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RESUMEN

TITULO: CO-DIGESTION ANAEROBICA DE LACTOSUERO CON ESTIERCOL BOVINO:
UNA ALTERNATIVA DE GESTION DE RESIDUO PARA EL SECTOR LACTEO EN
COLOMBIA™.

AUTORES: ZULEIMA RONDON GOMEZ™; KATHERIN PAOLA SANABRIA DIAZ™

PALABRAS CLAVE: DIGESTION ANAEROBICA, ESTIERCOL BOVINO, LACTOSUERO,
REACTOR TUBULAR.

DESCRIPCION: El lactosuero (LS) es el principal residuo generado durante la fabricacion del
queso. En este estudio, se investigo la implementacion de la Co-digestion Anaerébica (CODA) de
lamezcla LSy estiércol bovino (EB) como tecnologia para aprovechar el alto contenido de materia
organica de estos sustratos, generando un biogas y un digerido. ElI LS tiene la capacidad de
degradarse rapidamente provocando una alta produccion de acidos grasos volatiles (AGV’s), lo
que inhibe el proceso. Se implement6 el EB como co-sustrato, disminuyendo la acumulacién de
AGV’s y asegurando la estabilidad del proceso. Durante la experimentacion se evaluo el potencial
de biometanizacion (PBM) de las diferentes mezclas de LS: EB variando la relacion
indculo/sustrato (RIS), temperatura y fraccion de LS (fLS) empleado. Las condiciones obtenidas
fueron: una mezcla de 70% v/v de LS y 30% v/v de EB, RIS de 2,2 kg SVinsculo/Kg SVsustrato Y UNA
temperatura de operacién de 35 °C, generando unos AGV’s de 98,26 g/L y un PBM de 0,6
M3CH4/KgSVadicionado. S€ Vvalido el PBM utilizando estiércol bovino estabilizado (EBE) como
indculo y una carga orgénica de 0,5 gSV/L dia. Se obtuvo una degradacion de la materia orgénica
de 96%, alcanzando una produccion de biogas de 0,52 m? biogas/kg SV. Finalmente, se
implemento la puesta en marcha de un reactor tubular a 25 °C en estado batch de una mezcla de
70% v/v de LS y 30 % v/v, con una carga organica de 0,5 gSV/L dia y una RIS de 2,2 kg
SVinsculo/Kg SVsustrato. Se midid la produccién diaria de metano.

*“ Trabajo de grado.

“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Liliana del Pilar
Castro Molano, Ingeniera Quimica PhD, Humberto Escalante Hernandez, Ingeniero Quimico PhD, Jaime
Jaimes Estévez, Ingeniero Quimico.
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ABSTRACT

TITLE: ANAEROBIC CO-DIGESTION TO THE CHEESE WHEY AND BOVINE MANURE:
AN ALTERATIVE OF RESIDUE MANAGEMENT FOR THE LACTIC SECTOR IN
COLOMBIA. *

AUTHORS: ZULEIMA RONDON GOMEZ™; KATHERIN PAOLA SANABRIA DIAZ™

KEYWORDS: ANAEROBIC DIGESTION, BOVINE MANURE, CHEESE WHEY,
TUBULAR REACTOR.

DESCRIPTION: The cheese whey (CW) is the main waste generated during cheese production.
In this research, the implementation of Anaerobic Co-digestion (ACOD) of the CW and bovine
manure (BM) was studied as a technology to take advantage of the high organic matter content of
these substrates, generating a biogas and a digested material. The CW has the ability to degrade
rapidly, causing a high production of volatile fatty acids (VFA) that results in the inhibition of the
process. Bovine manure (BM) was implemented as co-substrate, decreasing the accumulation of
VFA's and ensuring the stability of the process. During the experiment, the biochemical methane
potential (BMP) from the different CW/BM mixtures by varying the inoculum substrate relation
(ISR), temperature and CW fraction (CWf) employed were calculated. The most favorable
conditions of operation were determined by using a factorial design 23 + center point + axial points
of the Statgraphics program. The optimal conditions were: a mixture of 70% of CW and 30% of
BM, ISR of 2,2 kg VSinculum/Kg V Ssubstrate and a temperature of 35 ° C, generating VFA’s of 98,26
g L and a BMP Of 0,6 m3CHa/kgVS. The validation of the BMP was using stabilized bovine
manure (SBM) as an inoculum and an organic load of 0,5 gSV/L day. A degradation of the organic
matter of 96% was obtained, reaching a biogas production of 0,52 m3biogas/kgVs. Finally, a
tubular reactor was implemented at 25 ° C in the batch state for a mixture of 70% CW and 30%
BM, with an organic load of 0,5 gVS/L day and a ISR of 2,2 KgV Sinocutlum/KgV Ssubstrate. The daily
production of methane was measured.

“ Bachelor Thesis.

“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directors: Liliana del Pilar
Castro Molano, Chemical Engineer PhD, Humberto Escalante Hernandez, Chemical Engineer PhD, Jaime
Jaimes Estévez, Chemical Engineer.
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Introduccion

En Latinoamérica el 70% esta representada por paises con un PIB menor a los 200.000 millones
de USD (CEPALSTAT, 2016). Estas naciones centran sus actividades en el sector agropecuario.
En el caso Colombiano, el pais enfoca su economia en el sector agricola, principalmente, en la
produccién de materias primas (ANDI, 2016). En Colombia el sector lacteo representa el 2% del
PIB Nacional (Ministerio de cultura y desarrollo rural, 2016), representados en la produccién de
aproximadamente 6.440 millones de litros de leche anuales (DANE, 2016). EI 8% de la leche
producida es destinada para la elaboracion de quesos (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2010). Este proceso es considerado de bajo rendimiento, debido a que, para la fabricacion
de 1 kilogramo de queso, son necesarios 10 litros de leche y se generan 9 litros de un residuo
comunmente llamado Lactosuero (LS) (Kosikwoski, 1979). En consecuencia, anualmente se
producen alrededor de 460 millones de litros de LS.

La digestion anaerdbica (DA) es una alternativa prometedora para dar un valor agregado al
lactosuero, mejorar la produccion de biogas y rendimiento de metano. Este proceso brinda grandes
beneficios como i) el reciclaje de nutrientes (produccion de fertilizante a partir del digerido) ii)
reduccién de gases de efecto invernadero iii) estabilizacion de la materia organica iiii) efectos
sinérgicos de los microorganismos (Hagos, et al., 2016). En la tabla 1 se presenta una revisién
bibliogréfica de la DA del LS reportada en la literatura. Sin embargo, la DA del lactosuero presenta
problemas de inhibicién debido a la acumulacién de nitrégeno amoniacal y acidos grasos volatiles

(AGV’s) con valores mayores a 46,7mg/l y 4800 mg/L, respectivamente (Escalante, et al., 2017).
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Una alternativa para mejorar la estabilidad de la digestion anaerobica es la adicion de dos 0 mas

sustratos a la mezcla, proceso cominmente llamado Co-digestion anaerébica (CODA) (Rodriguez,

2014).
Tabla 1.
Estado del arte Digestion Anaerdbica del Lactosuero
Conversion Demanda Quimica
oo Rendimiento de metano Referencia
materia organica  de oxigeno [ lQ ]
83 % 65-140 0,51-0,6 ICH,/ 9SV 4icionado (Escalante, et al., in press)
56,2% - 69,9% 57,5 1-3,8 1CH, /kgSV gicionado (Rico, et al., 2015)
183,05% 93,21 091CH,/! (Dareioti & Kornaros, 2015)
76,8% 74,9 2,21CH, /! (Gelegenis, et al., 2007)
70% 74.4% 2191CH,/ kg (Riggio, et al., 2015)
79%-83% 68,6 g DQO/1 0,311CH,/ gDQO (Saddoud, et al., 2007)

La CODA es unatecnologia que brinda beneficios como: (i) mejoras en la produccién de biogas
y rendimiento del metano, (ii) dilucion de sustancias inhibidoras, (iii) equilibrio de nutrientes (v)
reduccién de la emision de gases de efecto invernadero a la atmdésfera, (vi) efectos sinérgicos de
los microorganismos, (vii) aumento de la carga de materia organica biodegradable y (viii) ventajas
econdmicas derivadas del hecho de compartir aparatos y costos. En la CODA se deben establecer
buenas sinergias entre los sustratos para aumentar la produccién de biogas en comparacion con la
DA de estos sustratos. Autores como Cavinato, et al., (2010) y Shah, et al., (2015) afirman que la
CODA puede aumentar la produccion de biogas de 25% a 400% sobre la DA de los mismos
sustratos. Sin embargo, este es un proceso desafiante debido a los problemas de estabilidad y

optimizacion.
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Variables de operacion de la co-digestion del lactosuero

La CODA se ve afectada por el pH, la temperatura (T), composicion quimica de sustratos,
relacion inoculo/sustrato (RIS) y biodegradabilidad de los sustratos.

