E respectivamente) (APHA, 2005).

1.3.2. Precipitacidn y caracterizacion de estruvita. Cada 7 dias durante 5 semanas se
recolecto y refrigerd el digerido proveniente de los 3 reactores a 4 °C. Las muestras recolectadas
fueron homogenizadas para cuantificar el contenido de NHs" y PO4* mediante el método
colorimétrico descrito por APHA (2005). Asi mismo, se realizo la determinacion del contenido de
Mg?* mediante el método de absorcion atémica (NTC 1369). La estruvita fue precipitada del
digerido a temperatura ambiente y presion atmosférica. Cada ensayo se realiz6 por triplicado para
cada uno de los reactores mediante la metodologia propuesta por Zhao et al., (2010) (Apéndice
F).

El porcentaje de recuperacion de nutrientes (PO+> y NH4*") se calcul6 mediante la ecuacion 1
teniendo en cuenta la concentracion de POs* y NH." del digerido antes y después de la
precipitacion.

Concentracionipiciqr—Cocentracionsing,

% Recuperacion = Ecuacion 1

Concentracioniyicial

El precipitado de cada reactor fue caracterizado cualitativamente mediante microscopia a través

de un microscopio petrografico de luz polarizada (LEICA DM750, con una cdmara LEICA de
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1200x180 pix) a 10X de ampliacion. Ademas, se caracterizaron con radiacion infrarroja mediante
transformada de Fourier, utilizando un infrarrojo FTIR-8400S. Lo anterior con el fin de determinar

qué tipo de minerales se encuentra en los precipitados.

2. Resultados

2.1. Caracterizacioén de los sustratos e in6culo

La caracterizacion del indculo y los sustratos utilizados se presentan en la tabla 3. Los
resultados demuestran que el LS contiene alto contenido de materia organica disponible para su
biodegradacién en un proceso anaerobico, ademas la materia organica facilmente biodegradable,
representada en la concentracion de AGV, permite concluir que el LS tiene alta capacidad para
producir metano. Por otro lado, los niveles de NH4* y PO+* indican que tiene un alto potencial
para la recuperacion de nutrientes. Sin embargo, la relacion C/N del LS es inferior a algunos
valores reportados en literatura como aceptables (15-20; (Garfi, Marti-Herrero, Garwood, &
Ferrer, 2016)) y la falta de alcalinidad del LS y su pH é&cido, pueden representar problemas de
acidificacion durante el proceso de DA (Brown, Giittler, & Shilton, 2016). Por lo que se hace

necesario el uso de un co-sustrato que mejore las condiciones del proceso.

Tabla 3
Caracterizacion de los sustratos e indculo usados en el disefio experimental.
Variables Unidades Indculo LS EB
AGV [mg/L] 350 +70.71 4,800 £ 169.71 720 + 84.85

AT [mg CaCOs/L] 1,500 1,850 £70.71 16,400 +70.71
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Variables Unidades Inéculo LS EB
ART [mg/L] 77.9+48.12 1,855 + 895.31 1,030 + 70.30
DQO [g/L] 11.21 +0.39 51.03 £0.76 59.41 £ 2.52
DQOs [g/L] 0.62 +0.41 33.4+1.25 4.84 +1.64
SV [9/kg] 12.29 + 0.02 55.1 +3.25 132.47 + 1.09
NH4* [mg/L] 2545+ 3.54 41.5+3.54 12+1.41
PO, [mg/L] 265.5+7.07  1,438.58 + 85.36 325 + 28
pH 7.86 4.1 7.84
CN - 271.7 11.9 23.9
C %p/p 9.97 38.36 39.89
H %p/p ND 5.02 4.78
O %p/p ND 38.94 335
N %p/p 0.36 3.21 1.44
Carbohidratos %p/p ND 55.33 47.74
Lipidos %p/p ND 1.92 2.44
Proteinas %p/p ND 23 9
Na [a/kg] ND ND 0.11
Mg [g/kg] ND ND 0.07
Ni [g/kg] ND ND 1.14

Los resultados obtenidos para el EB muestran que tiene pH y AT favorable para el proceso de

la CoDA. Por lo cual, se puede inferir que el EB reduce los problemas de acidificacion, evitando

la inhibicion y mejorando la estabilidad del proceso. El in6culo posee menor cantidad de SV y

DQO que el LS y EB, lo que asegura la reduccion de la produccion endogena de metano,

favoreciendo el consumo de nutrientes de los sustratos.
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2.2. Proceso de codigestion anaerdbica del LS y EB en estado discontinuo y semicontinuo

2.2.1. Etapa de adaptacion del inoculo al proceso de CoDA. En la etapa de adaptacion
del in6culo al sustrato (LS:EB) se monitorearon los AGV, el pH y la capacidad buffer (AGV/AT)
y se obtuvieron valores de 505.55 + 65.8 [mg/L], 7.48 £ 0.29 y 0.47 + 0.1 [MQAc.acetico/MYcacos]
respectivamente.

En esta etapa, la concentracion de AGV se encuentra por debajo de los limites de inhibicion
reportados en procesos de digestion en batch (<2,000 mg/L) (Cirne, Paloumet, Bjornsson, Alves,
& Mattiasson, 2007). Asi mismo, el pH promedio de los rectores durante la etapa de adaptacion
fue adecuado para el proceso anaerébico (Poh & Chong, 2009). Esto se puede confirmar con los
resultados de la capacidad buffer los cuales indican que no hay riesgos de acidificacion (Escalante,
Castro, Besson, & Jaimes-Estévez, 2017).

La produccion de biogas especifica promedio, fue de 0.36 + 0.05 m? biogas/kg SVadicionado.
La produccién especifica de biogéas para los reactores comenz6 aproximadamente después del dia

diez y alcanz6 una estabilidad alrededor del dia 27 como se observa en la figura 2.
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Figura 2. Produccién especifica promedio de biogas acumulada de los reactores en la etapa de adaptacion.

