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GLOSARIO

Actividad Hidrolitica (AH). También llamada actividad acidogénica o fermentativa,
representa la capacidad de formar compuestos organicos solubles y acidos
organicos de cadena corta a partir de la degradacién de la materia organica.

Actividad Metanogénica (AME): Representa la capacidad de los consorcios
microbianos de convertir los acidos organicos en metano y diéxido de carbono.

Biosodlidos: Son materiales organicos que se producen principalmente durante el
tratamiento de aguas residuales y se caracterizan por la posibilidad de tener un
uso beneficioso, determinado por el cumplimiento de los requerimientos de US
EPA Norma CFR 40 Parte 503 (US EPA, 2000). Puede obtenerse por filtracion o
evaporacién al sol hasta llegar a contenidos en sodlidos del orden del 30% o
superiores.

Estiércol bovino potencializado (EBP): EB biodegradado en tanque de
potencializacion, segun protocolo del laboratorio de biotecnologia de la Escuela de
Ingenieria Quimica de la UIS. La potencializacién se realiza con el fin de agotar su
materia organica, y favorecer su utilizacion en el proceso de digestion anaerobia.

Estiércol bovino aclimatado (EBA): EBP adaptado al consumo de LS en tanque de
aclimatacioén, por periodo no inferior a un mes y en proporcién 10% en volumen de
LS.

Indculo: Suspension de microorganismos que se transfieren a un medio de cultivo
para facilitar su colonizacion

Lactosuero (LS): también conocido como suero de leche o suero de queso es el
liquido que se separa de la leche cuando ésta se coagula y contiene todos los
componentes que no se integran al queso. El LS puede definirse como “el
producto residual obtenido a partir de la leche en la elaboracion del queso o la
mantequilla”. (Colombia, 1986)



RESUMEN

TITULO: ESTABILIZACION DE LA MATERIA ORGANICA PRESENTE EN EL
LACTOSUERO MEDIANTE EL PROCESO DE CODIGESTION ANAEROBIA

AUTOR: SINDY JOHANNA LOZANO VERJEL®
PALABRAS CLAVE: Codigestion anaerobia, lactosuero, estiércol bovino.

El lactosuero es el producto residual obtenido en la elaboracion del queso o la
mantequilla. Su produccion en Colombia alcanza las 36000 toneladas-ano y su
contenido organico, DQO de 69,6 g/L, conllevan a considerar el lactosuero como
un contaminante potencial del ecosistema, factible de ser estabilizado y tratado
mediante el proceso de codigestion anaerobia. En este sentido, el desarrollo de
este trabajo se orientd hacia la evaluacion inicial del potencial de biometanizacion
del lactosuero empleando estiércol bovino y lodo PTAR, la identificacion de las
mejores condiciones de operacién y finalmente, el planteamiento de una
alternativa tecnoldgica que permitiera estabilizar el lodo residual. Este ultimo como
subproducto final de la codigestién anaerobia del lactosuero, tendiente a su
utilizacion industrial o deposicion segura.

Los resultados indican que la degradacion anaerobia del lactosuero se favorece
gracias a la capacidad amortiguadora del estiércol bovino, para sustratos
facilmente hidrolizables, caracteristica del lactosuero. Por tanto, se llegé a obtener
en 30 dias un potencial de biometanizacién de lactosuero equivalente a 0,418
m3/kg-SV. Asi mismo, en esta investigacion se demostré que el proceso de
codigestion anaerobia del lactosuero con estiércol bovino aclimatado, incrementa
en un 39 % el rendimiento de metano del proceso, lo cual se ve representado en
un 97 % de conversién de solidos volatiles del lactosuero. Esta conversion
representa la estabilizacion de la carga organica del lactosuero, la cual puede
mejorarse aumentando el tiempo de codigestion y aplicando posteriormente el
proceso de encalado, para finalmente utilizar el resido en la recuperaciéon y
acondicionamiento de suelos.

* Trabajo de Aplicacion para obtener el grado en Maestria en Ingenieria Ambiental

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Profesor Humberto Escalante y
Profesora Liliana Castro.



ABSTRACT

TITLE: STABILIZATION OF WHEY ORGANIC MATTER USING ANAEROBIC
CODIGESTION PROCESS

AUTHOR: SINDY JOHANNA LOZANO VERJEL"®
KEYWORDS: Anaerobic codigestion, whey, manure.

The whey is the main principal product from the cheese and buttercream industry.
In Colombia it production achieve the 36000 tn-year and it organic composition,
COD equal to 69,6 g/L, afford to the whey like a potential pollutant at the
ecosystem. Therefore is possible to stabilize and management it through of
anaerobic co-digestion process. In this sense the development of this research
was focused toward the preliminary evaluation of the potential whey
biomethanation, using cow manure and PTAR’s sludge; the operation conditions
optimization and finally, the approach of the technologic alternative that allow to
stabilize the residual sludge. It last one like a final product from the whey anaerobic
co-digestion, trending to it industrial utilization or save disposal.

The results showed that the whey anaerobic degradation was favored to the
manure cow buffer capacity, for easily hydrolysable feedstock, a whey feature.
Therefore we could to obtain a whey biomethanation potential equivalent to 0,418
m3/kg-SV after 30 days. The same way, in our research, we showed that in the
whey co-digestion anaerobic process with acclimated manure cow, the methane
production yield was increased in a 39 %. This performance was represented in a
97 % of volatile solids conversion from the whey. It conversion represent the whey
organic charge stabilization, and the continuous stabilization the increase the co-
digestion time and with previous microbiologic stabilization, through of liming
process. Finally, it could be used in the recovery and conditioning of soil.

* Job Application to obtain the degree of Master in Environmental Engineering
**Faculty of Physical — Chemical Engineering, Departament of Chemical Engineering. Director Prof. Humberto Escalante
and Prof. Liliana Castro.
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INTRODUCCION

Entre 2011 y 2012, el consumo de leche para la produccion industrial de queso en
Colombia ascendié al 18% anual (455 millones de litros). Segun indican las
estadisticas de la direccion de cadenas productivas, se comercializan 45678
toneladas de queso-ano, comportamiento que ha sido atribuido al consumo de
queso campesino y doble crema (USP-MADR, 2012, pag. 10).

Durante el mismo periodo y particularmente en Santander, la produccién de leche
ascendio a 239 millones de litros, con la fabricaciéon de aproximadamente 1130
toneladas de queso por parte de las 121 empresas existentes en la region
dedicadas a la elaboracidon de productos lacteos, de las cuales el 92%
corresponde a microempresas. Las grandes empresas lacteas equivalen al 2% del
total en Santander (Camara de comercio de Bucaramanga, 2013) (DANE-DIMPE,
2011) (USP-MADR, 2012).

Por otro lado, el proceso de fabricacién de quesos implica el consumo de agua,
energia eléctrica e insumos derivados de recursos naturales renovables y no
renovables; asi como la generacion de aguas residuales, residuos solidos
ordinarios y residuos peligrosos. Las aguas residuales comprenden: a) aguas de
lavado con presencia de agentes surfactantes, b) aguas de dilucién de la leche y
c) residuos de productos lacteos, entre ellos el lactosuero (LS) (Viceministerio de
Ambiente, 2007).

Tomando como base los valores de venta del queso en Colombia, se estima la
generacion aproximada de 36000 toneladas-afio de LS, mientras que en
Santander se estarian produciendo, 890 toneladas-afio (CECODES, 2009)
(Tejayadi & Cheryan, 1995) (Jelen, 1979). Las caracteristicas fisicoquimicas del
LS pueden variar segun el origen de la leche, la forma de coagulacién y el tipo de
cuajo empleado, mostrando alto contenido de lactosa, proteina (caseina) y grasa,
consecuente con los elevados requerimientos de oxigeno para su degradacion
quimica (DQO) y biolégica (DBOs) (Rivas, Prazeres, Carvalho, & Beltran, 2010)
(USP-MADR, 2012). (Carvalho, Prazeres, & Rivas, 2013).
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Teniendo en cuenta que los valores normales de DQO y DBOs de los efluentes
tipicos del sector lacteo representan consumos de oxigeno muy inferiores (0.6 g/L
y 0.3 g/L, respectivamente) en comparacion con el LS (70 g/L* y 27-50 g/L,
correspondientemente); su eliminacion constituye un problema ambiental
importante para esta industria, debido a que la elevada carga organica de este
residuo contribuye sustancialmente a la contaminacién de las aguas superficiales
y el suelo (Rivas, Prazeres, Carvalho, & Beltran, 2010) (USP-MADR, 2012). Raz6n
por la cual, su vertimiento o disposicion se ha catalogado como el primer impacto
ambiental en las PYMEs y el segundo impacto de mayor importancia en las
industrias lacteas de mediano y gran tamano, después del consumo energético
(Viceministerio de Ambiente, 2007) (MA-SINA, 2002).

Este nivel de importancia ha impulsado la implementacion de alternativas para el
uso del LS, que incluyen su destinacion al engorde animal, la obtencién de suero
liofilizado con usos alimentarios (Quintero, y otros, 2001) (Aguirre E, Ramirez M,
Aguilar Y, & Alvarez, 2009) en la granja (Spreer, 1998)" y en la industria (Gonzalez
Siso, 1996) (Panesar, Kennedy, Gandhi DN, & Bunko, 2007), la reutilizacién en la
elaboracién de otros productos, la recuperacion de compuestos valiosos, tales
como proteinas y lactosa; asi como el desarrollo de tecnologias que permitan
estabilizar y valorizar el LS mediante la aplicacibn de procesos biologicos,
termoquimicos o quimicos (Malaspina, Cellamare, Stante L, & Tilche, 1996)
(Carvalho, Prazeres, & Rivas, 2013) (Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012)
(Villamafan O, Valero M, Chamorro C, & Segovia P, 2009) (Cujia & Bula, 2010)
(Lomas E, Urbano R, Merino T, & Camarero E, 2001).

La composicion y elevada biodegradabilidad del LS representada en valores de
relacion DQO/DBOs menor a 3, indica que una de las tecnologias mas adecuadas
para la estabilizacion de este residuo es el tratamiento biolégico, considerandose
asi como un residuo util para su bioconversion y aprovechamiento energético (MA-
SINA, 2002).

Teniendo en cuenta que en Colombia y el mundo, la investigacion ambiental se ha
centrado en la busqueda de alternativas que permitan mitigar los impactos
ambientales asociados a la produccion industrial, entre ellas la estabilizacion de la
materia organica de los residuos, sobresale la digestibn anaerobia (DA),
permitiendo a su vez el aprovechamiento de las biomasas residuales y el reciclaje

* Datos obtenidos en el Laboratorio de Biotecnologia de la UIS
1 Citado por: (Goyal & Gandhi, 2009)
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de nutrientes, a un bajo costo operacional (Ward, Hobbs, Holliman, & Jones, 2008)
(Jingura & Matengaifa, 2009).

Los estudios de DA incluyen la utilizacién de los consorcios microbianos presentes
en estiércol bovino EB, evaluando la produccién de biogas al emplear una mezcla
in6culo sustrato en relacion 1:1. Los resultados obtenidos, sefialan porcentajes de
remocion de DQO entre 82 y 90%, con produccion estable de biogas de 0,621
m®kg-SV y usando TRH de 24 dias. Sin embargo se especifica que al aumentar el
contenido de LS respecto del inéculo se desfavorece la estabilidad del proceso,
para lo cual se sugiere estabilizar el proceso adicionando soluciones reguladoras
de pH (Comino, Riggio, & Rosso, 2012).

En este sentido, teniendo en cuenta que el EB actua como regulador de pH,
Shilton (2013) estudié la digestién anaerobia del LS, obteniendo 0,383 m*-CH./kg-
DQO a partir del suministro de 5,3 kg-DQO/m?® dia. Resultados comparativamente
similares a los publicados por Gelegenis (2007) quien trabajé diferentes mezclas
de gallinaza de jaula (GJ) y lactosuero; pero con beneficios adicionales en la
estabilizacién del proceso y en la disminucion del TRH. El estudio realizado por
Bezerra y colaboradores (2009), ratifica el uso de velocidades de carga organica
para la alimentacion, inferiores a 6 kg-DQO/m*-dia. (Bezerra Jr , Rodrigues, J. A.
D, Ratuznei, Zaiat, & Foresti, 2009)

Para el caso de estudio de esta investigacion, se evaluaron dos fuentes de
consorcios microbianos el EB y lodo PTAR (LPTAR). El uso de EB se debe a su
capacidad de regular el pH del proceso en presencia de LS y el uso del LPTAR, se
basa en que es un indéculo ampliamente utilizado a escala industrial (Mata-Alvarez,
2003).

El rendimiento promedio de la DA de un residuo oscila entre 0,2 y 0,4 m3/kg
solidos volatiles, para lograrlo se requiere una relacion carbono/nitrégeno
promedio de 16 — 20 y un sistema con excelente capacidad buffer. Estudios
previos de DA del LS, usando como indculo estiércol bovino, han presentado
rendimientos de 0,2 m*/kg sélidos volatiles (Comino, Riggio, & Rosso, 2012). Sin
embargo, este rendimiento es bajo comparado con otros sustratos y se atribuye a
su baja alcalinidad que dificulta la estabilizacion del proceso.

En este sentido, en el capitulo 1 se determind el potencial de biometanizacion del
lactosuero mediante digestion anaerobia, empleando como indculos para la
estabilizacién del sustrato, estiércol bovino potencializado (EB) y lodo de planta de
tratamiento de aguas residuales. Los inoculos se adicionaron al sistema en
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relaciones volumétricas de inoculo y sustrato, equivalente a las razones 70/30,
50/50 y 30/70. Asi mismo, se selecciond el indculo con mayor degradacion de
lactosa, actividad hidrolitica y actividad metanogénica, usando como sustratos
caracteristicos celulosa, lactosa y acetato de sodio, respectivamente.

En el segundo capitulo, se disefié el proceso de codigestién anaerobia (CoDA)
para el LS teniendo en cuenta los resultados obtenidos por diversos
investigadores quienes afirman que los inconvenientes asociados a la DA del LS,
pueden mejorarse mediante el uso de la CoDA de dos o mas sustratos, dado que
permite la reduccion de compuestos inhibidores e incrementa la eficiencia de la
tecnologia anaerobia. El proceso de CoDA conlleva a la identificacion de
consorcios y condiciones de operacion especificas, por lo cual una vez
seleccionado el indculo, se evaluaron los cosustratos melaza de cafia, gallinaza de
jaula y estiércol bovino aclimatado con lactosuero, con el fin de aumentar la
produccion de biogas (Mata Alvarez, Mace, & Llabrés, 2000) (Alvarez, Otero, &
Lema, 2010).