Influencia del pH en la co-digestion

El pH es un indicador de estabilidad del proceso. Un pH entre 6,5 y 8,2 se considera una
prioridad para obtener una eficiente digestion metanogénica (Mara & Horan, 2003). El lactosuero
presenta dificultades por su bajo contenido de alcalinidad total (AT) (750 mg CaCOsl/l), lo que
conduce a una caida en el pH y acumulacion de AGV’s, generando rapida acidificacion, agotando
la capacidad de amortiguacion del proceso (Erglder, et al., 2011) (Kalyuzhnyia, et al., 1997).

Temperatura

La temperatura afecta el crecimiento de los microorganismos y la velocidad de reaccion
(Ortega, 2006). En el rango psicrofilico (> 25°C) se obtiene bajos rendimientos de DA (Hall &
Howe, 2012). En rangos mesofilicos (25- 40°C) las bacterias metanogénicas estan en mejores
condiciones para crecer y desarrollarse, y la velocidad de reaccion de la hidrélisis y la acidogénesis
es mas rapida, con una temperatura 6ptima de operacién de 37°C (Escalante, et al., 2017). En los
rangos termofilicos (45-70°C) se puede observar una cinética mas rapida, sin embargo, se presenta
inhibicidn en la produccién de biogas, aumento de toxicidad y acidificacion (Mao, et al., 2015).
Para el lactosuero, la temperatura éptima para su fermentacion es 24°C a 34°C (Mawson, 1994) .
El proceso de DA ha sido estudiado a diferentes temperaturas a escala laboratorio alcanzando
producciones de biogas en batch entre 0,18-0,50 m*/ kg SVadicionado @ 36 °C (Razaviarani, et al.,
2013), 0,14-0,47 m3/ kg SVadicionado @ 30 °C (Deepanraj, et al., 2015) y 0,020 - 0,260 m¥ kg
SVadicionado de 15 a 25 °C (Kafle & Chen, 2016). En cuanto a la CODA de la mezcla lactosuero y

estiércol bovino (EB) se reporta una produccion de biogas de 0,409 m%/ kg SVadicionado @ 25°C



CODA DEL LACTOSUERO Y ESTIERCOL BOVINO 19

(Escalante, et al., 2017) y de la mezcla residuos organico y gallinaza se reporta una produccion de
biogas de 0,32-0,64 m3kg SVadicionado (Callaghan, et al., 2002).

Composicidon quimica de los sustratos

En la CODA se requieren sustratos con fuente de carbono que pueda generar un alto
rendimiento al proceso. EI LS posee cerca del 55% de los nutrientes de la leche (Rico, et al., 2015)
y tiene una elevada carga organica correspondiente a 45-65 g SV/kg y 68-94 g DQO/I (Riggio, et
al., 2015). Entre los co-sustratos mas utilizados para la CODA del LS se destaca el estiércol bovino
(EB). EI EB ayuda a regular el pH del sistema y mitiga la inhibicion del proceso debido a la
acumulacion de los AGV’s. El EB tiene una alcalinidad (1850 mg CaCOs/l) mayor respecto a la
reportada para el LS (750 mg CaCOz/l) lo cual se traduce en alta capacidad buffer, brindando
estabilidad al proceso (Escalante, et al., 2017).

Relacion inoculo sustrato (RIS)

La RIS es un parametro fundamental en el proceso de la DA. Este factor determina los

rendimientos de produccion de biogas y de degradacion de materia organica (Garfi, et al., 2016).
Biodegradabilidad

El LS es un sustrato con alta biodegradabilidad dado su alto contenido de lactosa, proteinas y
lipidos (Hernandez, 2015). No obstante, esta alta biodegradabilidad causa un exceso de consumo
de oxigeno si se elimina directamente en cuerpos de agua (Kalyuzhnyia, et al., 1997) (Mawson,
1994). Para resolver esta situacion se requieren tratamientos bioldgicos como los son los procesos
anaerobicos particularmente la CODA, que ofrece una excelente solucion tanto en términos de
ahorro de energia (Fernandez, et al., 2015) (Erguder, et al., 2011). EI EB tiene una
biodegradabilidad anaerébica de aproximadamente el 45%, haciendo exitoso el proceso de

digestion (Rico, et al., 2015).



CODA DEL LACTOSUERO Y ESTIERCOL BOVINO 20

Potencial de biometanizacion

El potencial de biometanizacién (PBM) permite determinar los rendimientos de metano y la
capacidad de biodegradacion de los sustratos. EI PBM se determina a partir del volumen total de
metano durante el tiempo de digestion por la cantidad de sustrato inicial agregado (m® CH4 /kg
SV adicionado) €N condiciones estandar de temperatura y presion (Labatut, et al., 2011).

Tipos de reactores

El disefio del reactor tiene gran influencia en la estabilidad de la DA del LS (ver Apéendice A).
Generalmente son usados reactores tipo CSTR y UASB, presentando problemas de rapida
acidificacion y sedimentacion de lodos en el fondo del reactor, y altos requerimientos energéticos.
En este sentido, el uso de los Biodigestores de bajo costo (BDG) se considera una tecnologia
factible para el proceso de la DA, puesto que se caracterizan por ser econdmicos, tener facil
implementacion y manejo (Garfi, et al., 2016).

Como resultado de la CODA en un BDG se tiene un gas combustible llamado biogas y lodo
efluente conocido como digerido. El biogas, es una mezcla de metano (CHs) entre 40 y 70 %,
dioxido de carbono (COy) entre 30 y 60%, acido sulfhidrico (H2S) de 0,1% a 1% Yy nitrégeno (N)
entre 0,5% y 3% (Ramirez Sanchez, 2016). 1 m® de biogas producido en un BDG (70% CH4 y
30% CO>) es equivalente a 6,8 kWh de electricidad, 0,6 m® de gas natural, 0,8 litros de gasolina,
0,3 kg de carbdn, 1,3 litros de alcohol combustible o 1,5 kg de madera (CIEMAT, 2017). En
relacion con lo anterior, el biogas es considerado como una fuente limpia, eficiente y renovable,
generando la posibilidad de reducir otras fuentes de energia como la lefia, estiércol seco, etc
(Rajendran, et al., 2012) y siendo una solucion al 5% y 88,1% de la poblacion rural que no goza
del servicio de energia eléctrica y gas natural, respectivamente (DANE, 2016), esto debido al

dificil acceso y posibles riesgos geograficos, haciendo inviable su instalacion (Castro, et al., 2017).
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Por lo tanto, se genera la necesidad de nuevas alternativas de abastecimiento de energia a lo largo
del territorio colombiano.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el proceso de la co-digestion anaerdbica
de la mezcla lactosuero-estiércol en los diferentes rangos de temperaturas presentes en el territorio
colombiano, posteriormente se monitorio a escala laboratorio en un reactor tubular las condiciones
mas favorables de temperatura, fraccion de lactosuero y relacion indculo/sustrato determinadas

experimentalmente en este estudio.
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2. Metodologia

El disefio metodoldgico se oriento a la evaluacion de la CODA de la mezcla lactosuero/Estiércol
bovino (LS: EB). Esta investigacion se desarrollo en tres etapas: En la primera etapa se realizé la
recoleccion y caracterizacion del sustrato, co-sustrato e inoculo. En la siguiente etapa se evaluo el
potencial de biometanizacion (PBM) de diferentes mezclas de LS: EB variando la RIS,
temperatura y la fraccion de lactosuero (fLS) y se determinaron las condiciones mas favorables de
operacion.

Finalmente, con las condiciones obtenidas en la etapa anterior, se realizo la puesta en marchay

operacion en semi-continuo de la CODA en un reactor tubular a escala laboratorio.