Estos resultados son coherentes comparados con estudios anteriores de co-digestion de
lactosuero con estiércol bovino en reactores UASB y CSTR a temperatura de 35°C. Donde los
rendimientos alcanzados estuvieron alrededor de 0.83 m® biogés /kg SV (Fernandez, Cuetos,

Martinez, & Gomez, 2015).

2.2.2. Estabilidad del proceso de codigestion anaerobica en operacion semi-continua
2.2.2.1.  Analisis bioquimicos: AGV, pH, capacidad buffer (AGV/AT) y produccion de
biogas. Para las figuras 3, 4 y 5 el punto inicial (Longitud del reactor: L = 0 m) hace referencia a

la concentracion de AGV, pH y capacidad buffer del sustrato alimentado respectivamente.
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Figura 3. Variacion de la concentracion de acidos grasos volatiles en la direccion axial para cada reactor
Ccon su respectiva carga.

En procesos de digestion en estado semi-continuo, una concentracion de acidos grasos por
debajo de los 2,000 mg/L indica que no hay inhibicion (Zhang, Zhang, Zhang, Shi, & Cai, 2005).
En el reactor R1 (Carga = 0.5 kg DQOsustratos/ m3digestor*dia), durante las cinco semanas de
estudio el contenido de AGV se mantuvo por debajo de los 2,000 mg/L como se observa en la

figura 3. Al comparar los valores de acidos grasos volatiles obtenidos con los reportados por



APROVECHAMIENTO DE LACTOSUERO MEDIANTE DIGESTION ANAEROBICA 32

Fernandez et al., (2015), se confirma que el proceso es estable. El reactor R2 (Carga = 1.0 kg
DQOsustratos/ m3digestor*dia) mostré un comportamiento muy particular. A lo largo de todo el
eje axial la concentracion de AGV durante las tres primeras semanas fue estable (<2,000 mg/L).
A partir de la cuarta semana se evidencia un aumento en la concentracion de AGV en el punto de
muestra S1, en el que llego a alcanzar valores por encima de los 6,000 mg/L lo cual sugiere que
en este punto se crearon condiciones adecuadas para los microorganismos que llevan a cabo la
etapa acidogénica. Respecto al reactor R3 (Carga = 1.5 kg DQOsustratos/ m3digestor*dia), se
puede observar que a partir de la segunda semana los AGV aumentaron a concentraciones cercanas
a los 4,000 mg/L a lo largo del reactor, esta acumulacion de AGV provoco la disminucion del pH
y por consiguiente la inhibicion de las Archaeas metanogeénicas. Debido a la alta carga organica
manejada en R3 y al crecimiento de las bacterias que intervienen en el proceso de acidogénesis,
se infiere que las Archaeas metanogénicas no tuvieron condiciones adecuadas para su desarrollo
lo que se deriva en la acidificacion e inhibicion del proceso de digestién (Escalante, Castro,

Besson, & Jaimes-Estévez, 2017).
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Figura 4. Variacion del pH en la direccion axial para cada reactor con su respectiva carga.

Los valores de pH obtenidos para los tres reactores se encuentran en la figura 4. Para el reactor
R1 el pH se mantuvo estable y estuvo en 7.36 + 0.18 a lo largo del reactor durante todo el tiempo
de monitoreo, siendo un valor adecuado para la CoDA (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-
Estévez, 2017). El reactor R2 tuvo un comportamiento diferente al de R1. Durante las tres primeras
semanas el pH que se mantuvo en 8.36 + 0.59 a lo largo de todo el reactor, a partir de la cuarta

semana en el punto de muestreo S1 se evidencia una disminucién notable del pH hasta llegar a
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valores aproximados de 5.38 + 0.22, esto puede ser debido a la produccién de AGV por parte de

las bacterias acidogénicas

Corredor-Vargas, & A.M, 2015). Al analizar los resultados del reactor R3 se observa que a partir
de la segunda semana el pH disminuyo considerable (4.48 + 0.12) y fue muy uniforme durante las

demas semanas de monitoreo. La acumulacion de AGV conllevo al bajo pH en el reactor R3 y por

tanto a la rapida acidificacion del medio.

(Constanza-Corrales, Antolinez-Romero, Bohodrquez-Macias,
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Figura 5. Capacidad buffer (AGV/AT) en la direccion axial para cada reactor con su respectiva carga.
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La capacidad buffer (AGV/AT) de los tres reactores a lo largo de las 5 semanas de monitoreo
se encuentran en la figura 5. Para el reactor R1 la capacidad buffer se mantuvo en 0.48 + 0.13,
este valor se encuentra ligeramente por encima del limite indicando que el proceso no esta inhibido
(AGV/AT > 0.4 (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-Estévez, 2017)). En el reactor R2 la relacion
AGV/AT mostré un comportamiento diferente: en las primeras tres semanas se mantuvo en 0.46
+0.18, para la cuarta y quinta semana en el punto de muestreo S1 se presenté un aumento, mientras
que en los dos puntos restantes (S2 y S3) ocurrié una ligera disminucion de este valor a 0.28 +
0.04, estos valores se encuentran dentro del rango adecuado para el proceso. Para el reactor R3 la
capacidad buffer a partir de la segunda semana estuvo en 2.67 + 0.27, medida que se encuentra
muy por encima de algunos valores reportados en literatura donde mostré que el proceso no esta
inhibido en valores por debajo de los 0.4 (Escalante, Castro, Besson, & Jaimes-Estévez, 2017).

Se puede inferir, que en el reactor R2 con carga de 1.0 kg DQOsustratos/ m3digestor*dia existe
una separacion de fases; en la primera fase ocurre la produccion de acidos grasos volatiles que se
Ileva a cabo en la hidrdlisis y acidogénesis y en la segunda fase se da el consumo de estos AGV
en la acetogénesis y metanogénesis (Apéndice A). Esta separacidn garantiza un mejor crecimiento
de las Archaeas metanogénicas y por lo tanto una actividad favorable de estos microrganismos ya
gue necesitan condiciones diferentes a las bacterias acidogénicas (Saddoud, 2007). Esta
separacién también se evidencio en los estudios de Liu et al., (1997) y Escalante et al., (2017),
donde reportaron el proceso de digestion en reactores tubulares con lodos de planta de tratamiento
de aguas residuales y de lactosuero, respectivamente.

