POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO

Potencial anaerébico de aguas rojas de sacrificio bovino para produccion biogéas y

recuperacion de nitrogeno y fésforo

Marylight Julieth Garnica Patifio, Jenny Alejandra Perea Sierra

Proyecto de grado para optar al titulo de Ingeniera Quimica

Director:
Humberto Escalante Hernandez

Ingeniero Quimico, PhD

Codirectores:
Zamir Sanchez Castro
Ingeniero Quimico, MSc
Sergi Astals Garcia

Ingeniero Quimico, PhD

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas
Escuela de Ingenieria Quimica
Bucaramanga

2019



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 4

DEDICATORIA
A Dios por su infinito amor, por darme sabiduria e inteligencia para terminar este proyecto,
por darme la fortaleza para afrontar cada obstaculo que se me presento durante este tiempo de
aprendizaje.
A mi mami, Dora Cecilia Patifio por apoyarme en todo, por ser esforzada y valiente por darme
ejemplo y ensefiarme a que no debo rendirme ante cualquier problema, por siempre mantenerme
en sus oraciones, doy gracias a Dios por tu vida y por tu apoyo en todo. Muchas gracias por tu
compresion incondicional por hacer este suefio realidad, mami Te amo.
A mi papi, Raul Garnica por ser ejemplo de dedicacién y estudio, por sus consejos durante
este proceso Yy su apoyo durante mi esta etapa de aprendizaje.
A mi hermana, Tatiana Garnica, por ser la mejor hermana mayor por darme ejemplo en todo,
eres la persona que siempre he admirado en todo, por llenarme de alegria y mostrarme el lado
bueno de cada situacion.
A Juan Diego Santamaria Barefio, por amarme y ensefiarme a dedicarme a mis suefio, por
apoyarme en muchas decisiones, muchas gracias mi amor por todo, por tus consejos y tu amor
durante toda mi etapa universitaria, Dios te puso como una bendicién en mi vida
A mi Tia Dolly, Fanny y mis primas Mayra Reyes, Laura Rojas, muchas gracias por sus
consejos y ensefianzas en cada etapa de mi vida.
A mi Tia Alix Mayorga y Isabella Nifio por ser esas personas que imparten amor, por su
ejemplo de esfuerzo y dedicacion para realizar lo que se anhela.
A mi Tio Luis José y la profe Elizabeth, muchas gracias por su hospitalidad y su amor por

acogerme como una hija mas muchas gracias.



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 5

A mis amigos Laura, Leydy, Lyda, Camila, Angie, Sindy, Eveling Alex, Alvaro, Sergio y
Herin por formar parte importante durante este proceso de aprendizaje.

A Doiia Betty y Jabeth por ser esas mujeres de ejemplo y dedicacion por su hospitalidad
durante la pasantia, por su amor.

A mi comparfiera de Proyecto de grado Jenny Alejandra Perea quien fue un gran apoyo para

terminar con este trabajo.
“iSe Fuerte y valiente! No tengas miedo ni te desanimes, porque el Sefior tu Dios estd contigo
dondequiera que vayas”

Josué 1:9

Marylight Julieth Garnica Patifio



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 6

DEDICATORIA
A Dios por ser mi guia y acompafiarme en el transcurso de mi vida, brindandome paciencia y
sabiduria para culminar con éxito esta meta.
A mis padres por ser mi pilar fundamental quienes con su amor, paciencia y esfuerzo me han
permitido llegar a cumplir hoy un suefio mas, gracias por inculcar en mi el ejemplo de esfuerzo y
valentia, de no temer a las adversidades porque Dios esta conmigo siempre.
A mi hermano por su carifio y apoyo incondicional, durante todo este proceso, por estar
conmigo en todo momento gracias.
A mi tia Alicia por estar siempre presente y brindarme sus consejos.
A la sefiora Miriam por acogerme en su casa gracias infinitas. A Dofia Betty y Jabeth por todo
el apoyo que me brindaron durante la pasantia por hacerme sentir como en casa, mil gracias.
A mi compafiera de trabajo de grado, Marylight por su confianza, apoyo, por haber formado
un equipo de trabajo para lograr esta meta, gracias por su generosidad, pero sobre todo por su
valiosa amistad.
A mis amigos y futuros colegas que me acompafiaron en esta etapa, gracias por toda su ayuda

y buena voluntad.

Jenny Alejandra Perea Sierra



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 7

AGRADECIMIENTOS

A Dios, por permitirnos alcanzar esta meta.

A la Universidad Industrial de Santander por concedernos el espacio para vivir, crecer y
aprender.

A nuestro director Humberto Escalante Herndndez por la confianza y el compromiso, por su
orientacion durante este proceso de aprendizaje, por permitirnos crecer como profesionales y como
personas.

A la profesora Liliana Castro Molano por guiarnos, compartir sus conocimientos, por las
oportunidades que nos brindd, la confianza y ser nuestra guia durante este proyecto.

A nuestros Codirectores Zamir Castro y Sergi Astals por su compromiso, dedicacion y apoyo
incondicional para terminar con éxito este trabajo. A ustedes les agradecemos enormemente por
guiarnos y compartirnos sus conocimientos.

Al grupo de investigacion de Biotecnologia Ambiental del Departamento de Ingenieria Quimica
y Quimica Analitica de la Universidad de Barcelona (Espafia) por acogernos y brindarnos su
colaboracion en el desarrollo de la pasantia.

A Don Guillermo y Don Eduardo por la amabilidad y su colaboracion.

Al Ingeniero Yoirin y a los operarios del area de tratamiento de aguas residuales de la Planta

de Beneficio Rio Frio por la atencion y la ayuda brindada.



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 8

Tabla de Contenido

Pag.
INEFOTUCCION ...t b bbbt bbb r e bbbt b 16
1. IMIAICO TEOMTCO ...ttt b bbb bbbt n e 19
1.1 DigeStiOn aNaErODICA. .........ccueiieiie ettt re e re e ae s 19
1.2 Parametros y variables del proceso de DA .........cvoiieii e 21
1.2.1 SOIAOS VOIALHES (SV) ettt reete e nnaeee s 21
O =10 1o 1=] LU U TP 21
L. 2.3 PH. oot 21
1.2.4 Acidos grasos VOIALIIES (AGV). .....ccveueeeveereeieeseeeesieses e, 21
1.2.5 AICAliNIad tOTAl (AT)...couiieiiiieie et 22
1.2.6 Demanda quimica de 0Xigeno (DQO). .....ccocerueireriieireieese et 22
1.3 Actividad hidrolitica especifica (AHE) .......c.ccooiiiiiieee e 22
1.4 Actividad metanogénica especifica (AME) .........cociiiiiineiiceee e 22
1.5 Coeficiente de INNIDICION Cl50 ......ooveiiuirieiiiieec e 23
1.6 Potencial de biometanizaCion (PBIM) .........cccciiiieiieie et 23
1.7 Potencial de eStrUVIta (PES).......cceciiiioiiiic ettt sae e 23
P Y [=1 (oo (o] [0 | - OSSR 24
2.1 Etapa 1. Evaluacion de la estabilidad de AR producida en PBB-Rio Frio...........cccccvevveneee. 24
2.2 Etapa 2. Caracterizacion microbioldgica del iNOCUIO ..........c.ccceevveiieiecieiecce e 24
2.2.1 Prueba de la actividad metanogénica especifica (AME) ........ccccooveviiveiicce e 25
2.2.2 Prueba de la actividad hidrolitica especifica (AHE) del inGculo. ... 26
2.2.3 Determinacion del CI50 en la inhibicion por amMONiaco ..........ccccevevirinieieierese e 26
2.3 Etapa 3. Caracterizacion bioquimica del SUSIIAt0 ...........couerverveiiesieseeie e 27

