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Resumen

Titulo: Fermentacion anaerdbica de agua residual de lavado de visceras (AV) para la produccion de acidos grasos
volatiles (AGV’s)"

Autores: Leidy Johana Solis Gonzalez, Andrés Mauricio Sanchez Osorio™.
Palabras claves: Acidos grasos volatiles, aguas de lavado de visceras blancas, fermentacion anaerdbica.
Descripcion:

Las aguas residuales de lavado de visceras blancas generadas en el proceso de beneficio bovino se caracterizan por
contener proteinas, lipidos y carbohidratos que pueden llegar a aprovecharse con varios procesos para su tratamiento,
los tratamientos biol6gicos como la fermentacion anaerdbica, son una opcién destacada dentro de estos. En este trabajo
se determind la produccion de acidos grasos volatiles (AGV’s) a partir de la fermentacidn anaerdbica de agua residual
de lavado de visceras blancas (AV) provenientes de la Planta de Beneficio Animal Colbeef SAS utilizando reactores
CSTR semicontinuo en condiciones mesofilicas sin control del pH. Evaluando dos sustratos diferentes, el liquido
ruminal (LR) y el lodo de estiércol bovino (LEB) ademaés variando el tiempo de retencion hidraulico (TRH) entre 30,
20, 15y 10 dias luego de haber determinado el sustrato. Se hizo seguimiento de la concentracidn de solidos totales y
volatiles (ST-SV), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Acidos Grasos Volatiles (AGV’s), Alcalinidad total (AT),
Cromatografia y pH para llevar un control de la operacién. Obteniendo como resultado que con el LR se obtuvo una
concentracion mayor de AGV’s en el rango de los 640 mg Ac/L, un pH alcalino entre 7,3y 7,5 y una menor produccion
de biogas. El TRH que dio mejores resultados fue el de 20 dias, obteniendo un grado de acidificacion de 49,7%
siendo muy superior al obtenido con los otros TRH.

* Proyecto de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas Escuela de Ingenieria Quimica Director: Liliana del Pilar Castro Molano
Ph.D. en Ingenieria Quimica Codirector: Zamir Sanchez Castro MSc. en Ingenieria Quimica
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Abstract

Title: Anaerobic fermentation of viscera washing wastewater (VW) to produce volatile fatty acids (VFA) .
Authors: Leidy Johana Solis Gonzalez, Andrés Mauricio Sanchez Osorio™.

Keywords: Volatile fatty acids, white viscera washing wastewaters, anaerobic fermentation.

Summary

The white viscera washing wastewater generated in the bovine beneficiation process are characterized by containing
proteins, lipids and carbohydrates that can be used with various processes for their treatment; biological treatments
such as anaerobic fermentation is a prominent option within these. In this work, the production of volatile fatty acids
(VFA) was determined from the anaerobic fermentation of viscera washing wastewater (VW) from the Colbeef SAS
Animal Benefit Plant using semi-continuous CSTR reactors under mesophilic conditions without pH control.
Evaluating two different substrates, the rumen liquid (RL) and the bovine manure sludge (BMS), also varying the
hydraulic retention time (HRT) between 30, 20, 15 and 10 days after having determined the substrate. The
concentration of total and volatile solids (TS-VS), Chemical Oxygen Demand (COD), Volatile Fatty Acids (VFA),
Total alkalinity (TA), Chromatography and pH were monitored to control the operation. Obtaining as a result that
with the RL a higher concentration of VFA was obtained in the range of 640 mg Ac / L, an alkaline pH between 7.3
and 7.5 and a lower production of biogas. The HRT that gave the best results was that of 20 days, obtaining a degree
of acidification of 49.7%, being much higher than that obtained with the other HRT.

* Project of grade
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas Escuela de Ingenieria Quimica Director: Liliana del Pilar Castro Molano
Ph.D. en Ingenieria Quimica Codirector: Zamir Sanchez Castro MSc. en Ingenieria Quimica
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Introduccion

Se estima que el proceso de beneficio animal consume alrededor del 24% del agua mundial
destinada al sector alimenticio (Bustillo-Lecompte & Mehrvar, 2015). Es asi como las plantas de
beneficio animal reportan caudales de aguas residuales entre 1.14 y 4.22 m*/bovino sacrificado
(Jensen, Sullivan, Carney, & Badstone, 2014). Estas aguas residuales se pueden clasificar segun
la zona de procedencia en: 1) aguas de corrales (AC), contienen principalmente estiércol diluido;
I1) aguas de sacrificio (AS), caracterizadas por contener sangre; I11) aguas de lavado de visceras
blancas (AV), presentan particulas de carne y grasa y 1V) aguas de lavado estomacal (AE), tienen
el contenido ruminal desechado en la apertura de panzas. Dado que las aguas residuales del
beneficio bovino se caracterizan por tener valores de demanda quimica de oxigeno (DQO), entre
2000 (Caixeta, Cammarota, & Xavier, 2002) y 20400 mg/L (Saddoud & Sayadi, 2007); estas aguas
deben ser tratadas antes de su disposicién final. Actualmente en paises en desarrollo como
Colombia se realiza generalmente un tratamiento fisicoquimico primario a estas aguas residuales,
el cual consta de: almacenamiento, tamizado, homogenizacion, floculacion, coagulacién, prensado
y secado de lodos. Este tratamiento es costoso (US$160.000/afio (Garnica & Perea, 2019)) y no
permite la valorizacion del residuo. Dado su contenido de materia organica, la digestion anaerdbica
(DA) ha sido una alternativa bioldgica aplicada en el tratamiento de este tipo de residuo,
permitiendo su valorizacion a partir de la produccion de biogas, 4cidos grasos volatiles (AGV’s)

y un digerido rico en nutrientes (Bustillo-Lecompte & Mehrvar, 2015).
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Gran parte de las investigaciones encontradas en la literatura cientifica sobre DA se
enfocan en la produccion de biogas. Sin embargo, la produccién de AGV’s ha recibido gran
atencion en los ultimos afios (Fig. 1) debido a su uso en: la produccion de polihidroxialcanoatos,
acidulantes y conservantes de alimentos y alimentacion para celdas de electrolisis (Bermudez-
Penabad & Kennes, 2017). La produccion anaerdbica de AGV’s se lleva a cabo a partir de una
serie de reacciones bioquimicas catalizadas por bacterias acidogénicas y acetogenicas. En primer
lugar, las bacterias acidogénicas fermentan los mondmeros hidrolizados en acetato, propionato,
butirato, alcoholes, Hz, CO- y otros solventes (Jiang, y otros, 2013). Luego el propionato, butirato,
los alcoholes y el CO. se convierten en acetato, a traves de vias acetogénicas reductoras de
protones o vias homoacetogénicas (Choudhari, y otros, 2015). Comunmente el acetato, el
propionato y el butirato son los principales productos de AGV’s durante la fermentacion

anaerobica (FA) (Zhou, Yan, Wong, & Zhang, 2018).