Los resultados de los andlisis discutidos anteriormente se ven reflejados en el comportamiento

de la produccidn de biogas para cada uno de los reactores con diferentes cargas organicas (Figura
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6). Las mediciones de biogas en operacion semi-continua se realizaron diariamente durante 5

Semanas.
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Figura 6. Produccion diaria de biogas para cada una de las 3 cargas estudiadas.

El reactor con la menor carga organica (R1) presenté una producciéon promedio de biogas baja
(805.4 + 550.45 mL biogéas/d) lo que se puede atribuir a que la carga de alimentacion de 0.5 kg
DQO/ m3digestor*d no generaba suficientes AGV para el consumo y posterior produccion de
metano.

El reactor R2 tuvo una produccion de biogas constante a lo largo del proceso con un promedio
de 1,270.1 + 85.3 mL biogéas/d, ademas la baja desviacion presente en este caso comprueba el
buen funcionamiento de la codigestion como se observa en la figura 6.

R3 tiene una carga mas alta, debido a esto, la produccion de biogas fue mayor en los primeros
cinco dias de medicién ya que habia una gran generacion de AGV que podian ser consumidos por

las Archaeas metanogénicas. Sin embargo, a lo largo del tiempo, la generacion de gas fue
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disminuyendo notoriamente hasta alcanzar valores por debajo de los 550 mLbiogas/d lo cual

concuerda con los resultados de los analisis anteriores que sugieren la inhibicion del proceso.

2.2.2.2.  Analisis microbioldgico: Actividad metanogénica especifica (AME) y poblaciones
de Archaeas. Con el fin de estudiar el comportamiento de las Archaeas metanogénicas presentes
en el proceso de digestion, se evaluo la actividad metanogénica especifica (AME) en la direccion
axial de cada digestor (Figura 7). Las mediciones del AME se realizaron en los puntos de muestreo
intermedios y en la salida del reactor. Para los 3 reactores en el punto inicial (L =0 m) se tomo la
actividad con la que comenzo la digestion en estado semi-continuo (0.045 g DQO CHa/g SV*d).

Los resultados de la AME para los reactores R1 y R2, estuvieron entre 0.02 y 0.09 g DQO
CHa/g SV*d posiblemente porque las Archaeas metanogénicas del indculo (EB estabilizado) se
adaptaron al sustrato y al proceso de una manera satisfactoria (Castro, y otros, 2017). Estudios con
EB aclimatado a 37 °C en un digestor tipo CSTR alcanzaron actividades entre 0.03 y 0.15 g DQO
CHa/g SV*d (Quintero, Castro, Ortiz, Guzman, & Escalante, 2012; Alzate & Quintero-Silva,
2017).

Ademas, se puede notar un comportamiento particular en R2. En la Gltima semana la AME fue
de 0.025 y 0.088 g DQO CHa/g SV*d para los puntos S1 y S2 respectivamente. Esto sugiere que
en el reactor R2 ocurri6 una separacién de fases.

Para el digestor R3, excluyendo la primera semana, la AME estuvo entre 0.007 y 0.026 g DQO
CHa/g SV*d, estos valores fueron muy bajos teniendo en cuenta que 0.02 g DQO CHa/g SV*d es
la minima actividad considerada adecuada para el proceso utilizando EB como in6culo (Astals,

2015).
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Figura 7. Comportamiento de la actividad metanogénica especifica de la DA del LS a lo largo del reactor
para tres diferentes cargas (R1, R2, R3).

En la Figura 8 se pueden observar las diversas familias de Archaeas encontradas en cada punto
de muestreo de los reactores R1, R2 y R3. La Methanospirillaceae, Methanoregulaceae,
Methanomicrobiaceae y Methanobacteriaceae siguen la ruta hidrogenotrofica y las familias
Methanosarcinaceae y Methanosaetaceae la acetoclasticas. El resto de familias encontradas no

intervienen en la produccion de metano (Demirel & Scherer, 2008 ).
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Figura 8. Clasificacion taxonémica de Archaeas a nivel de familia en cada punto del reactor.

La produccién de metano ocurre a partir de dos rutas principales, la primera es la acetoclastica
en donde los microorganismos crecen tomando como sustrato acetato (CHsCOQ") y la segunda la
hidrogenotrdfica en la cual los microorganismos usan como sustrato hidrégeno (H2) y diéxido de

carbono (COy) (Constanza-Corrales, Antolinez-Romero, Bohorquez-Macias, Corredor-Vargas, &

AM, 2015).

Tabla 4

Porcentaje de Archaeas en R1, R2 y R3 de acuerdo a su ruta de produccion de metano.

RUTA Acetocléstica Hidrogenotrofica

S1 53.8% 43.4%

R1 S2 39.2% 52.0%
S3 32.2% 60.0%
S1 48.0% 30.0%

R2 S2 80.0% 17.0%
S3 73.0% 22.0%
S1 0% 0%

R3 S2 3.08% 70.0%
S3 0% 48.4%
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El reactor R1 presenta las dos rutas bioguimicas en los 3 puntos del reactor en proporciones
similares como se muestra en la tabla 4, esto puede ser un indicativo de que las poblaciones
microbianas a lo largo del reactor son similares. Lo anterior se puede relacionar con la figura 3 en
la cual se muestra un comportamiento muy estable en los AGV en la quinta semana (780 £ 158.7
mg Ac. Acético/L) presentes en R1. Esto se puede atribuir a la baja carga organica (0.5 kg
DQOsustratos/ m3digestor*dia) alimentada al reactor.