Finalmente, el tercer capitulo, se tuvo en cuenta que en el proceso de
biometanizacion, se genera un efluente digerido (digestato) con menor contenido
de SV que el LS, derivada del tratamiento fermentativo. Por lo cual se analizaron
las diferentes alternativas para valorizar el subproducto de la codigestién
anaerobia del lactosuero.

La tecnologia de digestion anaerobia es adecuada para la estabilizacién de
residuos de la industria lactea, dado que ademas de estabilizar el residuo es
posible obtener energia en forma de biogas y un digestato que puede ser
valorizado para aumentar la productividad y competitividad de la cadena lactea en
Colombia, particularmente para las medianas y pequefias empresas.
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1. CAPITULO: POTENCIAL DE BIOMETANIZACION DEL LACTOSUERO

En este capitulo, se determin6 el potencial de biometanizacién del lactosuero
mediante digestidbn anaerobia, empleando como indculos para la estabilizacién del
sustrato, estiércol bovino potencializado (EB) y lodo de planta de tratamiento de
aguas residuales (LPTAR). Los inéculos se adicionaron al sistema en relaciones
volumétricas de inoculo y sustrato equivalente a las razones 70/30, 50/50 y 30/70.

La seleccidn del indculo EB o LPTAR, se realizd con base en la degradacion de
celulosa y lactosa usando como variable de respuesta la actividad hidrolitica (AH).
Asi mismo, se tuvo en cuenta la produccion de metano por degradacion de acetato
de sodio analizando la actividad metanogénica especifica (AME).

1.1. DIGESTION ANAEROBIA

La digestion anaerobia DA es un tratamiento biolégico con base en un proceso
natural que permite aprovechar energéticamente diferentes biomasas residuales.
En el proceso se emplean consorcios microbianos sensibles a la inhibicion por
oxigeno molecular y con alta actividad hidrolitica (AH) y metanogénica (AME)
(Mata-Alvarez, 2003) (Pohland & Ghosh, 1971)?. Los consorcios microbianos
pueden encontrarse en lodos anaerobios provenientes de plantas de tratamiento
de aguas residuales (LPTAR), estiércol bovino (EB), gallinaza (G), estiércol de
cabra (EC), entre otros. (Comino, Riggio, & Rosso, 2012) (Angelidaki |,
Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011)

Las principales ventajas que ofrece la digestion anaerobia, incluyen la reduccién
de patogenos (Lara G & Hidalgo C, 2011) (Resende, y otros, 2014), reciclaje de
nutrientes (N y P) mediante la mineralizacién del nitrégeno organico, para ser
usado en la recuperacion de nutrientes y restauracién organica del suelo (Teglia,
Tremier, & Martel, 2011) (Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams,
2011), y bajo consumo de materia organica (5% - 10% DQO) para el crecimiento y
formacion de bacterias, generando baja produccion de lodos en comparacion con
los procesos aerobios (Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams,
2011).

2 Citado en: (Chen, Cheng, & Creamer, 2008)
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Asi mismo, la reduccion de olores, disminucion en la emision de gases de efecto
invernadero, bajos requerimientos energéticos, posibilidad de ofrecer un mejor
manejo a los residuos organicos, bajos costos operacionales y el aprovechamiento
de la energia del sustrato, que se conserva en el biogas, son otros beneficios de la
DA (Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012) (Angelidaki & Sanders, 2004) (Gerardi,
2003).

Actualmente, paises como Alemania en Europa, Estados Unidos en América y
China en Asia, lideran el empleo de la DA como un proceso eficiente y
ambientalmente sostenible, usando para ello variedad de sustratos e in6culos (IEA
Bioenergy, 2011) (Kelleher, Leahy, Henihan, & O’'Dwyer, 2002) (Pew Center on
Global Climate Change., 2011). Del aprovechamiento del LS usando DA, puede
obtenerse biogas rico en metano que podria disminuir significativamente la
necesidad de combustibles fésiles o gas natural para el procesamiento en una
planta lechera. En este sentido, los tratamientos anaerobios pueden catalogarse
como tecnologias de estabilizacion y valorizacion (Wildenauer & Winter, 1985).

1.1.1. Bioquimica de la digestion anaerobia

La digestion anaerobia de materiales complejos, es un proceso bioquimico que
involucra la hidrdlisis de las macromoléculas como polisacaridos, lipidos vy
proteinas, acidogénesis de los mondmeros, la acetogénesis y la metanogénesis
(Figura 2). Durante la hidrélisis, los materiales complejos que componen el
sustrato primario, carbohidratos, lipidos y proteinas, deben ser despolimerizados y
solubilizados hasta la obtencién de monosacaridos, acidos grasos de cadena larga
y glicerol, y aminoacidos, respectivamente, mediante la accion catalizadora de
enzimas que han sido liberadas al medio por las bacterias aerdbicas y
anaerobicas. Esta etapa incluye ademas biotransformaciones reductoras u
oxidantes, requeridas por ejemplo en la escisién de enlaces disulfuro. (Angelidaki
I, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011)

La etapa hidrolitica, determina el tiempo de retencién requerido en los
biorreactores metanogénicos debido a la presencia de materia organica en altas
concentraciones, a la presencia de fibra y proteinas fibrosas en lugar de
globulares o solubles, y lipidos con tamaro de particula y condiciones ambientales
(pH y tension superficial) no aptas para el proceso. (Pavlostathis & Giraldo Gomez,
1991)
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En este sentido, la lentitud del proceso anaerobio obliga a trabajar con altos TRH,
por lo que se requieren reactores o digestores con alta concentracion de
microorganismos especificos que favorezcan la degradacién de proteinas y la
inclusién de periodos de adaptacion de los microorganismos al sustrato, con el fin
de favorecer la degradacion (Ebrahimi, Najafpour, Mohammadi, & Hashemiyen,
2010).

Figura 1. Etapas del proceso de digestién anaerobia
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Fuente: (Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011)

La acidogénesis, es un proceso fermentativo donde los monosacaridos, acidos
grasos de cadena larga, glicerol, y aminoacidos, obtenidos de la hidrolisis, se
degradan hasta la generacion de acetato, propionato y butirato, acidos organicos y
acidos grasos de cadena corta, con residuos de diéxido de carbono (CO;) e
hidrégeno (H2). A su vez, el propionato y butirato también se degradan a los
productos finales de la fermentacién (hidrogeno, didéxido de carbono, acetato) que
son los precursores de la formacion de metano en la metanogénesis.
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Durante la acetanogénesis se produce principalmente acetato. Esta etapa
compite con la metanogenésis hidrogenotrofica, por sustratos como el metanol, H»
y formiato. Finalmente la metanogénesis acetoclastica utiliza el acetato para la
generacién de biogas, rico en metano y CO,. En esta etapa la produccion de
metano representa el 72% del total generado en la digestion anaerobia.
(Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011)

Los metandgenos y los agentes acidogénicos forman una relacion microbiana de
beneficio mutuo, en el que los metandgenos convierten los productos finales de la
fermentacién a metano y diéxido de carbono. La metanogénesis, en la mayoria de
los casos, es el paso limitante del proceso general. El proceso bioquimico de la
digestion anaerobia se puede representar mediante la reaccion 1.

CmHyOp » rCHy + sCO, + H,O
Reaccion 1.
Donder+s=m

Esta expresion estequiométrica de degradacién de la materia organica, refleja en
realidad un conjunto de 19 etapas, en serie o serie/paralelo, en las que estan
implicadas un nimero considerable de especies bacterianas®

1.1.2. Inéculos empleados en la digestion anaerobia

La DA de residuos requiere la inoculacién debido a la accion catalizadora de
enzimas que se liberan al medio por las bacterias aerobicas y anaerdbicas. Cada
etapa de la digestion anaerobia requiere un grupo de microorganismos con
funciones especificas. Se ha encontrado que los microorganismos usados durante
la hidrolisis y la fermentacion pueden ser facultativos o anaerobios extrictos;
mientras que en la produccion de metano, las arqueobacterias, son anaerobios
estrictos obligados (Angelidaki I, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011).

Durante la experimentacion los microorganismos pueden obtenerse a partir de
in6culos " frescos " de cualquier tipo de activo reactor anaerdbico, por ejemplo, el
reactor de lodos de flujo ascendente UASB, lodos de estiércol porcino, bovino,
avicola y hasta caprino; y posteriormente, potencializado biodegradando su

3 Baraza, 2003 En: (Lobato F, 2012)
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materia organica residual. De forma caracteristica, todos ellos deben contener un
consorcio microbiano con el fin de asegurar que diferentes sustratos pueden ser
biodegradados, sin enfrentar ningun tipo de limitaciones, por ausencia de
microorganismos especificos a una temperatura dada (Lobato F, 2012).

1.1.3. Actividad de los in6culos para digestién anaerobia

El in6culo utilizado es un factor influyente en el arranque y operacion de un
digestor anaerobio, asi como en la toma de decisiones relacionadas con el
funcionamiento de los reactores (Zhang, 2010). En este sentido, es necesario
evaluar la actividad de los indculos a emplear en la DA, mediante la determinacion
de la actividad hidrolitica y la actividad metanogénica.

v' Actividad hidrolitica: Representa la capacidad de evolucion de las etapas
hidrolitica y acidogénica por parte del indculo, bajo las condiciones de
trabajo, segun la bioquimica de la DA. En este sentido, en la etapa
hidrdlitica se cuantifica la accion de las bacterias de fermentacion primaria,
mediante la determinacion de la concentracion de azucares reductores
totales (ART), mientras que el grado de desarrollo de la etapa acidogénica
se evalua mediante el analisis de la concentracidn de acidos grasos
volatiles (AGV), representando el grado de oxidacion anaerobia (Castro M.,
2012).

v Actividad metanogénica: Se refiere a la capacidad de la biomasa
microbiana, bacterias y arqueas metanogénicas, para transformar
hidrégeno, acetato y propionato, en metano y se expresa como la masa de
sustrato que es convertida a metano por unidad de biomasa y tiempo (g-
DQO-CH4/ g-SSV dia) (Diaz Baez, Espitia, & Molina, 2002). La
determinacion de la AME es importante para evaluar el arranque de los
reactores anaerobios, optimizar el proceso y para la toma de decisiones
acerca del funcionamiento de los reactores (Mata-Alvarez, 2003).

1.1.4. Potencial de biometanizacion

La biometanizacion es un proceso natural de degradacion anaerobia de materiales
organicos resultante en la produccion de biogas (una mezcla de metano y didoxido
de carbono). La aplicacion de la DA, trae consigo la necesidad de determinar el
maximo rendimiento de metano obtenido a partir de la evaluacién de la capacidad
de biodegradabilidad y oxidacion de sustratos de diferente origen, en términos de
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produccion de biogas. Este analisis es conocido como potencial de
biometanizacién (PBM) (Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams,
2011)

El PBM puede describirse como el volumen de metano acumulado (medido en
condiciones estandar de presion y temperatura) por la cantidad de sustrato
adicionado en términos de sdlidos volatiles (m3-CH4/ kg-SV) (Angelidaki, y otros,
2009) (Labatut , Angenent, & Scott, 2011). EI PBM también es conocido como
produccion especifica de metano, y permite comparar la efectividad del
tratamiento o adicion de sustrato, con la produccién tedrica de metano
proporcionada por el sistema o la mezcla empleada (Gelegenis, Georgakakis,
Angelidaki, & Mavris, 2007).

1.1.5. El Lactosuero como sustrato en la digestion anaerobia

El LS es “el producto residual obtenido a partir de la leche en la elaboracién del
queso o la mantequilla”. También conocido como suero de leche o suero de queso
es el liquido que se separa de la leche cuando ésta se coagula y contiene todos
los componentes que no se integran al queso (Colombia, 1986). Su composicién,
representada en valores de relacion DQO/ DBOs es menor a 3, asi mismo, la
relacion DQO/ SV indican que es una biomasa residual altamente biodegradable
(Raposo, Borja, Martin , De la Rubia, & Rincon, 2006) (Angelidaki, y otros, 2009).

Conocer la composicidn caracteristica del sustrato a utilizar en la DA es
fundamental, dado que a partir del carbono que este posea, se pueden predecir
las cantidades tedricas de metano producido como resultado de las etapas del
proceso, asi como la composicion del biogas (Buswell & Neave, 1930) (Moller,
2003). La caracterizacién del lactosuero se reporta en la tabla 1.

Dadas las caracteristicas del LS, su bajo pH y reducida alcalinidad, podrian afectar
la estabilizacién del proceso de DA, disminuyendo los rendimientos de metano.
Esta accion asociada a la rapida acidificacion de la mezcla de reaccion indica la
necesidad de controlar la etapa hidrolitica y acidogénica del proceso. Asi mismo,
la presencia de grasa y caseina, podria favorecer la produccion de materiales
viscosos de probable origen bacteriano que reducirian severamente la
decantacion de fangos, favoreciendo la flotacion de lodos, y disminuyendo,
consecuentemente, el rendimiento del proceso. (Vidal, Carvalho, Méndez, & Lema,
2000) (Perle, Kimchie, & Shelef, 1995)
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En la tabla 2 se presentan los hallazgos de diversos autores que han dedicado sus
esfuerzos investigativos a la digestion anaerobia del LS, resaltandose en los
resultados el LPTAR como el tipo de in6culo mas empleado y el mejor rendimiento
de produccion de metano obtenido ha sido 0,479 m®-CH.,/ kg-DQO.

Tabla 1. Caracterizacién fisicoquimica y elemental del Lactosuero

Parametro Valor Unidades
pH* 4,556 U
Densidad a 20°C** 1,0238 g/mL
Humedad™ 957,80 g/L
Solidos totales” 69,20 g/L
Sélidos volatiles® 62,82 g/L
DQO*™ 69,60 g/L
Alcalinidad total® 0 mgCaCOa/L
Carbohidratos™ 43,30 g/L
Grasas (Lipidos) ** 2,30 g/L
Proteina™ 12,50 g/L
N total** 2,30 g/L
C organico oxidable™ 26,10 g/L
Hidrégeno™ 3,50 g/L
Oxigeno™ 25,30 g/L
Calcio total™ 0,80 g/L
CaoO total™ 1,10 g/L
Fosforo total™ 1,20 g/L
P,Os total* 2,90 g/L
Sodio™ 0,60 g/L
Cloruros™ 1,50 g/L
Relaciéon C/N 13,6
Formula empirica C2o7H44020N2

* Datos obtenidos en el laboratorio de Biotecnologia de la UIS
** Datos analizados en Laboratorios Calderon
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1.1.6. Relacion inéculo-sustrato

La relacion indculo-sustrato se expresa en funciéon del contenido de solidos
volatiles en el in6culo por la concentracién de sélidos volatiles adicionados en el
sustrato. En la DA la RIS constituye un parametro operacional de caracter
fundamental en la determinacion del potencial de biometanizacion de cualquier
residuo (Chen & Hashimoto, 1996)

Estudios realizados con desechos de comida, residuos agroindustriales vy
codigestion se comprobé que existe una relacion decreciente entre los
rendimientos de biogas y la relacion indculo sustrato (Liu, Zhang, El-Mashad, &
Dong, 2009). La mejor relacion indculo-sustrato se encuentra definida para
diferentes sustratos, pero en el caso del lactosuero su informacion es limitada y se
requiere conocer este parametro, como un parametro operacional obligatorio.