Figura 1.
Investigaciones anuales realizadas sobre estudios de DA centrados en la produccion de AGV’s
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Estudios anteriores han reportado rendimientos en la conversion de DQO a AGV’s de 54%
para residuos ricos en azucares (Jankea, y otros, 2016; Castillo, Gonzalez, & Tejero, 1999), 36%
para residuos grasos (Scoma, Betin, & Fava, 2013), entre 16 y 45% para residuos ricos en proteinas
(Yu, y otros, 2018) y de 11 a 13% para residuos lignocelulosicos (Jankowska, Chwialkowska,
Stodolny, & Oleskowicz-Popiel, 2017). Asi mismo, se ha demostrado que la hidrolisis es la etapa
limitante en la FA de sustratos complejos como los lipidos y las proteinas (Alibardi & Cossu,
2015). En ese sentido, las variables de mayor influencia en el proceso de FA son el tipo de digestor,
el tiempo de retencion hidraulica (TRH) y el pH. Los digestores mas utilizados para el proceso de
FA han sido los digestores Batch (Jiang, y otros, 2013), Batch secuencial (ASBR) (Yarimtepe,
Ayman, & Ince, 2017), CSTR (Cavinato, Da Ros, Pavan, & Bolzonella, 2016) y de lecho lixiviado
(Cadavid & Horan, 2014). A pesar de la diversidad de los resultados, los anteriores estudios
coinciden en la necesidad de la agitacion para garantizar un adecuado contacto entre los
microorganismos y el substrato (Yua, Sparling, & Oleszkiewicz, 2011) y en las condiciones
mesofilicas de temperatura (27-40 °C) para asegurar una mayor produccion de AGV’s (Gruhn,
Fringon, & Guiot, 2016).

Asi mismo, los estudios realizados a la fecha han encontrado tiempos de retencion
hidraulica (TRH) optimos entre 12 h (0.56 g DQO-AGV’s/g DQO) (Demirel & Yenigun, 2004)
y 20d (y 0.73 g DQO AGV’s/ g DQO) (Bermudez-Pena, Kennes, & Veiga, 2017). Con respecto
al pH, se han realizados estudios en pH acidos (Lim, y otros, 2008; Jiang, y otros, 2013), neutros
(Jankowska, Chwialkowska, Stodolny, & Oleskowicz-Popiel, 2017; Ma, Chen, Liu, Liu, & Fu,
2016) y alcalinos (Yu, He, Shao, & He, 2008; Zhao, y otros, 2018), por lo tanto, no existe un

consenso sobre el pH adecuado para el proceso de FA.
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En la literatura actual no existen estudios sobre la FA de aguas residuales del beneficio
animal, por lo cual no es posible establecer sus rendimientos. Sin embargo, dado su composicion
de lipidos (39% de sus sélidos volatiles) y proteinas (36% de sus solidos volatiles) (Gomez, 2019)
las AV del proceso de beneficio bovino pueden ser un sustrato adecuado para la produccion de
AGV’s. Adicionalmente, las plantas de beneficio bovino cuentan con estiércol bovino (Cavinato,
Da Ros, Pavan, & Bolzonella, 2016) y liquido ruminal (Jenkins, 1993), los cuales contienen
microrganismos capaces de hidrolizar sustratos complejos.

Por lo anterior, la pregunta de investigacion que respondio el presente trabajo fue ¢Cual es
la produccion de AGV’s a partir de la fermentacion anaerdbica (FA) de aguas residuales de lavado
de visceras blancas (AV) del proceso de beneficio bovino en condiciones mesofilicas? Para
garantizar una adecuada agitacion, el proceso de FA se llevo a cabo en un digestor CSTR sin
control de pH, variando el TRH vy utilizando lodo de estiércol bovino y liquido ruminal como

indculos.

1. Marco Referencial

1.1. Estado del arte

Estudios previos sobre FA demuestran que la produccion de AGV’s se encuentra
influenciada por la composicion del sustrato, el tipo de digestor, la carga organica (CO), el tiempo

de retencidn hidraulica (TRH) y el pH.
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Durante la FA, la velocidad de hidrdlisis de un sustrato se encuentra determinada
principalmente por la composicién. Por ejemplo, Alibardi & Cossu et al. (2015) demuestran que
residuos ricos en azucares son sustratos adecuados para la FA dada su rapida conversion a AGV’s
(Alibardi & Cossu, 2015). Resultados similares fueron encontrados por Jankowska. et al. (2017),
quienes investigaron la FA de ensilaje de maiz, lacto suero, biomasa de microalgas y glucosa. Los
resultados demuestran que mientras el lacto suero tuvo un porcentaje de hidrolisis del 20.82% el
ensilaje de maiz alcanzdé solo 1.68% dada su estructura lignoceluldsica (Jankowska,
Chwialkowska, Stodolny, & Oleskowicz-Popiel, 2017). Los residuos de alimentos ricos en
proteinas también han demostrado ser adecuados para la FA. Sin embargo, en algunas
circunstancias se requieren pretratamientos por su estructura compleja. Shen et al. (2017)
evaluaron el efecto de un pretratamiento hidrotérmico sobre la produccion de AGV’s a partir tofu
(plato tipico oriental) y huevos. El pretratamiento mejord significativamente FA del Tofu, pero no
afecto la FA de los huevos. Asi mismo, la FA ha sido una alternativa utilizada en la gestion y
valorizacion de aguas residuales grasas (Shen, y otros, 2017). Scoma et al. (2013) realizaron la FA
de aguas residuales del proceso de produccion de aceite de oliva. Los autores encontraron una tasa
de conversion de DQO a AGV’s del 36% a un TRH de 5 dias (Scoma, Betin, & Fava, 2013). Para
este mismo sustrato Yarimtepe et al. (2017) encontraron conversiones de hasta 68% con un TRH
de 2 dias (Yarimtepe, Ayman, & Ince, 2017).

Para la produccion de AGV’s los reactores mas utilizados han sido: Batch, Batch
secuenciales (ASBR), CSTR y de lecho lixiviado. Atasoy M et al (2020) evaluaron la FA de aguas
residuales de la industria lactea en digestores Batch y ASBR. Los rendimientos encontrados en los
digestores fueron comparables (Batch: 0.97 g DQO-AGV’s/g DQOs y ASBR: 0.94 g DQO-

AGV’s/g DQO:s). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la composicion, siendo
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el &cido lactico el predominante en el digestor Batch (49%) y el propionico en el ASBR (80%)
(Atasoy, Eyice, & Cetecioglu, 2020). Lagoa-Costa et al. (2020) llevaron a cabo la FA de lacto
suero en un ASBR, encontrando una acidificacion entre 0.86 y 0.9 g DQO-AGV’s/g DQO (Lagoa-
Costa, Kennes, & Veiga, 2020). Yasser Farouk et al (2019) fermentaron residuos de comida en un
digestor CSTR. Los resultados demuestran rendimientos de AGV’s entre 55,44+2,39 g/L vy
926,21+42,27 mg/g DQOs (Farouk, Li, Wang, Li, & Melak, 2020). Cadavid-Rodriguez & Horan
(2014) estudiaron la FA de residuos cribados de aguas residuales en un digestor de lecho lixiviado
con recirculacion. La produccion de AGV’s incremento6 un 11% al aumentar la recirculacion de 4
a 8 L/Lreactor d, alcanzando 264 g de AGV’s/ kg de residuos seco (Cadavid & Horan, 2014). La
mayor parte de los estudios han sido realizados en un rango mesofilico de temperatura (27-40
[°C]). De hecho, el estudio realizado por Gruhn et al. (2016) demuestra que las condiciones
mesofilicas favorecen el proceso de FA. Todos los estudios anteriores coinciden en la necesidad
de agitacion para asegurar un adecuado contacto entre indculo y sustrato (Gruhn, Fringon, & Guiot,
2016).