En el reactor R2 se puede observar que el punto S1 presenta menor porcentaje de Archaeas que
siguen la ruta acetoclastica (48%) en comparacion con los otros puntos (S2: 80%; S3: 73%). Esto
explica el comportamiento de la figura 7 donde en la quinta semana la AME del R2 en el punto
S1 fue menor a los demas puntos. Ademas, teniendo en cuenta la producciéon de AGV en la Gltima
semana para R2 se puede observar que en el primer punto son elevados mientras que en el segundo
y tercer punto tienen valores mas bajos probablemente porque la Methanosaetaceae esté
consumiendo estos &cidos grasos (Chaudhary, Brablcova, Buridnkova, & Rulik, 2013). Estos
resultados son comparables con estudios anteriores en donde en digestores con bajas
concentraciones de amonio (NHs") y AGV la Methanosaetaceae fue la familia dominante
(Karakashev, Batstone, & Angelidaki, 2005). Esta diferencia entre S1 y los otros puntos indica
gue se genero una separacion de fases que mejora las condiciones de crecimiento para las Archaeas
en los puntos S2 y S3 (Saddoud, 2007).

Para el reactor R3 en el primer punto S1 las Archaeas se encuentran completamente inhibidas
debido al bajo pH (4.17 £ 0.1) (Demirel & Scherer, 2008 ), por esta razén no se presenta resultados
de estos en la tabla 4. Para los puntos S2 y S3 se encuentra en mayor proporcion la familia
Methanobacteriaceae debido a que en ausencia de Methanosaetaceae la oxidacién del acetato a

H2/CO- seguido de la generacion de metano se realiza por metandgenos hidrogenotroficos siendo
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esta la ruta dominante (Demirel & Scherer, 2008 ). Esto puede ser explicado porque en estos
puntos (S2, S3) el pH también es bajo debido a la acumulacion de AGV vy por lo tanto el medio
no es adecuado para el crecimiento de las Archaeas acetoclasticas (Ferrer & Pérez, 2010). En
estudios anteriores también se observé que cuando hay acumulacién de AGV en un proceso de
digestion se encuentran familias de Archaeas que sigue la ruta hidrogenotrofica (Zamanzadeh,
Hagen, Svensson, Linjordet, & Horn, 2016). Aunque la familia Methanobacteriaceae esta

presente en los tres reactores, en R3 es mas abundante.

2.3. Monitoreo y recuperacion del contenido de nutrientes en forma de estruvita

2.3.1. Contenido de POs* y NH4* presentes en el digerido del proceso de digestion
anaerodbica del lactosuero. EI comportamiento de la concentracion de PO, en la figura 9 (a)
podria deberse inicialmente a la liberacion de polifosfatos durante el proceso de digestion
anaerdbica. Sin embargo, a partir de la segunda semana aumenté la concentracion de fosfato para
R3 lo cual podria ser explicado por las altas concentraciones de AGV que generaron la lisis celular
y por tanto la liberacion extra de iones (Sefiorans, Barros, Garcia-Toriello, & Garrido, 2011). En
este sentido, vale la pena mencionar que la tendencia mostrada por los reactores R1 y R2 es un
indicador de que el proceso de digestion se llevo a cabo satisfactoriamente, ademas al comparar
los resultados de concentracion de R1 con R2 se puede inferir que este Gltimo obtuvo mayor
contenido de PO+ en el digerido debido a que la carga organica beneficié al consumo de materia

organica mejorando la estabilidad del proceso.
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Figura 9. Comportamiento de los iones PO4 (a) y NH.* (b) presentes en el digerido del proceso.

La presencia de amonio se atribuye a la mineralizacién de materia organica y es un indicador
de estabilidad del proceso. Valores de amonio sobre 1.9 g de NH4*/L, pueden inhibir la actividad
de las Archaeas metanogénicas (Lansing, Botero, & Martin, 2008). El contenido de amonio
permanecio por debajo de los niveles inhibitorios ya que la concentracion maxima fue de 0.250 +
0.0,0.29+0.01y0.16 + 0.01 g NH4* /L para R1, R2 y R3 respectivamente como se muestran en
la figura 9 (b). Estos resultados pueden ser comparables con estudios anteriores, los cuales
reportan valores similares para influentes y efluentes de EB entre 0.26 y 0.24 g NH4*/L en donde

el contenido de NH4" estuvo en valores aceptables. (Lansing, Botero, & Martin, 2008).



APROVECHAMIENTO DE LACTOSUERO MEDIANTE DIGESTION ANAEROBICA 43

2.3.2. Recuperacion de de PO4* y NH4* en forma de estruvita a partir del digerido
de la CoDA del lactosuero. En la figura 10 se muestra la caracterizacion de los digeridos
homogenizados de los reactores respecto al PO4>, NHs"y Mg?* para el proceso de precipitacion

de estruvita. Las estrellas corresponden a la proporcion de Mg*2:PO4% presentes en los digeridos.
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Figura 10. Concentracién molar de PO,*, NH4s* y Mg?* para el digerido homogenizado de los Reactores
R1, R2y R3.

En el grafico se puede notar que los contenidos de fosfato, amonio y magnesio en los tres
digeridos fueron en promedio 430.67 + 13.67 mg POs>/L (0.004 + 0.0001 mol PO4>/L), 209.5 +
15.95 mg NH4*/L (0.011 + 0.0008 mol NH,*/L) 212.38 + 3.49 mg Mg/L (0.008 + 0.0015 mol
Mg/L) respectivamente. Desde un punto de vista microbioldgico, estas concentraciones son
adecuadas, puesto que valores superiores a 400 mg Mg/L limitan la tasa de crecimiento de las
Archaeas metanogénicas (Schmidt & Ahring, 1993). Relaciones de Mg:PO4* mayores a 1.5 mol
Mg/ mol PO4 son consideradas como favorables (Pastor, Marti, Bouzas, & Seco, 2018). El reactor

R3 tuvo una relacion menor a 1.5 por lo tanto fue necesario adicionar MgCl, para alcanzar el
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optimo. En este sentido, es interesante mencionar que la disponibilidad de nutrientes para la
precipitacion de estruvita en la CODA de LS:EB se ve influenciada por la estabilidad del proceso.
Con el fin de conocer los porcentajes de recuperacion de fosforo, se midio la concentracion de

este antes y después de la precipitacion. Los resultados obtenidos se poder ver en la figura 11.
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Figura 11. Porcentajes de recuperacion de fosfato a partir de cada uno de los digeridos de los reactores
R1, R2y R3.