1.2. DESARROLLO METODOLOGICO

La determinacion del potencial de biometanizacion del LS, se realizé usando como
indculos, Estiércol bovino (EB) y Lodo PTAR (LPTAR). Cada in6culo, asi como el
LS, fueron previamente caracterizados.

En el desarrollo de esta fase las actividades se dividieron en dos etapas, la
primera consistié en la seleccion del in6culo y la segunda en el desarrollo del
proceso de DA del LS usando los mejores resultados de la primera etapa.

Caracterizacion del inéculo
EI LPTAR se obtuvo de la planta de tratamiento de aguas residuales de Rio Frio y
se mantuvo en el laboratorio, en incubacion, a 39 °C hasta su utilizacion.

El EB se obtuvo del Frigorifico Vijagual, una vez en el laboratorio, se potencializd
en un reactor de 23L que contenia 18L de EB en condiciones anaerobias y 39°C
durante el tiempo de experimentaciéon. La potencializacion consistio en la
autodegradacion del EB hasta agotar su materia organica con el fin de aumentar la
disponibilidad de los microorganismos para el consumo del sustrato, manteniendo
la concentracion de los solidos volatiles (SV) de 76,07 g/L (Cheng, Patrick, &
Logan, 2011). EI EB empleado en la producciéon de biogas a partir de LS se obtuvo
finalmente del reactor de potencializacién.

28



La caracterizaciéon fisicoquimica de cada indculo se realizé de acuerdo con los
protocolos descritos en el Standard Methods y se presenta en la tabla 3 (American
Public Health Association, 1998).

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de los indculos

Parametro Unidades EB LPTAR
pH 7,63 7,95
SV g/L 76,07 45,46
SSv g/L 65,6 39,5
SSF g/L 51,75 14,45
Alcalinidad MgCaCOs/L 6500 5100™
AGV mg/L 8640 2280
Densidad g/mL 1,04™ 0,906™

Caracterizacion del sustrato

El lactosuero (LS) usado como sustrato se recolectdé en la microempresa Villa
Aurora. Las muestras se conservaron al punto de congelacion en las instalaciones
del laboratorio de la escuela de Ingenieria Quimica de la UIS, para su posterior
caracterizacion, segun protocolo requerido de la APHA (American Public Health
Association, 1998).

1.2.1. Seleccion del inéculo
Actividad 1. Determinacion de la actividad hidrolitica del inéculo

La actividad Hidrolitica especifica AHE de cada inéculo (EB y LPTAR) se
determind con base en la hidrdlisis de la celulosa, siguiendo el protocolo descrito
por (Hu, Gang, & Yu, 2004). Los ensayos se realizaron en digestores de 500mL y
volumen de operacion de 350mL, usando como sustrato modelo celulosa (papel
de filtro cuantitativo Schleicher & Schuell, 589/1, 110 mm) y en concentracion de 3
g/L. El volumen de inéculo adicionado al ensayo fue el equivalente a 1.5 g/L de
SSV, y se afor6 con medio mineral de Balch (Balch, Fox, Magrum, Woese, &
Wolfe, 1979) (Castro M., 2012).

*** Compilacion datos EB (Sierra Rios, 2013)
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Los experimentos se repitieron empleando lactosa comercial como sustrato, con el
fin de evaluar el comportamiento de los indculos sobre la degradacion de lactosa,
como componente mayoritario del lactosuero.

En cada caso se realizé una prueba blanco, en la cual se adicioné agua en lugar
del sustrato modelo. Los experimentos se realizaron por duplicado durante 25
horas a temperatura mesofilica de incubacién de 39 + 2 °C.

La variable respuesta de la AH, corresponde a la produccién de azucares
reductores totales ART y se determind por el método colorimétrico del acido
dinitrosalicilico DNS, usando un espectrofotometro GENESYS 20 Thermo
Spectronics, para hacer las lecturas a 540 nm de acuerdo con el método descrito
en el anexo A (Miller, 1959).

La actividad hidrolitica especifica se determiné usando la ecuacion 1.

P x Vq
AHE = ¢ V; x SSV
Ecuacién 1

Dénde:
AHE = Actividad hidrolitica especifica (g DQ0O/g SSV x d)
P = Maxima pendiente de la cinética de produccién o consumo de ART para
cada experimento (g ART/L X d)
FC = Factor de conversion de g DQO (1.068 g DQ0O/180 g ART)
V; = Volumen del inéculo utilizado en el ensayo (L)
Vx = Volumen del reactor (L)
SSV = Concentraciéon de soélidos suspendidos volatiles en el indculo
(g SSV/L)

Actividad 2. Cuantificacion de la actividad metanogénica especifica del
inéculo

Los ensayos de actividad metanogénica especifica AME de cada in6culo (EB y
LPTAR) fueron realizados con base en el protocolo de(Angelidaki |, Karakashev,
Batstone, Plugge, & Stams, 2011) (Angelidaki, y otros, 2009).

Los experimentos se llevaron a cabo en digestores con capacidad de 500 mL,
volumen de operacion de 350mL, usando como sustrato acetato de sodio en una
concentracion de 5 g/L (Balch, Fox, Magrum, Woese, & Wolfe, 1979). El volumen
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de in6culo adicionado al ensayo fue el equivalente a una concentracion de 1,5 g/L

de SSV, y se aforé con medio mineral de Balch (Balch, Fox, Magrum, Woese, &
Wolfe, 1979) (Castro M., 2012).

En cada caso se realizé una prueba blanco, en la cual se adicion6é agua en lugar

del sustrato modelo. Los experimentos se realizaron por duplicado durante 216
horas a temperatura mesofilica de incubacién de 39 + 2 °C.

La variable respuesta de la AME, el volumen de metano producido, se determind

mediante el método del desplazamiento alcalino descrito por Demirer G & Chen
(2005), el cual se muestra en la figura 2. (Anexos B y C)

Figura 2. Método de desplazamiento alcalino

—
Reactor o"

anaerobico \ny’

Gasometro
con NaOH (10%)

/
s i~ Colector
I,-"’ I"‘. e

Fuente: (Quintero, Castro, Ortiz, Guzman, & Escalante, 2011)

La determinacion de la AME se realizdé usando la ecuacion 2.

P
AME = eV xssv
Ecuacion 2
Doénde:
AME = Actividad metanogénica especifica (g DQO/g SSV x d)
P

= Maxima pendiente de la cinética de produccion de metano para cada
experimento (mL/d)

FC = Factor de conversion de g DQO (430 mL CH, humedo/g DQO a 39°C)
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V = Volumen del indculo utilizado en el ensayo (L)
SSV = Concentracién de soélidos suspendidos volatiles en el indculo
(g SSV/L)

Actividad 3. Evaluacion del potencial de biometanizacion del lactosuero

La férmula empirica del lactosuero se obtuvo a partir de la aplicacion de la
ecuacioén 3, donde se consideran los indices estequiométricos promediados de las
biomoléculas, mientras que el rendimiento tedrico de produccion de metano (B:) se
calculd usando una aproximacion tedrica basada en la formula de Buswell
(Ecuacion 4)* y supone la degradacién total de los componentes organicos
fermentables.

a b n a b n a b
CnHa0b+(n____)H20—><—+§—Z)CH4+(———+—)C02

4 2 2 2 8 4
Ecuacion 3.
5+5+5)
B:(ICH,/gSV) = Ton a4+ 160 X 22.4
Ecuacion 4.

Los ensayos de biodegradabilidad anaerobia se llevaron a cabo por triplicado en el
rango mesofilico a 39 +2 °C y en reactores discontinuos de 50 mL, utilizando
diferentes relaciones volumétricas indculo-sustrato. En cada caso se realizd un
ensayo con inéculo en las proporciones empleadas, sin adicion de LS.

La influencia de la relacion volumétrica indculo-sustrato como parametro
operacional en la determinacion del PBM se evalué durante 216 horas usando un
volumen operacional de 35mL en condiciones anaerobias. En cada caso, el
volumen de inéculo y LS se ajusté hasta obtener relacion volumétrica de 30/70,
50/50 y 70/30, respectivamente. El pH del LS se ajusté usando una solucién
concentrada de NaOH. La tabla 4 resume las condiciones de operacién para la DA
del LS a partir de las diferentes relaciones volumétricas de cada indculo, llevando
a cabo cada experimento por triplicado.

El proceso fue controlado, midiendo los parametros ART, acidos grasos volatiles
totales AGVT, alcalinidad total AT, SV, pH vy la relacién AGVT/ Alcalinidad total AT.

4 (Buswell & Neave, 1930) en (Moller, 2003).
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La produccion de biogas se evalué usando el método de desplazamiento alcalino
de metano (American Public Health Association, 1998) (Demirer G & Chen, 2005).

Tabla 4. Condiciones de operacion para la DA del LS a partir de las diferentes
relaciones volumétricas

Relacion volumétrica Inéculo-
Parametro Unidades sustrato
30/70 50/50 70/30
V°(';;5e: f;:;‘;;’m mL 10,5 17,5 24,5
Volumen de LS mL 24,5 17,5 10,5
Temperatura °C 392
Volumen de reactor mL 50
Volumen de operacion mL 35
Agitacion Rpm Manual e Intermitente
Concentracion NaOH N 0,02

El metano obtenido se expresdé en condiciones normales, de acuerdo con la
siguiente ecuacion (Anexo C):

Py — P
VNTP=VX(u>

Paem X T
Ecuacion 4.
Dénde:
VnTp= Volumen de gas en condiciones normales (mlL)
V = Volumen de gas generado (mlL)

Po = Presion del CH4 en condiciones normales
Pv = Presion de vapor a la temperatura del test (mbar)

1.2.2. Digestion anaerobia del lactosuero usando las mejores
condiciones (Inéculo y Relacion volumétrica inéculo - sustrato)

Los ensayos de biodegradabilidad anaerobia se llevaron a cabo por triplicado en el
rango mesofilico a 39 + 2°C y en reactores discontinuos de 50mL, utilizando la
mejor relacion volumétrica indculo sustrato (RISV) y el inéculo con el que se

565,69 SSV/L EB
639,59 SSV/L LPTAR
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obtuvo mayor PBM. En cada caso se realiz6 una prueba control, en la cual no se
adiciono lactosuero. Las condiciones empleadas, se registran en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de operacion para la DA del LS

Parametro Unidades Valor
Volumen de inéculo (EBY) mL 24,5
RISV mL/mL 70/30
Volumen de LS mL 10,5
Temperatura °C 392
Volumen de reactor mL 50
Volumen de operacion mL 35
Agitacion rpm Intermitente y manual
Tiempo de reaccion dias 30
Concentracion de NaOH N 0.02
1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Seleccion del inéculo

Los parametros que se tuvieron en cuenta para la seleccién del inéculo fueron la
actividad hidrolitica, actividad metanogénica y PBM, con base en los resultados
obtenidos del numeral 1.3.1.1 al 1.3.1.4.

1.3.1.1. Produccién de ART a partir de celulosa
En la Figura 3 se presentan las cinéticas de produccion de ART a partir de
celulosa, como fuente de carbono, para los in6culos EB y LPTAR. Como se
observa en la figura el arranque de los biodigestores varia desde 1,8 hasta 2,7 mg/
mL de ART, segun el inéculo empleado y de acuerdo a la matriz de donde
proviene.

Durante las primeras 12 horas no se registra actividad por parte de los indculos
para la degradacidon de la celulosa, debido a que en la etapa inicial los
microorganismos sufren un periodo de adaptacién al sustrato. El aumento de la
actividad se evidencia a partir de las 12 horas, mostrando etapas consecutivas de
produccion y consumo de ART, comportamiento similar al reportado por Castro M.
(2012). El EB registra la mayor acividad, alcanzando la produccion de 3,50 g/L

776.07 g SV/L EB
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(183,1% de ART) entre las 12 y 16 horas, mientras que el LPTAR produjo 3,57 g/L
(57%) entre las 12 y 20 horas.

Figura 3. Cinética de produccion y consumo de Azucares Reductores Totales (g/
L) para los in6culos Estiércol Bovino y Lodo PTAR, a partir de celulosa
(pH: 7,0y T: 39 £ 2 °C).
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Como se muestra en la figura 4, al emplear lactosa como sustrato para la
hidrdlisis, se observd que la fase de adaptacion de los inéculos a este sustrato es
de 8 horas. Luego de este tiempo, el uso de EB evidencidé el consumo de lactosa
correspondiente al 89,5% de ART, en un lapso de 4 horas, mientras que al usar
LPTAR el consumo de ART ascendio al 82,8%, en 8 horas. Luego de la etapa de
consumo, las graficas evidencian un periodo de estabilizacién.

Figura 4. Cinética de produccion y consumo de Azucares Reductores Totales (g/
L) para los in6culos Estiércol Bovino y Lodo PTAR, a partir de lactosa
(pH: 7,0y T: 39 £ 2 °C).

w

N
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Asi mismo, el rapido consumo de lactosa evidencia las afirmaciones realizadas por
Perle, Kimchie, & Shelef, (1995), quienes plantearon la necesidad de regular el pH
durante la digestion anaerobia, debido a que el elevado contenido de lactosa en el
lactosuero, mas del 43% en este caso, genera la concentracion de AGVs en el
reactor. Esta variable debe controlarse con el fin de favorecer la produccién de
metano.

Por otro lado, a partir de las velocidades de produccion de ART se calculd la
actividad hidrolitica especifica (AHE) para la celulosa y lactosa, respectivamente,
encontrando los resultados que se presentan en la tabla 6. Los cuales evidencian
una marcada diferencia en la actividad hidrolitica de los in6culos hacia los
sustratos estudiados, siendo mayor la actividad hidrolitica del estiercol bovino.