2.1 Primera etapa: Recoleccion y caracterizacion de los sustratos e indculo

El lactosuero fue suministrado por la microempresa lactea Villa Aurora, ubicada en el
departamento de Santander, Colombia (Lat: N 7°8° 19, 2°> Long W 73°7’ 31, 298”°). El proceso
productivo de esta empresa es la elaboracion de quesos. La industria lactea Villa Aurora produce
entre 1.360litros/mes y 1.520 litros/mes de LS. El LS se recolectd a temperatura ambiente en
botellas plasticas de 1 L. Las muestras se recolectaron semanalmente durante 4 meses. Las
muestras fueron refrigeradas a 4 £ 2°C y transportadas al laboratorio de biotecnologia de la Escuela
de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de Santander (UIS).

El estiércol bovino se recolectd en la finca Marcella, ubicada en Girén, Santander a 9 km de la
zona urbana, a una altitud de 959 m.s.n.m. (Lat. N 7°01 '0,07' Long. "W 73°08' 13,3*). La finca

Marcella cuenta con tres cabezas de ganado bovino de raza Normando que producen entre 34 — 51



CODA DEL LACTOSUERO Y ESTIERCOL BOVINO 23

kg/mes de excreta bovina. El EB fue recolectado y almacenado en un tanque sellado a temperatura
ambiente.

Como in6culo se utilizé estiércol bovino estabilizado (EBE). El indculo fue preparado a partir
de EB y agua en una relacion 1:3 (v/v). Posteriormente se incubd a 37 = 2°C en un reactor CSTR
con agitacion constante, para reducir el contenido de materia organica residual (Solidos Volatiles).
Para conocer la capacidad del EBE como inoculo, se determind su actividad metanogénica
especifica (AME) siguiendo el protocolo propuesto por Astals et al., (2015) (Apéendice B).

Tanto el LS, EB, como el indculo fueron caracterizados en términos de sélidos volatiles (SV),
AGV’s, AT, pH, azucares reductores totales (ART), demanda quimica de oxigeno total (DQO) y
soluble (DQOs), NH4* y PO4* (Ver Apéndice C). La formula empirica de los sustratos se obtuvo
a partir de la composicion elemental (C, H, O, N). El potencial de biometanizacion teorico

(PBMecrico) del LS y EB fue determinado por medio de la ecuacion Buswell (Ecuacion 1) (Ver

Apéndice D).
b 3c n a b 3c n a b 3
CnHaObNC—I—(n_Z_E T)HZO (E—g—z 8>CH4 (E—g—z+8>COZ+CNH3
22,4(3+5—9—§) LCH
L = 2 8 4 8 4 .,
BPMtesrico = Trrarienraac kgsv ) (Ecuacion 1)
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2.2 Segunda etapa: Determinacion de la fraccion de LS, RIS y temperatura mas favorable

para la CODA de la mezcla LS: EB

2.2.1 Determinacion del potencial de biometanizacion y del contenido de acidos grasos
volatiles. EI PBM es un parametro que permite evaluar la viabilidad de la CODA para una mezcla
de sustratos. El ensayo de PBM se llevd a cabo en botellas de vidrio de 100 ml (volumen de
operacion de 60 ml), por triplicado, segun el protocolo sugerido por Angelidaki, et al., (2009) (Ver
Apéndice E). Las muestras fueron gaseadas con N2/CO. (80/20% v/v), selladas con un tapon de
butilo y agrafes de aluminio, y almacenadas a las temperaturas establecidas en la siguiente seccion.

Con el objetivo de evaluar la produccion de metano por actividad enddgena del inoculo, se
realizd un experimento blanco (Solo in6culo) para cada una de las temperaturas de operacién a
evaluar. El metano producido durante el ensayo de PBM se cuantificd mediante el desplazamiento
volumétrico de una solucion alcalina (0,5 N) (Diaz-Béez, et al., 2002) (Ver Apéndice F). El
volumen desplazado de metano se normalizd y se expresd en términos de produccion especifica
de metano (PEM) como m*CHa/ kgSVadicionado- EI porcentaje de remocion de materia organica se
cuantificd mediante la concentracion inicial y final de SV. La estabilidad del proceso de digestion
anaerobica se cuantifico mediante la concentracion de AGV y el pH al inicio y al final del disefio

experimental.
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2.2.2 Estudio de la influencia de la fraccion de lactosuero, relacion inéculo-sustrato y
temperatura, sobre la produccion de metano. La influencia de la fLS, RIS y T sobre el PBM y
el contenido final de AGV’s observada en la tabla 2, se evalu6 utilizando un disefio factorial 22 +
punto central + puntos axiales, y se analiz6 empleando la metodologia de superficie de respuesta.
El contenido de materia organica respecto al sustrato principal fue establecido con el fin de
observar el efecto de concentraciones bajas 0,3 (v/v) y altas 0,9 (v/v) de fLS. Con base al maximo
valor recomendado para el PBM por Angelidaki, et al., (2009) y con el fin de estudiar el efecto de
altos contenidos de in6culo, los niveles para la RIS fueron establecidos entre 1y 2 (Kg SVinsculo/Kg
SVsustrato). ReSpecto a las temperaturas, los niveles alto y bajo fueron fijados como 15y 35 °C con
el objeto de estudiar el proceso de digestiobn a condiciones psicrofilicas y mesofilicas,
respectivamente. Las condiciones mas favorables de proporcion de LS, RIS y temperatura para la
CODA de la mezcla LS: EB se determinaron mediante la optimizacion multiple del PBM vy del
contenido de AGV’s de las 17 muestras definidas en el disefio experimental. Esto con el fin de
alcanzar la mayor produccion de metano (representado en el PBM), minimizando el contenido de
acidos grasos volatiles, previniendo riesgos de inhibicion.

Con la finalidad de implementar la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para
determinar las condiciones méas favorables de fraccion de lactosuero, RIS y temperatura para la
produccion de metano, los datos experimentales para PBM y AGV’s fueron ajustados a la

expresion de segundo orden presentada en la ecuacion (2) y (3) respectivamente.

PBM =y + oy * LS+ oy * RIS+ a3 * T+ oy * LS? + a5 * LS* RIS + ag * LS * T+ ag * LS * T + a; * RIS? +
g * RIS * T + g x T? (Ecuacion 2)

AGV's =ag+a; * LS+ a, * RIS+ ag * T+ ay *x LS* + ag * LS * RIS+ ag * LS * T + atg * LS * T + o * RIS? +
Og * RIS * T + 0g * T2 (Ecuacion 3)
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Tabla 2.
Disefio experimental en los diferentes rangos de temperatura.

i VT e
T RIS fLS [v/v]
1 8 1,5 0,6 1150 0,12
2 15 2 0,9 3400 0,45
Psicrofilico 3 15 1 0,9 4750 0,16
4 15 2 0,3 200 0,2
5 15 1 0,3 150 0,19
6 25 2,3 0,6 350 0,18
7 25 1,5 0,1 100 0,14
8 25 1,5 1 2400 0,4
9 25 0,7 0,6 3450 0,07
Mesofilico 10 25 1,5 0,6 250 0,51
11 25 1,5 0,6 250 0,45
12 25 15 0,6 150 0,44
13 35 1 0,3 300 0,33
14 35 2 0,3 300 0,3
15 35 2 0,9 300 0,6
16 35 1 0,9 3050 0,02
Termofilico 17 42 15 0,6 300 0,51

Donde a; son los parametros obtenidos por el modelo. Estos parametros fueron determinados
utilizando el software Statgraphics Centurion XVII.
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2.2.3 Validacion de las condiciones mas favorables. Para validar las condiciones de
operacion, se desarrollo un ensayo de PBM, considerando los resultados obtenidos en la seccion
2.2.2. Se midio la produccion de CHs acumulada de la mezcla LS: EB por el método de
desplazamiento alcalino. La curva de produccion de metano acumulada fue ajustada al modelo
cinético de primer orden (Ecuacion 4) (Diaz-Béez, et al., 2002). Los parametros se determinaron

mediante la herramienta curve fitting del software de Matlab®

B(t) = B, * (1 —e7Xt) (Ecuacion 4)
B PBM[LCH4 ] t: ti [dias]
0: s — .ttempo 1as
9 SVadic. P

k: constante de velocidad de desintegraciéon de primer orden [dias™!]