2.3.1 Determinacion del Potencial de Biometanizacion (PBM) de 1as AR. ..o 27



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 9

2.4 Etapa 4. Potencial de recuperacion de nutrienteS (N Y P) ...coovveeiieiieie e 28
3L RESUITAUDS ...ttt bbb bbb bbbt n ettt b b re s 30
3.1 Monitoreo de 1as aguas reSIAUAIES ..........ccccveiieiieeieieece e 30
3.2 Caracterizacion fisicoquimica del INOCUI0...........cceiiiiiiic e 31
3.2.1 Determinacion de la actividad metanogénica especifica (AME).........ccccovevevienieiieiieinanens 32
3.2.2 Determinacion de la actividad hidrolitica especifica (AHE) ......ccccoooviiiveieniics e 33
3.2.3 Prueba del coeficiente de iNhibDICION. .........ccoviiiiiiiccccc e 34
3.3 Caracterizacion fisicoquimica del SUSEFAt ...........ccouerieiriieireie e 35
3.3.1 Evaluacion del Potencial de Biometanizacion (PBM) de 1as AR. .......cccocvevvneneiicnens 36
3.4 Determinacion del Potencial de estruvita (PES) del digerido..........ccocvvvviiennineniicciens 39
O O] o [T ] 1= LRSS PP 40
5. RECOMENTACIONES .....ovieiieiieieite ettt sttt bbbt bt se et e et sbenbesbennenreas 40
Referencias DIDIOGrATICAS. ........ocviiieie e 42

AN o 1=T o [ o1 48



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 10
Lista de Tablas

Pag.

Tabla 1. ResumMen de VariabIes. ..o 29

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del LEB ...........cccocoiiiiiiiiiiii e 32

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de 185 AR ..o 36



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 11

Lista de Figuras

Pag.
Figura 1. Proceso de beneficio animal implementado en la PBB-Ri0 Frio .........cccccocceiinenes 17
Figura 2. Variacion de los Solidos Volatiles de 1as AR ... 30
Figura 3. Variacion de la Demanda Quimica de Oxigeno de 1as AR .........cccoceveiiiiiniinncnnns 31
Figura 4.Curva de produccion de metano acumulada de los ensayos de la AME ................... 32
Figura 5. Dindmica de la DQO en la actividad hidrolitica especifica del LEB ....................... 33
Figura 6.Curva de metano acumulativa del ensayo de la AHE parael LEB ..............cc.coee. 34
Figura 7. Prueba de inhibicion de N-NH3 en el inoculo de LEB ... 35
Figura 8. Relacion de AGV/AT Y PH ..o 37
Figura 9. Variacion de N-NH3 Y PH ..o 37

Figura 10. Potencial de Biometanizacion de l1as AR Y CONErol ..........cccoovveinvennciincinsic 38


file:///C:/Users/14-bs018/Dropbox/ARR/01-08-2019.docx%23_Toc15618125

POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 12

Lista de Apéndices

Pag.
Apéndice A. Desplazamiento alCalinog ... 48
Apéndice B. Solidos totales y SOld0S VOIALIES............ccoieiiiiiiie e 49
Apéndice C. Demanda quimica de OXIgEN0 .......cccerueiriirerieeie e 50
Apéndice D. Alcalinidad total y &cidos grasos VOIAtIES............ccccvvveveiieiieieieie e 51
APBNAICE E. PH ..ottt 53
Apéndice F. Determinacion de la actividad metanogénica especifica.........cc.cocvvreenernnienns 54
Apéndice G. Determinacion de la actividad hidrolitica especifica.........ccccovveieiniiiiinincnns 56
Apéndice H. Prueba de iNhiDICION .........coiiiiiiii e 58

Apéndice |. Determinacion del potencial de biometanizacion.............cccccovveveveieiiesc e, 60



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO

Lista de Abreviaturas
AR:Aguas rojas
AC:Aguas de corrales
AE: Aguas de lavado estomacal
AV: Aguas verdes
LEB: Lodo de estiércol bovino
DA: Digestion anaerdbica
AGV: Acidos grasos volatiles
AT: Alcalinidad total
DQO: Demanda quimica de oxigeno
AME: Actividad metanogénica especifica
AHE: Actividad hidrolitica especifica
Clso: Coeficiente de inhibicion
PBM: Potencial de biometanizacion
PES: Potencial de estruvita
NH: Amonio
PO;": Fosfato

RIS: Relacion inoculo/ sustrato



POTENCIAL ANAEROBICO DE AGUAS ROJAS DE SACRIFICO BOVINO 14

Resumen

Titulo: Potencial anaerdbico de aguas rojas de sacrificio bovino para produccién biogas y
recuperacion de nitrogeno y fosforo*

Autores: Marylight Julieth Garnica Patifio, Jenny Alejandra Perea Sierra**

Palabras claves: Sacrifico bovino, aguas rojas, digestion anaerobica, potencial de
biometanizacidn, inhibicion, potencial de estruvita, recuperacion de nutrientes.

Descripcion

El proceso de beneficio bovino genera cuatro corrientes de aguas residuales entre las que se encuentra las
aguas rojas (AR). La digestion anaerdbica (DA) es una tecnologia aplicable para el tratamiento de este
residuo, Sin embargo, durante la DA de las AR se genera NHs, el cual es un agente inhibitorio del proceso.
Los estudios realizados hasta la fecha han evaluado la DA de aguas residuales del beneficio animal con
in6culos como: lodo de depuracion de aguas residuales y lodos granulares. No obstante, se desconoce la
tolerancia para el lodo de estiércol bovino (LEB). En este sentido el presente trabajo evalud la
caracterizacion microbiol6gica del indculo y bioquimica del sustrato. Los resultados encontrados mostraron
que la actividad metanogénica especifica (AME) fue de 0.035 gDQO g*SVinscuio diat, asi como la actividad
hidrolitica especifica (AHE) 0.019 gDQO g'SVinscuio dia® destacandose como buen inéculo para la
degradacion de la materia organica. Por otro parte, se desarroll6 una prueba de inhibicion por amonio para
verificar la resistencia del indculo frente a la maxima concentracion de 18.20 NHs; mgN L que se presenta
en la DA. Los resultados experimentales demuestran que LEB tuvo un coeficiente de inhibicion (Clso) de
19.5 NH3 mgN L™ lo cual significa que no presenta riesgo de inhibicion en el proceso de DA. Ademas, se
determino el potencial de biometanizacién (PBM) de las AR a temperatura mesofilica donde se obtuvo un
rendimiento de 0.87 m3CH, kg'SV. Asi mismo, se obtuvo una remocién de demanda quimica de oxigeno
(DQO) 57,45% y solidos volatiles (SV) de 45,51%, lo anterior demuestra que las AR son un sustrato
adecuado para valorizarse por DA. Adicionalmente, se encontrd que el digerido de las AR se puede utilizar
como materia prima para la recuperacion de nutrientes N y P con un potencial de estruvita de 0.27 kg ES
m=3AR.

* Trabajo de grado

** Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Humberto Escalante
Hernandez PhD en Ingenieria Quimica Codirectores: Zamir Sanchez Castro MSc en Ingenieria Quimica y
Sergi Astals Garcia PhD en Ingenieria Quimica.
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Abstract

Title: Anaerobic potential of bovine slaughter red water for biogas production and nitrogen and
phosphorus recovery *

Authors: Marylight Julieth Garnica Patifio, Jenny Alejandra Perea Sierra**

Keywords: Bovine sacrifices, red waters, anaerobic digestion, potential for biomethanization,
inhibition, struvite potential, nutrient recovery.