La recuperacion de fosfato estuvo entre el 71 y 90 %. Estos resultados son comparables con
otros estudios de precipitacion de estruvita donde se obtuvieron porcentajes de recuperacion de
fosfato entre el 70 y 90 % (Sefioréns, Barros, Garcia-Toriello, & Garrido, 2011). Se puede observar
una relacion entre la concentracion de fosfato en la fraccion liquida del digerido y el porcentaje
de recuperacion ya que al ver la tendencia de la figura 11 y la concentracion de fosfato en la figura
10 se podria inferir que la facilidad con que se remueve el fosfato depende de la disposicion del

mismo.
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2.3.3. Analisis cualitativos de los precipitados: espectroscopia infrarroja y
microscopia. La figura 12 muestra el espectro infrarrojo de los precipitados obtenidos en los

diferentes experimentos mediante la transformada de Fourier, utilizando un infrarrojo FTIR-
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Figura 12. Espectroscopia infrarroja para cada uno de los precipitados obtenidos a partir del digerido de
R1, R2 y R3y la espectroscopia del patron de estruvita (Adaptado de Stefov et al., (2005)).

El espectro muestra las bandas de absorcion que corresponden a los diferentes elementos o
compuestos presentes en el cristal. Las absorciones que se producen en 461 +£1y 691 + 1 cm-1 se
deben al enlace metal-oxigeno (Mg-O), las que tienen lugaren 511 +2; 1,010 £ 1y 1,083 + 2 cm-
1 corresponden a los iones PO4> y las absorciones en 2,854 + 1y 2,925 + 1 cm-1 se deben al ion
NHs". Lo que se observa en el rango de 3,240 a 3,529 c¢cm-1 corresponde a vibraciones de

estiramiento O-H y N-H lo cual sugiere la presencia de agua de hidratacion. Estos resultados
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concuerdan con estudios anteriores de estruvita los cuales mostraron absorciones de NH4*
(2,920.9; 2,970 y 2,889.26 cm-1), PO4% (570; 1,000 y 1,070 cm-1), Mg?* (683.97 y 509.4 cm-1)
y H20 (3,275.6 a 3,521.5 cm-1) valores muy cercanos a los precipitados encontrados (Chauhan,
Joseph, Parekh, & Joshi, 2008; Kurtulus & Tas, 2011; Muryanto, Sutanti, & Kasmiyatun, 2016;
Rouff, Lager, Arrue, & Jaynes, 2018). Ademas, al comparar los espectros obtenidos con un patrén
de estruvita (Curva verde) se puede confirmar la obtencidn de esta. Las diferencias entre los
espectros pueden ser justificados por la presencia de impurezas como compuestos organicos
contenidos en los precipitados (Stefov, Soptrajanov, Kuzmanovski, Lutz, & Engelen, 2005).

En la figura 13 se muestran los ensayos de microscopia que se le realizaron a los precipitados

de los reactores.

Figura 13. Micrografias de la estruvita precipitada para R1 (a), R2 (b) y R3 (c) con zoom de 10X.

En este analisis se evidencio la presencia del precipitado sélido donde la forma de los cristales
no fue uniforme. Estudios realizados del crecimiento de ES muestran que ésta podria presentarse
en diferentes morfologias como tipo cajén, tipo piramidal, tipo prismatico, tipo aguja, forma de

pluma, etc. (Chauhan & Joshi, 2013) que dependen fuertemente de los parametros de crecimiento.



APROVECHAMIENTO DE LACTOSUERO MEDIANTE DIGESTION ANAEROBICA 47

3. Conclusiones

Se desarroll6 el proceso de codigestion del lactosuero y estiércol bovino y se comprob6 que en
un reactor tubular con carga organica de 1.0 kg DQOsustratos/M>digestor*dia se obtienen las mejores
condiciones para producir 1,270.1 + 85.3 mL biogas/d y recuperar el 77% de PO4 del digerido,
Ademas, ocurre una estratificacion del consorcio microbiano que se puede ver desde el punto de
vista bioquimico con el consumo y produccién de AGV y desde el punto de vista microbioldgico
con la adaptacion satisfactoria de las Archaeas acetoclasticas en la segunda parte del reactor. Esto

es idéneo para un sustrato acido como el lactosuero.
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Apéndices

Apéndice A. Bioquimica de la digestion anaerdbica.

La digestion anaerdbica (DA) es un proceso bioquimico en donde la materia organica en
ausencia de oxigeno y con ayuda de un consorcio de bacterias especificas, se degrada y forma un
biogés y un digerido. La DA se caracteriza por tener fases consecutivas que se pueden diferenciar
a lo largo del proceso de la degradacion del sustrato en el cual intervienen grandes poblaciones de
microorganismos, estas fases son: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (figura

Al).

COMPUESTOS ORGANICOS COMPLEJOS
(Carbohidratos, proteinas y lipidos)

N DROLISS

COMPUESTOS ORGANICOS SIMPLES
(Azicares, aminoacidos y acidos grasos)

ACIDOS GRASOS VOLATILES
(Acetato, propianato, butirato, etc)

ACETATO (2 carbonos) £ u z

CH3-C00 N — H2+CO; -~

70% ¥

METANO Y DIOXIDO DE CARBONO
CHs + CO;

30%

Figura Al. Fases de la digestion anaerdbica

La hidrdlisis generalmente es considerada como la etapa limitante de la DA ya que las enzimas
hidroliticas se deben absorber sobre toda la superficie del sustrato (Zhang, Su, Baeyens, & Tan,
2014), en la hidrolisis ocurre la degradacion de los compuestos organicos complejos

(carbohidratos, lipidos y proteinas), estos son despolimerizados por la accion de enzimas
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hidroliticas y de las bacterias fermentadoras en azucares, aminoacidos y acidos grasos (Neshata,
Mohammadia, Najafpoura, & Lahijanib, 2017) ya que la materia organica polimérica no puede
ser utilizada directamente en los microorganismos a menos de que estos se hidrolicen (Zhang, Su,
Baeyens, & Tan, 2014). En la acidogénesis estas mismas bacterias fermentadoras transforman los
monosacaridos obtenidos anteriormente en acidos grasos volatiles principalmente (Etapa de
Produccion de AGV) (Camara & Laines, 2011). En la acetogénesis, las bacterias acetogénicas
toman los AGV Yy los transforman en acetato, propianato y butirato, ademas de CO. y Hz. En la
etapa final, el metano es producido por dos grupos de metandgenos; las Archaeas Acetoclasticas
gue consumen el acetato como sustrato y las Archaeas Hidrogenotroficas que usan como sustrato
el Hz para formar metano (Etapa de Consumo de AGV) (Constanza-Corrales, Antolinez-Romero,

Bohdrquez-Macias, Corredor-Vargas, & A.M, 2015).
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Apéndice B. Caracterizacion completa del lactosuero.