Adicionalmente, este ensayo fue sometido a un seguimiento en términos de SV, AGV’s, AT,
ART, pH, DQO, DQOs, NH4" y PO4> para observar el comportamiento a través del tiempo de
estas variables. El aporte energético de la mezcla LS: EB se calculé de acuerdo con la ecuacién 5,

teniendo en cuenta el PBM determinado en la experimentacion.

P [kWh] Potencial stico eléctri pau |G
———|: Pot t t —r
5E |75 | Potencial energético eléctrico 7 Vo
gsv . i6n d del L _ kgl . .
SVis kg LS : Concentraciéon de SV del LS pLs = 1000 [F] :densidad del LS
=19 [, actor de conversis
ag =1, miCH,) actor de conversion
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2.3 Tercera etapa: Monitoreo del reactor tubular en estado discontinuo y semi-continuo

El proceso de CODA de lamezcla LS: EB se llevé a cabo en un reactor tubular a escala laboratorio
a 25°C + 2 (temperatura promedio de Bucaramanga, Colombia). Se utiliz6 un reactor de cloruro
de polivinilo con relacion longitud/diametro de 9 (Marti-Herrero & Cipriano, 2012) (longitud de
1 m, didametro de 0,11 m), volumen total de 9 L y volumen de operacion de 4,3 L. El reactor tiene
entrada de sustrato (E), salida de digerido (S), puntos de muestreo, P1 Y P2 y salida de biogas
(SB) (Figura 1).

>0 —7SB

Loy P1 P2

E —{H:-v| X X .:_j_-.h.-_'_:-- S IDiémetrD: 011 m

Longitud: 1 m

Figura 1. Reactor tubular para CODA de lactosuero.

2.3.1 Proceso de CODA en Discontinuo. Para adaptar el indculo se operé el reactor en batch,
durante 30 dias a 25°C, utilizando la RIS y la fLS de la etapa anterior. Los primeros 20 dias se
cargd una tasa de carga organica (TCO) de 0,5 kg SVisustratos/M°aigestor*dia, hasta llegar a la RIS
deseada. Para monitorear la estabilidad del reactor, cada 5 dias se tomaron 60 ml de muestra para
determinar: AGV’s, AT, pH, ART, SV, DQO y DQOs. Cada dos dias se midio el biogas en el
reactor. La produccion de biogas fue medida en el reactor a presion constante, por el método del

desplazamiento en solucidon saturada de cloruro de sodio (Angelidaki, et al., 2011).
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2.3.2 Proceso de CODA en Semi-continuo. Estabilizada la CODA en operacion batch, se
procedio a la alimentacion semi-continua. Se cargo dos veces por dia el reactor con la mezcla LS:
EB mas favorables a partir de la etapa anterior. Se conservé la TCO en 0,5 kgDQOsustratos/
mdigestordia. Cada 7 dias se evalué la degradacion de materia organica, retirando 10 ml de

muestra de los puntos E, P1, P2 y S y determinando SV, DQO, DQO:s y biogas.

2.3.2.1 Variabilidad de la AME en la direccion axial del reactor. Se monitoreo la AME a lo
largo del reactor tubular con el fin de determinar la estabilidad del proceso, cada 7 dias se tomaron
alicuotas de 10 ml de muestra de los puntos E, P1, P2 y S (Figura 1) y se cuantificaron: AGV’s,

pH y AT. Una vez por semana se determiné la AME de cada punto de muestreo.

2.4 Analisis fisicoquimicos

Los AGV’'s y la AT se determinaron por titulacion de acuerdo con el protocolo propuesto por
(Purser, y otros, 2014). La materia organica se determind mediante la cuantificacion de del DQO
y DQO:s, los SV y sdlidos totales (ST) por el método gravimétrico SM 2450E y colorimétrico SM
5220D respectivamente (APHA, 2005). Los ART se cuantificaron mediante el método
colorimétrico del acido dinitrosalicilico (Cruz & Soler, 2014). El contenido de NH4* y PO4> se
determinaron segun los métodos 4500-NHz y 4500-PE respectivamente (APHA, 2005).

Finalmente se calcul6 el pH a partir del método de potenciométrico SM 4500B (APHA, 2005).
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3. Resultados

3.1 Primera etapa: Caracterizacion de los sustratos e inoculo

En el Apéndice C, se presenta la caracterizacion del sustrato, co-sustrato e indculo utilizados. En
este se evidencia que el LS posee un alto contenido de materia organica disponible para su
biodegradacion en un proceso anaerébico (55,1 g SV/kg y 51,3 g DQOI/L). Los altos niveles de
NHs"y POs* en el LS, indican que tiene un alto potencial para la recuperacion de nutrientes. La
materia organica facilmente biodegradable, representada en la concentracion de AGV’s (4800
mg/l), permite concluir que el LS tiene alta capacidad para producir metano. Sin embargo, la falta
de alcalinidad del LS (750 mg CaCOa/L), y su pH &cido, pueden representar problemas de
acidificacion durante el proceso de DA (Brown, Gittler, & Shilton, 2016). A demas, la relacion
C/N del LS es menor al rango 6ptimo 15-20 reportado por Garfi et al., (2016). Lo anterior hace
mas evidente el uso de un co-sustrato que mejore las condiciones del proceso.

Respecto al EB, los resultados obtenidos muestran que tiene pH y AT favorable para el proceso
de la CODA. En este sentido, se puede inferir que el EB reduce los problemas de inhibicion del
LS por acidificacion, mejorando la estabilidad del proceso. De igual manera, el EBE utilizado
como indculo es ideal ya que posee menor cantidad de SV y DQO que el LS y EB, lo que asegura
la reduccion de la produccion enddgena de metano, favoreciendo el consumo de nutrientes de los
sustratos. Al implementar el EB para la CODA se mejora el equilibrio nutricional del LS, lo cual

se interpreta como el aprovechamiento sinérgico de las mezclas, compensando las carencias de
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cada sustrato, donde tanto el LS como el EB son de facil acceso para los productores de las areas

rurales.

3.2 Segunda etapa: Condiciones mas favorables de fraccion de lactosuero, RIS y

temperatura, para la produccion de metano.

3.2.1 Determinacién del potencial de biometanizacién. Colombia, por sus diferentes pisos
térmicos, presenta rangos de temperaturas psicrofilicos, mesofilicos y termofilicos durante todo el
periodo de afio. EI PBM tiene una relacién directa con la temperatura, afectando la velocidad de
crecimiento de los microorganismos y por ende el rendimiento del proceso de DA. En la Tabla 3
se presentan el PBM de las 17 mezclas del disefio central compuesto.

Los maximos rendimiento de metano para los rangos psicrofilico, mesofilico y termofilicos
fueron de 0,45, 0,6 y 0,51 M3CHa/kg SVadicionado respectivamente. Estos comportamientos son
representados en las figuras 2a, 2b y 2c. Se observa que cada una de las mezclas se estabilizan en
un periodo tiempo diferente, ademas, la mezcla 15 alcanza el mayor valor de PBM, esto debido a
su capacidad buffer de 0,2 y el rango rangos mesofilico de operacion, condiciones éptimas

reportadas por Raposo, et al., (2012).

Tabla 3.
Caracterizacion de la CODA de la mezcla LS: EB variando la fLS, RIS y temperatura.
- PBM [m?
Condiciones NH; PO+~ AT[mg AGV's ART DQO SV
Rangos CHa/kg
0, 0,
. T RIS LS [mgN] [mg/l] CaCOs/l] [mg/l] [mg/ll [%] [%] .

1 8 15 0,6 197,5 75 2350 1150 0 97,7 3,06 0,12
Psicrofilico 2 15 2 0,9 2729 250 2050 3400 0 16,07 47,89 0,45

3 15 1 09 310 450 3150 4750 0 96,77 16,27 0,16
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. PBM [m?
Condiciones NH: PO& AT[mg AGV's ART DQO SV
Rangos CHua/kg
. T RIS LSV [mg/] [mg/l] CaCOs/I] [mg/l] [mg/l] [%] [%] o]
4 15 2 03 250 125 1250 200 0 121 1096 0.2
5 15 1 03 32375 100 1700 150 134 9661 147 0,19
6 25 23 06 3375 200 1550 350 185 2439 3,02 0,18
7 25 15 01 3325 175 1600 100 0 9601 5753 0,14
8 25 15 1 29625 450 2300 2400 0 27,85 3459 04
9 25 07 06 45125 300 3350 3450 0 5201 2001 0,07
Mesofilico 10 25 15 0,6 310 275 1600 250 149 5901 5,89 0,51
11 25 15 06 31375 75 2000 250 205 5901 10,66 0,45
12 25 15 06 2575 275 1450 150 109 5801 2235 0,44
13 35 1 03 301,25 150 1950 300 331 938 6431 0,33
14 3 2 03 29375 50 1550 300 0 9743 88,06 03
15 35 2 09 3125 100 1500 300 0 9624 80,32 06
16 3 1 09 41125 275 2850 3050 0 30,76 3075 0,02
Termofilico 17 42 15 06 3425 175 1700 300 0 9721 3635 0,51
(@)
PBM del rango psicrofilico vs tiempo
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PBM del rango mesofilico vs tiempo
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Figura 2. PBM de la CODA de las mezclas LS:EB en los rangos psicrofilico, mesofilico y
termofilico. 2a) Rango psicrofilico, 2b) Rango mesofilico, 2¢) Rango termofilico.