Summary

Bovine slaughterhouse generates four main wastewater streams among which is the red stream
(AR). Anaerobic digestion (DA) is a suitable technology for the treatment of this residue.
However, NHs is generated during the digestion process, which can inhibit the whole process.
Studies carried out to-date have evaluated the DA of wastewater from animal benefits with
inoculums such as sewage sludge and granular sludge. However, the tolerance to NHz for bovine
manure sludge (LEB) is unknown. In this sense, the present work evaluated the microbiological
characterizationed the capacity and resilience of the LEB inoculum and biochemistry of the
substrate. The results found showed that the specific methanogenic activity (SMA) was 0.035
gDQO gSVinsculo diat, as well as the specific hydrolytic activity (AHE) 0.019 gDQO g SVineculo
dia®. This results highlighting as a good inoculum for the degradation of organic matter. On the
other hand, an ammonium inhibition test was developed to verify the resistance of the inoculum
against the maximum concentration of 18. 20 NHs mgN L™ presented in the DA. The experimental
results show that LEB had an inhibition coefficient (IC50) of 19.5 mgN L indicating that it does
not present a risk of inhibition in the DA process. In addition, the biomethanization potential
(PBM) of the ARs at mesophilic conditions showed a methane yield of 0.87 m3CH. kg!SV.
Likewise, a removal of chemical oxygen demand (COD) 57.45% and volatile solids (SV) of
45.51% was obtained, the above demonstrates that the ARs are a suitable substrate to be valued by
DA. Finally, it was found that the digested AR can be used as a raw material for the recovery of N
and P nutrients with a struvite potential of 0.27 kg ES m3AR

* Trabajo de grado

** Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Humberto Escalante
Hernandez PhD en Ingenieria Quimica Codirector: Zamir Sanchez Castro MSc en Ingenieria Quimica y
Sergi Astals Garcia PhD en Ingenieria Quimica.
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Introduccion

Las proyecciones de produccion mundial de carne segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la alimentacion (FAO) es de 73 millones de toneladas para el 2019 (Ben-
Belhassen & Abbrassian, 2018). Asi mismo, se preve gque esta se duplicara para el afio 2050 y la
mayor parte del crecimiento se concentrara en los paises en desarrollo (Bennett, 2016). Por su
parte, en Colombia la ganaderia de carne contribuye con el 1.4% del producto interno bruto (PIB)
nacional, aproximadamente 21% del PIB agropecuario y el 48% del PIB pecuario (Fedegan, 2018).

Santander se encuentra entre los cinco departamentos de Colombia con mayor beneficio de
ganado vacuno cuenta con plantas certificadas para el beneficio y exportacién de carne entre las
que se encuentra la planta de beneficio bovino Rio Frio (PBB-Rio Frio). Esta empresa esta ubicada
en la via Corredor Rio Frio (Lat N 7°3°14.82”” Long W 73°7°55.282""), Floridablanca-Santander,
y presenta un beneficio promedio de 102,000 bovinos al afio. Segun el decreto 1500 del 2007 la
PBB-Rio Frio se constituye como tipo | y estd facultada para exportar carne canal. Ademas, la
PBB-Rio Frio hace parte del clister ganadero céarnico del oriente y se estima que en los proximos
afios aumentard la cantidad de animales beneficiados.

En la figura 1 se presenta el proceso de beneficio de la PBB-Rio Frio donde se generan cuatro
corrientes de aguas residuales; aguas de lavado de corrales (AC), aguas rojas provenientes de la
zona de sacrifico (AR), aguas de lavado estomacal (AE) y aguas verdes generadas en el lavado de
visceras blancas (AV). Anualmente PBB-Rio Frio genera alrededor de 125,500 m® de aguas
residuales. Estudios anteriores han reportado cargas organicas para este tipo de residuos entre
1.782 y 14.395 kg m™ de sélidos volatiles (SV) y entre 3.163 y 31.6 kg m™ de demanda quimica

de oxigeno (DQO) (Jensen, et al., 2015).
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Figura 1. Proceso de beneficio animal implementado en la PBB-Rio Frio

En la actualidad PBB-Rio Frio realiza un tratamiento fisicoquimico primario a sus aguas
residuales, el cual consta de: almacenamiento, tamizado, homogenizacién, floculacion,
coagulacién y prensado y secado de lodos, con un costo superior a US $163,000/afio. Sin embargo,
algunos dias de la semana la capacidad de beneficio supera los 500 bovinos/dia y el tratamiento
de las aguas es insuficiente y su DQO supera los 150 mg L estipulados por la normatividad de
vertimientos vigente ( Ministerio de Ambiente y Desarrollo sostenible, 2018).

Por lo anterior, en la PBB-Rio Frio se busca alternativas que le permitan mejorar la gestion de
sus aguas residuales, sobre todo teniendo en cuenta el aumento de los sacrificios dada la apertura
de futuras exportaciones. En este sentido, la digestion anaerdbica (DA) ha sido utilizada en el

tratamiento de este tipo de residuos, dado que no solo permite su gestion, sino tambien su
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valorizacion energética mediante la obtencidn de biogas y la recuperacién de nutrientes (fésforo y
nitrégeno) en forma de estruvita.

Es asi que el presente trabajo hace parte del proyecto titulado “Digestion Anaerdbica
alternativa tecnologica para el tratamiento y valorizacion de las aguas residuales de una planta
de beneficio bovino” y se centra en la DA de las AR utilizando como indculo lodo de estiércol
bovino (LEB) que es residuo generado en la PBB-Rio Frio.

El potencial de biometanizacion (PBM) es una variable de caracterizacion bioquimica de un
sustrato, cuando se desea someter a DA. Asi, el PBM es una medida del volumen de CH4 producido
por un sustrato (Angelidaki, et al., 2009).

Las investigaciones en el proceso de tratamiento de aguas residuales de las plantas de beneficio
animal han sido objeto de numerosos estudios. Por ejemplo, Angelidaki y Hejnfelt estudiaron la
digestion anaerdbica de subproductos de matadero para la produccion de biogas (Angelidaki &
Hejnfelt, 2009). Ahm et al. investiga los efectos de la variacion en la relacion indculo a desecho
en el tratamiento anaerébico de los desechos del matadero, y propone un sistema de tratamiento
anaerobico de bajo costo (Ahm, et al., 2014). En otro estudio, Moukazis et al. se centrd en la
evaluacion de cuatro subproductos animales como sustratos potenciales para la digestion
anaerobica con alta biodegradabilidad (Moukazis, et al., 2018).

Estudios anteriores, reportan PBM para las AR entre 0.22 - 0.44 m3 CH4 kg™ SV (Jensen, et al.,
2014). No obstante, dado el contenido de sangre presente en las AR, hacen que sean ricas en
proteinas, las cuales se degradan durante la DA a amoniaco (NHz). EI NHs se difunde libremente
en el sustrato del biodigestor y modifica el pH intracelular de los microorganismos anaerdbicos
causando desequilibrio de protones, inhibicion de las reacciones enzimaticas y aumento en el

requerimiento de energia de mantenimiento. El anterior efecto inhibitorio conlleva a operaciones
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de DA inestables en los digestores a escala real (Wang, et al., 2016). A la fecha los estudios
realizados en DA de aguas residuales de beneficio bovino han utilizado como indculo lodos de
depuracién de aguas residuales municipales, los cuales muestran un coeficiente de inhibicion del
50% (Clso) el cual representa la concentracion a la que la actividad metanogénica especifica
(AME) es la mitad de méaximo para concentraciones de NH3 de 86 mg N Lt (Astals, et al., 2015).
Para el caso de lodos granulares, su Clso se encuentra entre 50 y 17,000 mg N L (Chen, et al.,
2008). Sin embargo, a la fecha no se cuenta con datos de la tolerancia del lodo de estiércol bovino
al NHz durante el proceso de DA.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar si durante la DA de las AR llega
a provocarse inhibicién por amoniaco debido a que estas son ricas en proteinas, las cuales se
degradan a NHas. Para esto es necesario la caracterizacion microbioldgica del indculo utilizado
(LEB) desde el punto de vista de su actividad hidrolitica, metanogenica y una prueba de resistencia
a diferentes concentraciones de amonio para determinar el Clso, ademas evaluar la
biodegradabilidad bioguimica de las AR mediante la determinacion del PBM y recuperacion de

nutrientes (N y P).

1. Marco tedrico

1.1 Digestion anaerobica

La DA es un tratamiento bioldgico que se realiza en ausencia de oxigeno para estabilizar la materia
organica al mismo tiempo que produce biogas, una mezcla formada principalmente por metano
(48 - 65%) vy didxido de carbono (36 - 41%) (Amy, et al., 2008). Ademas, genera una corriente

acuosa que sale del biodigestor (digerido) esta formada por materia organica no degradada,
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biomasa microbiana y nutrientes como fosforo y nitrogeno, los cuales son recuperados en forma
de estruvita (Lin, et al., 2017).