La variacion de CO y/o el TRH permiten controlar la acumulacion de AGV’s durante el
proceso de FA. Cargas organicas altas y TRH bajas puede garantizar la acidificacion de los
digestores. Sin embargo, si los valores de CO y TRH sobrepasan ciertos limites se puede producir
el lavado celular (arrastre de in6culo de los digestores). Jiang et al. (2013) evaluaron el efecto de
la CO sobre la FA de residuos de comida en un digestor por lotes. A pesar de que la concentracion
de AGV’s aumento con la CO, su rendimiento Se redujo de 0.504 a 0.306 g/g SV cuando la carga
aumento de 5 a 16 g de solidos totales/L (Jiang, y otros, 2013). Por su parte, Scoma et al. (2013)
en su estudio de FA de aguas grasas en lecho empacado hallaron la mayor conversion de DQO a

AGV’s (36%) auna CO de 7,8 g/L d. El aumento de la carga hasta 38.8 g/L d redujo la conversion
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al 10% (Scoma, Betin, & Fava, 2013). Este mismo sustrato fue digestado por Yarimtepe et al.
(2017) en digestores batch secuenciales. Un incremento inicial de la CO de 5 a 20 g DQO/L
ocasion6 un maximo en la concentracion de AGV’s de 27 g/L. Sin embargo, cuando la CO alcanz6
40 g DQOI/L la concentracion de AGV's decay6 a 15 g/L, debido al estrés de los microrganismos
(Yarimtepe, Ayman, & Ince, 2017).

Con respecto al TRH Demirel & Yenigun (2004) llevaron a cabo la FA de aguas residuales
lacteas con TRH entre 24 y 12 h. La mayor acidificacion lograda fue de 0.56 g DQO-AGV’s/g
DQO a un TRH de 12 h (Demirel & Yenigun, 2004). Cavinato et al (2017) investigaron la
produccion de AGV’s a partir de la FA de estiércol bovino variando el TRH entre 2y 6 d. Los
resultados demostraron una acidificacion de 183,2 g DQO-AGV’s/ kg solidos totales (ST) para un
TRH de 4 d (Cavinato, Da Ros, Pavan, & Bolzonella, 2016). Khan et al. (2019) evaluaron la
produccion de AGV’s a partir de aguas residuales en TRH entre 6 y 48 h. Para un TRH de 8 h se
logro un rendimiento global de 48.20 + 1.21 mg AGV/100 mg DQO (Khan, y otros, 2019). Lagoa-
acosta et al (2020) exploro la optimizacion de AGV’s a partir de lacto suero mediante la variacion
del TRH. Los grados de acidificacion aumentaron de 0.86 a 0.9 g DQO-AGV’s/g DQO cuando la
TRH se redujo de 3 a 1 d (Lagoa-Costa, Kennes, & Veiga, 2020). La mayor parte de los estudios
demuestran un aumento en la produccion de AGV’s a bajos TRH. Sin embargo, Bermudez et al.
(2017) demostraron un incremento de 2000 mg/L a 30611 mg/L en la concentracion de AGV'’s,
cuando el TRH aumento6 de 10 a 20 d en la FA de residuos de atin (Bermudez-Penabad & Kennes,
2017).

El pH afecta el crecimiento microbiano y la tasa de hidrolisis de la materia organica
particulada (Jiang, y otros, 2013); sin embargo, para la produccién de AGV’s la literatura no es

concluyente con respecto a las mejores condiciones de pH (acido, neutro o alcalino). Por ejemplo,
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Begum et al (2017) evaluaron el impacto del pH sobre la FA de lixiviado de vertederos a una TRH
de 6 d. Las concentraciones de AGV’s para los pH de 5.5 y 10.5 fueron 3600 mg/L (2000 mg/L
de acido acético) y 2800 mg/L (800 mg/L de acido acético), respectivamente (Begum, y otros,
2017). Resultados similares fueron hallados por Eryildiz et al (2020), quienes encontraron que para
la FA de desechos citricos el mayor rendimiento de AGV’s (0,793g AGV’s/g SV) se logro con un
pH de 6 (Eryildiz & Taherzadeh, 2020). Sin embargo, Khan et al. (2019) encontraron los mayores
rendimientos en la FA de aguas residuales (de 48,74+1,5 mg AGV’s/100mg DQO) a un pH de 7
(Khan, y otros, 2019). Mientras que Zhao et al. (2018) muestra un rango optimo de pH entre 9 y
11 para la FA de lodo activado, con una concentracion de 2356 mg AGV’s /L (Zhao, y otros,
2018).

La bibliografia cientifica revisada permite concluir que los residuos ricos en lipidos y
proteinas, como es el caso de las aguas residuales del beneficio bovino, son sustratos adecuados
para la produccion de AGV’s. A pesar de que se han utilizado diferentes digestores para la
produccion de AGV’s, todos los estudios analizados coinciden en las condiciones mesofilicas y el
uso de agitacion. Asi mismo, el TRH 6ptimo depende del tipo de sustrato y del digestor utilizado.
Los valores hallados varian en un amplio rango de las 12 h a los 20 d. Por su parte, los resultados

con respecto al pH 6ptimo no son concluyentes dado que se ha reportado un rango de 5.5 a 11.
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1.2 Marco teorico

1.2.1 Fermentacién anaerobica

Es un proceso catabolico de oxidacion incompleta que no requiere oxigeno y produce
biogéas y digerido. El biogas es mezcla gaseosa de metano (50 a 70 %) y didxido de carbono (30 a
50 %), con pequefias proporciones de otros componentes (nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, sulfuro
de hidrogeno), cuya composicion depende tanto de la materia prima como del proceso en si. La
cantidad de gas producido es muy variable, aunque generalmente oscila alrededor de los 350 L/kg
de solidos degradables, con un contenido en metano del 70 %, el digerido es rico es nitrégeno,
potasio, remanentes de la materia organica no digerida. La ruta metabdlica de la digestion
anaerdbica comprende las siguientes etapas: la primera etapa es la Hidrolisis; donde los
compuestos organicos son solubilizados por enzimas excretadas por bacterias hidroliticas que
actuan en el exterior celular por lo que se consideran exoenzimas. La hidrdlisis es, por tanto, la
conversion de los polimeros en sus respectivos monomeros. Seguido de una segunda etapa llamada
Acidogénesis en la cual los compuestos organicos solubles que comprenden los productos de la
hidrolisis son convertidos en &cidos organicos tales como acético, propidnico y butirico,
fundamentalmente. Como tercera etapa encontramos la Acetogenesis o llamada también
acidogénesis intermediaria en la cual los productos correspondientes son convertidos en acido
acético, hidrogeno y COz. Es en esta etapa en donde se detiene el proceso de fermentacion
anaerobica, gracias a la estrecha relacion simbi6tica con las bacterias metanogénicas que substraen
los productos finales del medio minimizando la concentracion de estos en la cercania de las

bacterias acetogénicas. Esta baja concentracion de productos finales es la que activa la reaccién y
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actividad de estas bacterias, haciendo posible la degradacion manteniendo el equilibrio energético.
La cuarta etapa conocida como Metanogeénesis es donde el CH4 es producido a partir del &cido
acético o de mezclas de H2 y COg, pudiendo formarse también a partir de otros sustratos tales como
acido férmico y metanol. El rol de las bacterias metanogénicas se define por el tipo de sustrato

disponible (Acosta & Obaya, 2005).