Estos resultados son consecuentes con la afinidad de los inéculos por cada
sustrato. En el caso del EB bovino la matriz de donde proviene se encuentra
adaptada a la degradacion de celulosa, debido al pastoreo de los rumiantes. El
LPTAR, por su parte, degrada en principio aguas residuales urbanas con alto
contenido de proteinas, carbohidratos, grasas y aceites, y surfactantes, por lo cual
no es tan especifico como el EB a la hidrolisis de la celulosa. EI comportamiento
de ambos indculos sobre la AH de la celulosa corresponde con los resultados
publicados por Castro M (2012) y (Sierra Rios, 2013)

Tabla 6. Actividad hidrolitica para la lactosa y celulosa empleando como inéculos
EByLPTAR.

i AH ELactosa AH ECeIqusa
INOCULO gDQo gDQo
(g SSV x dia) <g SSV x dia)
EB 0,049 0,053
LPTAR 0,029 0,017

Asi mismo, los resultados evidencian la alta biodegradabilidad de ambos sustratos
en presencia de EB, resultados consecuentes con la estructura quimica de ambas
sustancias (Ver figura 5), teniendo en cuenta que por molecula de lactosa se
hidroliza un enlace B(1-4)-O-glucosidico para la obtencién de una molécula de
glucosa y una de galactosa; mientras que en la celulosa, un polisacarido formado
por la union de n moléculas de [B-glucopiranosa mediante enlaces [(-(1,4)-O-
glucosidico, al hidrolizarse totalmente se obtienen n moléculas de glucosa.
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Finalmente, los valores obtenidos superan los reportados por otros autores usando
pulpa de sisal y LPTAR, lo cual evidencia la capacidad de los inoculos para
degradar celulosa y lactosa (Mshandete, Bjornsson, Kivaisia, Rubindamayugia, &
Mattiasson, 2005) (Quintero, Castro, Ortiz, Guzman, & Escalante, 2011).

Figura 5. Estructura quimica de los sustratos de la AH: lactosa y celulosa

OH OH OH OH
HO OH OH OH
o HO O Ho R
(@) o O-
HO © o .0 o0 \Ho © o
OH HO OH
OH HO OH n
OH

Lactosa Celulosa

1.3.1.2. Producciéon de metano a partir de acetato de sodio
En la figura 6 se presentan las cinéticas de produccion de metano para los
inéculos EB y LPTAR, empleando acetato de sodio como fuente de carbono, en un
periodo de 216 horas. Las graficas evidencian tendencias crecientes de
produccion, donde la mejor tasa de produccion de metano esta representada por
la actividad del EB, describiendo la mejor capacidad de transformacién del acetato
de sodio, al producir 100mL de volumen acumulado de metano. Los resultados

obtenidos por el EB superan en un 35% la produccion de metano por el LPTAR,
bajo las mismas condiciones.

Figura 6. Volumen de metano acumulado (condiciones estandar de presion y
temperatura) a partir del acetato de sodio usando diferentes indculos (pH: 7,0y T:
39 £ 2°C).
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De igual forma, la produccién de metano empleando EB y LPTAR corresponde al
27,0% y 17,6% del metano tedrico, respectivamente. Los resultados muestran que
el EB tiene la mejor capacidad de conversion del sustrato y arranque del reactor
comparado con el LPTAR.

Teniendo en cuenta que la concentracion de solidos volatiles en el sistema de
digestion, representa la cantidad de materia organica disponible en el indculo para
ser transformada, la diferencia en la produccién de metano por EB y LPTAR,
puede atribuirse a la concentracion de solidos volatiles que el EB posee, siendo un
60% mayor que los SV en el LPTAR (Bulock, Kristlansen, Hawakes, & Hawakes,
1989).

Con base en las cinéticas de produccion, se calculd la actividad metanogénica
especifica AME, tal como se indica en el numeral 1.2.1. Los valores de AME se
registran en la tabla 7, evidenciando que el EB presenta mejor capacidad para
transformar los acidos grasos volatiles en acetato y luego en metano que el
LPTAR. El mismo comportamiento en la actividad de los inéculos fue reportada
por Castro (2011) y Sierra (2013).

Tabla 7. Actividad metanogénica de los in6culos EB y LPTAR

INOCULO AME
( gDQO,)
gSSVxdia
EB 0,102
LPTAR 0,075

Finalmente, teniendo en cuenta que los resultados obtenidos para la actividad
hidrolitica del EB evidenciaron su capacidad para aprovechar hasta un 90% de los
carbohidratos presentes en el lactosuero, su mayor actividad metanogénica
respecto al LPTAR y su elevada alcalinidad que permite estabilizar un sistema de
DA, donde la mayor complicacion resulta ser la acumulacion de AGVs, el EB
resulta ser un inéculo apropiado dada su capacidad para actuar como regulador
de pH en el proceso de DA del lactosuero.

Con el fin de corroborar los resultados de la seleccién del in6culo se evalud el

potencial de biometanizacion del lactosuero usando diferentes relaciones inéculo
sustrato con EB y LPTAR.
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1.3.1.3. Produccién de metano usando diferentes relaciones
volumétricas inéculo/sustrato

Las curvas demarcadas en la figura 7 evidencian las cinéticas de produccién
experimental de biogas en el proceso de DA en un periodo de 12 dias, usando EB
y LPTAR, para las relaciones volumétricas inoculo sustrato (RISV) 30/70, 50/50 y
70/30, respectivamente. Encontrando que 208,14 mL fue la maxima produccion de
metano alcanzada al digestar anaerébicamente el sistema EB-LS empleando la
RISV 70/30 (Figura 7.c), mientras que la produccion mas baja (3 mL) se obtuvo al
digestar EB-LS usando RISV 30/70, como se observa en la figura 7.a.

El comportamiento de los inéculos en las graficas 7.a, 7.b y 7.c evidencian la
influencia de la adicion de lactosuero sobre la producciéon de metano, encontrando
que la tasa de produccion sigue la tendencia RISV 30/70 < RISV 50/50 < RISV
70/30. Estos resultados indican un comportamiento inversamente proporcional
entre el volumen de LS adicionado, de acuerdo con la RISV empleada, y el
rendimiento de produccion de biogas.

La figura 7.c muestra que el in6culo con mejor desempeno sobre la DA del LS fue
el EB (208.14 mL), superando al LPTAR (71mL) en la produccién de un 193% mas
de biogas atribuido a la degradaciéon del LS, al emplear la relacion volumétrica
in6culo-sustrato 70/30, estos resultado son similares a los obtenidos por Quintero,
Castro, Ortiz, Guzman, & Escalante, 2011

Resultados similares fueron obtenidos por Gelegenis & Samaralou (2007) al
trabajar con gallinaza de jaula como inéculo en relacion volumétrica 65/35; y por
Shilton y colaboradores (2013) quienes codigestaron el LS con LPTAR y EB,
correspondiendo el LS al 35% del volumen trabajado. En ambos estudios, se
sugiere no emplear relaciones volumétricas mayores a 50/50, dado que altas
concentraciones de LS pueden acidificar el sistema con lo cual se puede afectar el
volumen de biogas obtenido al final de la DA como también lo aseguran Rico
Gutierrez, Garcia Encina, & Fdz-Polanco, 1991. Con base en los resultados
obtenidos, los experimentos posteriores se realizaron empleando EB como indculo
y la RISV 70/30 en el sistema de DA del LS.
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Figura 7. Produccion de metano en la Digestion Anaerobia del Lactosuero para
Relaciones volumétricas In6culo-sustrato, usando Estiércol Bovino y Lodo PTAR
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1.3.1.4. Evaluacion del potencial de biometanizacion
La tabla 8 resume los datos obtenidos de la caracterizacion elemental del LS y
presenta su formula empirica representativa, asi como el metano tedrico producido

12
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por este residuo. Dada la formula empirica del LS, el volumen de metano tedrico
producido por este sustrato es 0,78 m>-CHy/ kg-SV (Buswell & Neave, 1930).

Tabla 8. Rendimiento de produccion de metano del LS

PBM RISV 70/30

Elemento %plp Formula Metano teérico (m®-CH,/kg-SV)

empirica (m*-CH4/kg-SV)

EB LPTAR
C 2,55
H 0,34
0 2.47 C27H44020N2 0,76 - 0,78 0.316 0.108
N 0,22

Los resultados fueron corroborados, usando la metodologia propuesta por
Gelegenis, Georgakakis, Angelidaki, & Mavris, (2007), quienes emplean la
composicién nutricional del lactosuero para hacer el calculo del rendimiento teorico
de metano, partiendo de la base de que los carbohidratos y las proteinas se
degradan en un 97%, mientras que los lipidos lo hacen en un 60%. El volumen de
metano calculado por este metodo fue 0,76 m>-CH,/ kg-SV.

Los resultados obtenidos en el calculo del metano tedrico a producir por el LS,
indican que es un sustrato con excelentes caracteristicas para ser biodegradado
anaerobicamente y asi aprovechar su materia organica para la produccion de
metano comparado con residuos como la GJ (0,43 m3-CH,/ kg-SV) (Sierra Rios,
2013).

El PBM se determiné a partir de los resultados de produccion de metano después
de 12 dias, empleando la RISV 70/30. El mayor potencial de biometanizacion fue
0,316 m® CH4/ Kg SV adicionados cuando se utilizé EB como inéculo. Los
resultados evidencian que el EB constituye un indculo apropiado para la
degradacion del lactosuero. Esto se debe, probablemente, a la sinergia entre la
AH vy alcalinidad del EB que aportan estabilidad al proceso, favoreciendo la
metanogénesis (Buendia, Fernandez, Villasenor, & Rodriguez, 2009) (McMahon,
Stroot, Mackie, & Raskin, 2001) (Mshandete, Bjornsson, Kivaisia,
Rubindamayugia, & Mattiasson, 2005).

En la tabla 9 se presenta el resumen de los resultados obtenidos en la seleccion
del inéculo y el potencial de biometanizacion del lactosuero, observandose que el
EB posee la mayor actividad metanogénica, actividad hidrolitica para la celulosa y
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actividad hidrolitica para la lactosa. Asi mismo, se observa que en la DA usando
RISV 70/ 30 se presenta la mayor produccién de metano al emplear como inéculo
EB, resultados consecuentes con el PBM.

Tabla 9. Resumen de resultados seleccién de inéculo y PBM

Variable Respuesta EB LPTAR

AME (gs%‘i"da) 0,102 0,075

AHE ( g DQO ) Celulosa 0,049 0,029

g SSV x dia Lactosa 0,053 0,017
Produccion de metano DA RISV 30/ 70 99 74
EB-LS (mL CH,) RISV 50/ 50 89 84
4 RISV 70/ 30 341,88 110

3
PBM ("l’(gcs";) RISV 70/ 30 0,316 0,108

1.3.2. Digestion anaerobia del Lactosuero

Una vez seleccionado el Estiércol Bovino como el mejor indculo se llevaron a cabo
los experimentos usando EB y RISV 70/ 30. Para garantizar la estabilidad del
proceso, se monitorearon las variables de operacion: ART, AGV, SV, pH y
volumen acumulado de metano.

La figura 8.a. muestra la cinética de produccion y consumo de ART, la cual
presenta tendencia decreciente en la concentracion de ART, corroborando el
consumo de azucares propio de la DA y consecuente con los resultados obtenidos
durante la evaluacion de la actividad hidrdlitica para la lactosa empleando EB. El
porcentaje de consumo de ART es del 74%, observandose mayor velocidad de
consumo durante los primeros 5 dias, comparado con el tiempo total de
experimentacion.

En la figura 8.b. se presentan los resultados obtenidos al monitorear la
concentracion de AGVs en el reactor. Los datos confirman las afirmaciones
realizadas por diversos autores que especifican la necesidad de controlar el pH,
debido a la alta presencia de AGVs en los biorreactores (Hu, Gang, & Yu, 2004)
(Mshandete, Bjornsson, Kivaisia, Rubindamayugia, & Mattiasson, 2005). La
maxima produccion de AGVs fue de 3540 mg/L en el quinto dia de fermentacion,
posteriormente la concentracion de AGVs se redujo manteniéndose después del
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dia 25 en una concentracion promedio de 700mg/L. Estos valores evidencian que
en el sistema no se presentd
manteniéndose siempre por debajo de 6000 mg/ L (Appels, Baeyens, Degreve, &

Dewil, 2008)

inhibiciéon por

concentracion de AGVs,

Figura 8. Monitoreo de variables en la DA del LS empleando EB y RISV 70/30: a.
ART, b. AGV, c. SV, d. pH Yy e. relacién ART/AGV
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Es de notar que la maxima produccion de AGVs corresponde con el consumo de
ART en el biorreactor, evidenciando que la hidrdlisis y la acidogénesis del proceso
de digestion anaerobia son etapas que se llevan a cabo en forma simultanea como
lo especifican Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams (2011).

La cinética de consumo de los SV en la DA se presenta en la figura 8.c. y
evidencia la degradacién del lactosuero adicionado al sistema mediante un
porcentaje de remocion de solidos que alcanzé un 30,1% y consecuentemente
permite obtener una produccion de metano de 276 mL, resultados que se
corroboran con los obtenidos Gelegenis y colaboradores en 2007, y que ratifican la
bondad del proceso en la estabilizacion del lactosuero.

Teniendo en cuenta que el pH caracteristico para la digestion anaerobia se
encuentra en el rango de 6,5 a 7,5, los resultados del monitoreo del pH que se
muestran en la figura 9.d. evidencian que en este trabajo el valor promedio de pH
es 8 debido a la adicion de NaOH al inicio del proceso. Este valor es apropiado
para el desempefio simultaneo de las bacterias hidroliticas y metanogénicas en la
DA, lo que se corrobora con la no inhibicién por AGVs, segun lo senalan Dinsdale
(2000) y Raposo (2006).

Finalmente, puede observarse en las figura 8.d y 8.e. como el minimo en el valor
del pH en el sistema DA EB-LS corresponde con los maximos en la relacion
AGVT/AT, al quinto dia de reaccion como resultado de la biodegradacion del
sustrato. Sin embargo, las graficas evidencian la estabilizacion del proceso para la
produccion de metano a partir del décimo dia de reaccion, cuando la relacidon
AGVT/AT se mantiene por debajo de 0,4, segun fue reportado por (Zhao & Kugel,
1996).

Los resultados de produccién de metano se presentan en la figura 9. La gréfica
presenta tendencia creciente en la produccion de metano, demarcandose el
arranque del proceso a partir del primer dia. La grafica evidencia la favorabilidad
de las condiciones trabajadas, observandose la obtencién de 276mL de metano en
30 dias.

Por otro lado, el potencial de biometanizacién alcanzado (0,418m>/kg-SV) indica
que tanto la degradacion de sélidos, como la produccion de metano se deben al
efecto sinérgico entre el indculo y el lactosuero (Gelegenis y colaboradores en
2007). Cabe destacar que el PBM obtenido representa el 53.6% del metano
tedrico esperado para el LS segun su composicion. EI PBM es superior a los
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valores reportados por otros autores, al emplear EB-LS. En su publicacion, Patel y
Madamwar reportaron la produccion de 0,38m>-CH4/kg-SV adicionados al emplear
suero salado (Patel & Madamwar, 1997). Mientras que en 2010, Comino, Rosso, &
Riggio, reportaron la produccién de 0,119m>-CH4/kg-SV, rendimiento que
aumentaron hasta 0,240119m3-CH4/kg-SV en 2012.