El proceso de DA incluye cuatro etapas diferentes: Hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis. La hidrolisis implica la transformacion de materiales orgéanicos insolubles en el
sustrato en sus derivados solubles. Las enzimas extracelulares de los microorganismos permiten
la biodegradacién de macromoléculas durante esta etapa, asi la celulosa, hemicelulosa,
polisacaridos, proteinas y grasas se convierten en aminoécidos, azucares y acidos grasos. (Khan,
etal., 2018).

La acidogénesis es la etapa donde los compuestos solubles relativamente pequefios se difunden
dentro de las células bacterianas a través de la membrana celular y posteriormente se fermentan
anaerobicamente. En esta fase se producen acidos grasos volatiles (AGV), alcoholes, acido lactico,
COo, Hz, NHz y HS, asi como material celular nuevo (Amy, et al., 2008).

En la acetogénesis, los &cidos y alcoholes orgéanicos superiores producidos por acidogénesis se
digieren adicionalmente por acetégenos para producir principalmente acido acético, CO2 y Ho.
Esta conversion esta condicionada en gran medida por la presion parcial de Hz en la mezcla
(Appels, et al., 2008).

La etapa final, la metanogénesis se produce metano por dos grupos de arqueas metanogénicas.
El primer grupo divide el acetato en metano y diéxido de carbono y el segundo grupo utiliza
hidrogeno como donador de electrones y diéxido de carbono como aceptor para producir metano

(Appels, et al., 2008).
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1.2 Pardmetros y variables del proceso de DA

El rendimiento y la estabilidad de los procesos de DA son sensibles a multiples factores
ambientales como el pH, la temperatura, AGV, la presencia de macro y micronutrientes e
inhibidores (Lu, et al., 2018).

1.2.1 Sélidos Volatiles (SV). Los sélidos volétiles representan el peso perdido por ignicion de
la muestra calcinada a 550°C. Son los sélidos que se volatilizan durante la calcinacion (APHA,
2005).

1.2.2 Temperatura. La temperatura tiene un efecto importante en las propiedades
fisicoquimicas de los componentes que se encuentran en el sustrato de digestion. La temperatura
influye en la tasa de crecimiento y el metabolismo de los microrganismos y por ende en la dinamica
de la poblacidn en el reactor anaerébico (Appels, et al., 2008).

1.2.3 pH. EIl pH es un factor fundamental que afecta la eficiencia de la produccion de metano.
El pH del sistema depende de la velocidad a la que se forman los intermedios durante la
fermentacion. Un pH fuera del rango 6.0 — 8.5 presenta un efecto tdxico para la poblacion de
metandgenos. La caida de pH por debajo de 6.6 afecta adversamente las actividades de los
metandgenos mientras que un pH de 6.2 se vuelve toxico (Zhai, et al., 2015).

1.2.4 Acidos grasos volatiles (AGV). Los &cidos grasos volatiles (AGV), que incluyen
principalmente el &cido acético, acido propidnico, acido butirico y acido valérico, son los
principales productos intermedios durante la DA de los desechos orgéanicos. En general, los AGV
producidos en el proceso anaerdbico podrian transformarse finalmente en CHs y CO2 mediante

acetogenos sintroficos y bacterias metanogénicas (Cunsheng, et al., 2014).
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1.2.5 Alcalinidad total (AT). Laalcalinidad es una medida de la capacidad de un sustrato para
neutralizar acidos. Los carbonatos y bicarbonatos son los compuestos que méas contribuyen a la
alcalinidad total y se forman por reaccion del didxido de carbono con la materia organica, ademas
puede ayudar a mantener un pH neutro y en consecuencia evitar la inhibicion de los AGV que
puede ocurrir durante la DA (Dennehy, et al., 2016).

1.2.6 Demanda quimica de oxigeno (DQO). La DQO es la masa de oxigeno necesaria para
oxidar la materia orgéanica e inorganica (metales, sulfatos o nitratos) presente en una muestra.
Debido a la rapidez y facilidad de su andlisis es un parametro muy utilizado como indicador de la
remocion organica y del desempefio del proceso (Amy, et al., 2008).

1.3 Actividad hidrolitica especifica (AHE)

La AHE es una medida de la capacidad de la microbiota presente en el indculo, para hidrolizar un
polimero en condiciones dptimas de laboratorio. La AHE es medida a partir de una concentracion
determinada de un sustrato especifico y en funcion de la maxima velocidad de consumo del
sustrato o de la generacion de productos (Mshandete, et al., 2005).

La AHE se determina en funcion de la maxima velocidad de generacién de produccion de
metano, expresada como gramos DQO por unidad de biomasa como sélidos volatiles (SV) por
unidad de tiempo (g DQO CH4 g* SV dia™).

1.4 Actividad metanogénica especifica (AME)

La AME determina la capacidad que tienen las arqueas metandgenicas presentes en el in6culo, de
transformar en metano un sustrato especifico (acetato), medida en la zona de maxima actividad.
La AME se expresa como la masa de sustrato en términos de demanda quimica de oxigeno que es

convertida en metano, por unidad de biomasa y por unidad de tiempo (Hussain & Shashi, 2017).
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1.5 Coeficiente de inhibicion Clso
La inhibicion es un efecto bioestatico que produce un deterioro reversible de la funcion de la
biomasa, el potencial de inhibicion de un compuesto se determina a partir de la reduccién de la
AME a medida que aumenta la concentracion de inhibidor (Astals, et al., 2015). Un material puede
ser juzgado como inhibitorio cuando causa un cambio adverso en la poblacion microbiana o
inhibicion del crecimiento bacteriano. La inhibicion suele estar indicada por una disminucion de
la tasa de produccion de gas metano en el estado estacionario y la acumulacion de &cidos organicos
(Chen, et al., 2008). El potencial de inhibicion se describe tipicamente mediante un coeficiente de
inhibicion (Clsg), que representa la concentracion a la que el AME es la mitad del méaximo
(Batstone, et al., 2002).
1.6 Potencial de biometanizacion (PBM)
El PBM es la cantidad de metano (m® CHs kg SV) producido a partir de un peso dado de un
determinado sustrato en condiciones anaerébicas (Angelidaki, et al., 2009). EI PBM permite
evaluar la viabilidad del proceso anaerobio y proyectar su disefio en funcién de los parametros
operacionales: produccién de metano y fraccion de materia degradable (Jensen, et al., 2011).
1.7 Potencial de estruvita (PES)
La cristalizacion de nitrégeno y fésforo en forma de fosfato de magnesio y amonio hexahidrato
(MgNH4PO4 « 6H20), también conocido estruvita (ES), es una de las técnicas que se pueden
utilizar para eliminar y / o recuperar nutrientes en los efluentes como aguas residuales,
agroindustriales y digerido obtenido de la DA (Hidalgo, et al., 2015).

La estruvita es un mineral cristalino inorganico blanco que se precipita en sistemas acuosos
por la interaccion de los iones de magnesio, amonio y ortofosfatos, como se indica en la ecuacion

1 (Stratful, et al., 2001).
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M; +NH;+PO; +6H,0—M,NH,PO,-6H,0 (1)
La medida de la maxima produccion de estruvita a partir de sustrato ricos en nitrégeno y fosforo
se conoce como potencial de estruvita (PES) y constituye una variable fundamental para evaluar

la viabilidad de aplicar la precipitacion de este mineral como método de tratamiento de lodos.

2. Metodologia

2.1 Etapa 1. Evaluacion de la estabilidad de AR producida en PBB-Rio Frio

Las muestras de AR fueron recolectadas de la PBB-Rio Frio ubicada en el area metropolitana de
Bucaramanga. Se tomaron muestras de 300 ml cada dos horas durante el dia de mayor beneficio
(sébado). Las muestras fueron almacenadas a 4°C para su preservacion y traslado al laboratorio,
homogenizadas y caracterizadas en términos de SV y la DQO segun los protocolos establecidos
por la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA, 2005) método gravimétrico SM 2450E y
método colorimétrico SM 5220D, respectivamente. EI monitoreo se repitié durante 4 semanas
conservando el dia y las horas de muestreo. De esta manera se establecid la variacion de la carga
organica de las AR horaria y semanal, durante un mes de operacion de la planta.