Tabla B1.
Caracterizacion del lactosuero

Parametro Valor Unidades

DBO 79,900 mg O./L
N (Total) 1,210.23 mg N/L
C Organico Total = 13,880 mg C/L

Amonio 67.23 mg N/kg
Carbohidratos 55.33 %
Proteinas 23 %
Lipidos 1.92 %
pH 3.78
DQO 53 g/L
ST 42 g/L
SV 7.7 /L
ST 55.1 g/L
DQO 575 g/L
T KIELDAHL N 1.2 g/L
TP 0.2 g/L
Férmula Empirica C47H42020N2
CIN 22.1
PBM 171  (LCH4 kg)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia. Escuela de Ingenieria Quimica (UIS)
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Apéndice C. Caracterizacion fisicoquimica del digerido.

Tabla C1

Caracterizacion fisicoquimica del digerido

Parametro

Potasio Total
Magnesio Total
Fosforo Total
Nitrégeno Total
Calcio Total
S-SO4
N-NH4
N-NO3
Mg?*
P-PO4
Sodio
Cloruros
Carbonatos (COs)
Bicarbonatos(HCOs3)
Aluminio
P-H2PO4
Lipidos (Grasas)
Proteinas
Carbohidratos
K20 Total
CaO Total
P20s Total

Valor (g/kg muestra)

1.58
0.31
0.29
0.55
0.88
0.36
96
<0.01
0.15
128
0.38
0.28
< 9.8x10-5
1.83
0.02
0.25
1.97
3.46
8.51
1.90
1.24
0.67

Técnicas Utilizadas

NTC 202 Emisién
NTC 1369 Absorcion Atémica
NTC 234 Colorimetria
SUMA DE NITROGENOS
NTC 1369 Absorcion Atémica
NTC 1154 Turbidimetria
NTC 211 Destilacion
NTC 209 Devarda
NTC 1369 Absorcion Atdémica
NTC 234 Colorimetria
NTC 1146 Emision
LBC 42 Volumetria
LBC 51 Volumetria
LBC 51 Volumetria
LBC 79 Colorimetria
LBC 234 Colorimetria
LBC 50 Gravimetria
LBC 150 Kjeldahl
Calculo
NTC 202 Emisién
NTC 1369 Absorcion Atémica
NTC 234 Colorimetria

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia. Escuela de Ingenieria Quimica (UIS)
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Apéndice D. Determinacion de la actividad metanogénica.

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA

Procedimiento simplificado de metodologia para la determinacion de la actividad metanogénica

especifica sugerido por Astals, et al., (2015)

Equipos:

v Botella de vidrio de 120 0 160 ml, agrafe de aluminio y tap6n de butilo (por muestra).
v Balanza de precision capaz de ponderar 310 g con un error de + 0.01 g

v" 1 micropipeta

v"Incubadora con temperatura controladaa 35+ 1 ° C.

v" Soluciéon de NaOH 0.5N

Solidos volatiles:

v" Crisoles

v" Probeta de 25 ml

v Horno ajustado a 103 ° C
v Mufla ajustada a 550 ° C.

v" Desecador con gel de silice.

Reactivos y materiales:

v Agua destilada.
v Solucién madre de acetato de sodio (200 g de acetato L-1). Disuelva 69.47 g de acetato de

sodio anhidro en un matraz volumétrico de 0.25 I. Mezcle bien con un agitador magnético.
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v

Dilucion de inoculo.

Fundamento:

1)

2)

3)

Determine la concentracion de SV del indculo y diliyalo para alcanzar una concentracion
solidos volatiles de 10 g VS L-1 aproximadamente. Se recomienda que anaerobico.
Acondicionamiento del inoculo. El inoculo debe almacenarse en una incubadora de control
de temperatura a 35 ° C durante 20 - 30 horas antes de comenzar el experimento.
Determine la concentracion de SV del indculo acondicionado, ya que esto es el valor que

se utilizara para los célculos especificos de actividad metanogénica.

Procedimiento:

1)

2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

Agregue, por volumen de adicion o ponderacion, la cantidad requerida de agua destila
hasta alcanzar los 10 g SV/ L del inéculo.

Pese 99.0 + 0.1 g de in6culo diluido (10 g VS L-1) en una botella de 1200ml.

Agregue 1 ml de la solucién madre de acetato de sodio.

Agite y mida el pH del contenido de la botella.

Enjuague el espacio superior de la botella con gas inerte (por ejemplo, 99.99% de No,
80/20% de N2 / CO2, 99.99% de He).

Selle las botellas con un tapon de butilo y agrafes de aluminio.

Coloque las botellas en la incubadora de temperatura controlada en condiciones mesofilas.
(35 F 1°C)

Mida la produccion de metano en aproximadamente 0.5, 1.0 y 1.5 dias, después del

comienzo del ensayo. Aunque el tiempo sugerido es aplicable para la mayoria de los
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procesos de digestion, el tiempo de medicion se puede acortar (0.25, 0.5 y 1 dia) para
muestras muy activas o extendidos (1, 2 y 3 dias) para muestras poco activas.

9) Trace la produccion acumulada de metano especifico en base a DQO (g DQO/SVineculo) €N
el curso de tiempo. Recuerde que 350 ml de metano en condiciones estandar (0 ° C, 1 bar)
es 1 gramo de DQO.