Figura 9. Digestion Anaerobia del lactosuero usando Estiércol Bovino y Relacién
Volumétrica Inéculo-Sustrato 70/30.
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No obstante, el rendimiento de la produccion de biogas se puede aumentar
mediante la aplicacion de alternativas como la codigestion anaerobia. En
Consecuencia, el siguiente capitulo esta enfocado en la busqueda de un sistema
de CoDA que permita mejorar la produccion de metano.

1.4. CONCLUSIONES

El estudio comparativo de la degradacion anaerobia del lactosuero empleando
estiércol bovino y lodo de planta de tratamiento de aguas residuales, como
inéculos, evidencido que el estiércol bovino garantiza la mayor produccién de
metano a partir del lactosuero. Las actividades hidroliticas para celulosa y lactosa,
y la actividad metanogénica de este inéculo (0,053 g-DQO/g-SSV*dia, 0,049 g-
DQO/g-SSV*dia y 0,102 g-DQO/g-SSV*dia, respectivamente) determinan el
arranque de la produccion de metano a partir de lactosuero y corroboran que
posee las caracteristicas requeridas para su digestion anaerobia.
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La relacidén volumétrica inéculo-sustrato 70/30 alcanzé una produccién acumulada
de 528mL de metano a los 30 dias de digestidon y permitié obtener un potencial de
biometanizacion del lactosuero de 0,418m%kg-SV, demostrando una alta actividad
microbioldgica del estiércol bovino bajo esta relacidn, dado que este potencial
representa el 53,6% del metano tedrico esperado para el lactosuero segun su
composicion.

La degradacién del contenido de materia organiza se evidencié al cuantificar la
remocion de SV en un 30% respecto a los sélidos volatiles de la mezcla
adicionada al reactor, correspondiendo el valor de remocion al 97% de los sélidos
de lactosuero adicionados.

El monitoreo de las variables: azucares reductores, acidos grasos volatiles, la
relacion AGV/AT, los sélidos volatiles y pH, durante 30 dias permitié evidenciar la
estabilizacién del lactosuero mediante digestion anaerobia alcanzando la
degradacion del 74% de los azucares reductores y la remocion del 30% de los
so6lidos volatiles adicionados al sistema como lactosuero..
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2. CAPITULO: CODIGESTION ANAEROBIA DEL LACTOSUERO -
EVALUACION DE DIFERENTES COSUSTRATOS.

El mejoramiento de los procesos de DA ha sido el objetivo de diversas
investigaciones en la ultima década. En este sentido, las propuestas estudiadas
buscan aumentar la velocidad de hidrdlisis e incluyen la implementacién de
pretratamientos fisicos, quimicos y biolégicos, o su combinacién para alcanzar
mayor efectividad en la produccién de biogas (Zheng, Li, Li, Yang, & He, 2009).
Sin embargo, en sustratos como el LS, donde la acidogénesis, representa la etapa
limitante del proceso la mejor alternativa para aumentar el rendimiento de metano
es la codigestion (Comino, Riggio, & Rosso, 2012).

En este estudio se utilizaron como cosustrato melaza de cafia (MC), gallinaza de
jaula (GJ) y estiércol bovino aclimatado al lactosuero, por ser productos residuales
de la agroindustria y de bajo costo.

Es de notar que la melaza de cafia MC fue seleccionada como cosustrato con
base en su elevada biodegradabilidad (DQO/DBOs<3), aporte de nitrégeno (300-
800mg/L) y materia organica al sistema (20-60 g-DQO/L), mientras que la
gallinaza de jaula GJ es un tipo de estiércol que aporta principalmente nitrégeno
libre al reactor (Gelegenis, Georgakakis, Angelidaki, & Mavris, 2007).

Por otra parte, la aclimatacién del indculo corresponde a su adaptacion al
consumo de un sustrato complejo, con el fin de favorecer su degradacion. Dado
que la hidrolisis de proteinas como la caseina, en polipéptidos y aminoacidos; en
condiciones anaerdbicas es mas lenta que la hidrdlisis de la lactosa (Pavlostathis y
Giraldo-Gémez, 1991), la velocidad de hidrélisis de caseina depende de la
aclimatacion del inéculo segun lo especificado por Perle, Kimchie, & Shelef, (1995)
y Vidal, Carvalho , Méndez , & Lema, (2000).

En este capitulo, se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de CoDA
EB-LS-MC (Melaza de cafia) EB-LS-GJ (Gallinaza de jaula) y LS-EBA (Estiercol
bovino aclimatado), manteniendo constante la RISV 70/30 y las condiciones de
operacion en Batch establecidas para la DA en el capitulo anterior.
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2.1. CODIGESTION ANAEROBIA (CoDA)

Actualmente uno de los temas de investigacion mas relevante en el estudio de la
digestion anaerobia es la codigestion anaerobia (CoDA) (Mata-Alvarez, Dosta,
Macé, & Astals, 2010). Su principal objetivo consiste en mejorar el rendimiento de
biogas del proceso haciendo uso de las instalaciones existentes, lo que se traduce
en una mayor cantidad de energia producida en las unidades de cogeneracion
(Pavan, Bolzonella, Battistoni, & Cecchi, 2007).

En términos practicos, la CoDA no es solo una simple DA, puesto que cada
sustrato aporta problemas de inhibicién particulares, que precisan seleccionar una
excelente proporcion entre las mezclas de sustratos con el fin de favorecer el
sinergismo entre el balance de nutrientes y humedad, y los microorganismos
presentes en el sistema. Asi mismo, esta mezcla debe evitar inhibiciones por
presencia de amonio u otros componentes, y permitir la degradacion de lipidos
(Mata-Alvarez, Dosta, Macé, & Astals, 2010).

Asi mismo, la CoDA permite aumentar la capacidad de amortiguacion del sistema,
suplir la descompensacion de factores que pueden provocar el colapso del
proceso, favorecer la modulacién de la carga organica biodegradable y mejorar el
contenido de nutrientes del digestato (Monou, Kythreotou, Fatta, & Smith, 2009)
(Carrha L, van Haandel, Zeeman, & Lettinga, 2006).

La efectividad de la CoDA depende de las caracteristicas del cosustrato
seleccionado. Por lo general, se selecciona un cosustrato con caracteristicas
complementarias al sustrato que garantice la obtencidn de una mezcla con
condiciones 6ptimas para el desarrollo de las matrices microbianas (Mata-Alvarez,
Dosta, Macé, & Astals, 2010). Los cosustratos mas utilizados en CoDA
corresponden a lodos residuales, estiércoles, residuos solidos urbanos y residuos
agroindustriales los cuales permiten aumentar los rendimientos de metano hasta
en un 100%. (Mata-Alvarez, Dosta, Macé, & Astals, 2010). En la tabla 10 se
presentan los potenciales de biometanizacion para diferentes mezclas de estos
cosustratos.
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Tabla 10. Produccion de metano mediante la CoDA de residuos

%

Producc .
‘. increme
ion de nto en la
Residuo metano roducc Referencia
(m*CHy P"
kg SV) ion de
metano
L (Kabouris, et. al,
+
RSU + lodo digerido 0,45 200 2000)
Pulpa de re_r:nolacha a_zucarada+ 0,28 12
Estiércol Bovino
Hojas de remolacha azucarera + 0.49 9% (Fang, et. al,
estiércol bovino ’ 2010)
Azucar de remol?cha + estiércol 0,50 100
bovino
Lodo+ Ensilaje de Maiz 0,50 25 (Nges, et. al,
2011)
Astal . al
Glicerol +Estiércol de cerdo 0,45 125 (Astals, et. al,
2012)
) (Mshandete, et.
+
Sisal + desechos de pescado 0,39 94 al, 2004)
., . (Comino et. al,
Lactosuero + estiércol bovino 0,61 55
2013)
Residuos de restaurantes + 043 20 (Guangging, et.
Residuos de poda ’ al, 2009)
Residuos de restaurantes + Lodo (Chenxi, et. al,
. 0,41 170
residual 2011)

Finalmente, la codigestion permite el uso de las instalaciones existentes para
incrementar la produccion de biogas, lo que se traduce en un mayor rendimiento
energético producido en las unidades de cogeneracion. Esto representa un gran
interés industrial desde el punto de vista técnico y econémico (Lobato F, 2012).

2.1.1. Codigestion anaerobia del LS

Los estudios sobre la CoDA empleando LS se han reportado a partir del 2007, con
las investigaciones realizadas por Gelegenis y colaboradores, quienes evaluaron
la produccién de biogas a partir de la CoDA LS-GJp (Gallinaza de jaula diluida) y
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sin adicionar productos quimicos para la regulacién del pH. En este estudio la
produccion de biogas se mantuvo estable al variar la fraccion de LS, respecto a la
GJ, pero manteniendo constante el contenido de SV de la mezcla. Adicionalmente,
los autores establecieron como limite de seguridad para el reactor a escala piloto,
el uso de la fraccion en SV del 50% de LS (Gelegenis, Georgakakis, Angelidaki, &
Mavris, 2007). En el mismo afo, Gelegenis y Samarakou presentan una
conferencia en el WSEAS Transactions on systems donde predicen la produccién
de metano a partir de la codigestion entre el LS y estiércol bovino (Gelegenis &
Samarakou, 2007)

Posteriormente, Comino, Rosso y Riggio desarrollaron un digestor anaerobio a
escala piloto en el cual se estudio la CoDA EB-LS, obteniendo un rendimiento total
de metano de 0,211-m3/kg-SV. Las pruebas realizadas evidenciaron el buen
potencial del uso de la mezcla de EB-LS para la produccion de biogas. (Comino,
Rosso, & Riggio, 2009)

Mas tarde, en el 2010, Akassou y colaboradores estudiaron la CoDA de diferentes
proporciones de aguas residuales de una destileria de vino, EB y LS, obteniendo
hasta 0,172—m3/kg—SV (Akassou, Kaanane, Crolla, & Kinsley, 2010). Por otro lado,
Kavacik y Topaloglu establecieron que las ventajas de la CoDA LS-EB, se basan
en el contenido de materia organica biodegradable del LS y la concentracion de
lipidos en el EB, concluyendo ademas, que trabajar con EB fresco puede provocar
la acidificacion del reactor. (Kavacik & Topaloglu, 2010)

Los resultados del estudio realizado en 2012 por Comino, Riggio y Rosso,
muestran que la produccién de metano durante la CoDA LS-EB sin adicion de
quimicos para la regulacion del pH es posible. En este estudio, se obtuvo un
rendimiento de metano de 343,43-L/kg-SV al emplear una mezcla 50/50 EB-LS,
concluyendo que esta combinacion tiene el potencial de energia tipico de la
codigestion de los cultivos energéticos y los residuos ganaderos. Incluso
recomiendan depositar el digestato en un contenedor que permita atrapar las
emisiones, dado que la produccion de metano continua tras la codigestidon
controlada (Comino, Riggio, & Rosso, 2012).

Adicionalmente, en el estudio realizado por Hublin, Zoki¢ y Zeli¢, se estudiaron
diferentes relaciones de LS-EB, variando también el pH y la concentracion de
bicarbonato adicionado. Los mejores resultados fueron obtenidos al emplear 10%
en volumen de LS y adicionando 5 g/dm? de bicarbonato a la mezcla de reaccion.
(Hublin, Zoki¢, & Zeli¢, 2012)
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Durante el 2013, el numero de publicaciones al respecto de la codigestion
anaerobia del LS aumentd, hallandose la publicacion de seis estudios, como se
muestra en la figura 10. Uno de ellos el estudio realizado por Luo y Angelidaki. En
este trabajo se analizé desde el punto de vista del rendimiento de metano y la
presencia de microorganismos, tras la adicion de hidrogeno a la codigestion de EB
y LS. Encontrando favorecer el contenido de metano en la produccion de biogas y
mantener el pH del sistema en el rango de 7,7 y 7,9. Adicionalmente, en el mismo
trabajo, estudiaron el efecto de la agitacion sobre la produccion de biogas,
encontrando que para conseguir una distribucion homogénea de sustrato, enzimas
y microorganismos se requiere una agitacion media (150 rpm) no muy intensa
(300 rpm), resultado que indica que la utilizacién de un mezclado con mayor
intensidad puede tener efectos adversos para la digestiéon, ya que altera la
estructura de fléculos microbianos y las relaciones entre los microorganismos.
(Luo & Angelidaki, 2013)

Figura 10. Comportamiento de las publicaciones de codigestién anaerobia del LS.
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A su vez, Shilton y colaboradores, estudiaron como alternativa de mejoramiento en
el rendimiento de produccién de biogas el uso de EB para estabilizar el sistema
CoDA LS-LPTAR, encontrando un aumento en la produccién de biogas del 151%
al codigestar LS-LPTAR (0,25/1). Este rendimiento se elevo a 208% cuando se
adicionaron productos quimicos para favorecer la estabilidad del pH. En un ultimo
experimento se adicioné EB como sustituto de los productos quimicos en relacion
1/0,8/0,2 de LPTAR-LS-EB, respectivamente, encontrando que la produccion de
biogas aumenté en 268% con relacion al rendimiento de biogas durante la
digestion del LPTAR sin adicion de cosustrato. (Shilton, Powel, Broughton, & Pratt,
2013)
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En otro estudio, Hublin y Zeli¢ analizaron la influencia de la temperatura, el pH vy la
concentracion de sustrato sobre la produccion de biogas, para finalmente
desarrollar un modelo matematico que describe la hidrolisis de las proteinas, los
lipidos y la celulosa de la CoDA LS-EB. La aplicabilidad del modelo se demuestra
comparando los resultados experimentales con los de la simulacién (Hublin &
Zeli¢, 2013).

Paralelamente, en el trabajo desarrollado por Powell y colaboradores se evalué el
efecto del almacenamiento de LS a temperatura ambiente sobre su composicion y
el rendimiento de biogas durante la CoDA LS-LPTAR. Los resultados mostraron
que durante el almacenamiento el LS se acidifica, formando acetato, propionato y
butirato y reduciendo en consecuencia la DQO en un 9%. La digestion del LPTAR
produjo entre 0,18 y 0,23 m*CH,/kg de DQO adicionado. Durante la CoDA LS-
LPTARfesco Y CODA LS-LPTARGaimacenado; S€ 0Observo la contribuciéon del LS en la
produccion de 0,29 m3-CH4/kg-DQO-LS (Powell, Broughton, Pratt, & Shilton,
2013).

En la ultima investigacion publicada, las aguas residuales de la produccion del
queso actuan como cosustrato, al igual que residuos de huevo, orujo de uva,
residuos de leche y residuos de pasta, en la codigestion con una mezcla espesa
de estiércol de diferentes tipos y ensilado de hierba, encontrando los mejores
rendimientos de biogas al emplear orujo de uva, dado el balance de masas
encontrado en las mezclas realizadas (Camarillo, Stringfellow, Spier, Hanlon, &
Domen, 2013).