1.2.2 Acidos grasos volatiles (AGV’s)

Los AGV’s son &cidos grasos de cadena corta compuestos por 6 carbonos o menos y de
bajo peso molecular, estos acidos contienen de 1 a 5 carbonos y corresponden al férmico (C1),
acido aceético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), isobutirico (C4), valérico (C5), e isovalérico
(C5). Los AGV son principales intermediarios de la digestién anaerdbica de compuestos organicos
presentes en los residuos y efluentes (Mesquita, Afonso, Aquino, & Leite, 2013).

Para la produccion de AGV se deben mantener unas condiciones operacionales adecuadas
a partir de unos parametros controlados como el pH, el tipo de sustrato, el tiempo de retencion

hidraulica (TRH), el contenido organico y la temperatura.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar la produccion de acidos grasos volatiles (AGV’s) a partir de la fermentacion
anaerobica de agua residual de lavado de visceras blancas (AV) en un digestor CSTR a condiciones

mesofilicas.

1.2 Objetivos especificos

- Seleccionar el in6culo (liquido ruminal o lodo de estiércol bovino digerido), adecuado
para la produccion de AGV’s a partir de su rendimiento en la fermentacion anaerdbica de AV.
- Evaluar el efecto del tiempo de retencién hidraulica (TRH) sobre la produccién de

AGV’s a partir del in6culo seleccionado.
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3. Descripcion metodoldgica

3.1 Etapa 1. Recoleccion y Caracterizacion del Sustrato y los Indculos

El agua residual de lavado de visceras blancas (AV) se tomd de la Planta de Beneficio
Animal Colbeef SAS, ubicada en Floridablanca Santander (Lat. N 7°03'16.2" Long. W
73°07'55.2"). Las muestras se trasladaron a las instalaciones del laboratorio de biotecnologia de la
escuela de Ingenieria Quimica en la Universidad Industrial de Santander donde se refrigeraron en
una neveraa una temperatura de 7°C. Las AV se caracterizaron mediante la medicion de los sélidos
totales (ST), s6lidos volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno total (DQO) y pH siguiendo
protocolos estandarizados por la asociacién americana de salud publica (APHA 2017) método
gravimétrico 2540G, Método colorimétrico 5220D y método potenciométrico 4500-H,
respectivamente (Rice, Baird, & Eaton, 2017). La concentracion de acidos grasos volatiles
(AGV’s) y la alcalinidad total (AT) se determin® por titulacion (Jobling, y otros, 2014), la
caracterizacion del sustrato se presenta en la tabla 1. Para la composicion de los AGV’s se realizo
una caracterizacion por cromatografia de gases con un detector FID, en un cromatografo Agilent
7890a, usando una columna capilar (30m*025mm*0,25um), fase estacionaria polar de
polietilenglicol tratado con acido nitrotereftalico, marca SEG Analytical Science (ref: BP21) e
hidrogeno como gas de arrastre (flujo de 15 mL/min a una presion de 40kPa).

Se evaluaron como indculos para la fermentacion anaerobica (FA) de las AV liquido

ruminal (LR) y lodo de estiércol bovino digerido (LEB). EL LR fue tomado de la misma planta de
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beneficio de donde se recolectaron las AV. EI LEB se recolectd de una planta de biogas ubicada
en una granja agropecuaria (Lat. N 7°01” 0,07’ Long. W 73°08°13,3°”) que opera a condiciones

mesofilicas (30-40 °C). La caracterizacion de los indculos se presenta en la Tabla 2.

Tabla 1.

Caracterizacion del sustrato.

Parametro Sigla Unidad AV Anexo
Demanda quimica de oxigeno DQO mg/L 9417,125 B
Acidos grasos volatiles AGV’s mg Ac/L 280 C
Alcalinidad total AT mg CaCOs/L 600 C
Solidos volatiles SV a/kg 5,97 A
Solidos totales ST a/kg 6,85 A
pH pH - 6,95 D
Carbohidratos - %SV 14 -
Lipidos - %SV 44 -
Proteinas - %SV 42 -

Tabla 2.

Caracterizacion de los inoculos.

Parametro Sigla Unidad LR LEB Anexo

Actividad metanogeénica g DQO CHalg

- AME 0,002 0,035 E
especifica SV
Actividad hidrolitica

- AHE g DQO/g SV 0,068 0,060 F
especifica
Demanda quimica de

DQO mg/L 8453,4 13626,75 B

oxigeno total
Acidos grasos volatiles AGV’s mg Ac/L 1800 390 C
Alcalinidad total AT mg CaCOs/L 6300 1033 C
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Parametro Sigla Unidad LR LEB Anexo
Solidos volatiles SV a/kg 10,678 29,553 A
Solidos totales ST g/kg 19,85 38,153 A
Ph pH - 7,84 6,95 D

3.2 Etapa 2. Proceso de Fermentacion Anaerdbica

3.2.1 Descripcion del equipo

Para la fermentacion anaerobica se utilizaron dos digestores CSTR con puntos para
alimentacion, toma de muestras y liberacion de biogas (Figura 2). EI primer digestor (R1) con
volumen de 3.22 L (1.7 L de volumen de trabajo) se inoculé con LR. El segundo digestor (R2) con
un volumen de 2.44 L (1.5 L de volumen de trabajo) se inocul6 con LEB. Inicialmente R1y R2
fueron llenados con una relacién indculo sustrato (g SV inéculo/ g SV sustrato) de 1.5. Los
digestores fueron sumergidos en un bafio térmico y mantenidos a 37 °C. La agitacion se realizd
durante 2 horas al dia (1 hora en la mafiana y 1 h en la tarde) a una velocidad entre 100 y 120 rpm,

siguiendo las indicaciones de la literatura (Fortela, y otros, 2016).
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Figura 2.

Digestores CSTR, bafio y mezclador empleados en las pruebas

3.2.2 Seleccién del Inéculo

Para la seleccién del indculo, los digestores R1 y R2 fueron operados a un tiempo de
retencién hidraulica (TRH) de 30 dias, por un periodo igual a 1 TRH (tiempo suficiente para
alcanzar el estado estable). Se tom¢ diariamente una muestra de 85y 75 ml de los digestores R1y
R2 respectivamente, al mismo tiempo se cuantificé el biogas producido mediante un manémetro
de tubo en U para luego ser alimentados con el mismo volumen de AV. A la muestra recolectada
de cada digestor se le determin6 diariamente el pH y la concentraciéon de AGV’s por titulacion
(Jobling, y otros, 2014). Dos veces por semana se determinaron los SV y la DQO y una vez por
semana la composicion de los AGV’s por cromatografia. EI grado de acidificacion fue calculado

a partir de la ecuacién 1 (Oktem, Ince, Donnelly, Sallis, & .Ince, 2006).
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o DQO de AGV's(mg/L)
Grado de acidificacion(%) = DQO del sustrato (mg/L) x100

(Ec. 1)
Los mg/L de cada acido determinado por cromatografia fueron convertidos a mg DQO/L
por medio del factor de equivalencia de la tabla 3 (Lim, y otros, 2008) (ver anexo G). Al finalizar

fue seleccionado el in6culo con el mayor grado de acidificacion.

Tabla 3.