10) Determine la pendiente y la incertidumbre de la zona lineal.
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Apéndice E. Método de desplazamiento alcalino.

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
METODO DE DESPLAZAMIENTO ALCALINO
Materiales

v Una manguera larga con regulador de flujo y agujas hipodérmicas en cada extremo.
v Una manguera corta con aguja en un solo extremo.
v Una botella de vidrio con 500 mL de NaOH con fenolftaleina y pH mayor a 12.

v Un soporte metalico para la botella y una probeta.
Procedimiento:

1) Labotella con NaOH se sujeta al soporte con la tapa hacia abajo. En el tap6n de butilo que
tiene la botella, introducir la aguja de la manguera corta. Debajo de esta manguera, ubicar
la probeta.

2) Introducir una aguja de la manguera larga en el tapon de la botella con NaOH,
asegurandose previamente que el regulador de flujo esté cerrando el paso del aire. La aguja
del otro extremo se introduce en el tap6n del biorreactor.

3) Deslizar el regulador de flujo de la manguera larga, para permitir el paso del biogas del
biorreactor hacia la botella con solucion alcalina.

4) EIl CO2 del biogéas reacciona con el NaOH y queda atrapado en la solucion. EI CH4 no

reacciona con la solucion y pasa hasta la parte superior de la botella, desplazando un
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volumen equivalente de solucion alcalina, la cual sale por la manguera corta hasta la

probeta. Se apunta el volumen desplazado en mL.

Esquema del montaje de medicion del volumen de metano.

Botella con
solucion de
NaOH

Biogas l NaOH

Probeta
graduada

Botella de
reaccion

Calculos

A fin de comparar la produccion de biogés y por tanto el redimiendo, es necesario llevar el
volumen de biogés a condiciones normalizadas -VNTP-, con la siguiente ecuacion:

(Patm - Pv) * TO

VNTP =V
P, *T

En donde:

VNTP = Volumen de gas en condiciones normales de temperatura y presion (mL)
V = Volumen de gas generado (mL)

Po= Presion estandar 1013.25 (mbar)

To= Temperatura estdndar 273.15 (K)
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Patm = Presion atmosférica
Pv= Presion de vapor del agua (mbar)

T =Temperatura al momento de medir (K)

66
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Apéndice F. Protocolo de precipitacion de ES.

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
PROTOCOLO DE PRECIPITACION DE ESTRUVITA (ES)

Procedimiento simplificado del protocolo para la precipitacion de estruvita sugerido por Zhao, et
al., (2010).
Definicion:
Es una sustancia cristalina considerada como un recurso renovable y es utilizada como un

fertilizante valioso (poco soluble en agua) de liberaciéon lenta, se forma a partir de una

concentracion equimolar de NH4*, Mg?* y PO4* de acuerdo a la siguiente reaccion:
Mg?* + NH} + PO}~ + 6H,0 — MgNH,P0,6H,0
Fundamento:

La estruvita se encuentra presente en las tuberias de aguas residuales en forma cristalina. Ademas,
este fertilizante conserva los nutrientes esenciales para el crecimiento y reproduccion de las

plantas.

La ES se obtuvo a partir de un disefio de experimentos, del cual se tomaron las condiciones
favorables de operacion, relacion Mg?*PO4* (1.5), Agitacion (450 rpm) y tiempo de reaccion (50

min).



APROVECHAMIENTO DE LACTOSUERO MEDIANTE DIGESTION ANAEROBICA 68

Para lograr la precipitacion de ES se necesita una cantidad determinada de digerido proveniente
de digestion anaerdbica de estiércol bovino. Este digerido es llevado al laboratorio y almacenado

a 4°C hasta su posterior uso.

La ES precipitada es de color grisiceo. Los cristales se recogen en cajas Petri y se almacenan en
la incubadora (36.8+1°C) durante 24h. Pasado este tiempo, se analizan los cristales obtenidos
mediante microscopia con petrografia, radiacion infrarroja, SEM y SEM-EDS. Cabe resaltar que
el digerido que queda después de la precipitacion hay que disminuirle el pH a 7 para su posterior
eliminacion.

Materiales y Equipos:

v Digerido

v Vaso de precipitado (1I)
v" Filtro (Imm diametro)

v’ Agitador magnético

v Equipo de medicion de pH
v Plancha de agitacion

v' Agua destilada

v’ Cajas Petri

v" Incubadora

v Nevera

v’ Espectrofotémetro visible con rango espectral de 400-900 nm
Reactivos:

v NaOH (0.5 N)
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v HCL (1 N)

Procedimiento:

1) Tomar un volumen determinado de digerido (200ml)

2) Pasar la muestra de digerido por un tamiz (Imm de didmetro) con el fin de retirar el
material fibroso y algunas impurezas presentes

3) Verter el digerido filtrado en un vaso de precipitado de 500ml

4) Bajar el pH con HCL (1N) hasta 3 y agitar (600 rpm) durante una hora

5) Subir el pH a9 con NaOH (0.5)

6) Agitar el digerido a 450 rpm durante 50 min (condiciones favorables para la precipitacion
de ES).

7) Dejar sedimentar los cristales de ES durante 30 min

8) Separar los cristales obtenidos del liquido (digerido residual), pasando el liquido a otro
recipiente

9) Lavar los cristales con agua destilada y almacenarlos en cajas Petri

10) Dejar secar los cristales a 36.8+1 °C en la incubadora, hasta su posterior analisis

Para determinar la recuperacion de PO4> y NH4* se toma una pequefia muestra de digerido antes
y después del proceso de precipitacion de DA. Estos nutrientes se cuantifican utilizando el método
colorimétrico descrito por APHA 4500 (American Public Health Association (APHA, 2005).

[ [Jinicial — [ ]final

[ Jinicial

%Recuperacion =
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* Lavar con HCL (no con detergente) el material de vidrio a utilizar incluyendo los tubos para la
medicion de amonio y fosfato. Luego enjuagar con bastante agua destilada. Esto con el proposito

de retirar el fésforo que se encuentra presente en los detergentes.
Campo de aplicacion

e Digeridos provenientes de la digestion anaerobica.
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Apéndice G. Protocolo de extraccion de ADN.