Adicionalmente, Traversi y colaboradores, presentan la revision de los diferentes
avances ambientales debido a la integracion de las industrias alimentarias, caso
particular del sector lacteo, y la digestiébn anaerobia para la produccion de biogas,
que incluye un modelo de CoDA LS-EB y residuos de derivados lacteos (Traversi,
y otros, 2013).

En el caso particular del LS, el cosustrato debe aumentar la relacion C/N
responsable de la baja produccion de metano. Asi mismo, debe aumentar la
capacidad de amortiguacién del pH, que permita respaldar la caida de pH durante
la hidrdlisis (Sierra Rios, 2013) (Comino, Riggio, & Rosso, 2012) (Chenxi,
Champagne, & Anderson, 2011).
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2.2, DESARROLLO METODOLOGICO

Actividad 1. Aclimatacién del inéculo al lactosuero

El in6culo potencializado EB fue aclimatado o adaptado al consumo de LS,
teniendo en cuenta que la presencia de caseina en el lactosuero puede afectar la
disponibilidad del sustrato en el proceso de DA, segun lo especificado por Perle,
Kimchie, & Shelef, en 1995. La aclimatacion tuvo lugar por periodo de 30 dias en
un reactor de 3 litros, bajo condiciones anaerobias a 39°C, a partir de la adicion de
LS al EB en concentraciones del 10%. Al lodo resultante de la adaptaciéon se le
llamo Estiércol Bovino Aclimatado (EBA).

Actividad 2. Codigestion anaerobia del lactosuero con residuos
agroindustriales

Los cosustratos utilizados fueron Melaza comercial (MC) obtenida en una casa
comercial y Gallinaza de Jaula (GJ), proveniente de la granja avicola Bellavista
Horizontes, localizada en el municipio de Piedecuesta, Mesa de los Santos-
Santander. La caracterizacion fisicoquimica de los cosustratos se presenta en la
tabla 11.

Tabla 11. Caracterizacion fisicoquimica de los cosustratos

Gallinaza de

Parametro Melaza comercial . 8 EBA
jaula
Ph 5,00 7,86 7,40
SV 1170g/L 130g/L 42,25¢g/L
Densidad 1450 kg/m?® 1,048g/L 1,03g/L
Nitrégeno total 300-800mg/L 2,23% n.c
Materia organica 20-90 g-DQO/L 28,73% n.c

Las condiciones de operacion de la codigestion anaerobia del LS y cada
cosustrato, se presentan en la tabla 12 (Luo & Angelidaki, 2013) (Angelidaki, y
otros, 2009) El pH de las mezclas LS-MC y LS-GJ se ajusté a 7.0 usando una
solucién concentrada de NaOH.

En los experimentos la cantidad de in6culo EB en el reactor se mantuvo constante,
correspondiendo al 70% en volumen del sistema, segun los resultados de la DA.
En cada caso el cosustrato se adicion6 en diferentes proporciones manteniendo

8 Compilacion datos GJ (Sierra Rios, 2013)
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constantes los SV de la mezcla del LS adicionado en la DA, de manera que se
establezca la composicidn LS-MC y LS-GJ con mayor produccion de biogas.

Tabla 12. Condiciones de operacion del proceso de CoDA con residuos
agroindustriales.

Parametro CoDA EB-LS-MC CoDA EB-LS-GJ
Volumen de inéculo (EB®) 24,5mL
RISV 70/30
Temperatura 39°C = 2°C
Volumen de 50mL/35mL

reactor/operacion

Agitacion Intermitente y manual

Tiempo de reaccién 30 dias
Concentracién de NaOH 0,02N
gSVLS g SV LS
Fraccion en SV g SV MC gSv aj
70/30 | 55/45 | 35/65 96/4 | 937
mL LS mL LS
Fracciéon en mL mL MC mL—G]
98/2 96/4 92/8 97/3 95/5

La evolucion y estabilidad del proceso se monitoreo cuantificando las variables
ART, AGVT, AT, pH, AGVT/AT y SV. La produccién de biogas se evalu6 usando el
método de desplazamiento alcalino de metano durante 30 dias. (American Public
Health Association, 1998) (Demirer G & Chen, 2005)

Actividad 3. Codigestion anaerobia del lactosuero con estiércol bovino
aclimatado

Las condiciones de operacion de la CoDA LS-EBA, se presentan en la tabla 13.
En los experimentos se evalu6 la influencia de la mezcla LS-EBA sobre la
produccion de biogas, usando la RISV 70/30 (Luo & Angelidaki, 2013) (Shilton,
Powel, Broughton, & Pratt, 2013).

La evolucion y estabilidad del proceso se monitoreo cuantificando las variables
ART, AGVT, AT, pH, AGVT/AT y SV. La produccién de biogas se evalué usando el

976,07 g SV/L EB
n.c = No cuantificado
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método de desplazamiento alcalino de metano durante 8 dias. (American Public
Health Association, 1998) (Demirer G & Chen, 2005)

Tabla 13. Condiciones de operacion del proceso de CoDA con EBA

Parametro CoDA LS-EBA
Volumen de inéculo (EBA') 24,5mL
RISV 70/30
Temperatura 39°C +2°C
Volumen de reactor 50mL
Volumen de operacién 35mL
Agitacién Intermitente y manual
Tiempo de reaccion 30 dias
Concentracién de NaOH 0,02N
2.3. RESULTADOS Y ANALISIS

2.3.1. Evaluacion de 1la CoDA del lactosuero con residuos
agroindustriales

2.3.1.1. CoDA del lactosuero con melaza de cafna (MC)
En los experimentos de CoDA LS-MC la melaza se adiciond en las proporciones
especificadas en la tabla 12. Los resultados publicados por Fang, Boe y
Angelidaki, permitieron fijar los rangos de trabajo para la concentracion de melaza
(Fang, Boe, & Angelidaki, 2011).

En la figura 11, se presentan los resultados de la produccion de metano durante la
CoDA LS-MC para cada una de las proporciones LS-MC evaluadas. En todos los
ensayos, las graficas presentan tendencia creciente en la produccion de metano,
demarcandose el arranque del proceso para la DA del lactosuero a partir del
primer dia, experimento que durante el tiempo de experimentacidn muestra la
mejor produccion de metano. Las CoDA LS-MC de proporciones 70/30 y 55/45,
evidencian su arranque a partir del dia 3 de reaccion y mantienen una produccion
creciente durante el ensayo, pero con una menor tasa de produccion que la DA.

Por otra parte, la cinética de produccién de la CoDA LS-MC 35/65, evidencia una
produccion estable de biogas a partir del sexto dia de digestion, cuantificandose

104225 g SV/L EBA
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su produccién maxima en 82mL de metano. Esta cantidad, resultd ser inferior a la
obtenida por la autodegradacion del EB (120mL) al cabo de los 10 dias de
experimentacion, lo cual indica que los microorganismos no se adaptaron a la MC,
y debido a su presencia, el sistema colaps6 (Fang, Boe, & Angelidaki, 2011).

Figura 11. Produccion de metano en CoDA LS-MC.
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Es de notar que la MC fue seleccionada como cosustrato por ser una fraccion
facilmente hidrolizable que contribuye a la produccion y acumulacion de AGV,
Teniendo en cuenta la presentacién liquida y caracteristicas del LS, se esperaria
que componentes potencialmente inhibitorios de la MC, como el fésforo y el
potasio, se pudieran diluir, disminuyendo su toxicidad o potencial inhibitorio en el
proceso de CoDA (Baez, 2006).

Sin embargo, como se puede observar en la tabla 14, el PBM obtenido para cada
proporcion LS-MC evidencia una tendencia decreciente al aumentar el contenido
de MC (en SV) respecto al LS en cada sistema. Los resultados obtenidos sefialan
que los microorganismos presentaron baja afinidad a la MC, pero continuaron su
funcién a tasas mas bajas, es decir, crecimiento en condiciones sub-Optimas
(Fang, Boe, & Angelidaki, 2011).

Teniendo en cuenta que la concentracioén total de MC en el sistema LS-MC 35/65
no supera el 3.35%, no se puede generalizar en el proceso con respecto a las
concentraciones de melaza dado que para este trabajo el maximo PBM fe de
0,054m>-CH4/kg-SV vy otros investigadores al trabajar la CoDA EB-AR (azUlcar de
remolacha) en una proporcion del 5%, presentan PBM de 0,3m>-CH4/kg-SV (Fang,

Boe, & Angelidaki, 2011), con lo cual se concluye que la inhibicién depende de la
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matriz del cosustrato y su composicion. En el caso del azucar de remolacha (AR)
la concentracion de SV en el sistema no debe superar el 15%, esto con el fin de
evitar inhibicion por exceso de materia organica.

Tabla 14. Produccién acumulada de metano en la CoDA del LS usando MC

. Relacion Relacion \ lumen acumulado PBM (m®

Sistema gSV- mL-LS/mL- de CH, (mL) CHu/kg SV)
LS/gSV-MC MC
EB 0 0 120,0 -

DA 100/0 100/0 315,5 0,296

70/30 98/2 177,0 0,000

C°m:"s' 55/45 96/4 160,0 0,039

35/65 92/8 82,0 0,054

Finalmente, con base en los resultados obtenidos, se considera que la adicion de
MC al sistema de digestion del LS, CoDA LS-MC, disminuye el PBM. Asi mismo,
se observo que la tasa de produccion de metano en este sistema es menor que en
el caso de la DA LS. Por lo tanto, la MC no representa un cosustrato adecuado
para aumentar los rendimientos de la produccion de metano en el sistema EB-LS.

2.3.1.2. CoDA del lactosuero con Gallinaza de jaula (GJ)
En la figura 12, se presentan los resultados de la produccién de metano durante la
CoDA LS-GJ para cada una de las proporciones LS-MC evaluadas, manteniendo
constante la cantidad de EB, como se especifico en la tabla 10. Las graficas
presentan tendencia creciente en la produccion de metano que continua en
aumento al cabo de 30 dias.

Se observa, que la mayor tasa de produccién de metano corresponde a la CoDA
LS-GJ 96/4, superando en 39,8mL la produccién de metano por la digestion. Sin
embargo, al aumentar la concentracién de GJ en el sistema (CoDA EB-LS-GJ
93/7), se observa el decaimiento en la tasa de produccion, lo que indica que las
condiciones del medio de crecimiento y desarrollo de los microorganismos se
vieron afectadas por la concentracién de GJ, durante el tiempo de digestion,
alcanzando una produccion estable de 489mL (Fang, Boe, & Angelidaki, 2011).
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En este sentido, la adicion de gallinaza en proporcion 96/4 LS-GJ, mejord las
condiciones del sistema CoDA LS-GJ, aumentando el PBM de 0,418 m®-CH./kg-
SV a 0,551m*CH./kg-SV (Tabla 15). Los resultados indican el positivo efecto
sinérgico logrado en el sistema, debido a que la gallinaza de jaula es un tipo de
estiércol que aporta principalmente nitrdgeno libre al reactor mientras que el
nitrégeno presente en el LS es netamente organico producto de las deficiencias en
la coagulacion de las proteinas durante el proceso de fabricacién del queso
(Gelegenis, Georgakakis, Angelidaki, & Mauvris, 2007) (Perle, Kimchie, & Shelef,
1995)

Figura 12. Produccion de metano en CoDA LS-GJ.
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Asi mismo, la caracterizacion de la gallinaza empleada en esta investigacion'’,
sefala que la muestra contiene 2.23% de nitrégeno total, del cual se presume un
1.82% corresponde a nitrégeno amoniacal, segun la caracterizaciéon reportada por
(Gelegenis, Georgakakis, Angelidaki, & Mavris, 2007). En este sentido y teniendo
en cuenta las diluciones realizadas para la obtencion de la proporcion 96/4 LS-GJ,
el sistema CoDA LS-GJ 96/4 contiene 160mg/L de nitrdgeno amoniacal, cantidad
que se encuentra dentro del rango benéfico para el crecimiento de las bacterias
metanogénicas (McCarty, 1964).

Se destaca que se alcanzd una produccion especifica de metano de 0,551m?®-
CH4/kg-SV adicionados durante 30 dias de digestiéon para el sistema CoDA LS-GJ
96/4. Estos resultados son superiores a los reportados por otros autores. En su

11 Caracterizacion reportada por (Sierra Rios, 2013).
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publicacion, Patel y Madamwar reportaron la produccién de 0,38m3—CH4/kg-SV
adicionados al emplear suero salado (Patel & Madamwar, 1997). Mientras que
Borowski & Weatherley alcanzaron un rendimiento de 0,384m*-CH./kg-SV
adicionados mediante la CoDA entre el LPTAR y la GJ, encontrando que la
produccion de metano no aumenta al adicionar GJ a la mezcla de reaccion
(Borowski & Weatherley, 2013). Asi mismo, en la investigacion realizada por
Gelegenis y colaboradores, donde se logré estabilizar el reactor al cabo de 60
dias, y después de 120 dias de reaccion, se alcanzé la produccion de 0,50 m3-
CH4/kg-SV usando una relacion 35% LS y 65% GJ (Gelegenis, Georgakakis,
Angelidaki, & Mavris, 2007).

Tabla 15. Produccion acumulada de metano en la CoDA del LS usando GJ

Relacién Relacién Volumen Volumen PBI;\,,I
(m
Sistemna SV mL acum. de acum. de CH./k
LS/ISV  LS/mL  CH, (mL) CHa (mL) s‘:/) 9
GJ GJ [10 dias] [29 dias] [29 dias]
EB 0 0 120,0 252,3 -
DA 100/0 100/0 315,5 528,2 0,418
96/4 97/3 393,0 568,0 0,551
CODALS-GJ o437 95/5 3425 489,2 0,410

2.3.2. Estudio de codigestion anaerobia del lactosuero con estiércol
bovino aclimatado

Los resultados de la produccion de metano durante la CoDA EBA-LS en
proporcion 70/30 se muestran en la figura 13 y en la tabla 16. Las cinéticas de
produccion de la DA y la CoDA, evidencian un aumento del rendimiento de
produccion de metano desde 0,418 m>-CH4/kg-SV en la DA, hasta 0,582m?*-
CH4/kg-SV en la CoDA EBA-LS. Estos resultados indican el aumento en la
capacidad del in6culo para biodegradar anaerdbicamente el LS, tal como ocurre al
emplear reactores en continuo, donde, consecutivamente la carga organica en el
digestor va aumentando con el fin de favorecer la produccion de metano, evitando
cambios drasticos que puedan ocasionar su inhibicién (Patel & Madamwar, 1997).
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Figura 13. CoDA del LS usando EBA
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Las curvas que describen el comportamiento creciente de la autodegradacion de
EB y EBA, denotan mayor produccion de metano por el EB (252mL) que por el
EBA (185mL). Estos resultados advierten que la aclimatacion produjo la
disminucién de la produccion de metano en 26,5%, en coherencia con la
disminucion del 27,2% de los SV presentes en los inoculos (EB: 76.07g-SV/L y
EBA: 42.25g-SVI/L).