Elevadas concentraciones de amonio inhiben las arqueas metanogénicas (Gerard,
2003)(Lansing, et al., 2008). Estos resultados muestran una concentracién de amonio que no
supera los 1500 mg de NHs-N/I, indicando la no inhibicién de las arqueas metanogenicas. Existe
alto contenido de fosforo y nitrégeno en la mayoria de las mezclas estudiadas, minerales de gran

importancia en la produccion de fertilizantes. Los valores de estos minerales son comparables con
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los reportados por Lansing, et al., (2008) de 15,4 mg/l y 82,2 mg/l de PO4>y NH respectivamente.
Respecto a la estabilidad del proceso, en funcion del contenido de AGV’s, es posible mencionar
que las concentraciones de las mezclas estudiadas varian entre 150 y 4750 mg/l. Las mezclas 2, 3,
9y 16 presentan una alta tendencia a la inhibicion, debido a que tiene valores de AGV's cercanos
a los 5000 mg/l, valor reportado como inhibitorio por Xu, et al., (2014). Se confirma que el PBM
alcanzado por cada una de las mezclas esta relacionado con el consumo de materia organica, la
literatura reporta valores de PBM de 0,48-0,60 m?® CHa/kgSVadicionado Para el LS (Escalante, et al.,
in press) y 0,409 m*Biogas/KgSVadicionado Para una mezcla de 65% LS y 35% EB (Escalante, et al.,

2017).

3.2.2 Condiciones mas favorables de fraccidon de lactosuero, RIS y temperatura para la
produccion de metano. Los PBM vy la concentracion de AGV’s, fueron ajustados a la expresion
de segundo orden presentada en la ecuacion 2 y 3. Los coeficientes de regresion estimados fueron
simplificados teniendo en cuenta la probabilidad significativa de cada coeficiente. Por lo tanto, las
expresiones de segundo orden tanto para el PBM y la concentracion de Agus fueron:

PBM= -0,553 + 0,437*RIS + 0,025*T — 0,797*LS?+ 0,671*LS*RIS — 0,254*RIS? (Ecuacion 6)

AGV =2618,12 + 6798,12*LS - 6272,49*RIS + 48,747*T + 6345,22*L.S? - 3458,33*LS*RIS -

210,417*LS*T + 2626,76*RIS? (Ecuacion 7)

Las expresiones para el PBM y los AGV’s explicaron el comportamiento de los datos
experimentales en un 92,19% y 95,64% respectivamente, permitiendo obtener las representaciones
graficas mostradas en el Apéndice G. Adicionalmente, al determinar sus valores criticos fue
posible inferir que relaciones indculo/sustrato entre 1y 2, fLS entre 0,3 (v/v) y 0,9 (v/v) y T entre

15 y 35°C favorecen la obtencion de un mayor PBM bajo las condiciones de experimentacion



CODA DEL LACTOSUERO Y ESTIERCOL BOVINO 35

evaluadas en este trabajo. El estudio de estas mezclas permite obtener una expresion para predecir
el rendimiento de produccién de metano de acuerdo con las condiciones de temperatura a las que
se quiera realizar un proceso de digestion junto con la disponibilidad de sustrato y co-sustrato con
la que se cuente.

En el Apéndice G se representan las isotermas del PBM en funcion de laRIS y la fLS. EI PBM
reportado corresponde al promedio de tres mediciones. En estas superficies se puede observar que
las variables con mayor efecto sobre el PBM son la temperatura, la RIS, y los factores cuadraticos
de la fLS y de la RIS, respectivamente. También, se puede observar que las variables con mayor
efecto sobre la concentracion de AGV's son en orden respectivo, la RIS, lafLS, yla T.

Para encontrar las mejores condiciones de T, RIS y fLS se realiz6 una optimizacion de multiples
respuestas, maximizando la produccién de PBM y manteniendo las concentraciones mas bajas
respecto al contenido de AGV’s. Lo anterior con el animo de obtener el mayor PBM posible,
reduciendo los riesgos de inhibicion (menor concentracion de AGV’s al final del proceso de
digestion). En este sentido, se obtuvo una mezcla con las condiciones mas favorables para la
CODA de la mezcla LS: EB. Estas condiciones fueron temperatura de 34,4 °C, RIS de 2,2 y fLS
de 0,70 (v/v). La deseabilidad alcanzada bajo estas condiciones fue de 1. Con estos valores de
operacion, se espera obtener un PBM de 0,6 m® CHa/kg SV adgicionado CON Un valor reducido de AGV’s

de 98260 mg/L.
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3.2.3 Validacion de PBM de la mezcla méas favorable. Mediante el ensayo de
biodegradabilidad, se logré determinar un PBM de 0,52 m3CHa/ kg SVadicionado para la mezcla mas
favorable obtenida a través de la optimizacion de maltiples respuestas. En la figura 3, se puede
observar una estabilizacion de la produccidn de metano en los ultimos 10 dias. La literatura reporta
valores de 0,409 m3CHa/kg SVadicionado Para una mezcla 65% (v/v) LS 35% (v/v) EB (Escalante, et
al., 2017), 0,48 mCHa/kg SVadicionado, para el LS a 37 °C (Escalante, et al., in press) y 0,42
M3CH4/Kg SVadicionado €N UNA Mono-digestion anaerdbica de LS (Labatut, et al., 2011). Asimismo,
se puede concluir que el PBM de la CODA de la mezcla LS: EB, bajo condiciones mas favorables
en el disefio experimental permitid mejoras en el proceso mostrando efectos sinérgicos
significativos, sustentados en el aumento de la produccidon de biogas, respecto a los estudios hechos
de digestion anaerdbica de LS reportada por otros autores. En la tabla 4 se evidencia el ajuste del

modelo cinético de primer orden de los valores de la produccion de metano acumulado.

PBM vs tiempo
2 0.6
T9.45 - 23000 RTT =
5P oY
™ S Y
é §0.3 - - g?”
s 50.15 _»
0 [
[a 0@
0 10 20 30
Tiempo [Dias]
PBM tedrico-Modelo cinético de primer orden PBM experimental

Figura 3. Produccion de metano acumulado para la mezcla mas favorable.
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Tabla 4.
Ajuste del modelo cinético de primer orden

Condiciones més favorables de operacion (Modelo cinético de primer orden)

Rendimiento entre
Factor de
k[dias™] B, = (m3CH,/kgSV,;) metano acumuladoy RMSE
correlacion R?
experimental %

0,1781 0,4831 7,1 0,9808 0,01756

Por otra parte, la aplicacion de los procesos anaerdbicos a la estabilizacion de la mezcla LS:
EB, tiene como ventaja la valorizacion energética. De acuerdo con los resultados del PBM y
teniendo en cuenta una composicion de metano entre 40% y 70% en el biogas producido, un m3
de CH4 equivale entre 3,88 y 9,71 kWh, la mezcla LS: EB analizada tiene un potencial energético
eléctrico, en kWh/kg de DQOeleminada de LS: EB entre 1,47 y 3,69.

La implementacién de la Co-digestion anaerdébica de la mezcla LS: EB en las PYMES y
consecuentemente su integracion energética, se ve limitada por el uso del EB, dado que el LS hace
parte de la cadena de produccion de la industria quesera. Por lo tanto, se propone su implantacion
en las granjas lecheras. Los pequefios productores de leche que surten las PYMES, al dedicarse a
la cria de ganado, cuentan con el acceso al EB y el LS. Debido a que el LS puede ser transportado
desde las PYMES hasta las granjas lecheras, de esta forma las PYMES tiene una alternativa para
tratar el residuo y las granjas lecheras pueden aprovechar el biogas y la energia producida para
mejorar su calidad de vida.