2.2 Etapa 2. Caracterizacion microbioldgica del in6culo

Como indculo se utilizé LEB de un biodigestor activo ubicado en la finca Marcella en Giron-
Santander, a una (altitud de 959 m.s.n.m, Lat N 7°01°0.07" Long. W 73°08°13.3”*). Se le
determinaron SV, DQO, AGV, pH y NH;. La AT y los AGV fueron cuantificados por titulacion
de acuerdo con el protocolo propuesto por Purser y col (Jobling, et al., 2014). El pH se determiné

mediante el método potenciométrico SM 4500B (APHA, 2005) y el contenido de NHj se
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determin6 mediante colorimetria utilizando los protocolos 4500-NHz y 4500-P E respectivamente
(APHA, 2005).

2.2.1 Prueba de la actividad metanogeénica especifica (AME) del in6culo. Para determinar
la AME del LEB se utiliz6 como sustrato una solucion de 200g L™ de acetato de sodio a una
relacion indculo/sustrato (RIS) de 5 en términos de los SV, siguiendo el protocolo establecido por
Astals et al., (2015). Los ensayos se realizaron por triplicado en digestores Batch de 100 ml con
60 ml de volumen de trabajo e incubadas a condiciones mesofilicas (37 + 2°C). Tres digestores
contenian una cantidad designada de in6culo y sustrato. Adicionalmente, se prepararon blancos
(solo indculo) para restar la produccién endogena del indculo. Para asegurar anaerobiosis, los
digestores se gasearon con nitrégeno y se sellaron con tapones de butilo y agrafe de aluminio. El
volumen de CH4 producido se midié cada 12 horas por desplazamiento alcalino (ver apéndice A)
y convertido a condiciones estandar de presion y temperatura mediante la ecuacion 2.

V= @
Donde:

Vo: volumen de gas seco en condicones normales [m?]

V: volumen registrado de biogés [mq]

p:  presion ambiente en el momento de la lectura [Pa]

pw: presion de vapor en funcién de la temperatura ambiente [Pa]

To: temperatura normal [273.15 K]

Po:  presion normal [101,325 Pa]

T: temperatura ambiente [K]

Los resultados de las mediciones fueron reportados en g DQO CHa g SV del in6culo, teniendo

en cuenta que 350 ml de CHas a condiciones estandar corresponde a 1 g de DQO. A partir de la
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grafica del cambio dinamico de la DQO versus el tiempo, mediante la determinacion de la
pendiente se obtiene la AME (gDQO CHa gtSVinoculo dia™t).

2.2.2 Prueba de la actividad hidrolitica especifica (AHE) del in6culo. Las pruebas se
realizaron en botellas de 100 ml (volumen de trabajo de 60 ml) se determiné de acuerdo con el
método de (Yap, et al., 2018). Se utilizé como sustrato celulosa microcristalina (CAS 9004-34-6)
(por su composicién bien definida y su propiedad de polimero implica todos los pasos importantes
de degradacién de la DA, incluida la hidrdlisis) a una RIS de 5 en términos de SV. Al igual que
las pruebas de AME, se prepararon blancos y pruebas destructivas para determinar la
concentracion diaria de la DQO soluble. Ademas, se midié el volumen de metano producido cada
24 horas por desplazamiento alcalino, estas mediciones fueron reportadas en g DQO CH4 g SV
del indculo, teniendo en cuenta que 350 ml de CH4 a condiciones estandar corresponde a 1 g de
DQO. Los datos se graficaron con respecto al tiempo y se determiné como AHE (g DQO CHs4 g
1SVinaculo dia?) la pendiente de la zona lineal.

2.2.3 Determinacion del CI50 en la inhibicién por amoniaco. Para determinar la tolerancia
del LEB al NHs, se evalud su AME sometiéndolo a diferentes concentraciones, segun la
metodologia de Astals et al. (2015). Los ensayos de inhibicion se realizaron en digestores de 100
ml (volumen de trabajo 60 ml) a condiciones mesofilicas. Cada digestor se Ilen6 con una cantidad
designada de in6culo, sustrato (acetato de sodio) a RIS 5 e inhibidor cloruro de amonio (NH4Cl)
en concentraciones de: 0 (control), 0.2,0.4,0.6,0.8, 1, 3,5y 7 g L-1. Una vez agregado el NH4ClI
se determiné el pH y la concentracion de NH; en la solucion (Indculo+ sustrato+ NH4CI), estas

mediciones se realizaron al inicio y final de la prueba.
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La relacién entre N-NHz (nitrégeno como amoniaco) y N- NH4* (nitrégeno como amonio) se

determiné de acuerdo al protocolo de Astals, et al., (2018) a partir de la ecuacion 3.

N-NH, =~ 3)

Kqy,+10PH

Donde:

TAN: nitrogeno amoniacal total [N-NH3 + N-NH4*] [mg L]

y1. coeficiente de actividad

Ka: constante de equilibrio acido-base para el nitrégeno amoniacal a 37°C [1.27-10°].

pH: promedio entre el inicial y el final.

Asi, el coeficiente de inhibicion Clso se determind como la concentracion de N-NHz a la cual
el AME medida se reduce a un 50% con respecto al control.
2.3 Etapa 3. Caracterizacion bioquimica del sustrato
Dada la variabilidad de la carga orgéanica, las AR como sustrato fueron utilizadas en las pruebas

de DA fueron muestras compuestas tomadas durante un dia completo de operacion de la PBB-Rio

Frio. se les determinaron SV, DQO, AGV, AT, pH, PO} y NHj. La AT y los AGV fueron
cuantificados por titulacion de acuerdo con el protocolo propuesto por Purser y col (Jobling , et

al., 2014). El pH se determiné mediante el método potenciométrico SM 4500B (APHA, 2005) y

el contenido de PO;"y NH; se determind mediante colorimetria utilizando los protocolos 4500-
NH3 y 4500-P E respectivamente (APHA, 2005).

2.3.1 Determinacion del Potencial de Biometanizacion (PBM) de las AR. Los ensayos de
biodegradabilidad anaerdbica de las AR se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo descrito
por Holliger et al., (2016). Los experimentos se realizaron por triplicado en digestores de 100 ml
(volumen de trabajo de 60 ml), a un RIS de 2 de acuerdo con (Jensen, et al., 2011). Tres digestores

contenian (LEB + AR) y tres denominados blancos donde las AR fueron reemplazadas por agua
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destilada (LEB + agua destilada). Los digestores se lavaron con gas de nitrogeno durante un minuto
para garantizar las condiciones de anaerobiosis, se sellaron con un tapon de butilo y agrafes de
aluminio y se almacenaron en incubadoras a temperatura controlada (37 £ 1°C).

Para verificar que el montaje de la prueba fue correcto se realizaron controles positivos para
evaluar la respuesta del LEB frente a un sustrato conocido. El sustrato utilizado fue celulosa
microcristalina (CAS 9004-34-6) estandar. La produccion de CHa4 se midio diariamente hasta que
el rendimiento de metano acumulado durante tres dias consecutivos fuera menor al 1% (Holliger,
etal., 2016). Los volimenes se reportaron acumulados como m® CH4 kg SV de sustrato agregado
al digestor. Para analizar la estabilidad del proceso se prepararon muestras destructivas a las cuales
se les midi6 SV, N-NHs, pH, AGV/AT (Castro, et al., 2016).

2.4 Etapa 4. Potencial de recuperacién de nutrientes (N y P)

En esta etapa se determiné el Potencial de Estruvita (PES), evaluando el contenido de amonio
(NH,) y fosfato (PO;) en el digerido mediante el método fotométrico (APHA, 2005). A partir de

estos datos se determind que el ion limitante para la precipitacién de estruvita es el PO; ™y se
realizo el célculo con base a este segun la ecuacion 4, considerando la estequiometria de la reaccion

(ecuacidon 1) (Amaya & Jaimes, 2017).