Norgen’s Purification Technology Purification is based on spin column chromatography. The
process involves first adding the soil sample, Lysis Buffer G and Lysis Additive A to a provided
Bead Tube, and the soil sample is homogenized. The sample is then centrifuged, and the
supernatant is transferred to a DNase-free microcentrifuge tube. Binding Buffer I is added, and
the lysate is incubated for 5 minutes at 4C or on ice. This step is then be repeated using the
provided OSR (Organic Substance Removal) Solution to remove organic substances. The clean
lysate is then collected and Lysis Buffer QP and ethanol are added. Next, the solution is loaded
onto a spin-column, which binds only the DNA. The bound DNA is then washed using the
provided Binding Buffer B and Wash Solution A, and the purified DNA is eluted using the Elution
Buffer B. The purified total DNA is free of all inhibitors, including humic acid, and can be used

in sensitive downstream applications including PCR.
Procedures

All centrifugation steps are carried out in a benchtop microcentrifuge. Various speeds are required
for different steps, so please check your microcentrifuge specifications to ensure that it is capable
of the proper speeds. All centrifugation steps are performed at room temperature. The correct rpm

can be calculated using the formula:

RPM — RCF
— (1118 x 1075) ()
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where RCF = required gravitational acceleration (relative centrifugal force in units of g); r =
radiusof the rotor in cm; and RPM = the number of revolutions per minute required to achieve the

necessary g-force.

Notes Prior to Use

e A variable speed centrifuge should be used for maximum kit performance. If a variable
speed centrifuge is not available a fixed speed centrifuge can be used, however reduced
yields may be observed.

e Ensure that all solutions are at room temperature prior to use.

e Prepare a working concentration of Wash Solution A by adding 42 mL of 96 - 100 %
ethanol (provided by the user) to the supplied bottle containing the concentrated Wash
Solution A. This will give a final volume of 60 mL. The label on the bottle has a box that

may be checked to indicate that the ethanol has been added.

1. Lysate Preparation

a. Add 250 mg of soil sample (maximum input varies depending on the sample type) to a provided

Bead Tube and add 750 (1L of Lysis Buffer G. Vortex briefly to mix soil and Lysis Buffer G.

Note: In the case of a wet soil sample, transfer the sample to a clean 1.7 mL microcentrifuge tube
and centrifugation for 30 seconds at 20,000 x g (~14,000 RPM). Remove the water carefully using
a pipette, and resuspend the soil pellet in 750 [JL of Lysis Buffer G. Transfer the soil to a Bead

Tube using a pipette. Proceed to Step 1b.

b. Add 200 [JL of Lysis Additive A and vortex briefly.
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c. Secure tube horizontally on a flat-bed vortex pad with tape, or secure the tube in any
commercially available bead beater equipment (e.g. MP Biomedicals’ FastPrep®-24 Instrument).
Vortex for 30 seconds at 4M/S using a FastPrep®-24 instrument, or 5 minutes using a flat-bed
vortexer at maximum speed. Alternatively, optimize the time and speed according to the

manufacturer’s manual.

d. Centrifuge the tube for 1 minute at 20,000 x g (~14,000 RPM).

e. Transfer clean supernatant to a DNase-free microcentrifuge tube (not provided) without any

contact with the pellet.

f. Add 100 (1L of Binding Buffer I, mix by inverting the tube a few times, and incubate for 5

minutes on ice or at 4 C.

g. Spin the lysate for 2 minutes at 20,000 x g (~14,000 RPM) to pellet any protein and soil

particles.

h. Using a pipette, transfer up to 700 (1L of clean supernatant into a DNase-free microcentrifuge

tube (not provided) without any contact with the pellet.

I. Add 50 [JL of OSR Solution, mix by inverting the tube a few times, and incubate for 5 minutes

on ice or at 4 C. Spin the lysate for 2 minutes at 20,000 x g (~14,000 RPM).

J. Transfer up to 700 [JL of clean supernatant to a DNase-free microcentrifuge tube (not provided)

without any contact with the pellet.

k. Add 400 (1L of Lysis Buffer QP and 550 [1L of 96-100% Ethanol (user provided). Vortex

briefly. Proceed to Step 2.

2. Binding to Column
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a. Assemble a provided Spin Column with one of the provided collection tubes.

b. Gently mix the lysate and Lysis Buffer QP using a pipette and apply 600 [IL of the clarified
lysate onto the column and centrifuge for 30 seconds at 10,000 x g (~10,000 rpm). Discard the

flowthrough and reassemble the spin column with the collection tube.

Note: Ensure the entire lysate volume has passed through into the collection tube by inspecting

the column. If the entire lysate volume has not passed, spin for an additional minute.

c. Repeat Step 2b with the remaining lysate.

3. Column Wash

a. Apply 500 [JL of Binding Buffer B to the column and centrifuge for 1 minute at 10,000 x g

(~10,000 rpm).

Note: Ensure the entire wash solution has passed through into the collection tube by inspecting

the column. If the entire wash volume has not passed, spin for an additional minute.

b. Discard the flowthrough and reassemble the spin column with its collection tube.

c. Apply 500 [JL of Wash Solution A to the column and centrifuge for 1 minute at 10,000 x g

(~10,000 rpm).

d. Discard the flowthrough and reassemble the spin column with its collection tube.

e. Repeat step 3c and 3d.

f. Spin the column for 2 minutes at 20,000 x g (~14,000 rpm) in order to thoroughly dry the resin.

Discard the collection tube.

4. DNA Elution
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a. Place the column into a fresh 1.7 mL Elution tube provided with the kit.

b. Add 50-100 [JL of Elution Buffer B to the column and incubate for 1 minute at room

temperature.

c. Centrifuge for 1 minute at 10,000 x g (~10,000 rpm).

5. Storage of DNA

The purified genomic DNA can be stored at 2-8°C for a few days. For longer term storage, -

20°C is recommended