Con el animo de observar el comportamiento del proceso de digestién a través del tiempo, bajo
las condiciones de T, fLS y RIS maés favorables, se realizd un seguimiento en términos de SV,

AGV’s, AT, ART, pH, DQO, DQOs, NH4* y PO4* .
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El contenido de materia organica (SV y DQO) y materia organica soluble (DQOs), como se
pueden observar en las figuras 4, 5 y 6. En estas se puede observar que durante el ensayo de PBM,
la mezcla de estudio presentd una degradabilidad progresiva de materia organica, alcanzando

remociones de 76,02% y 70,82 % en funcién de SV y DQO, respectivamente.

Por otro lado, la figura 7 presenta la relacion AGV’s/AT, la cual demuestra que no hay riesgo
de inhibicion, debido a que estd entre 0,1 y 0,8, valores que se encuentran dentro del rango
reportado por la literatura para procesos de digestion (Garcia & Lambis, 2013). En la figura 8, se
presenta la concentracion de los AGV’s a través del tiempo, la curva registra que la concentracion
de &cido se mantuvo entre 300 y 420 mg/L. Estos valores se mantuvieron por debajo del rango
limite (<5000 mg/L), lo cual se traduce en un consumo adecuado de materia organica soluble

representado en el contenido de AGV’s y de inhibicion por acidificacion en el proceso (Cirne, et

al., 2007).

Por otra parte, en la figura 9, se evidencia un comportamiento oscilatorio del PO4* durante el
tiempo de estudio, esta tendencia es similar a la reportada por Lansing, et al., (2008) para un
digestor familiar. Lo anterior podria indicar que el comportamiento del fosfato durante el proceso
de bioconversion puede ser afectado por la eficiencia y las condiciones de operacién en los

digestores tubulares.

En cuanto al amonio, es posible mencionar que es un indicador adicional de la estabilidad de la
CODA y del buen funcionamiento del proceso. En ese caso, concentraciones inferiores a 200 NH4
mg/l son beneficiosas para microorganismos anaerdbicos, aumentando el pH y mejorando el
porcentaje de metano (CH4). No obstante, por encima de 1500 mg de NHa4/l, se puede inhibir la
actividad de los microorganismos metanogénicas (Gerard, et al., 2003). Durante este estudio, se

puede afirmar que su contenido permanecié entre 94,55 y 169,4+6 NH4 mg/l. Estos valores son
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comparables con los de Castro, et al., (2017), quienes reportaron valores de fosfato y amonio entre

128+14 mg/l y 966 mg/l respectivamente, para el proceso de DA de EB en un reactor de bajo

costo.
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3.3 Tercera etapa: Monitoreo del reactor tubular en estado Discontinuo y “Semi-continuo

3.3.1 Proceso de CODA en Discontinuo. ElI pH se mantuvo constante entre 7,46 y 7,95
(intervalo favorable para los procesos anaerdbicos segin (Poh & Chong, 2009). Durante la fase de
puesta en marcha, la capacidad buffer y la estabilidad del proceso en funcion de la conversion de
materia organica fueron criterios importantes para probar el éxito de la aclimatacion medio. El
proceso alcanz6 una conversion de 10,71% de solidos volatiles. Ademas, la produccion de biogas
a 25°C fue de 0,12 m?® biogas / KgSVadicionado. Estudios previos de la CODA del LS y EB utilizando
reactores UASB y CSTR a temperaturas de 35-37 °C, alcanzaron producciones de biogas entre
0,24 m3 biogas /kgSVadicionado (Carlini, et al., 2015) y 0,84 m? biogas/ kgSVadicionado (Fernandez, et

al., 2015), respectivamente.

3.3.2 Proceso de CODA en Semi-continuo. En la etapa semi-continua se desarroll6 con una
TCO de 0,5 g SV/M3gigestor dia durante 30 dias, con un volumen de alimentacion diaria y total de
33,39 ml y 4.303 ml, respectivamente. La caracterizacion del proceso semi-continuo es presentado
en latabla 5, la degradacién de materia organica presentd una conversién de DQO y SV de 88,2%
y 76,5% respectivamente, mostrando una estabilidad en el proceso, estos valores son similares a
los reportados por la literatura en condiciones termofilicos (Fernandez, et al., 2015).

Se reporta un consumo de ART de 86,95% a lo largo de la direccion axial del reactor, lo que
indica una elevada biodegradacion (Castro, et al., 2017) y una adecuada actividad enzimatica por
el consorcio microbiano que favorece el proceso (Angelidaki, et al., 2011), favoreciendo el inicio
del proceso semi-continuo. Los valores de concentracion de AGV’s, se mantienen dentro de los

niveles 6ptimos (<1500 mg/L) para un proceso en alimentacion semi-continua (Stolzenburg, et al.,
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2015), garantizando que las arqueas metanogénicas lograron consumir los AGV’s del medio,

asegurando la estabilidad y funcionamiento del proceso (Escalante, et al., 2017).

Tabla 5.
Monitoreo de la caracterizacion del proceso de la CODA en Semi-continuo.
Dias
Caracterizacion ~ g 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
P1 P2 S
SV[g/kg] 189 17 152 89 77 19 17 66 6,6 38 189 175 13 6 52

DQO[g/L] 260 19 135 10 95 26 178 10 96 86 26 240 13 11 88
ARTI[g/L] 04 0 0 03 03 04 O 0 03 03 04 80 0 031 03

AGV’s [mg/L] 540 900 480 840 540 540 660 480 780 540 540 660 540 840 480

La cinética de produccion de biogéas del porceso semi-continuo presenta un aumento del
rendimiento desde el dia 40 hasta el dia 52, donde se mantiene constante la produccion de biogas
en 3.350 ml. En este estudio, el rendimiento de biogas fue de 0,35 m® biogas/ kg SVagicionado. ESt0S
resultados demuestran que la eficiencia de la combinacion del disefio del reactor y del uso de la
mezcla (70% LS: 30%EB) permite alcanzar rendimientos considerables, a comparacion con otros
autores quienes alcanzaron producciones de biogas entre 0,401 y 0,409 m® biogas/kg SVagicionado
para la CODA de una mezcla de 65% LS y 35 % EB a 25 °C, en un reactor tubular (Escalante, et

al., 2017).
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3.3.2.1 Actividad metanogénica especificas a lo largo de la direccion axial del reactor. En la
figura 10a, se observa una minima variacion de los AGV en direccion axial del reactor (Puntos de
muestreo P1, P2 y S). Con una carga organica de 0,5 gSV/L, se iniciaron valores de AGV’s de 540
mg/L en la entrada del reactor y a la salida la concentracion disminuye en de 480 mg/L. Se
evidencia que la carga alimentada fue muy baja, dando lugar a una minima separacion de las etapas
de acidogeénesis y de metanogénesis Estos resultados se pueden verificar en la figura 10b donde se
observa la estabilidad del pH a lo largo del reactor, manteniéndose en un rango de 6,5 a 8,2 (Mara
& Horan, 2003). Asi mismo, se evidencia que entre los dias 21 y 28, el pH permanece constante
en la salida del reactor con un valor de 7,6, este fenémeno infiere el inicio de las fases, asegurando

la actividad de las bacterias metanogeénicas.
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(b)

pH vs longitud axial del reactor

79
7.8
7.7
7.6
7.5
74
73
7.2
7.1

pH

6.9
0.33 0.66 0.99

Longitud [m]
u Dia 0 uDia7 = Dia 14 Dia 21 ® Dia 28

Figura 10. Separacion de fases a lo largo del reactor. 10a Acidos grasos volatiles y 10b pH a lo
largo del reactor.

Desde el punto de vista microbiolégico se evalu6 la AME a lo largo del reactor, para determinar
la capacidad de las arqueas metanogénicas acetoclésticas (Anzola, et al., 2008). La eficiente
degradacion semanal de la materia orgéanica a lo largo del reactor es representada en la figura 11a.
Las variaciones de la AME a lo largo del reactor representadas en la figura 11b fueron entre 0,03-
0,08 gDQO/g SV *dia, garantizando las buenas condiciones operativas del proceso.
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(b)

AME vs longitud axial del reactor
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Figura 11. Produccion de metano a partir de la mezcla LS: EB en el proceso de CODA. 1la
solidos volatiles. 11b Actividad Metanogénica Especifica.