0.245 kg ES

Vdigerid

_ gerido .

PES= Climitante PMy:..:
limitante

VAR afiadido

(4)
Donde:

PMiipitante: P€so molecular del ion limitante [0.018 kg NHI] 0 [0.095 kg PO?{]

.y . . . g H4 kg PO4
Ciimiante.  Concentracion del ion hmltante ]
limitante rn3 digerido m3digerido

V AR afadido: VOlUmen de AR [5-10°m>AR]

Viigerido:  VOlumen del digerido [6-10” mdigerido]
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PES:

Potencial de Estruvita del digerido [

kg ES]
m3AR

29

En la tabla 1 se presenta el resumen de las variables utilizadas en la metodologia indicando las

unidades y el método empleado.

Tabla 1.

Resumen de variables

Variable Sigla Unidades Meétodo Apéndice
SV
Solidos volatiles y totales kg m (APHA, 2005) B
ST
Demanda quimica de
DQO kg m (APHA, 2005) C
oxigeno
(Jobling , et al.,
Acidos grasos volatiles AGV kg CH3COOH m? D
2014)
(Jobling , et al.,
Alcalinidad total AT kg CaCOzm? D
2014)
pH pH - (APHA, 2005) E
Actividad metanogénica gDQO g*SVinsculo (Astals, et al.,
AME F
especifica dia! 2015)
Actividad hidrolitica gDQO g*SVinsculo
AHE (Yap, et al., 2018) G
especifica dia!
(Astals, et al.,
Coeficiente de inhibicion Clso NHs;mg N L H
2018)
Potencial de (Holliger, et al.,
PBM  m3CHskglSV |

biometanizacion

2016)
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(Amaya & Jaimes,

Potencial de estruvita PES kg ES m2 AR -
2017)

Amonio NH; kg m3 (APHA, 2005) -

Fosfato PO kg m3 (APHA, 2005) -

3. Resultados

3.1 Monitoreo de las aguas residuales

En la figura 2 y 3 se presentan los resultados del monitoreo del contenido de materia organica para
cuatro semanas, conservando la hora para cada evento de muestreo. La figura 2 muestra el
comportamiento de SV, los cuales variaron en el rango de 2.16 y 8.87 kg m?3vy la figura 3

corresponde a la DQO con mediciones que fluctuaron entre 2.16 y 8.50 kg m.

10,0 l
8,0
& e
£ 60 ¢ mSemana 1
2 9 ° .
J 40 A N 9 $ + Semana 2
> R n £
n | = © Semana 3
2,0 ¢ Semana 4
0,0
0 2 4 6 8 10

Tiempo (horas)

Figura 2. Variacion de los Sdlidos Volatiles de las AR
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Figura 3. Variacion de la Demanda Quimica de Oxigeno de las AR
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Tanto los SV como la DQO presentaron una gran variacién semanal, asi como con respecto al

tiempo de operacion. Esto debido a que la dosificacion del agua potable en la planta se realiza de

forma manual. Sin embargo, se evidencia que la carga organica al finalizar fue levemente superior

a la inicial, posiblemente dado que al finalizar la jornada de trabajo se realiza una limpieza mas

exhaustiva, removiendo con mayor vigorosidad la materia organica del suelo de la zona de

beneficio. En este sentido, una futura aplicacién de un sistema de DA en la PBB-Rio Frio requerira

de tanques homogeneizadores para reducir las fluctuaciones de la carga organica.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del inéculo

Los parametros fisicoquimicos del LEB presentados en la tabla 1, evidencian que este posee un

pH cercano a la neutralidad, AGV menores a 1 kgCH3COOH m2y una concentracion de amonio

inferior a 0.015 kg N m, por lo tanto, el LEB posee las condiciones adecuadas para su uso como

in6culo dado que se encuentra en los rangos de referencia (Holliger, et al., 2016).
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Tabla 2.

Caracterizacion fisicoquimica del LEB

Parametro Unidad LEB
SV kgm? 459 +0.27
AGV kg CH3COOH m 0.36 +0.00
pH - 7.2+0.02
N-NHs kgm? 0.0013

3.2.1 Determinacion de la actividad metanogenica especifica (AME). Los resultados del
AME se presentan en la figura 4. Se puede apreciar que el comportamiento de la produccion de
CHjs se acerco a la linealidad, demostrando una actividad constante de los microorganismos. A
partir de la zona lineal mostrada el valor del AME para LEB fue 0.035 g DQO g SVinscuto dia™.
Este valor cae dentro del rango reportado para este tipo de indculo (0.02 y 0.04 g DQO g SVinsculo

dial) (Castro, et al., 2017), corroborando su correcto desempefio.

0,12

Zona lineal

A
4

0,10
0,08
0,06

0,04 ]

Produccién Metano
[gDQO g1sV]

0,02 o

0,00

o @

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Tiempo [dia]

Figura 4.Curva de produccion de metano acumulada de los ensayos de la AME
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3.2.2 Determinacion de la actividad hidrolitica especifica (AHE). La figura 5 presenta la
degradacion de la DQO de la celulosa durante la prueba de AHE del LEB. En 15 dias de prueba la
DQO de la celulosa paso6 de 0.6579 g a 0.0297 g, demostrando que el LEB tuvo la capacidad de
degradar el 96% de este sustrato. EI 93% de la DQO de la celulosa (0.61368 g) se transformo

completamente a CHa y el restante (3%) se mantuvo como DQO soluble.

0,8
0,7
— —
0,6
N
8 0,5 N
O 04 N
o N
0,3 N
0,2 \\
‘90— 0 0 06 g0 5 o
0,1 TW ~ \I\"'_,'
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo [dia]
—e—DQO soluble DQO Metano =—@=DQO Celulosa

Figura 5. Dinamica de la DQO en la actividad hidrolitica especifica del LEB

En la figura 6 se aprecia la produccion acumulada de CH4 en la prueba de la AHE. A partir de
la pendiente de la grafica se estimé la AHE en 0.019 g DQO g SV dia™. Asi, la AHE corresponde
al 54% del valor del AME, indicando que la hidrdlisis es la etapa limitante para este tipo de indculo.
El valor de AHE para el LEB es inferior al encontrado por Quintero et al. (2012) (0.039 g DQO
gl SV dial) dado que en ese estudio, se utilizaron aditivos como cisteina, NaHCO3 y NazS, los

cuales no fueron considerados para el presente trabajo.
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Figura 6.Curva de metano acumulativa del ensayo de la AHE para el LEB

3.2.3 Prueba del coeficiente de inhibicion. Los resultados de las pruebas de AME con cloruro
de amonio como inhibidor se muestran en la figura 7. EI LEB se inhibié al aumentar la
concentracion de nitrdgeno amoniacal; dado que la curva tiene una forma céncava. Los valores del
AME variaron de 0.022 a 0.055 g DQO g SV dia. El valor de Clso fue de 19.5 NHs mg N L*
calculado por regresion lineal con un coeficiente de determinacion de R2 > 0.99. Por lo anterior,
se puede concluir que el LEB es resistente a la concentracion de amonio maxima 18.20 NHz mg

N Lt durante el proceso de la DA.
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Figura 7. Prueba de inhibicién de N-NHs en el in6culo de LEB
3.3 Caracterizacion fisicoquimica del sustrato
Con respecto al sustrato, en la tabla 3 se puede observar que la relacién SV/ST para las aguas rojas
es del 89%, lo cual indica su disponibilidad de materia degradable para la produccion de biogas,
dado que al analizar la DQO, se encuentra en el rango de 5 - 10 kg m™ reportado por Jensen, et al.,
(2014) y Gannoun, et al., (2009), respectivamente. Asi mismo, las AR poseen proporciones
importantes de proteinas cercanos a los 1.97 — 3.6 kg m™ reportados por la literatura y lipidos en
el rango de 0.04 - 0.41 kg m (Gannoun, et al., 2009).