Tabla 16. Produccion acumulada de metano en la CoDA del LS usando EBA

Relacién Relacién  Volumen acum. PBM (m®
Sistema SV EBA/SV mL de CH4(mL) CHu/kg SV)
LS EBA/mL LS [35 dias]
EB 1,86 70 252,3 -
DA 1,86/0,46 70/30 528,2 0,418
EBA 1,04 70 185,4 -
CoDA EBA-LS 1,04/0,46 70/30 569,1 0,582

2.3.3. Seleccion del mejor sistema de CoDA
La seleccion del mejor sistema de CoDA, se realizdé con base en la produccién
especifica de metano. En este sentido, en la figura 14, se relacionan los resultados

de los experimentos que permitieron aumentar el PBM obtenido en la DA, los
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sistemas CoDA LS-GJ 96/4 (0,463m>-CHu/kg-SV) y CoDA EBA-LS (0,582m?’-
CHa/kg-SV).

Figura 14. PBM asociada al sustrato en los sistemas de CoDA LS-GJ Y CoDA
EBA-LS
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Los resultados evidencian que el PBM del sistema de codigestion EBA-LS alcanza
un mejor desempefio comparado con los rendimientos obtenidos para la DA. Lo
anterior indica que el tratamiento de aclimatacion del estiércol bovino fue efectivo
para el proceso de DA porque favorece la degradacion de la materia organica de
dificil degradacion, proteinas y grasas y en consecuencia hay un mayor
aprovechamiento que se traduce en el aumento del biogas producido (Vidal,
Carvalho, Méndez, & Lema, 2000).

Particularmente, en el caso de la CoDa LS-GJ el maximo PBM alcanzado fue de,
alcanzando el estado estable al dia 15 de la CoDA. Aunque los resultados
obtenidos sefalan el aumento en el PBM respecto a la DA, el empleo de la CoDA
EBA-LS evidencia tener una tasa de produccién que aun no se ha estabilizado al
cabo de 30 dias, indicando la favorabilidad de las condiciones y la posibilidad de
ampliar el tiempo de DA con el fin de aumenta el PBM de la CoDA.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante esta etapa de la investigacion, se
demostré que el proceso de CoDA EBA-LS alcanzé la mayor produccion
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especifica de metano. Por esta razon se procedio a evaluar la estabilidad de este
proceso.

La estabilidad del proceso de CoDA EBA-LS, fue evaluada mediante el analisis de
las variables AGVs, ART, AGV/AT, pH y SV. La figura 16 presenta la variacién de
las concentraciones de ART y AGV durante el tiempo de operacién. La gréafica de
AGVs presenta una elevada acumulacion en la CoDA, llegando a 3700mg/L el
quinto dia de reaccion, posteriormente la concentracion de AGVs se reduce
manteniéndose en una concentracion promedio de 780mg/L al cabo de 10 dias.
Estos valores evidencian que en el sistema de CoDA, al igual que en la DA no se
presentd inhibicion por concentracion de AGVs, manteniéndose siempre por
debajo de 6000mg/L (Appels, Baeyens, Degreve, & Dewil, 2008).

Figura 15. Monitoreo del comportamiento de los AGV y ART en la CoDA del LS
usando EBA
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La alta concentracion inicial de ART favorece el arranque del proceso y promueve
el buen funcionamiento del reactor, debido a su facil metabolizacion. En la grafica
15 se observa como los periodos de consumo de ART se encuentran relacionados
con la produccién de AGVs, lo cual concuerda con el metabolismo de las bacterias
facultativas e indica la adecuada actividad enzimatica del consorcio microbiano
empleado (Angelidaki |, Karakashev, Batstone, Plugge, & Stams, 2011).
Adicionalmente se observa la simultaneidad de las etapas de consumo de ART y
produccion de AGVs.

En la figura 16 se presentan los resultados obtenidos al monitorear el pH de la

CoDA EBA-LS. Se observa que el pH se mantuvo en el rango de 7,8 a 8,3 para los
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procesos de DA y CoDA. Estos intervalos son propios de la digestién anaerobia, y
adecuados para el crecimiento microbiano. Puede observarse como el minimo en
el valor del pH para los sistemas evaluados corresponden con los maximos en la
relacion AGVT/AT, al quinto dia de reaccién como resultado de la biodegradacion
del sustrato. Sin embargo, las graficas evidencian la estabilizacion del proceso
para la produccion de metano a partir del décimo dia de reaccion, cuando la
relacion AGVT/AT se mantiene por debajo de 0,4, segun lo estipulan (Zhao &
Kugel, 1996).

Figura 16. Monitoreo del pH y la relacién AGV/AT en la CoDA del LS usando EBA
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La produccién de metano y degradacion de sélidos volatiles para la DA y CoDA
EBA-LS se muestra en la figura 17. Los resultados evidencian que la
concentracion de SV en los sistemas presenta una tendencia decreciente debido a
la degradacion del lactosuero, cuantificandose la reduccion del 37% de los SV del
sistema CoDA EBA-LS. Estos resultados son coherentes con la adicién de LS al
sistema de CoDA, dado que la concentracion de SV aumenta un 38%.

Adicionalmente, se debe destacar que los resultados obtenidos para el
rendimiento de produccion de biogas durante los 30 dias del proceso fermentativo
de CoDA EBA-LS, 0,582m3-CH4/kg-SV adicionados, es superior al PBM reportado
por otros autores, al emplear EB-LS. En su publicacion, Patel y Madamwar
reportaron la produccion de 0,38m*-CH4/kg-SV adicionados al emplear suero
salado (Patel & Madamwar, 1997).

En 2010, Comino, Rosso, & Riggio, reportaron la produccién de 0,119m3-CH4/kg-
SV, rendimiento que aumentaron hasta 0,240m>3-CH./kg-SV en 2012 al emplear un
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proceso de aclimatacion en batch al LS durante 62 dias y empleando una RISV
65/35. Durante este experimento el estiércol bovino empleado para la aclimatacion
no tuvo un tratamiento previo de potencializacion como se realizé en este trabajo,
por lo cual el contenido de SV del EB empleado era elevado (91%).

Figura 17. Produccion de metano en el proceso de CoDA del LS usando EBA
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Un vez evidenciada la estabilidad del proceso yo el aumento en el rendimiento de
la produccién de biogas mediante la CoDA EBA-LS (0,582m>-CH./kg-SV) respecto
a la DA (0,418 m3-CHy/kg-SV). En el siguiente capitulo, se plantean alternativas
para el uso del efluente digerido de la CoDA con el fin de valorizar el proceso
integral.

2.4, CONCLUSIONES

En este capitulo, se evaluaron los sistemas de codigestidén lactosuero-melaza de
caina, lactosuero-gallinaza y lactosuero- estiércol bovino aclimatado. La evaluacion
del sistema lactosuero-melaza de cafia se realizé empleando las fracciones 70/30,
55/45 y 35/65, en términos de solidos volatiles, mientras que en la codigestiéon
entre el lactosuero y la gallinaza las fracciones utilizadas fueron 96/4 y 93/7 de
sélidos volatiles. En la codigestion estiércol bovino aclimatado-lactosuero se
empled la relacién volumétrica 70/30, empleada en la digestion anaerobia.

Se demostrd que la codigestion anaerobia del lactosuero mejora los rendimientos
de la produccion de biogas. Los sistemas de codigestion que presentaron los
mejores rendimientos fueron estiércol bovino aclimatado-lactosuero y lactosuero-
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gallinaza de jaula 96/4, superando a la produccion de metano de la digestion en
66% y 65% y al potencial de biometanizacion en 39.2% y 31.8%, respectivamente.

La codigestion del estiércol bovino aclimatado presenté el mayor rendimiento de
produccion de biogas 0,582m%/kg-SV, motivo por el cual se selecciond como el
mejor sistema de codigestion estudiado.

Se evalud la estabilidad del sistema de codigestion, la degradacion del 75% de los
azucares, la remocion del 37% de los solidos volatiles y la relacion AGV/AT inferior
a 0,4 después del 10 dia de digestion, demuestran que el sistema tuvo un
arranque y desempefio del proceso favorable durante el tiempo de operacion.
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3. CAPITULO: ALTERNATIVAS DE USO DEL EFLUENTE DE LA
CODIGESTION ANAEROBIA DEL LACTOSUERO

El proceso de codigestién anaerobia presenta diversas ventajas entre las que se
encuentran el aprovechamiento de la materia organica de un residuo contaminante
para la produccién de metano, la reduccion de emisiones de didxido de carbono y
la generacion de un efluente digerido que puede ser aprovechado de formas
diversas segun sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas.

En el proceso de codigestiéon anaerobia tratado en el capitulo anterior, tuvo lugar
la degradacion biologica del sistema LS-EBA, permitiendo la produccion de
0,582m>-CH4/kg-SV. Adicionalmente, la biometanizacion, se genera un efluente
digerido (digestato) con 28g SV/L, que deriva del tratamiento fermentativo. En este
capitulo se describen diferentes alternativas de utilizacion del lodo efluente
subproducto de la CoDA LS-EBA 70/30, con el objeto de seleccionar la mas
viable, para su posterior utilizacién, haciendo de la codigestion anaerobia un
proceso productivo y competitivo.

3.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MICROBIOLOGICA DEL
DIGESTATO

En Colombia, se generan aproximadamente 36000 toneladas-afio de LS
(CECODES, 2009) (Tejayadi & Cheryan, 1995) (Jelen, 1979). Si el proceso de
CoDA del LS se implementara a nivel industrial se producirian anualmente, cerca
de 1,2x10° m® de digestato. La caracterizacion del efluente digerido se presenta en
la tabla 17.

La evaluacién del contenido de sdlidos en el digestato evidencia la degradacién
del 97% de los sdlidos volatiles del LS durante el proceso de codigestion, en
coherencia con el objeto de aplicacion del proceso de digestion anaerobia en el
cual la materia organica es transformada en metano. Los resultados obtenidos son
coherentes con los trabajos publicados por (Malaspina, Cellamare, Stante L, &
Tilche, 1996) (Gannoun, Khelifi, Bouallagui, Touhami, & Hamdi, 2008) y (Rivas,
Prazeres, Carvalho, & Beltran, 2010)



Tabla 17. Caracterizacion fisicoquimica del digestato

Parametros LS Digestato'
pH 4,5-5,6 7,9
Humedad % 96 96
sV g/L 62,82 28
Fésforo total g/L 1,20 0,38
Nitrégeno total g/L 2,30 1,59

Las bajas concentraciones de nitrogeno total en el digestato (1,59g/L), son el
resultado del aporte de nitrégeno por parte del EB (0,024g/L) y el LS (2,30g/L). Los
datos muestran la disminucion del contenido de nitrégeno en el efluente, debido a
que durante la mineralizacion de los compuestos organicos nitrogenados en la
CoDA el nitrogeno se solubiliza, principalmente en forma de amoniaco, lo cual
determina que las concentraciones de nitrégeno amoniacal en el digestato se
encuentran en el orden de 0,827g/L. Este valor, evidencia la mineralizacion del
52% del nitrégeno total en el efluente (Moéller & Stinner, 2009). La reduccion del
nitrogeno total en el efluente concuerda con los datos publicados por Arévalo &
Zambrano (2007)

En términos de contaminaciéon microbioldgica, la presencia de agentes patdégenos
especificos en el digestato, es comunmente utilizada como indicador de la
contaminacion del agua y los alimentos, debido a los efectos potenciales en la
salud humana y animal, sobre todo al ser depositados en tierras agricolas. Los
coliformes totales y fecales, Escherichia coli, estreptococos fecales y enterococos
son los indicadores bacterianos mas comunmente analizados (Saunders, Harrison,
Fortuna, Whitefield, & Bary, 2012) (Teglia, Tremier, & Martel, 2011) (Plata, Rivera,
Castro, Guzman, & Escalante, 2011).

Teniendo en cuenta que la digestibn anaerobia es considerada, como una
alternativa para el aprovechamiento de la composicion fisicoquimica y reduccion
de agentes patdogenos presentes en el estiércol, como consecuencia de las
condiciones del sistema y las altas concentraciones de AGVs (Kunte, Yeole, &
Ranade, 2004) (Saunders, Harrison, Fortuna, Whitefield, & Bary, 2012), las
investigaciones indican que la reduccion del contenido de agentes patogenos es
mayor al emplear condiciones termofilicas (Resende, y otros, 2014) (Del Borghi,
Converti, Palazzi, & Del Borghi, 1999). Por lo cual, se han realizado
investigaciones en este sentido, analizando la permanencia de microorganismos

12 Caracterizacion del digestato se realizé en el laboratorio de consultas industriales de la UIS.
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patdégenos como salmonella, coliformes totales, fecales y huevos de helminto a
diferentes condiciones de temperatura (Kunte, Yeole, & Ranade, 2004) (Teglia,
Tremier, & Martel, 2011) (Plata, Rivera, Castro, Guzman, & Escalante, 2011).

Los resultados obtenidos por Lara e Hidalgo evidencian que por medio de la
digestion anaerobia se logra la disminucion del 96% de su principal bacteria,
Escherichia coli (Lara G & Hidalgo C, 2011). Asi mismo, Resende y otros,
advierten la baja efectividad del proceso de DA en la reduccion de patéogenos
ubicuos del tipo enterococcus y enterobacteriaceae, que se encuentran
naturalmente en intestinos humanos y animales. Estos microorganismos se
reconocen por su capacidad para sobrevivir y multiplicarse bajo condiciones de
estrés y entornos hostiles, como condiciones extremas de temperatura y pH
(Resende, y otros, 2014).

De acuerdo con la variacion en los resultados obtenidos por las diferentes fuentes
bibliograficas, con relacion a la efectividad del tratamiento anaerobio sobre la
reduccion de los agentes patdgenos presentes en el digestato, se ha contemplado
el escenario definido por Jiménez, 2001, quien ha clasificado diferentes residuos,
segun los limites maximos permisibles de contaminantes para el uso,
aprovechamiento y depdsito de lodos y biosdlidos, establecidos por la US EPA,
ubicando los efluentes de la DA dentro de los biosolidos del tipo B (Tabla 18).

En este sentido, el digestato requiere la aplicacion de un proceso de estabilizacion
microbiolégica o encalado, en el cual se neutraliza el contenido de
microorganismos por adicion de cal, cemento portland, cenizas volatiles o polvo de
horno de cemento, con el fin de cumplir con los requisitos estipulados en la Norma
CFR 40 Parte 503 (US EPA, 2000).

Tabla 18. Requerimientos microbioldgicos para biosélidos segun US EPA Norma
CFR 40 Parte 503.