Al Utilizar un reactor tubular, se permite una distribucion efectiva de los microorganismos. De
acuerdo con lo anterior, este tipo de reactor podria permitir la separacion de las fases acidogénica
y metanogénica, esto se evidencia en el comportamiento de la AME de la semana 4, donde se

alcanza una estabilidad en los puntos de muestreo P1, P2 y S.
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4. Conclusiones

Los maximos rendimientos de metano, para la co-digestion de lactosuero y estiércol bovino, en los
rangos psicrofilico, mesofilico y termofilicos son de 0,45, 0,6 y 0,51 M3CHa/Kg SVadicionado
respectivamente. Por consiguiente, se puede garantizar que la co-digestion anaerdbica de la mezcla

lactosuero y estiércol bovino puede realizarse en diferentes condiciones climaticas de Colombia.

La viabilidad de la co-digestion anaerdbica del lactosuero y el estiércol bovino se identifico
durante el arranque del proceso donde se obtuvo una produccion de biogas a temperatura ambiente
de 0,12 m® biogas / Kg VSadicionado. Y lU€go en el estado semi-continuo donde la conversion de

sdlidos volatiles alcanzo 88,2% y la produccion de biogas fue de 0,35 m? biogas / kg V Sadicionado.

Se evidencio la estabilidad, del proceso semi-continuo de digestion anaerdbica, dado que el pH
se mantuvo entre 6,5 a 7,5, permitiendo generar un potencial de biogés entre el rango de 1,47 y

3,69 kWh/kg de DQOceliminada-
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Apéndice A

Apéndices

Estado del arte de los tipos de reactores en la DA en el LS.

54

Tipo Carga o Conversion
Rendimiento
de T[°C] Sustrato organica LCH materia organica Referencia
[
reactor A 750] Kabe (%)
AF 22 LS 1,9 - 97 (Hakannson, et al., 1977)
ASBR 32 LS 6%107% - 90 (Mockaitis, et al., 2006)
— 48%1073
UASB 35 LS 45—-138,1 9,6 98 (Yan, et al., 1990)
CSTR 36 LS 1 350 94,6 (Yang, et al., 2003)
CSTR 36 LS 0,6 —-2,1 110 78 — 90 (Castro, et al., 2017)
Campana 35 LS-EC 82 (Ramirez, et al., 2016)
flotante
ASBR 50 LS 1,6 —12,8 122 — 197 80 (Goblos, et al., 2008)
ASBR 55 LS 15 3145 87 (Fernédndez, et al., 2015)
PFR 25 LS-EB 2,0 328,44 81 (Escalante, et al., 2017)
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Apéndices B
Procedimiento simplificado de metodologia para la determinacién de la actividad metanogénica

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

Equipos

1. Botella de vidrio de 120 0 160 ml, agrafe de aluminio y tapon de butilo (por muestra).
2. Balanza de precision capaz de ponderar 310 g con un error de £ 0.01 g
3. 1 micropipeta
4. Incubadora con temperatura controladaa 35+ 1 ° C.
5. Solucion de NaOH 0,5N
Solidos volatiles
6. Crisoles
7. Probeta de 25 ml
8. Horno ajustado a 103 ° C
9. Mufla ajustada a 550 ° C.

10. Desecador con gel de silice.

Reactivos y materiales

1. Agua destilada.

2. Solucién madre de acetato de sodio (200 g de acetato L-1). Disuelva 69,47 g de acetato de
sodio anhidro en un matraz volumétrico de 0,25 I. Mezcle bien con un agitador magnético.

3. Dilucion de inoculo.

1. Determine la concentracion de SV del inoculo y diliyalo para alcanzar una concentracion

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

utilizara para los calculos especificos de actividad metanogénica.

Procedimiento

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

2. Pese 99.0 £ 0.1 g de in6culo diluido (10 g VS L-1) en una botella de 100ml.

3. Agregue 1 ml de la solucion madre de acetato de sodio.

4. Agite y mida el pH del contenido de la botella.

5. Enjuague el espacio superior de la botella con gas inerte (por ejemplo, 99,99% de N2,
80/20% de N2 / CO2, 99,99% de He).

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

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

8. Mida la produccion de metano en aproximadamente 0.5, 1.0y 1.5 dias, después del comienzo
del ensayo. Aunque el tiempo sugerido es aplicable para la mayoria de los procesos de
digestion, el tiempo de medicion se puede acortar (0,25, 0,5 y 1 dia) para muestras muy

activas o extendidos (1, 2 y 3 dias) para muestras poco activas.
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9. Trace la produccion acumulada de metano especifico en base a DQO (g DQO/SVinsculo) €N
el curso de tiempo. Recuerde que 350 ml de metano en condiciones estandar (0 ° C, 1 bar)
es 1 gramo de DQO.

10. Determine la pendiente y la incertidumbre de la zona lineal.
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Apéndice C

Caracterizacion del sustrato, co-sustrato e inéculo utilizados:

Sustratos
Variables Unidades LS EB Indculo
AGV's [mg/L] 4800 + 169,71 720+84,85 350+70,71
AT [mg CaCOa/L] 1850+70,71 16400+ 70,71 1500+0,00
ART [mg/L] 1855+895,31 1030+70,30 77,9+48,12
DQO [g/L] 51,03+0,76 59,4142 52 11,21+0,39
DQO:s [g/L] 33,4+1,25 4,84+1,64 0,62+0,41
NH, [mg/L] 41,5+3,54 12+1,41 254,5+3,54
Y [g/kg] 55,1+3,25 132,47+ 1,09 12,29+0,02
pH 4,1 7,84 7,86
PO, [mg/L] 1438,58+85,36 325 265,5+7,07
CN 11,9 239
C %p/p 38,36 3989 0
H %p/p 5,02 478 e
o] %p/p 38,94 335 -
N %p/p 3,21 144
Formula
S Ci4H5,044N C32Hy700N 0 oo
empirica
PBM terico [m?® CHa/kg SV] 0,391 0483 e

58
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Apéndice D
Determinacion del PBMte6rico por medio de la ecuacion Buswell

Analisis experimental

Sustrato
Variables LS [% p/p] EB [% p/p]
C 38,36 39,89
H 5,02 4,78
O 38,94 335
N 3,21 1,44
Calculo del PBMtecrico del estiércol bovino
e Calculo de la formula empirica:
. 3989%P/P L 100 = 50,107 C: =222 — 4176 mol  278MOL _ 35372 =32
79.61 12 g/mol 0,129mol
. LT8%P/P 100 = 6,004 H: 222 — 6004 mol 22Ol _ 46,543 = 47
79.61 1 g/mol 0,129 mol
. BSORP/P L 100 = 42,080 O: —2%80 _ 9 63mol  2BML _ 90388 = 20
79.61 16 g/mol 0,129mol
. 1,44%P/P " 100 — 1,809 N: 1,809 — 0’129 mol 0.129 mol —
79.61 14 g/mol 0,129 mol
C32H47020N

e Calculo del PBMtecrico con la formula de Buswell:

59
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a b 3c
CnHaObNC + (Tl —_ Z —_ E + Z) HZO
GRS PN LRI I P
ﬁ _____ — A O H, == | — —— — —— —
2 8 27g)" T\ g g T g ) 2T N

Donde;

n = numeros de moles de carbono

a = numeros de moles de hidrogeno

b = ntimeros de moles de oxigeno

¢ = numeros de moles de nitrogeno

22.4 = volumen ocupado por un gas ideal a condiciones estandar de temperatura y presiéon(l)
12 g/mol = peso molecular del carbono

1 g/mol = peso molecular de hidrogeno

16 g/mol = pesomolecualr de oxigeno

14 g/mol = pesomolecular de nitrogeno

m3CH,
kgSVv

BPM¢esrico = 0,483( )
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Calculo del PBMTesrico del lactosuero

e Calculo de la formula empirica:

C: 3835%P/P L 100 = 44.849 C: -8 _3737mo1 27Ol _ 13944 = 14
85.53 12 g/mol 0,268mol

 B02%P/P L 100 =5869 H: —2° — 5869 mol >869mol _ 91899 = 22
85.53 1 g/mol 0,268 mol

. 389HP/P L 100 = 45528 O: —228_ _ 5846 mol  222™M0L _ 10619 = 11
85.53 16 g/mol 0,268mol

0.268 mol
=1

 BNPIP L 100 =3,753 N —22_ — 0,268 mol -
85.53 14 g/mol 0,268 mol

C14-H22011N

e Calculo del PBMiegrico con la férmula de Buswell:

tedrico 12n+ a + 16b + 14c kgSV

m3CH,
kgSVv

BPM¢esrico = 0,391( )
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Apéndice E
Protocolo de Angelidaki, et al., (2009) para realizar ensayo de PBM, este protocolo es adaptado al

libro de protocolos del laboratorio de biotecnologia de la Universidad Industrial de Santander.
Definicion
El Potencial de biometanizacion (PBM) se define como la capacidad de biodegradabilidad
anaerobica de un sustrato, expresada como rendimiento Ys. Esta medida se puede describir en
términos generales como volumen de metano acumulado, medido en condiciones estandar de

temperatura y presion (STP), por la cantidad de sustrato en términos de materia organica. En la

tabla 2 se muestran las diferentes formas de expresar el PBM.