Por su parte el pH de las AR se encuentra en el rango de 6.24 — 7.85, el cual se considera 6ptimo
para el proceso de DA (Castro, et al., 2016). No obstante, la capacidad buffer, relacion AGV/AT,
es superior a 0.4, por lo cual se podrian esperar variaciones de pH durante el proceso de DA,
generando algunas inestabilidades (Callaghan, et al., 2002). Adicionalmente, a pesar de que los
valores de NHz son bajos, estos aumentaran dada la amonificacion del nitrogeno de las proteinas,

el cual se ha encontrado que varia entre (54 y 75% ) (Bayr, et al., 2012); (Pitk, et al., 2014). Por
otra parte, se evidencia la disponibilidad de fosforo, en forma de PO;", para la obtencién de

estruvita.
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Tabla 3.

Caracterizacion fisicoquimica de las AR

Parametro Unidad AR
SV kgm? 4.29+0.21
ST kgm? 485+0.1
DQO kg m3 8.53+0.22
AGV kg CHsCOOH m? 0.4 +£0.00
AT kg CaCOsm 0.66 + 0.00
pH - 7.7+0.014
N-NH3 kg m3 0.008
P-PO, kgm? 0.00057
Carbohidratos kg m 0.06
Proteinas kg m 0.97
Lipidos kg m3 0.35

3.3.1 Evaluacion del Potencial de Biometanizacion (PBM) de las AR. En la figura 8 se muestra
la estabilidad del proceso anaerdbico de las AR. En los cinco primeros dias de la digestion se
observé un descenso del pH dado la produccidon inicial de los AGV. No obstante, el pH
posteriormente se increment6 de nuevo, manteniendo el rango entre 7.5 y 7.8, lo cual aumentd la
alcalinidad del sistema hasta valores tales que la capacidad buffer (AGV/AT) fue en promedio
0.27. Este valor se encuentra entre el rango reportado para DA estables (0.2 — 0.4) (Diaz Béez, et
al., 2002) sin riesgo de acidificacion. Por lo tanto, a pesar de que la capacidad buffer de las AR
por si sola no es adecuada, la adicion del inoculo y el NHs producido en la DA, permitieron

equilibrar los AGV y la AT mejorando la estabilidad sin requerir aditivos para controlar el pH.
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Figura 8. Relacion de AGV/AT y pH

En la figura 9 se puede ver que una vez la concentracion de NH3 increment6 a su valor maximo
(18.20 mg N L) y se reduce hacia el final del proceso a 12.25 mg N L. Esta reduccion puede
estar relacionada con adsorcion del NHzen la biomasa o la precipitacion de estruvita en el digestor

(Chen, et al., 2008). Con respecto a la inhibicién, en ningun caso la concentracion de NHz supera

el valor del Clsp.
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Figura 9. Variacion de N-NH3z y pH
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En la figura 10 se observa la curva del PBM para las AR y el control, ambos ajustados a

condiciones estandar. En total la prueba duro 45 dias.

PBM Control

PBM
[m3CH, kg1SV]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo [dia]

Figura 10. Potencial de Biometanizacion de las AR y control

La concentracion de materia organica facilmente biodegradable presente en las AR permitid
que la produccion de CHs iniciara a partir del dia 1. De esta manera, se logré una produccion
acumulada de 0.87 m3CH. kg'SV. Este valor fue el doble al reportado por Jensen et al., (2014)
para el mismo tipo de aguas y 0.73 m3CH, kg'SV para aguas residuales de beneficio bovino
(Castro, et al., 2016). La veracidad de la prueba se comprobé con el PBM de la celulosa (control)
cuyo valor fue el 94% de su valor teérico (0.37 m*CHa kg*SV) (Jensen, et al., 2014).

Por su parte, como resultado del proceso de degradacion de la DA de las AR se alcanzaron
remociones de 45.51% de SV y 57.45% de DQO, estos porcentajes de remocidn estan acordes a
los reportados por Castro, et al., (2016) (45% SV y 48% DQO) para aguas residuales combinadas.
Por lo tanto, se puede concluir que el tratamiento de las AR por separado permite una mayor

remocion de materia organica y un alto potencial de biometanizacion.
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3.4 Determinacion del Potencial de estruvita (PES) del digerido
En la figura 11 se muestra la concentracion de NH; y PO;" al inicio y al final del proceso de DA
de las AR. Se observa que la concentracion del NH,, incrementd de 0.16 a 0.31 kg m™ debido a la
degradacion de compuestos nitrogenados como las proteinas, durante el proceso de biodegradacion
en forma de amonio y amoniaco libre.

Ademas, se evidencia que en el efluente resultante presentd un mayor contenido de NH;
superando el de PO;". Es decir que para la precipitacion de estruvita el PO3" se consumiria en su
totalidad (0.088 kg ES m™), lo cual lo convierte en el ion limitante para el proceso, recuperando el

48.39% del NH;.

= lon Amonio lon Ortofosfato

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1 1

Concentracion [kg m-3]

0,05

Inicio Final

Figura 11. Contenido de ion amonio y ortofosfato de la carga inicial y final

El PES del digerido obtenido fue de 0.27 kg ES m* AR el cual presenta un valor cercano al
reportado por la literatura (0.24 — 1.37 kg ES m®) (Jensen, et al., 2014) (Alvarez & Buitrago,
2018). Esta diferencia se atribuye a que el potencial que reporta dichos autores esta dado para
aguas residuales de beneficio bovino. Por tanto, se evidencia el aumento de la disponibilidad de

nutrientes durante la DA (Jensen, et al., 2014) (Kataki, et al., 2016).
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4. Conclusiones

La biodegradabilidad anaerdbica de las aguas rojas de la planta de beneficio Rio Frio presenta un
PBM de 0.87 m® CH4 kg*SV con remociones de DQO de 57.45% y SV de 45.51%. El valor de
PBM de las AR de la PBB-Rio Frio fue superior al reportado para mezclas de aguas residuales del
beneficio animal; y comparable con el PBM de residuos solidos de este proceso. En este sentido,
el tratamiento individual de las aguas rojas presenta ventajas desde el punto de vista ambiental
(remocidn de carga organica).

La caracterizacion microbioldgica del lodo de estiércol bovino demuestra que la AHE es el 54%
de la AME, por tanto, la hidrdlisis es la etapa limitante para este tipo de inoculo. Por otra parte, el
lodo de estiércol bovino presenta una inhibicion del 50% de su AME para concentraciones de NH3
del 19.5 NH; mg N L. Dado que durante la DA de las aguas rojas la concentracion de NHs fue de
18.20 NHs mg N L2, la inhibicion del indculo no supero el 46% por tanto, no se observaron efectos
apreciables durante la prueba.

El digerido de la digestion anaerdbica de las AR, presenta un potencial de estruvita de 0.27 kg

ES m® AR, con una recuperacién completa del PO y una remocién de 8.7% de NHj . Asi las

cosas, la digestion anaerdbica es una tecnologia adecuada para la recuperacion de nutrientes.

5. Recomendaciones

Las aguas residuales rojas de la planta de beneficio Rio Frio presenta una gran variabilidad de
carga organica debido a la dosificacién manual de agua potable durante el proceso. Por lo anterior,
para una futura implementacion del sistema de DA en la planta Rio Frio se recomienda el uso de

un tanque homogeneizador para disminuir las perturbaciones al proceso.
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Se recomienda profundizar el anélisis de la inhibicion de forma separada para las aguas verdes,
de lavado estomacal y de corral generadas en la planta de beneficio bovino Rio Frio, teniendo en
cuenta, que estas aguas presentan caracteristicas diferentes entre si.

Para una mejor aproximacion a condiciones de escala real, se recomienda implementar el

proceso de digestion anaerdbica de las AR en reactores tubulares a escala laboratorio.
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Apéndices

Apéndice A. Desplazamiento alcalino

Materiales

Una manguera larga con regulador de flujo y aguas hipodérmicas en cada extremo.

Una manguera corta con agua en un solo extremo

Una botella de vidrio con 500ml de NaOH con fenolftaleina y pH mayor a 12

Un soporte metalico para la botella y una probeta.