Factor de conversién para cada AGV

Factor de conversion (DQO

Acido
equivalente)
A. ACETICO 1,066
A. PROPIONICO 1,512
A. iSOBUTIRICO 1,816
A. BUTIRICO 1,816
A. ISOVALERICO 2,036
A. VALERICO 2,036
A. iSOCAPROICO 2,204
A. cAPROICO 2,204

3.2.3 Evaluacioén del TRH

Para evaluar el efecto del TRH sobre la produccion de AGV’s, el TRH de R1 fue
inicialmente de 30, luego se disminuyo a 20 posteriormente a 15 dias y finalmente fue reducido a

10 dias. La metodologia para la determinacion de parametros es la misma que se utilizo para la
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seleccidn del inoculo a diferencia del grado de acidificacion que se determiné usando la ecuacién

1.

4. Resultados

4.1 Seleccion del inoculo

4.1.1 Concentracion de AGV’s y produccion de Biogas

En la figura 3 se presenta los resultados del monitoreo de la concentracion de acidos grasos

volatiles (AGV’s), pH, produccion especifica de biogas, en los digestores R1 (inoculado con LR)

y R2 (inoculado con LEB) a un TRH de 30 dias.
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Figura 3.

(a. Monitoreo de la produccion de AGV’s y pH para RI1 y R2 con un TRH de 30 dias. (b. Biogds

producido de R1y R2.
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Los digestores fueron cargados y luego de dos dias se inici¢ la alimentacion una vez al dia.

El digestor R1 alcanzé en el dia dos su maxima concentracion de 1200 mg Ac/L, luego descendid

hasta 960 mg/L

al dia 16. El pH

al dia 7 e incrementd nuevamente hasta estabilizarse cerca de los 1100 mg Ac/L

del digestor R1 incremento en los primeros dos dias y alcanza un valor levemente
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alcalino entre 7.3y 7.5. La produccion de Biogas en el digestor R1 (Figura 3b) se incremento del
dia 2 al dia 4 de 0,03 a 0.06 m%kg SV, lo cual indica que parte de los AGV’s acumulados en el
digestor durante los primeros dos dias fueron transformados a biogas por la ruta metabolica de la
digestion anaerobica. Sin embargo, a partir del dia 4 se observo que la concentracion de AGV’s y
la produccién de biogas siguieron un comportamiento similar, incrementando y disminuyendo a
lavez. Asi mismo se determind que la remocion de SV fluctio entre 30 y 60% siguiendo la misma
tendencia de la produccion de biogas. Por su parte, en el reactor R2 present6 un incremento de la
concentracion de AGV’s en los primeros 7 dias (Fig. 3a), alcanzando una maxima de 600 mg Ac/L,
la cual posteriormente disminuy6 hasta un valor cercano a 280 mg Ac/L en el dia 16. A su vez el
pH se mantuvo por debajo de 7.0 (6,6-6,8). El biogas producido en el digestor R2 (Figura 3b)
incrementd hasta alcanzar un maximo de 0,18 m3/kg SV en el dia 10 y posteriormente decrecié
junto con los AGV’s y la remocion de SV que se obtuvo oscilo entre 75 y 45%. Nuevamente se
observo que la concentracion de AGV’s, la produccion de biogas y la remocion de SV siguieron
el mismo comportamiento al incrementar y reducir de forma casi simultanea.

La reduccion simultanea de la concentracion de AGV’s, la produccion de biogés y la
remocion de SV, es un indicio de la hidrélisis como etapa limitante del proceso (Luste &
Luostarinen, 2010). Esto coincide con los resultados de Shen et al. (2017), quienes encontraron
que la hidrolisis de proteinas fue el paso limitante en la FA de residuos de huevos (Shen, y otros,
Acidogenic fermentation characteristics of different types of protein-rich substrates in food waste
to produce volatile fatty acids, 2017). Similarmente, Neves et al. (2008) demostro que la digestidn
anaerodbica de residuos de comida ricos en lipidos y proteinas presentan bajas tasas de hidrolisis
(0.12 y 0.22 d, respectivamente) con los residuos ricos en carbohidratos (0.32 d!) (Neves,

Gonzalo, Olivera, & Alves, 2008). Esto puede explicar porque la concentracion de AGV’s lograda
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con el LR es entre 640 y 710 mg Ac/L superior a la presentada por el LEB, dado que el primero
presenta una actividad hidrolitica especifica (AHE) superior (Tabla 2). Adicionalmente, estudios
anteriores evidencian que los pH levemente alcalinos, como el presentados en R1, favorecen la
hidrolisis de lipidos y proteinas (Lee, May, Yeoh, & Ngoh, 2014). Por otra parte, en comparacion
conel LR, el LEB favorece mas la degradacion de los AGV’s en la etapa metanogénica del proceso
de FA, lo cual se refleja en una produccién de biogas en R2 47% superior a R1. Esto coincide con

su mayor actividad metanogénica especifica (AME) en comparacion con el LR (Tabla 2).
4.1.2 Determinacion de la composicion de AGV’s por cromatografia.

La Figura 4 presenta los resultados promedio de la cromatografia de AGV’s de los

digestores R1y R2.

Figura 4.

Composicion de los AGV’s de R1 y R2 para una TRH de 30 dias.
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Para el digestor R1 los &cidos predominantes fueron el acido acético (51,26%) y el acido
propidénico (25,6%). Por su parte el digestor R2 presento una composicién casi homogeénea de
acido acético (24,07%), propionico (25,68%), valérico (19,61%) y caproico (25,08%). Estudios
anteriores han demostrado que el pH éptimo para la produccion de un acido especifico depende
del tipo de sustrato (Lee, May, Yeoh, & Ngoh, 2014). Por ejemplo, Khan et al (2019) encontraron
que un pH entre 7 y 7,5 favorece la produccion de acido acético y acido propidnico durante la FA
de aguas residuales sintéticas de baja resistencia (Khan, y otros, 2019). Por otra parte, Begum et
al. (2017) evidenciaron que pH entre 5.5 y 6.5 propician la formacion de los acidos acéticos,
butiricos y propidnicos durante la FA de lixiviado de vertederos (Begum, y otros, 2017). En este
sentido, se puede deducir que un pH levemente alcalino favorece la produccidn de &cido acético y
propidénico en la AV, mientras que un pH por debajo de 7 conlleva a la aparicion de proporciones
importantes de acido valérico y caproico.

Ninguno de los dos digestores logré concentraciones de AGV’s lo suficientemente altas
para inhibir la etapa metanogénica (4700 mg Ac/L) (Lee, y otros, 2015). Sin embargo, es evidente
que el LR presenta un mejor desempefio en la produccion de AGV’s, debido a una mayor hidrolisis
y una menor produccion de biogas. Por lo tanto, el LR fue seleccionado como inéculo para evaluar

el efecto del TRH.
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4.2 Evaluacion del TRH

4.2.1 Concentracion de AGV’s y produccion de Biogas

Una vez seleccionado el LR como inoculo, el TRH se redujo a 20, 15 y 10 dias. Los
resultados de la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV’s), pH, produccion especifica de

biogas y remocion de SV se presentan en la Figura 5.