Unidades reportadas para PBM

Unidades Referencia
m3CH, (Labatut, et al., 2011)
kg SVadicionadO
m3CH, (Erglder, et al., 2011)
kg DQOadicionado
m3CH, (Van de Berg & Kennedy, 1992)
kg DQOremovido
m3CH, (Raposo, et al., 2011)

kg SVremovido
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Metodologia

La determinacion del PBM requiere conocer la caracterizacion fisicoquimica del sustrato y del
indculo (Angelidaki 1. , y otros, 2009). En la Figura se presenta un esquema general de la

metodologia.

Figura. Metodologia para la determinacion del PBM

Caracterizacion del Caracterizacion del
indculo sustrato
AME, AH, AA, SV, SV, DQO, pH, AGV,
DQO, pH, AGV y AT AT, N, P, K

Ensayo de PBM

1. Caracterizacién del inéculo

1.1. Se selecciona un in6culo fresco procedente de un reactor anaerébico activo y se pre-incuba
a temperatura mesofilica (37 + 2 °C) por un periodo de 2 a 5 dias.

1.2. La actividad metanogénica especifica (AME) debe ser determinada (ver Protocolo AME).
Para realizar el ensayo de PBM es recomendable que el valor de AME del inéculo sea mayor o
igual a 0,1 g DQO-CH./ g SSV *dia (Angelidaki I. , y otros, 2009) o de 0,08 a 1,12 g DQO-
CHa4/ g SV *dia (Astals, Batstone, Tait, & Jensen, Development and validation of a rapid test

for anaerobic inhibition and toxicity, 2015).
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1.3. Es necesario evaluar la actividad hidrolitica (AH) y la actividad acidogénica (AA) del
inoculo con el fin de conocer la capacidad del mismo para llevar a cabo las principales etapas
de la bioquimica de la digestion anaerobica (Ver Protocolos AH y AA).

1.4. Como medida de la materia organica presente en el indculo se deben realizar las pruebas
necesarias para determinar el contenido de sélidos volatiles (SV) y la demanda quimica de
oxigeno (DQO). Adicionalmente, para garantizar la estabilidad en el proceso de digestion
anaerobica, el pH, el contenido de &cidos grasos volatiles (AGV) y la alcalinidad total (AT)
deben conocerse como parte de la caracterizacion del inéculo (Ver protocolos SV, DQO, pH y

AGV).
2. Caracterizacion del sustrato

La caracterizacion del sustrato se basa principalmente en conocer el contenido de materia
organica presente en términos de SV y DQO. Ademas, se debe determinar el pH, contenido de
AGV, AT, contenido de nitrégeno y fésforo. Para eso se emplean los mismos protocolos

mencionados en la caracterizacion del indculo.

3. Ensayo de PBM

3.1. Los reactores a emplear en este experimento deben ser botellas de vidrio con un volumen
mayor o igual a 100 ml, considerando un volumen de trabajo de 65 ml.

3.2. Seleccione la relacion indculo/ sustrato en términos de SV (RIS) a utilizar en el ensayo.
Tenga en cuenta que este parametro debe ser mayor a 1 con el fin de que la cantidad de inéculo
sea suficiente para evitar la acumulacion de AGV e inhibicion del proceso de DA. En el caso
de sustratos acidos, considere valores de RIS mas altos [23].

3.3. Calcule la cantidad de inoculo a adicionar teniendo en cuenta la RIS seleccionada, los SV

del indculo, del sustrato y el volumen de trabajo.
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3.4. Es necesario el montaje de blancos para evaluar el metabolismo enddgeno del inéculo y el
montaje de controles para determinar la produccion de metano de un sustrato quimicamente
definido que represente el mayor componente del sustrato a evaluar.

3.5. Realice por lo menos 3 réplicas por cada uno de los experimentos a evaluar.

3.6. Cargue los reactores con las mezclas* inoculo/sustrato a evaluar, selle los reactores
utilizando tapones de butilo y agrafes de aluminio. Purgue con nitrégeno durante 2 a 3 minutos
para garantizar las condiciones de anaerobiosis y posteriormente saque los gases de cada

reactor utilizando una aguja.

(*) Si el pH de la mezcla es inferior a 6, es necesario aumentarlo a un valor neutro.

4. Medicién del biogéas

Para el seguimiento del PBM se debe hacer cuantificacion diaria de la produccion de metano

(Ver protocolo de desplazamiento alcalino).

La correcta medicion del biogas es determinante en la confiabilidad de los resultados obtenidos,

por esto se recomienda:

- Garantizar la altura minima de NaOH en la columna para que pueda llevarse a cabo la
correcta absorcion reactiva de COa.

- Evitar grandes variaciones en la altura de la columna para disminuir la influencia de la
presion hidrostatica en las mediciones.

- Conocer la temperatura ambiente al momento de medir el biogés para normalizar el volumen

medido a condiciones estandar.
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5. Reporte de resultados

Dentro de la presentacion de resultados se debe incluir la caracterizacion del indculo y del
sustrato (AME, SV, DQO, pH, AGV), y las condiciones del ensayo (Temperatura, RIS, Volumen

de trabajo).

En cuanto a la produccién de metano, deben presentarse los resultados para cada mezcla, el
blanco y el control, reportando el promedio de las mediciones y la desviacion entre réplicas. Asi
mismo, es importante resaltar las condiciones STP empleadas en la correccion de las mediciones
de metano. Se sugiere utilizar las condiciones estandar definidas por el National Bureau of

Standards, correspondientes a 25 °C y 100 kPa [61].

Finalmente como un referente maximo para el sustrato estudiado es posible calcular el PBM
teorico utilizando la ecuacion de Buswell. Es importante resaltar que esta ecuacion considera que
todo el contenido de materia organica presente en el sustrato es biodegradable y se convierte en
CHys, lo cual no es cierto en condiciones reales debido a que el sustrato puede contener materia
organica no biodegradable y pueden formarse otros subproductos ademas del metano. En este
sentido, el PBM tedrico es una sobre-estimacion de la produccion del gas a partir de un sustrato

conocido.
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Apéndice F

Método de desplazamiento alcalino

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

Un soporte metalico para la botella y una probeta.

Procedimiento

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

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

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

4. EIl CO2 del biogas reacciona con el NaOH y queda atrapado en la solucién. 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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Esquema del montaje de medicion del volumen de metano.

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

(Patm - Pv) * To

VNTP =V
PoxT

En donde:

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

Po= Presion estandar 1013,25 (mbar)

To= Temperatura estandar 273,15 (K)

Patm = Presion atmosférica

Pv= Presion de vapor del agua (mbar)

T =Temperatura al momento de medir (K)
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Apéndice G

PBM de la CODA de la mezcla LS:EB variando la RIS y fLS a temperatura constante.

Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada
T=8,0 T=15,0
0,8
0,6
s 2 o4
@ o
0,2
2
0 15
0 02 04 0,6 0.8 1 1 RIS
LS
Superficie de Respuesta Estimada
T=42,0
b3
i)
S o
[
o

Superficie de Respuesta Estimada
=350

PBM
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AGV’s de la CODA de la mezcla LS:EB variando la RIS y fLS a temperatura constante.

Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada
T=8,0 T=15,0

(X 1000,0)

’X 1000,0)

08 ;1 RIS