Procedimiento

1. La botella con NaOH se sujeta al soporte con la tapa hacia abajo. Introducir la aguja de la
manguera corta, debajo de la manguera ubicar la probeta.

2. Introducir una aguja de la manguera larga con el tapon de la botella con NaOH, teniendo en
cuenta que el regulador de flujo esté cerrado el paso del aire. La aguja del otro extremo se
introduce en el tapén del biorreactor.

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

4. El CO: del biogas 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
volumen equivalente de solucion alcalina, la cual sale por la manguera corta hasta la

probeta. Se apunta el volumen desplazado en ml.
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Apeéndice B. Solidos totales y Sdlidos volatiles

Definicion

Los solidos totales incluyen todos los solidos contenidos en una muestra, tanto suspendidos

como disueltos. Los sélidos volatiles representan el peso perdido por ignicion de la muestra

calcinada a 550°C; son los sélidos que se volatilizan durante la calcinacion.

Procedimiento

1.

5.

6.

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).

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

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

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

Pesar los crisoles (D).

Calculos

s[ oST ]_(C-A)*IOOO

SV

Kg muestra (B-A)

[ gSV 1 (C-D)*1000
Kg muestra ~ (B-A)
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Apéndice C. 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 éacido
sulfarico al 20% para prevenir contaminacion.

2. Agregar a cada tubo de ensayo 2.5 ml de muestra, adicionar 1,5ml de solucion digestora y
3.5 ml de solucién 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 llevarlos 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 D. Alcalinidad total y &cidos grasos volatiles
Definicion
La alcalinidad es una medida de la capacidad de una muestra de neutralizar los acidos. Los
acidos grasos volatiles son acidos organicos producto de la fermentacion de carbohidratos, lipidos
y proteinas por bacterias acidogénicas durante la digestion anaerobica.
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. A 5 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 baldn de destilacion, conectar el equipo y calentarlo
con una estufa hasta ligera ebullicion 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,*C,=V,*C,

Alcalinidad total (AT): se expresa como carbonato de calcio (mg CaCOs LY)

A * N HCI
AT "€ C2C03/, |- ———+50000

Vol. muestra
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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 &cido acético (mg acido acético L)

At B * N NaOH
mg Ac. Acet1c0/L] _ 60000

AGV
[ Vol.muestra

Donde

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

Vol.muestra: 5ml

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

52
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Apeéndice E. pH
Definicion
El pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una muestra y ésta depende de la
concentracion de iones de hidrogeno presentes.
Procedimiento
1. Calibracion del pH-metro con soluciones tampén
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 F. Determinacion de la actividad metanogénica especifica

El procedimiento que se lleva a cabo para la determinacion de la actividad metanogénica

especifica es sugerido por (Astals, et al., 2015). Los experimentos se realizan por triplicado.

1.

2.

El ensayo se realiz6 en botella de vidrio de 100 ml con un volumen de trabajo de 60 ml.
Agregue a cada botella una cantidad designada de indculo (60 ml), 0.6 ml acetato de sodio
como fuente de carbono. Ademas, preparar un blanco que contendra la misma cantidad de
indculo y 0.6 ml de agua destilada.

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

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

Las pruebas se mezclaron mediante agitacion manual antes de cada evento de muestreo.
Medir la produccion 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.

La produccién de metano se midi6 utilizando el método de desplazamiento alcalino.

Trace la produccion acumulada de metano especifico en base a DQO (g DQO - SV tinsculo)
en el curso de tiempo. Teniendo en cuenta que 350 ml de metano en condiciones estandar
(0°C, 1 bar) es 1 gramo de DQO, se demuestra con el siguiente balance estequiométrico
(Kumar Khanal, 2008):

Paso 1. Célculo del equivalente de DQO de CH4

En necesario calcular el equivalente de DQO del metano considerando su oxidacién completa,

como se muestra en las siguientes ecuaciones:
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CH,+ 20, — CO, + 2H,0
16 g 64¢g
16 g CH, — 64 g O, (DQO)
1g CHy — 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 CHy — 22.4 L CH,
1 gCH, — 22.4/16=14L CH,
e Paso 3 Generacion de metano por unidad de DQO
1gCH, — 4 gDQO — 1, 4L CH,
1 gDQO — 1.4/4 =0.35L CH, =350 ml CH,

9. Determine la pendiente y la incertidumbre de la zona lineal.

55
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Apéndice G. Determinacion de la actividad hidrolitica especifica

El procedimiento que se lleva a cabo para la determinacion de la actividad hidrolitica especifica

es sugerido por (Yap, et al., 2018). Los experimentos se realizan por triplicado.

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

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

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. 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 solucién 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 termoreactor durante 2 horas a 150°C.
e Sacar los tubos de ensayo, agitar y dejar enfriar.
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).
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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. La produccion de metano se midio 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 H. Prueba de inhibicion

La prueba de inhibicién se llevo a cabo por triplicado siguiendo el protocolo descrito por

(Astals, et al., 2015).

1.

2.

El ensayo se realiz6 en botella de vidrio de 100 ml con un volumen de trabajo de 60 ml.
Cada botella se agrega una cantidad designada de indculo (60 ml), 0.6 ml acetato de sodio
como fuente de carbono para una RIS de 5 e inhibidor (cloruro de amonio) a diferentes
concentraciones.

Se realiza pruebas de control (inoculo y acetato de sodio).

Medir el pH y la concentracion de amonio de cada botella.

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

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

Las pruebas se mezclaron mediante agitacion manual antes de cada evento de muestreo.
Medir la produccion de metano en aproximadamente durante seis eventos de muestreo cada
12 horas. Después de la Gltima medicién abrir las botellas se mide el pH final y la
concentracion de amonio.

Para convertir la concentracién de NH, a N-NHj; se utiliza la siguiente ecuacion:

_ Ky TAN-y,

N-NH; Koy, +10P1

(8)
Donde:

TAN= N-NH;+N-NH,

K, =1.27-10”

v,:Coeficiente de actividad
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oz (2
Logy,=-0.5-Zi" 1+—ﬁ-0.20-1

Zi=1 (lon amonio)
I= % D Ziz-Ci; fuerza i6nica media

] ) ) mol
Ci=Concentracion de amonio en la mezcla (T)

Despejando ecuacion 8

Ka' (N'NH4) "Yl
1071

N-NH3:

10. La produccion de metano se midi6 utilizando el método de desplazamiento alcalino.
11. Trace la produccién acumulada de metano especifico en base a DQO (g DQO gSVingcuto)
en el curso de tiempo. Teniendo en cuenta que 350 ml de metano en condiciones estandar

(0°C, 1 bar) es 1 gramo de DQO.
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Apéndice I. Determinacion del potencial de biometanizacion

El procedimiento que se lleva a cabo para la determinacion del potencial de biometanizacion es

sugerido por (Angelidaki, et al., 2009; Holliger, et al., 2016).

1.

2.

El ensayo se realizé en botellas de vidrio de 100 ml con un volumen de trabajo de 60 ml.
Cada botella lleva una cantidad de indculo y sustrato manteniendo una RIS de 2 en términos
de SV. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

Es necesario el montaje de blancos para evaluar el metabolismo endégeno del indculo y el
montaje de controles para determinar la produccion de metano de un sustrato quimicamente
definido.

Adicionalmente se incluyd un experimento denominado destructivas para evaluar el
comportamiento de la DA de las AR en términos de SV y las variables de estabilidad (pH y
AGV/AT).

Luego los biorreactores se mantuvieron en incubadora a 37+2°C y se realiz6 seguimiento y
medicion cada 24 horas, las pruebas se mezclaron mediante agitacion manual antes de cada
evento de muestreo cuantificando diariamente la produccion de metano por el método de
desplazamiento alcalino hasta que la produccion de metano durante tres dias consecutivos
fue menor al 1% del volumen acumulado.

El PBM se report6 en unidades de volumen de metano acumulado a condiciones estandar

por masa de SV agregados (m® CH4 kg™ SV), con su correspondiente desviacion estandar.