Parametros Biosolido Clase A Biosolido Clase B
microbiolégicos
Coliformes fecales <1000NMP/gST <2 x 10°NMP/gST
Salmonella spp. <1000NMP/gST No aplica
Huevos de Helmintos <1 huevo/4gST No aplica
Virus entéricos <1V/4gST No aplica

NMP: Numero mas probable
Fuente: US EPA Norma CFR 40 Parte 503.
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Mediante el encalado se consigue elevar el pH a valores por encima de 12,
lograndose la reduccion del contenido de patogenos, asi como de metales
pesados. Tres parametros son considerados importantes: el monitoreo de los
cambios en el pH, el tiempo de contacto y la dosis de alcali utilizada, debido a la
relacion directa que existe entre estos parametros y la inactivaciéon de los
microorganismos patégenos (Wang, Shammas, & Hung, 2008). Mediante
estabilizacién con cal hidratada, han sido tratados lodos primarios de PTAR,
consiguiendo la inactivacion de microorganismos patdgenos y el mejoramiento de
las caracteristicas del residuo para su utilizacion en la fertilizacion periddica de
suelos (Placha, Venglovsky, Makova, & Martinez, 2008)

La estabilizacion alcalina es un proceso multifuncional, que disminuye
significativamente el contenido de carbono en el efluente, lo cual implica la
minimizacién de generacion de olores, destruye los agentes patdgenos vy
disminuye la atraccion de vectores (roedores, aves, insectos, y otros organismos
que puedan transportar microorganismos patogenos) (US EPA, 2000) (Plata M &
Rivera G, 2011).

Una vez definida la necesidad de estabilizar el digestato desde el punto de vista
microbiolégico, se procede a identificar las alternativas de uso para su
aprovechamiento, haciendo de la codigestidon anaerobia un proceso productivo y
competitivo, para ser implementado a escala industrial.

3.2. ALTERNATIVAS PARA EL USO DEL DIGESTATO

El digestato obtenido de la codigestion anaerobia del lactosuero con estiércol
bovino aclimatado contiene 28g/L de sdlidos volatiles. Este valor indica que es
necesario aumentar el tiempo de digestion dado que después de 30 dias, aun hay
fracciones disponibles de materia organica para ser degradadas, lo que corrobora
el alto potencial de biometanizacion del lactosuero y la significativa actividad
microbiana del inoculo.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, son analogos a los obtenidos por
Comino y colaboradores, quienes teniendo en cuenta la carga organica remanente
en el digestato, una vez detenido el experimento de CoDA EB-LS, decidieron
evaluar la produccion de biogas a partir de 2,34kg de SV en el residuo durante 41
dias, alcanzando la produccién de 0,156 m3—CH4/kg—VS (Comino, Riggio, & Rosso,
2012).
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Una vez aprovechada la maxima cantidad de materia organica en el digestato,
extendiendo el tiempo de duracion del proceso de codigestion, el residuo puede
ser estabilizado microbiologicamente mediante el encalado y gracias a su
composicién mineral y alto contenido de humedad, puede ser empleado en forma
liquida como fertilizante (Teglia, Tremier, & Martel, 2011) o0 en forma sodlida

(biosélido™).

La obtencidon del biosdlido puede realizarse por separacion fisica, mediante
secado al aire. En este tratamiento la materia organica se descompone y se
produce amoniaco. Segun (Placha, Venglovsky, Makova, & Martinez, 2008)
mediante el secado en lechos de LPTAR, se puede alcanzar la reduccion del 73%
de los SV en el efluente, asi como la concentracion de los nutrientes,
obteniéndose un producto final con caracteristicas convenientes para su utilizacion
en procesos de incineraciéon, compostaje o acondicionamiento de suelos. Las
ventajas y desventajas de cada alternativa se presentan en la tabla 19.

Las alternativas planteadas para el aprovechamiento industrial del lodo efluente de
procesos de digestion anaerobia se han evaluado y comparado a partir de la
aplicacion de diferentes métodos, entre ellos el Analytical Hierarchy Process Plata,
Rivera, Castro, Guzman, & Escalante (2011) y analisis de ciclo de vida
comparativo (Houillon & Jolliet, 2005), encontrando que los resultados concuerdan
en que el acondicionamiento de suelos es un método apropiado para el uso de
este tipo de subproductos, tal como lo sefalan Teglia, Tremier, & Martel (2011).

El acondicionamiento de suelos es una practica promovida por su valor
agrondémico, dada su capacidad para recuperar los nutrientes del suelo perdidos a
causa del cultivo excesivo (Plata, Rivera, Castro, Guzman, & Escalante, 2011).
Ademas es una alternativa con bajos impactos sobre el consumo energético y
emision de contaminantes que afectan el calentamiento global (Houillon & Jolliet,
2005).

* Los biosolidos son materiales organicos que se producen principalmente durante el tratamiento de aguas residuales y
se caracterizan por la posibilidad de tener un uso beneficioso, determinado por el cumplimiento de los requerimientos de
US EPA Norma CFR 40 Parte 503 (US EPA, 2000).

70



Tabla 19. Alternativas de uso del digestato

ALTERNATIVA DE TRATAMIENTO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

ESTUDIOS
RELACIONADOS

Reduccién de volumen

Generacion de cenizas vy
particulas en suspensién

(Houillon & Jolliet,

Produccion de abonos —
Beneficio econdmico
Tecnologia madura y de
facil transferencia

Z | delodos Se requiere transporte | 2005)
8 Minimizacién de la | para los residuos (Fytili & Zabaniotou,
é generacion de olores Requiere tratamiento de | 2008)
% Destruccion de materia | gases de combustidon y | (Wang, Shammas,
O | organica deshidratacion & Hung, 2008)
Z | Aprovechamiento Segun el residuo tratado | (Werle &  Wilka,
energético pueden generarse | 2010)
compuestos toxicos
Estabilizacion y reciclaje
de materia organica -
Beneficio ambiental
Uso de materiales de
w | soporte
E Reduccion de patégenos | Requerimientos de
»n | Disminucion de | seguridad
8 requerimientos de | Requerimiento de (US EPA, 2000)
g transporte y area de | espacio e inversion
O | disposicion final
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(Teglia, Tremier, &
a . Esparcimiento no | Martel, 2011)
O | Recuperacion de .
= . controlado de metales | (Poggi Varaldo,
W | nutrientes del suelo .
= . . pesados no | Gébmez C,
¢ | Restauracion organica . , .
W | el suelo caracterizados Rodriguez V, Trejo
o . .| Requiere tratamiento de | E, & Rinderknecht
O | Reciclado de la materia e s .
= . estabilizacién previo para | S, 2002)
Z | organica e
w . generar el biosélido (Hwang, Zhang,
= | Ahorro de fertilizantes :
.| Requiere Seo, Lee, & Jahng,
< |Uso de tecnologia .
Z . almacenamiento largo y | 2008)
O | convencional . . .
o L bajo condiciones | (Plata, Rivera,
= | Practica prometedora .
% ara la recuperacién de controladas Castro, Guzman, &
(o) zuelos P Requerimiento de | Escalante, 2011)
2 transporte (Houillon & Jolliet,
2005)

En cuanto aporte de nutrientes al suelo, se debe resaltar que durante el uso del
digestato para la fertilizacion de la tierra, puede emitirse a la atmosfera hasta el
15% del total de nitrégeno aplicado, representando una perdida elevada, dadas las
bajas cantidades de estos nutrientes en el digestato estudiado en este caso(Madller
& Stinner, 2009). Sin embargo, Prazeres y colaboradores (2013), emplearon un
residuo pretratado de lactosuero con 0.27g/L de nitrégeno y 0.05g/L de fésforo, en
el cultivo de tomate.

Por otra parte, Prazeres y colaboradores (2013) han identificado que el contenido
de sal puede afectar la estructura del suelo durante su aplicacién, debido a que
altas concentraciones de sal (3,4g/L) pueden generar condiciones fisiologicas de
sequia. En este sentido, pese a no haberse analizado en el digestato, la
concentracion de sodio en el lactosuero (0,6g/L), sugiere la obtencién de
concentraciones menores de este analito en el subproducto de la digestion, que en
el residuo pretratado de lactosuero utilizado para el cultivo de tomate en el trabajo
de Prazeres, Carvalho, Rivas, Patanita, & Dores, (2013) Dado que este tipo de
plantas presenta alta tolerancia a la sal.

Por lo tanto, se esperaria que el residuo estabilizado, ya sea sélido o liquido,
pueda ser usado en suelos para la recuperacion de la cobertura vegetal, con bajos
requerimientos nutricionales (Instituto Colombiano de Normas Técnicas vy
Certificacion, 2004) o en suelos para el cultivo de tomate, donde la presencia de
sal no resulte ser un inconveniente para el crecimiento de las plantas (Prazeres,
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Carvalho, Rivas, Patanita, & Dores, 2013). Sin embargo, la calidad del digestato y
su uso real en suelo, solo puede definirse al conocer su composicion organica y
mineral, efecto fertilizante e inocuidad (Teglia, Tremier, & Martel, 2011).

3.3. CONCLUSIONES

En el proceso de CoDA del LS se produce en promedio 2L de efluente por cada
litro de lactosuero tratado. De acuerdo con la caracterizacion del digestato, debe
evaluarse el tiempo de duracion del proceso de codigestion con el objeto de
asegurar la obtencion de un digestato con baja carga organica y aumentar el
potencial de biometanizacion del lactosuero.

El residuo digerido de la codigestion, puede estabilizarse mediante el proceso de
encalado para producir un residuo aprovechable sin riesgo bioldgico
constituyéndose en una alternativa tecnoldgica viable para la disposicién de este
residuo.

El digestato estabilizado puede emplearse en la recuperacion y acondicionamiento

de suelos con bajos requerimientos nutricionales, para la recuperacion de la
cobertura vegetal o en suelos donde los cultivos presenten alta tolerancia a la sal.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se identific6 un consorcio microbiano, estiércol bovino potencializado, que
degrada el lactosuero y mejora el arranque del reactor anaerobio debido a su alta
actividad Hidrolitica (0,049 g-DQO/SV*dia) y Metanogénica (0,102 g-
DQO/SV*dia). Adicionalmente, el estiércol bovino potencializado cuenta con una
capacidad amortiguadora elevada que favorece la degradacién anaerobia de
sustratos facilmente hidrolizables como el lactosuero.

El maximo potencial de biometanizacién de lactosuero (0,418m?kg-SV) se obtuvo
cuando la digestion anaerobia se llevo a cabo empleando una relacién volumétrica
in6culo-sustrato 70/30 en rango mesofilico durante 30 dias. EI monitoreo de las
variables AGV, ART, AGV/AT y pH, confirmdé que el sistema alcanzd la
estabilizacién después de cinco dias de operacion.

En esta investigacion se demostré que el proceso de codigestion anaerobia del
lactosuero con estiércol bovino aclimatado, incrementa en un 39% el potencial de
biometanizacién de este sustrato, lo cual se ve representado en un 97% de
conversion de sélidos volatiles. EI monitoreo de las variables AGV, ART, AGV/AT
y pH, evidencio6 la estabilizacién del proceso.

El contenido de solidos volatiles en el digestato indica que la codigestion
anaerobia del lactosuero con estiércol bovino aclimatado en operacién discontinua
debe llevarse a cabo en un tiempo superior a 30 dias, con el objeto de asegurar la
obtencion de un digestato con baja carga organica y aprovechar al maximo el
potencial de biometanizacion del lactosuero.

El residuo digerido de la codigestion, puede estabilizarse mediante el proceso de
encalado y posteriormente aprovecharse en la recuperacion y acondicionamiento
de suelos con bajos requerimientos nutricionales, en suelos donde la presencia de
sal no resulte ser un inconveniente para el crecimiento de las plantas.
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ANEXOS

Anexo A. Determinacion de la Concentracion de Azucares Reductores Totales

(ART).

El método DNS o del acido 3-5 dinitrosalicilico es un método colorimétrico,
desarrollado para la cuantificacion de azucares reductores.
Materiales y Reactivos:

Agua destilada.
DNS.

Hielo.

Micropipeta.
Tubos de ensayo.
Espectrofotdmetro.

Reactivo DNS

Mezclar y disolver en 250 ml de agua destilada 8 g de NaOH y 150 g de
tartrato sodio potasio.

Se agregan 5 g de acido dinitrosalicilico.

Aforar a 500 mL con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.

Procedimiento

1.

© NGO AEWDN

Tomar una muestra aproximadamente de 10 mL en tubos falcom de 15 mL.
Centrifugar las muestras por 15 minutos a 10000 rpm.

Llevar el sobrenadante a otro falcon.

Medir 4 ml del sobrenadante y llevarlo a un tubo de ensayo.

Agregar 2 mL de agua destilada al sobrenadante y luego 4 mL de DNS.
Dejar en bafo con agua en ebullicion durante 5 minutos.

Detener la reaccion en un bafo de hielo.

Agregar 4 mL de agua destilada, y dejar reposando durante 15 minutos.
Calibrar el equipo usado un blanco obtenido en el procedimiento anterior
pero agregando agua destilada en lugar de muestra.

10.Leer la densidad optica a 540 nm de la muestra. Usando la curva estandar

de glucosa hallar las concentraciones de ART.
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Curva estandar de glucosa

Se preparan las muestras de glucosa con concentraciones conocidas, se aplica el
método DNS vy se lee su absorbencia en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 540 nm.

Con los datos obtenidos se traza un grafico lineal de la concentracion de glucosa
(azucar reductor) como una funcién de absorcién, y asi se determina la ecuacién
que relaciona las dos cantidades.
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Anexo B. Método de desplazamiento Alcalino.
Materiales:

e Biodigestor anaerobio.

e Solucion 0,1 N NaOH.

e Fenolftaleina.

e Mangueras y agujas.

e Recipiente colector de 1L.

Procedimiento:

Cada reactor se conecta con la botella de desplazamiento alcalino por medio de
una red de mangueras de plastico y agujas como se muestra en el esquema. El
biogas producido en el reactor se burbujea en la solucién alcalina con fenolftaleina
como indicador y pH mayor que 12, en la cual el CO, es absorbido y el volumen
de gas metano desplaza un volumen igual de la solucion alcalina. El volumen de la
solucion desplazada fuera de la botella en el recipiente colector es equivalente al
volumen de metano y otros gases en menor proporcion generados por el sistema.

Imverted oode filad wiit |
HalH alkallne sclutlon

i Gracdusted cylmde

Esquema de montaje para la medicion de volumen de metano.
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Anexo C. Calculo del volumen de biogas a condiciones normalizadas (VNTP).

Para poder comparar las producciones de biogas y por lo tanto el redimiendo, es
necesario llevar el volumen de biogas a condiciones normalizadas.

(Patm_PV)* TO

VNTP =V P T
V' = Volumen de gas generado (mL).
P.im = Presion atmosférica.
T, = Temperatura estandar 273,15 (K).
P,= Presion estandar 1013.25 (mbar).
Py = Presién de vapor del agua.
o — 10 o157 THee)

T = Temperatura al momento de medir (K).
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