Figura 5.
(a. Monitoreo de la produccion de AGV’s y pH de R1 con TRH de 30, 20, 15 Y 10 dias. (b.
Biogas producido y porcentajes de remocion de SV de R1.
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Al reducir el TRH de 30 a 20 dias, la concentracion de AGV’s increment6 de 1110 a 1560
mg Ac/L entre los dias 16 y 20, lo cual coincidioé con un aumento de pH de 7,35 a 7,60 y de la
remocion de SV de 31 a 60%. Esto indica un mejoramiento en la tasa de hidrélisis dentro del
proceso de FA. El incremento en la concentracion de AGV’s puede ocasionar estrés en los
microrganismos metanogénicos (Ahring, Sandber, & Angelidaki, 1995). Esto explica la caida en
la produccion de biogas de 0,04 a 0,01 m®/kg SV entre los dias 16 y 28. Sin embargo, se observo
una recuperacion en la produccion de biogas a partir del dia 28, mientras la concentracion de
AGV’s decayo aproximadamente un 7%. Esto se puede deber a la capacidad de los
microorganismos metanogénicos de adaptarse a las nuevas condiciones de concentracion de
AGV’s (Li, Peng, Wang, & Wu, 2018), la etapa metanogénica se inhibe a los 4700 mg Ac/L (Lee,
y otros, 2015) y como se observa en la figura 5 no se alcanzaron esas concentraciones por lo cual
no se logrd la inhibicion en el digestor. A partir del dia 20 el pH decay6 de una manera casi

constante hasta alcanzar un valor de 7.13 en el dia 38.
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Al reducir el TRH a 15 dias la concentracion de AGV’s decayd cerca de 920 mg Ac/L,
mientras que la produccion de biogas y la remocién de SV se mantuvieron entre 57 'y 30% y entre
0,02 y 0,04 m*/kg SV, respectivamente. El pH continu6 bajando hasta alcanzar un valor de 6.99
en el dia 52, el cual es cercano al medido para las AV (Tabla 1). Han & Shin (2002) estudiaron la
FA de residuos de alimentos utilizando un consorcio microbiano ruminal. Para un TRH de 0.25 d
los autores evidenciaron una reduccion en la concentracion de AGV’s y un cambio del pH a valores
cercanos al del sustrato, lo cual fue atribuido a el lavado celular en el digestor (Shin, 2002). Por
tanto, la reduccion simultanea en la concentracion de AGV’s y en el pH encontrada en este trabajo
es un indicio del lavado celular del digestor. La posterior reduccion del TRH hasta un valor de 10
d, ocasiono el lavado total del digestor.

La concentracion maxima de AGV’s hallada en el presente estudio es similar a las
encontradas en la FA de aguas residuales con similar concentracion de SV y DQO. Por ejemplo,
Demirel & Yenigun (2004) hallaron concentraciones de AGV’s de 1600 mg/L para la FA de aguas
residuales de lecheria (SV=1,5 g/L) (Demirel & Yenigun, 2004). Oktem et al. (2006) determinaron
concentraciones de AGV’s de 1500 mg/L para una mezcla de aguas residuales farmacéuticas y
glucosa (DQO= 1000 mg/L) (Oktem, Ince, Donnelly, Sallis, & .Ince, 2006). Sin embargo, al
parecer el aumento en la carga organica de las aguas favorece notablemente la produccién de
AGV’s. Por ejemplo, Scoma et al. (2013) presentan concentraciones de AGV’s entre 11930 y
18380 mg DQO/L para aguas residuales de la molienda de oliva con DQO entre 25280 y 38790
mg/L (Scoma, Betin, & Fava, 2013). Para este mismo sustrato, Yarimtepe et al. (2017) reportan
concentraciones de AGV’s de 27152 mg/L (Yarimtepe, Ayman, & Ince, 2017). Este analisis

permite deducir que la carga organica de las AV evaluadas no es lo suficientemente alta para
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acidificar completamente el proceso (concentracion de AGV’s > 4700 mg Ac/L (Lee, y otros,

2015)), dado que no se logra la sobrecarga del digestor sin evitar el lavado celular.

4.2.2 Determinacion de la composicion de AGV’s por cromatografia.

La Figura 6 presenta los resultados promedio de la cromatografia de AGV’s del digestor

R1, para THR de 30, 20, 15y 10 dias.

Figura 6.

Composicion de los AGV’s de RI para TRH de 30, 20, 15 Y 10 dias.
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Los tiempos de RTH de 30, 20 y 15 dias presentaron una composicion similar de AGV’s,
con los acidos acético (53,1%) y propidnico (24,1%) como los de mayor proporcion, seguidos por
los acidos isobutirico (%7,5) e isovalérico (8,2%). Debido al lavado celular ocurrido en R1 a una

HRT de 10 dias, el Unico acido detectado fue el isocaproico. Estos resultados demuestran que el
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TRH entre 15 y 30 dias no tiene un efecto significativo sobre la composicion de AGV’s. Sin
embargo, se debe resaltar que el HRT de 20 dias favorecid entre 6 y 7% mas la produccion de
acido acético comparado con las HRT de 15 y 30 dias. Esta observacion concuerda con las
conclusiones de Oktem et al (2006), quienes evidenciaron que el TRH solo tuvo un efecto menor
en la composicion de AGV's producido en la FA de aguas residuales farmacéuticas. Asi mismo,

los autores encontraron que los acidos de mayor produccién fueron el acido acético, propiénico y

butirico (Oktem, Ince, Donnelly, Sallis, & .Ince, 2006).

4.2.3 Tasa de acidificacion

La tasa de acidificacion (determinada por la ecuacion 1) se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4.

Resumen de estudios relacionados.

Grado de acidificacion

TRH Sustrato Autor
(%)
30 DIAS AV 23,1 Este estudio
20 DIAS AV 49,7 Este estudio
15 DIAS AV 375 Este estudio
10 DIAS AV 0,4 Este estudio
) Demirel & Yenigun
Aguas residuales .
12 HORAS ) 56 (2004) (Demirel &
lacteas i
Yenigun, 2004)
Aguas residuales Oktem et al (2006)
12 HORAS 44

farmacéuticas

(Oktem, Ince,
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Grado de acidificacion

TRH Sustrato Autor
(%)
Donnelly, Sallis, &
.Ince, 2006)
Aguas residuales de Scoma et al (2013)
5 DIAS molino de oliva 50,7 (Scoma, Betin, &
desfenolizada Fava, 2013)

Yarimtepe et al
(2017) (Yarimtepe,
Ayman, & Ince,

Aguas residuales
2 DIAS pretratadas de 68

molino de oliva

2017)
o Begum et al (2017)
; Lixiviado de
20 DIAS 36 (Begum, y otros,
vertedero
2017)

La reduccion del TRH de 30 a 20 dias aument6 significativamente la tasa de acidificacion.
Una reduccion adicional del TRH de 20 a 15 dias redujo la tasa de acidificacion 12 puntos, mientras
que paraun TRH de 10 dias la tasa de acidificacion fue casi nula debido al lavado total del digestor.
Este comportamiento coincide con el observado en la concentracion de AGV’s (Figura 5). La
méaxima tasa de acidificacion encontrada en el presente estudio (TRH 20 dias) se encuentra en el
rango Optimo reportado en la literatura para la FA de diferentes tipos de aguas residuales. De
hecho, la acidificacion de las AV supera la presentada por aguas residuales farmacéuticas (Oktem,
Ince, Donnelly, Sallis, & .Ince, 2006) y lixiviados de vertederos (Begum, y otros, 2017) y es

cercana a la reportada para aguas residuales de la molienda de oliva (Scoma, Betin, & Fava, 2013).
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5. Conclusiones

El liquido ruminal present6 ventajas sobre el lodo de estiércol bovino como in6culo para
la fermentacion anaerdbica de las aguas residuales del lavado de visceras blancas del proceso de
beneficio bovino. Esto se debe a que los consorcios microbianos contenidos en el liquido ruminal
presentan una mayor actividad hidrolitica especifica (0,068) que el lodo de estiércol bovino (0,060)
y adicionalmente tiene un pH levemente alcalino (7,84) el cual favorece la hidrolisis. Dicha
actividad hidrolitica mejora la fermentacidn anaerobica debido a que es la etapa del proceso en la
cual se degradan los lipidos y proteinas presentes en gran proporcion en las aguas residuales de
lavado de visceras blancas.

El tiempo de retencion hidraulica afect6 la produccion de AGV’s durante la fermentacion
anaerobica de aguas residuales de lavado de visceras blancas. La reduccion del tiempo de retencion
hidraulica de 30 dias a 20 dias increment6 la concentraciéon maxima de AGV’s de 1200 mg Ac/L
a 1560 mg Ac/L y la tasa de acidificacion de 23,1% a 49,7%. Sin embargo, tiempos de retencion
hidraulicos por debajo de 20 dias deben evitarse dado que pueden ocasionar el lavado celular del
digestor.

La mayor tasa de acidificacion (49,7%) y concentracion de AGV’s (1560 mg Ac/L) se
logrd con un tiempo de retencién hidraulico de 20 dias, las cuales son similares a las encontradas
en la literatura para aguas residuales de caracteristicas semejantes. Sin embargo, dada la baja
concentracion de sélidos volatiles de las aguas residuales de lavado de visceras blancas, no es

posible acidificar completamente el digestor.
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6. Recomendaciones

El sistema de alimentacion de los reactores por gravedad no permitio regular el caudal de
manera optima, por lo que se recomienda usar una bomba peristaltica o la implementacion de un
método de alimentacion que permita mantener un caudal de entrada constante y no permita la
entrada de aire a los reactores.

Realizar el muestreo de biogas, cuantificar los SV y la DQO en los reactores diariamente
con el fin de obtener una mejor explicacion del comportamiento de las variables.

Se recomienda que para lograr la acidificacion total del proceso y obtener una mayor
produccion de AGV’s, mezclar algunos de los tipos de aguas residuales de matadero, que posean
la mayor cantidad de SV, lipidos y proteinas para optimizar el proceso.

Realizar un disefio de experimentos mas completo donde se varien no solamente el TRH y

la CO, asimismo se tenga en cuenta un control de pH del efluente de los reactores.
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Apéndices

Apéndice A. Solidos totales y solidos volatiles

Definicion

Los solidos totales incluyen todos los s6lidos contenidos en una muestra, tanto suspendidos
como disueltos. Los solidos volatiles representan el peso perdido por ignicién de la muestra
calcinada a 550°C; son los sélidos que se volatilizan durante la calcinacion.

Procedimiento

1. Llevar al horno tres crisoles por cada muestra y dejarlos durante dos horas a 103-
105°C. dejarlos enfriar en el desecador y pesarlos (A).

2. Depositar en cada crisol una cantidad de muestra especifica bien homogenizada (B).

3. Llevarlos al horno a 103-105°C durante 15-24 horas hasta que la muestra esté seca.
Dejar enfriar en el desecador y pesarlos (C).

4. Llevar los crisoles a una mufla a 550°C durante 1 hora. Apagar la mufla.

5. Dejary dejar que baje la temperatura. Sacar los crisoles y enfriar en el desecador

6. Pesar los crisoles (D).

Calculos
ST[ gST ] _ (€C—A)*1000
kg muestral (B—-4)

SV[ gsv ] _ (€C—D)*1000
kg muestral (B—-4)
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Apéndice B. Demanda quimica de oxigeno

Definicion

La demanda quimica de oxigeno es una medida de la cantidad de oxigeno necesario para
la oxidacion total de la materia organica presente en la muestra.

Procedimiento

1. Usar tubos de ensayo de 16 x 100 mm con tapa rosca. Enjuagarlos previamente con
acido sulfurico al 20% para prevenir contaminacion.

2. Agregar a cada tubo de ensayo 2.5 ml de muestra, adicionar 1,5ml de solucién
digestora y 3.5 ml de solucion catalitica. Preparar un blanco remplazando la muestra con agua
destilada. Analizar las muestras por triplicado.

3. Cerrar herméticamente los tubos, agitarlos con cuidado (reaccion exotérmica) y
Ilevarlos al termoreactor durante 2 horas a 150°C.

4. Sacar los tubos de ensayo, agitar y dejar enfriar.

5. Medir la absorbancia de las muestras contra el blanco en el espectrofotometro a 600

nm para DQO altas y 420 nm para DQO bajas.
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Apéndice C. Alcalinidad total y 4cidos grasos volatiles

Definicion

La alcalinidad es una medida de la capacidad de una muestra de neutralizar los &cidos. Los
acidos grasos volatiles son acidos organicos producto de la fermentacion de carbohidratos, lipidos
y proteinas por bacterias acidogénicas durante la digestion anaerdbica.

Procedimiento

1. Centrifugar entre 7 y 20 ml de muestra a 5000 rpm por 30 minutos en un tubo falcon
de 50 ml.

2. Pasar el sobrenadante a un vaso de precipitado y medir el pH inicial

3. A5 ml de la muestra, adicionar 25 ml de agua destilada, luego llevar a la plancha de
agitacion usando un agitador magnético en un vaso de 50 ml.

4. Medir nuevamente el pH. Si es mayor a 6.5 agregar HCI 0.1N hasta pH 6.5 para iniciar
la titulacion con HCI hasta llevarlos a pH 3.0. Anotar el valor del volumen utilizado (A).

5. Seguidamente la muestra se lleva a un balon de destilacion, conectar el equipo y
calentarlo con una estufa hasta ligera ebullicién durante 2 minutos.

6. Retirar el baldn del destilador y someterlo a un choque térmico con hielo.

7. Pasar la muestra a un vaso de precipitado y medir el pH y se adiciona NaOH 0.1N
hasta llevar el pH 6.5. Anotar el volumen gastado (B).

Calculos

Para hallar la concentracion de AT y AGV, se despeja de la siguiente ecuacion

V]_*Cl:VZ*CZ
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Alcalinidad total (AT): se expresa como carbonato de calcio (mg CaCOz/L)

mg CaCos A*NHCL
AT [ = * 50000
L Vol. muestra
Donde:

A: Volumen de HCI utilizado

N HCI: 0.1

Vol. muestra: 5 ml

50000: 50 mg CaCOs/meq x 1000ml/L

Acidos grasos volatiles (AGV): se expresa como acido acético (mg acido acético/L)

mg Ac. Acetico B * N NaOH

L - Vol. muestra * 60000

AGV

Donde

B: Volumen de NaOH utilizado
N NaOH: 0,1

Vol. muestra: 5ml

60000: 60 mg Ac. Acético/meq x 1000 ml/L
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Apéndice D. pH

Definicion

El pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una muestra y ésta depende de la
concentracion de iones de hidrégeno presentes.

Procedimiento

1. Calibracion del pH-metro con soluciones tampoén

2. Luego de calibrar el equipo, introducir el electrodo en la muestra y esperar que el valor
aparezca en la pantalla y se estabilice.

3. Registrar el dato, sacar el electrodo, enjuagarlo con agua destilada y guardarlo en la

solucion correspondiente.
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Apéndice E. Determinacion de la actividad metanogenica especifica.

El procedimiento que se lleva a cabo para la determinacion de la actividad metanogénica
especifica (Astals, 2015). Los experimentos se realizan por triplicado.

1. El ensayo se realizo en botella de vidrio de 100 ml con un volumen de trabajo de 60
ml.

2. Agregue a cada botella una cantidad designada de inéculo (60 ml), 0.6 ml acetato de
sodio como fuente de carbono. Ademas, preparar un blanco que contendra la misma cantidad de
inoculo y 0.6 ml de agua destilada.

3. Luego enjuagar con 99.99% de gas nitrogeno durante 30 segundos, después de lavar
las botellas se sellan rapidamente con tapon de butilo y agrafes de aluminio.

4. Colocar las botellas en una incubadora a temperatura controlada (37£1°C).

5. Las pruebas se mezclaron mediante agitacion manual antes de cada evento de
muestreo.

6. Medir la produccién de metano en aproximadamente 0.5, 1.0 y 1.5 dias, después del
comienzo del ensayo, la experimentacion terminara cuando la produccion diaria de metano este
por debajo del 1% de la produccién acumulada de metano durante tres dias consecutivos.

7. Laproduccion de metano se midi6 utilizando el método de desplazamiento alcalino.

8. Trace la produccion acumulada de metano especifico en base a DQO (g DQO - SV-

lindculo) en el curso de tiempo. Teniendo en cuenta que 350 ml de metano en condiciones estandar
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(0°C, 1 bar) es 1 gramo de DQO, se demuestra con el siguiente balance estequiométrico (Kumar
Khanal, 2008):

e Paso 1. Célculo del equivalente de DQO de CH4

Es necesario calcular el equivalente de DQO del metano considerando su oxidacion
completa, como se muestra en las siguientes ecuaciones:

CHs+ 202 — CO2 + 2H20

16 g 649

16 g CHs4 — 64 g O2 (DQO)

19 CHs — 64/16 =4 g DQO

e Paso 2. Conversion de metano a volumen equivalente

Segun la ley del gas ideal, 1 mol de cualquier gas en STP ocupa un volumen de 22.4 L

16 g CHs — 22.4 L CH4

19gCHs —22.416=1.4L CHa4

e Paso 3 Generacion de metano por unidad de DQO

19gCHs—4gDQO — 1,4 L CHs

1 g DQO — 1.44/=0.35 L CH4 = 350 ml CH4

9. Determine la pendiente y la incertidumbre de la zona lineal.
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Apéndice F. Determinacion de la actividad hidrolitica especifica.

El procedimiento que se lleva a cabo para la determinacion de la actividad hidrolitica
especifica (Yap, y otros, 2018). Los experimentos se realizan por triplicado.

1. El ensayo se realizo en botella de vidrio de 100 ml con un volumen de trabajo de 60
ml.

2. Cada botella lleva una cantidad de in6culo y sustrato (celulosa) manteniendo una RIS
de 5 en términos de SV. Cada muestra se analizd por triplicado, tres botellas para medir la
produccidn de metano y tres botellas que contenian solo inéculo (blancos).

3. Luego enjuagar con 99.99% de gas nitrégeno durante 30 segundos, después de lavar
las botellas se sellan rapidamente con tapon de butilo y agrafes de aluminio.

4. Ademas, se prepararon quince replicas para evaluar la concentracion diaria de DQOs.

Para medir la DQOs se realizan los siguientes pasos:

e Centrifugar la muestra durante 30 minutos a 5000 rpm

e Pasar el sobrenadante por filtro de 0.45 pm

e Agregar a cada tubo de ensayo 2.5 ml de muestra, adicionar 1.5ml de solucion
digestora y 3.5 ml de solucion catalitica. Preparar un blanco remplazando la muestra con agua
destilada. Analizar las muestras por triplicado.

e Cerrar herméticamente los tubos, agitarlos con cuidado (reaccion exotérmica) y
llevarlos al termo reactor durante 2 horas a 150°C.

e Sacar los tubos de ensayo, agitar y dejar enfriar.
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e Medir la absorbancia de las muestras contra el blanco en el espectrofotometro a 600
nm para DQO altas y 420 nm para DQO bajas.

5. Medir al inicio la DQOs del blanco.

6. Colocar las botellas en una incubadora a temperatura controlada (37£1°C).

7. Las pruebas se mezclaron mediante agitacion manual antes de cada evento de
muestreo.

8. Medir la produccion de metano diaria durante hasta que alcance la fase estacionaria.

9. Laproduccion de metano se midid utilizando el método de desplazamiento alcalino.

10. Luego graficar la degradacion de celulosa, produccion de metano y g DQOs AHE

versus el tiempo.
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Apéndice G. Determinacion del factor de conversion equivalente de DQO para cada AGV.

El calculo que se lleva a cabo para la determinacion de la actividad metanogénica especifica
(Lim, y otros, 2008).

Procedimiento

Los factores de conversion se derivan de las reacciones de oxidacion completas de los VFA
individuales en CO2 y H20O, como se muestra en las siguientes ecuaciones.

e Equivalente de DQO del 4cido acetico.

CH3COOH + 20, — 2C0O2 + 2H20

60,0529 64g

60,052 g CHsCOOH — 64 g 02 (DQO)

1g CH3COOH — 64/60,052 = 1,066 g DQO

e Equivalente de DQO del &cido propidnico.

CsHeO2 + 7/202 — 3CO2 + 3H20

74,089 1129

74,08 g C3HsO2 — 112 g O2 (DQO)

1g CsHsO2 — 112/74,08 = 1,512 g DQO

e Equivalente de DQO del &cido isobutirico.

C4HgO2 + 50, — 4CO2 + 4H20

88,11g 160 g

88,11 g C4Hs02 — 160 g 02 (DQO)

1g C4HsO, — 160/88,11 = 1,816 g DQO
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e Equivalente de DQO del &cido butirico.
C4HgO2 + 502 — 4CO2 + 4H20

88,11g 160g¢g

88,11 g C4HgO2 — 160 g 02 (DQO)

1g C4HgO2 — 160/88,11 = 1,816 g DQO

e Equivalente de DQO del acido isovalérico.
CsH1002 + 13/202 — 5CO2 + 5H,0
102,1317 g 208 g

102,1317 g CsH100, — 208 g 02 (DQO)

19 CsH1002 — 208/102,1317 = 2,036 g DQO
e Equivalente de DQO del acido valérico.
CsH1002 + 13/20, — 5CO2 + 5H20
102,1317 g 208 g

102,1317 g CsH1002 — 208 g 02 (DQO)

1g CsH1002 — 208/102,1317 = 2,036 g DQO
e Equivalente de DQO del acido icocaproico.
CsH1202 + 802 — 6CO2 + 6H20

116,1583 g 256 g

116,1583 g CsH1202 — 256 g 02 (DQO)

19 CsH1202 — 256/116,1583 = 2,204 g DQO
e Equivalente de DQO del &cido caproico.
CeH1202 + 802 — 6CO2 + 6H20

116,15839 256 ¢
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116,1583 g CsH1202 — 256 g 02 (DQO)

19 CeH1202 — 256/116,1583 = 2,204 g DQO



